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1 Einleitung

Laut der Endosymbiontentheorie sind Eukaryoten durch Phagocytose von Bakte-
rien in andere prokaryotische Zellen entstanden. Diese Endosymbionten haben sich
im Laufe der Zeit zu Zellorganellen entwickelt. Mitochondrien - die Kraftwerke der
Zelle - sind Zellorganellen, die einige Merkmale von Prokaryoten tragen und diese
Theorie bekréftigen. Bekannt ist, dass Mitochondrien eine eigene ringférmige mito-
chondriale DNA besitzen, die transkribiert und anschliefsend von mitochondrialen
Ribosomen, die den 70S Ribosomen der Bakterien dhneln, translatiert wird. Die
genaue Anzahl der Ribosomen, deren Position im Mitochondrium, sowie deren ge-
nauere Struktur konnte jedoch bis jetzt nicht vollstindig geklart werden. Einige
Studien haben bereits gezeigt, wie sehr sich Mitochondrien und deren mitochon-
drialen Ribosomen in verschiedenen Organismen unterscheiden. In Zusammenhang
mit diesen morphologischen Unterscieden wurden kiirzlich definierte Komplexe pos-
tuliert, die bei der Bildung von Cristae Junctions eine entscheidende Rolle spielen
|[Herrmann, 2011]. Position und Struktur der Proteinkomplexe, die fiir die mor-
phologischen Unterschiede in der Bildung der Cristae verantwortlich sind, konnten
noch nicht beschrieben werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, diese makromolekularen Komplexe am Beispiel aufge-
reinigter Mitochondrien von Neurospora crassa und Saccharomyces cerevisiae zu
lokalisieren. Es soll erfasst werden, wie viele Ribosomen membranassoziiert vorlie-
gen und wieviele sich frei in der mitochondrialen Matrix befinden. Zusétzlich soll
die Position und Ausrichtung der Adenosintriphosphat (ATP))-Synthase in der in-
neren Membran der Mitochondrien, sowie die Bildung der Cristae Junctions durch
Proteinkomplexe untersucht werden.

Als  Methode zur dreidimensionalen Abbildung wird hierfiir die
Kryoelektronentomographie (KET]) verwendet. [KET| ermoglicht die Aufls-
sung von molekularen Strukturen im Bereich von wenigen Nanometern in

quasi-physiologischer Umgebung.
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1.1 Mitochondrien

1.1.1 Allgemein

Aufgrund ihres bakteriellen Ursprungs sind Mitochondrien Zellorganellen, die von
zwei Membranen umgeben sind. Sie besitzen eine eigene mitochondriale DNA
(mtDNA), die in Form von Plasmiden in der mitochondrialen Matrix zu fin-
den ist und die fiir die vom Mitochondrium benétigten Proteine kodiert. Der
Transkriptions- und Translationsapparat dhnelt dem der Bakterien. Mitochondri-
en enthalten insbesondere die molekularen Bausteine, die fiir die Respiration not-
wendig sind, welche an der inneren Mitochondrienmembran stattfindet, sowie die
Enzyme des Zitronensdure-Zyklus und der Fettsdureoxidation, welche in der Mit-
ochondrienmatrix stattfinden. Mitochondrien werden hiufig als die Kraftwerke der
Zelle betitelt, da bei der oxidativen Phosphorylierung als essentieller Ener-
gietrdger der Zelle gebildet wird. Durch eine Serie von Proteinkomplexen in der
inneren Mitochondrienmembran werden Elektronen von NADH oder FADH2 auf
Sauerstoff {ibertragen und dadurch ein Protonengradient iiber die innere Membran
erzeugt. Die Synthese erfolgt iiber den Riickfluss von Protonen in die mito-
chondriale Matrix iiber einen Proteinkomplex, der als FoF1{ATDPhse bezeichnet
wird. Die elektromotorische Kraft wird folglich in protonmotorische Kraft umge-
wandelt und letztendlich in chemischer Energie in Form von gespeichert.
Durch die vollstandige Oxidation von einem Molekiil Glukose werden 26 Molekiile
[ATD] synthetisiert.
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1.1.2 ATP-Synthase

Die FoF1{ATPFSynthase ist in der inneren Membran von Mitochondrien lokalisiert
und dient zur Gewinnung von [ATP] unter Ausnutzung eines Protonengradienten
bei der Respiration. Dieser 600 kDa grofe Komplex gehort zusammen mit Komplex
1 (NADH-Dehydrogenase) der Atmungskette zu den groften Membranprotein-
Komplexen in Mitochondrien (Abb. . Er besteht aus dem Fi-Faktor, welcher
der Synthese von [ATPl dient und dem Oligomycin empfindlichen Fo-Faktor,
der den Protonenkanal bildet. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist die
Identifizierung der [ATPFSynthase in Mitochondrien sehr leicht iiber den 10 nm
grofke Fi1-Kopf, der iiber einen 5nm langen Stiel mit der Memran verbunden ist,
moglich [Davies et al., 2011].

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der FoF1{ATP}ISynthase: Der Kom-
plex besteht aus insgesamt 16 Untereinheiten. Die Untereinheit a
und 10 Kopien der Untereinheit ¢ bilden den Fo-Teil der [ATDl
Synthase. Der F1-Teil besteht aus einem Hexamer aus drei a- und
drei S-Untereinheiten (eine a- und eine S-Untereinheit sind nicht
gezeigt) sowie der §-Untereinheit und zwei b-Untereinheiten, welche
den peripheren Stiel bilden [Loeffler et al., 2006, S. 500ff.]. (Abbil-
dung aus |Loeffler et al., 2006])
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1.1.3 Morphologie

Palade (1952) und Sjostrand (1953) waren mit ihren ersten elektronenmikros-
kopischen Aufnahmen von Mitochondrien Wegbereiter fiir deren morphologische
Aufkldrung. Das von Palade beschriebene Baffle-Modell (Abb. A) mit einer
sehr stark gefalteten inneren Membran mit weiten Offnungen zum Intermembran-
raum wird héufig schematisch in Biichern gezeigt. Diese Cristae reichen weit in
die Mitochondrienmatrix und wurden mit Oberflichenvergroferung begriindet. Bei
dem Modell von Sjéstrand hingegen (Abb. B) bilden diese Cristae eigene Zell-
kompartimente, die die Matrix in mehrere Kompartimente unterteilt und mit der
inneren Membran verbunden sind. Diese tubuléren Verbindungen zwischen Cristae
und innerer Membran werden als Cristae junctions bezeichnet. Spéatere EM Auf-
nahmen haben gezeigt, dass Sjorstrands Modell eher der Wirklichkeit entspricht
und Mitochondrien von verschiedenen Organismen oder Zelltypen stark variieren
[Frey und Mannella, 2000].
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Abbildung 1.2: Mitochondrien-Modell nach Palade (A) und Sjostrand
(B): Das Baffle Modell (A) zeigt die stark gefaltete innere Mem-
bran mit Einstiilpungen ins Innere des Mitochondrium und wei-
ten Offnungen zum Intermembranraum. Das Sjostrand-Modell (B)
verdeutlicht, wie die Cristae eigene Kompartimente bilden und
mit der inneren Membran {iber tubulire Verbindungen (Cristae
Junctions) verkniipft sind. C, Cristae; IM, Innere Membran; OM,
Aufiere Membran; Pfeile zeigen auf die tubuliren Verbindun-
gen, die sie mit der inneren Membran verkniipft.(Abbildung aus
[Frey und Mannella, 2000])
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Bisherige [KET] Studien aufgereinigter Mitochondrien von Neurospora crassa ha-
ben gezeigt, dass diese ellipsenformig sind und eine Gréfe von 0,6 bis 1,5 pum
aufweisen (Abb. [1.3). Die Cristae sind iiber Cristae-Junctions mit der inneren
Membran verkniipft, jedoch bilden sie ein dreidimensionales stark verzweigtes Netz-
werk von Lamellen. Dies unterscheidet sie von den meisten anderen Mitochondrien,
bei denen eine regelméfige Anordnung von parallelen Cristae hdufig zu finden ist
[Nicastro et al., 2000].

Abbildung 1.3: Morphologie der Mitochondrien von Neurospora crassa:
Die Cristea bilden ein dreidimensionales stark verzweigtes Netz-
werk das iiber Cristae Junctions mit der inneren Membran ver-
kniipft ist. (A) Zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme ei-
nes Mitochondrium von Neurospora crassa. C, Cristae; CJ, Cri-
stae Junctions; IM, Innere Membran; OM, Aufere Membran. (B)
Zeigt die Segmentierung der inneren und &ufseren Membran einer
dreidimensionalen Rekonstruktion einer Kippserie. (Abbildung aus
[Nicastro et al., 2000])

Spezifische makromolekulare Strukturen in den Mitochondrien, wie z.B. mito-
chondriale Ribosomen oder die FoFi-ATPase, konnten aufgrund der limitierten
Auflésung des Mikroskops, fehlender Software zur Prozessierung, sowie des schlech-
ten Signal Rausch Verhiltnis, (Signal to Noise Ratio) (SNR]) bei der Studie von

Nicastro et al noch nicht beschrieben werden.
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1.1.4 MINOS-Komplex

Der MINOS-Komplex (mitochondrial inner membrane organizing system) wur-
de in drei unabhéngigen Studien identifiziert und auch MICOS (mitochondrial
contact site complex) und MitOS (mitochondrial organizing structure) bezeich-
net [Herrmann, 2011]. Er besteht aus sechs Untereinheiten und ist wahrscheinlich

durch seine Struktur fiir die Bildung der Cristae Junctions verantwortlich (Abb.

9.

Cytosol
Outer membrane

Inner membrane
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37 Aim37 Mcs27 Aim37 MOMA-1

Abbildung 1.4: Strukturbildung der Cristae Junctions durch den MINOS-
Komplex (mitochondrial inner membrane organizing sys-
tem): Die in rot gezeigten Untereinheiten Mitofilin /Fcjl und Miol0
bilden mit den anderen (griin gezeigten) Untereinheiten einen Pro-
teinkomplex, der fiir die Bildung der Kontaktstellen von Cristae
Junctions mit der inneren Membran verantwortlich ist. (Abbildung
aus [Herrmann, 2011])

Die Untereinheiten Mitofilin /Fcj1 und Mio10 spielen hierbei eine bedeutende Rolle.
Das Fehlen dieser Untereinheiten fiihrt zu einer Wachstumsbeeintriachtigung und
starken Verdnderungen der Morphologie von Mitochondrien. Dies prégt sich durch
eine reduzierte Anzahl an Verkniipfungen und Bildung von eher parallelen Cristae
aus [von der Malsburg et al., 2011]. Bekannt ist jedoch, dass dieser Komplex nicht
alleine fiir die Bildung der Cristae Junctions verantwortlich ist und weitere, nicht
identifizierte, strukturelle Komponenten vorhanden sein miissen. Folglich konnte
noch nicht genau geklart werden, wie der MINOS-Komplex mit der Bildung der

Cristae Junctions in Verbindung steht [Herrmann, 2011].
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1.2 Ribosomen

1.2.1 Allgemein

Ribosomen sind sehr komplexe Makromolekiile aus Proteinen und ribosomaler
RNA (kBRNA]). Thre Aufgabe liegt darin, die genetische Information, die durch
RNA-Polymerasen von DNA in messenger RNA transkribiert wurde, in
Polypeptidketten zu translatieren, welche durch Faltung ein funktionelles Protein
bilden. Transfer-RNA (fRNA)-Molekiile dienen dabei als Transportmolekiile fiir
die jeweiligen Aminosiduren, welche mittels komplementirer Basenpaarung zwi-
schen und die gewiinschte Aminosdure-Sequenz bilden. Prokaryoti-
sche Ribosomen haben einen Sedimentationskoeffizient von 70S und sind aus zwei
Untereinheiten aufgebaut. Sie kénnen in eine grofe (50S) und eine kleine (30S)
Untereinheit unterteilt werden. Die grofe Untereinheit enthélt ca. 30 verschiedene
Proteine und zwei RNA-Molekiile (23S und 5S), die kleine Untereinheit dagegen
ca. 20 verschiedene Proteine und ein 16S RNA-Molekiil. Diese drei RNA-Molekiile
spielen eine wichtige Rolle bei der Struktur und Funktion der Ribosomen und ma-

chen zwei Drittel der Gesamtmasse dieses Riboprotein-Komplexes aus. Die kleine
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Abbildung 1.5: Der grundlegende Prozess der Proteinbiosynthese am 70s
Ribosom von Escherichia coli: Gezeigt sind die drei
Bindungstellen (A-, P- und E-Seite) des 70s Ribosoms zwischen
grofser und kleiner Untereinheit. Es ist schematisch gezeigt, wie
die in der kleinen ribosomalen Untereinheit gebunden und
decodiert wird. Das Peptidyltransferase Zentrum, in dem die Pep-
tidbindung gekniipft wird, befindet sich in der grofen Untereinheit.
(Abbildung aus [Blanchard et al., 2004])
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Untereinheit dient dazu, die zu translatierende InRNAlzu binden und zu dekodieren
und kontrolliert die Basenpaarung zwischen mRNA]lund ERNAl Die Peptidbindung
wird in der 50S Untereinheit durch ihre Peptidyltransferase-Aktivitit gekniipft. Die
Molekiile liegen folglich wie eine Briicke im Zwischenraum der beiden Un-
tereinheiten (Abb. [L.5). Die lauft durch einen Kanal zwischen Kopf und
Korperregion der kleinen Untereinheit und das naszierende Protein verldsst das

Ribosom durch einen Tunnel der grofen ribosomalen Untereinheit [Frank, 1998].

1.2.2 Mitochondriale Ribosomen

Mitochondriale Ribosomen (Mitoribosomen) dhneln sehr stark den Ribosomen von
Bakterien, wobei sie sich in ihrer detaillierten Struktur jedoch klar von diesen un-
terscheiden und eine grofere Anzahl an Proteinen besitzen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Mitoribosomen von Pilzen und Tieren die 5S RNA der grofen ribosoma-
len Untereinheit fehlt. Es ist schwer, eindeutige strukturelle Gemeinsamkeiten von
verschiedenen Mitoribosomen aus verschieden Organismen zu finden, da sie sich
trotz des gemeinsamen Ursprungs von einem Organismus der den heutigen Pur-
purbakterien #hnelt, durch evolutionire Anderungen stark voneinander abheben
|[Kitakawa und Tsono, 1991].

1.3 Kryoelektronentomographie

1.3.1 Allgemein

Da in der klassischen Optik die mikroskopische Auflésung von zwei beliebigen
Punkten nur moglich ist, wenn deren Abstand mindestens der halben Wellenlin-
ge der verwendeten Strahlung entspricht, wird das maximale Auflésungsvermogen
eines Mikroskops durch die Wellenldnge der Strahlung begrenzt. Der einfachste
Weg eine Probe mit einer hohen Bildauflésung darzustellen ist folglich, die Wel-
lenldnge der Strahlungsquelle zu reduzieren. Da ein kohédrenter Elektronenstrom
mit einer Field Emission Gun (FEG]) heutzutage relativ einfach zu generieren ist
und ein Elektron mit einer kinetischen Energie von 300 keV eine Wellenldnge von
0,02 A besitzt, eignet sich Elektronenmikroskopie sehr gut fiir die Auflésung von
molekularen Strukturen. Das Auflésungsvermogen eines Elektronenmikroskops ist

derzeit praktisch nicht durch die Wellenldnge begrenzt, sondern durch andere Fak-

11
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toren, wie beispielsweise die Vorbereitung der Probe, fehlerbehaftete, magnetische
Linsensysteme und mogliche strukturelle Schiden bei Verwendung von zu hoch-
energetischer Strahlung. Da Elektronen sehr stark mit Materie interagieren, sollte
die Probe bei Elektronenmikroskopie nicht dicker als 500 nm sein und der Strahlen-

gang evakuiert werden, um hochauflésende Bilder zu erhalten [Luci¢ et al., 2012].

1.3.2 Kryopraparation

Biologische Objekte sind meist in Wasser gelost, welches im Hochvakuum des Elek-
tronenmikroskops verdampfen wiirde. Um biologische Proben im nativen, gelosten
Zustand zu analysieren muss dieses Problem umgangen werden. Bei der Kryopri-
paration entsteht durch abruptes Abkiihlen der Probe auf Temperaturen unter
—140° amorphes Eis, welches die native Struktur der Probe konserviert und das
Verdampfen von Wasser verhindert. Dieser Vitrifizierungsvorgang wird durch Ein-
schiefsen der Probe in fliissiges Ethan, welches durch fliissigen Stickstoff gekiihlt
wird, realisiert. Vor der Vitrifizierung muss der Wassserfilm mit Hilfe von Filterpa-
pier abgezogen werden um die Dicke des Eises gering zu halten. Dies kann manuell
oder automatisch am Vitrobot passieren. Die so praparierten Proben miissen bis
zur Untersuchung im Elektronenmikroskop bei Temperaturen unter —140° gehalten

werden, was Lagerung und Handhabung wesentlich erschwert [Lucié¢ et al., 2012].

1.3.3 Kontrastentstehung

Aufgrund der geringen Elektronendichte von biologischen Proben ist eine hochauf-
geloste Abbildung nur mittels Amplitudenkontrast nicht méglich. Stattdessen nutzt
man Phasenkontrast, bei dem der Kontrast durch Interferenz der gestreuten Elek-
tronen mit dem Primé&rstrahl erzeugt wird. Die Kontrasttransferfunktion
resultiert aus den Eigenschaften des Elektronenmikroskops. Amplitude und Vorzei-
chen des Phasenkontrast werden als Funktion der rdumlichen Frequenz moduliert.
Dabei ist der Defokuswert der einzige Parameter, der durch den Benutzer vari-
iert wird. Geringe Defokus-Werte fiithren zu einem hoéheren Auflosungsvermogen
von detaillierten Strukturen, aber gleichzeitig zu einem schwachen Kontrast. Sehr
hohe Defokus-Werte haben gegenlaufigen Effekt und fiihren zu einer schlechteren
Auflésung aber stérkeren Phasenkontrast. Die Wahl des richtigen Defokus-Wertes
spielt folglich eine entscheidende Rolle fiir die Abbildung einer Probe mittels Elek-

12
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tronenmikroskopie mit ausreichender Auflosung und hinreichenden Phasenkontrast
[Cucic¢ et al., 2012].

1.3.4 Elektronentomographie

Um aus zweidimensionalen Abbildungen eine dreidimensionale Dichte rekonstru-
ieren zu konnen, muss eine Kippserie entlang einer Achse senkrecht zum Elektro-
nenstrahl der zu untersuchenden Probe aufgenommen werden. Bei der Elektronen-
tomographie wird die Probe iiblicherweise von —60° bis +60° gekippt. Fiir jeden
Kippwinkel muss neu fokusiert und die Wanderung der Probe durch das Kippen
kompensiert werden (Tracking). Um die Strahlenbelastung fiir die Probe so gering
wie moglich zu halten, finden an einer Fokusstelle, die einige Mikrometer entfernt
auf der Kippachse liegt, Fokussierung und Tracking statt, bevor das Bild an der
zu untersuchenden Stelle erfasst wird. Bei diesem sogenannten ,low-dose” Daten-
erfassungsschema werden durch einen Computer verschiedene Mikroskop-Zustinde
fiir verschiedene Aufgaben, wie Fokussierung, Tracking und Bilderfassung genutzt.
Nachdem die zweidimensionalen Projektionen der Kippserie mit Hilfe von kolloi-
dalen Gold-Markern in der Probe auf ein gemeinsames dreidimensionales Koordi-
natensystem aligniert wurden, wird durch gewichtete Riickprojektion eine dreidi-
mensionale Dichte rekonstruiert. Da durch den Kipphalter der zugingliche Win-
kelbereich fiir die Aufnahme von Tomogrammen auf Winkel zwischen —60° und
+60° beschrankt ist, ergibt sich ein keilférmiger Bereich im Fourierraum des re-
konstruierten Objekts, in dem die Informationen fehlen. Dieser Bereich wird als
missing-wedge* bezeichnet (Abb. [1.6).

1.3.5 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Tomogrammen

In den rekonstruierten Tomogrammen kann mit Hilfe einer Referenzstruktur gezielt
nach makromolekularen Komplexen gesucht werden. Mit einem Musterekennungs-
algorithmus wird durch Kreuzkorrelation eine relative Ahnlichkeit zwischen Refe-
renz und Subvolumina des Tomogramms berechnet, indem sie pixelweise in jede
Raumrichtung verschoben und rotiert wird [Frangakis et al., 2002]. Der berech-
nete Kreuzkorrelations-Koeffizient wird dem jeweiligen zentralen Pixel im Tomo-

gramm zugeordnet, wodurch ein Korrelationsvolumen entsteht. Durch den grofen
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B

Abbildung 1.6: Bereiche fehlender Information (,;missing-wedge*): Durch
den unzuginglichen Winkelbereich aufserhalb von —60° und +60°
ensteht bei der dreidimensionalen Rekonstruktion ein Keilférmiger
Bereich fehlender Information. (A) veranschaulicht den ,missing-
wedge“-Effect bei einer Kippserie um eine Achse. Dieser keilformige
Bereich fehlender Information kann durch eine doppelte Kippserie
entlang senkrecht aufeinander stehender Achsen (B) reduziert wer-
den. (Abbildung aus [Luci¢ et al., 2005])

Rechenaufwand werden hierfiir Computercluster benétigt, auf die die einzelnen
Subvolumina des Tomogramms verteilt werden konnen. Postionen und Orientie-
rungen von Partikeln mit besonders hohem Kreuzkorrelations-Koeffizient konnen
aus diesem Korrelationsvolumen extrahiert werden und Subtomogramme mit dem
enthaltenen detektierten Partikel rekonstruiert werden. Die Struktur der Partikel
kann durch iterative Alignierung der Subtomogramme analysiert werden. Die Sub-
tomogramme werden beziiglich ihrer Translation und Rotation so variiert, dass der
Kreuzkorrelations-Koeffizient in Bezug auf eine Referenz maximiert wird. In einem
iterativen Prozess werden die rotierten und translatierten Subtomogramme gemit-
telt und als neue Referenz fiir eine weiter Alignierung verwendet. Dies wird so lange

wiederholt, bis Translation und Rotation der Subtomogramme konvergieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Benotigte Pufferlosungen

Tabelle 2.1: ST/SET-Puffer

| [ST 1x (500 ml) | SET Lx (500 ml) |

Sucrose (1 M) 125 ml 125 ml
EDTA (0,25 M) 2l

Tris (1 M) 10 ml 10 ml
H20 365 ml 363 ml

Tabelle 2.2: MP1/MP2-Puffer

MP1
(2ml/g Feuchtgewicht)
Tris 100 mM
DTT 10 mM
MP2
(6,7 ml/g Feuchtgewicht)
Sorbitol 1.2 M
KPi-Puffer (pH 7,4) 20mM
Zymolyse 3 mg/g Feuchtgewicht

15



2 Material und Methoden

Tabelle 2.3: Homogenisierungspuffer und SEH-Puffer

Homogenisierungspuffer SEH
(13,4 ml/g Feuchtgewicht)
Tris (pH 7,4) 10 mM
MEPES (pH 7,4) 20 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mM 1 mM
Sorbitol 0,6 M 0,6 M
BSA 0,2 %
PMSF 1 mM

2.2 Aufreinigung der Neurospora crassa

Mitochondrien

In Zusammenarbeit mit AG Neupert wurden die Untersuchungen beziiglich mito-
chondrialer Proteine an aufgereinigten Neurospora crassa Mitochondrien durchge-
fiihrt, bei denen vor der Aufreinigung die Translation durch Zugabe von Cyclo-
heximid gestoppt wurde. Die geernteten Neurospora crassa Zellen wurden iiber
Nacht fiir mindesten 18 Stunden in 2 Liter Fliissigkultur, zu der 80ml 50%ige
Zuckerlosung und 40ml 50x Vogels Salz zugefiihrt wurden, inkubiert. Am néchs-
ten Tag wurden die abgeernteten N. crassa Zellen mit dem Morser, Seesand und
zugefiihrtem SET-Puffer mit PMSF homogenisiert. Anschliefend wurden die Mit-
ochondrien durch schrittweises abzentrifugieren der iibrigen Zellbestandteile iso-
liert. Das Pellet mit den Mitochondrien wurde in 1 x ST-Puffer resuspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 12.000 rpm und 2°C konnten die Mit-
ochondrien, die den dufleren, weichen und orange-farbenen Rand des Pellets bilden,
in Eppendorf-Reaktionsgefife mit 1 x ST-Puffer iiberfiihrt werden. Die gemessene
Mitochondrienkonzentration betrug 31,38 mg/ml. Zur Kryoelektronentomographi-
schen Analyse wurden die Mitochondrien 1:3 verdiinnt mit 1 x ST-Puffer (10,46

mg,/ml) verwendet.
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2 Material und Methoden

2.3 Aufreinigung der Saccharomyces cerevisiae

Mitochondrien

Die Aufreinigung der Saccharomyces cerevisiae Mitochondrien wurde von Michael
Wollhaf (Technische Universitéit Kaiserslautern, Abteilung fiir Zellbiologie) durch-
gefiithrt. Die Anzucht der S. cerevisiae Zellen erfolgte in YPGal Medium (Galactose
2% ; Casein Pepton 21g/l; Hefeextrakt 11g/1). Zum Ernten der Zellen wurde 1L
YPGal Medium bei einer ODsoo von 1 bis 1,5 zentrifugiert (5 min, 2900 g, RT).
Nach Resuspendieren des Sediments in MP1 wurde erneut zentrifugiert (5 min,
2900 g, RT), anschliefend mit 1,2 M Sorbitol gewaschen und wieder zentrifugiert
(5 min, 2900 g, RT). Nach der Resuspension in MP2 fiir 60 min bei 30°C wurde auf
Eis weiter gearbeitet und erneut zentrifugiert (5 min, 2900 g, 4°C). Das resuspen-
dierte Pellet wurde im Dounce Homogenisator mit Homogenissierungspuffer gelost,
homogenisiert und anschliefend dreimal zentrifugiert (5 min 2200 rpm, 4°C) und
mit Homogenisierungspuffer gewaschen, wobei das Sediment verworfen wurde. Der
Uberstand wurde fiir 12 min bei 17.700 g und 4°C zentrifugiert, das Pellet in SEH
resuspendiert und bei 3000g und 4°C erneut zentrifugiert. Nach Zentrifugation des
Uberstandes fiir 10 min bei 18.000 g wurde das Pellet in SEH resuspendiert und

in fliissigem Stickstoff fiir Lagerung und Transport schockgefroren.

2.4 Vitrifizierung der Proben

Fiir die Vitrifizierung wurden Molybdangrids mit lacey carbon Film (Ted Pall, San
Diego, USA) verwendet, die mit Hilfe eines Plasmacleaners gesdubert und hydro-
philisiert wurden. Hierzu wurden sie fiir 158 beglimmt. Anschliefend wurden 3ul
der unverdiinnten Mitochondrien-Probe aufgetragen. Direkt vor der Vitrifizierung
in fliissigem Ethan, welches mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wurde, wurden 3ul kol-
loidales Gold hinzupipettiert. Die Vitrifizierung erfolgte am FEI Vitrobot Mark IV,
welcher fiir 3 s und mit einer blotting-force von 1 mit Filterpapier von beiden Sei-
ten des Grids Fliissigkeit abzog. Die Aufbewahrung bis zur spateren Untersuchung

am Elektronenmikroskop erfolgte in fliissigen Stickstoff.
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2.5 Datenerfassung am Elektronenmikroskop

Die Erfassung der zweidimensionalen Rohdaten erfolgte an einem Krios Titan
Transmissionerelektronemikroskop, das mit einer Direct Detection Kamera (FEI
Falcon) mit einer Auflésung von 4096x4096 Pixeln ausgestattet war. Die Bilder
wurden mit einer Beschleunigungsspannung von 300 keV, einem nominalen Defokus
von 8um und einer Pixelgrofe von 0,288 nm/Pixel aufgenommen. Fiir die spétere
Erzeugung des Tomogramms wurde eine Kippserie angefertigt, bei der die Probe
von —60° bis +60° in Schritten von 3° gekippt wurde. Hierfiir wurde das Softwa-
repaket FEI Tomography zur Hilfe genommen. Die Dosis von 100 Elektronen pro
Quadrat—Angstrém wurde iiber die Kippserie zur Vermeidung von Strahlenschiden

nicht iiberschritten.

2.6 Dreidimensionale Rekonstruktion der

Tomogramme

Die gesamte Datenprozessierung wurde mit der TOM-toolboz |[Nickell et al., 2005],
dem av3-Paket [Forster et al., 2008] und PyTom [Hrabe et al., 2011] durchgefiihrt.
Durch die gewichtete Riickprojektion konnte aus den gewonnen Rohdaten der Kipp-
serie eine dreidimensionale Rekonstruktion der Tomogramme erfolgen. Fiir die Ali-
gnierung wurden sechs gleichméfig verteilte Goldpartikel, die sich in unmittel-
barer Nihe der zu untersuchenden Stelle befanden, ausgewihlt. Uber die gesamte
Kippserie hinweg, betrug die berechnete Abweichung der gewahlten Markerpositio-
nen und der berechneten Position im dreidimensionalen Tomogramm weniger als
vier Pixel. Aus den 4kx4K original Daten wurden dreifach gebinnte Tomogramme
(512x512x128 Pixel) rekonstruiert.

2.7 Lokalisierung makromolekularer Komplexe

Fiir die automatische Selektierung der Ribosomen in den rekonstruierten Tomo-
grammen von Saccharomyces cerevisiae mittels Kreuzkorrelation wurde das mito-
chondriale Ribosom von Leishmania tarentolae [Sharma et al., 2009 als Referenz
verwendet. Nach Aussortierung falsch positiver Partikel und Rekonstruktion von

71 ungebinnten Subtomogrammen mit einer Kantenldnge von 128 Pixeln und einer
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resultierenden Pixelgrofe von 2,88 Angstrom, konnte durch Mittelung der Elektro-
nendichten eine experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms von Sac-
charomyces cerevisiae erfasst werden. Bei der manuellen Lokalisierung der Riboso-
men von Neurospora crassa wurden die Koordinaten der Ribosomen in der Soft-
ware UCSF Chimera (Version 1.5.2) bestimmt und anschliefend einfach gebinn-
te Subtomogramme (80x80x80 Pixel) rekonstruiert. Die resultierende Pixelgrofe
der Subtomogramme betrug 5,8 Angstrom. Fiir die iterative globale Alignierung
der Subtomogramme wurde das mitochondriale Ribosom von Leishmania taren-
tolae [Sharma et al., 2009] als Startreferenz verwendet und auf die Objektpixel-
groke der Subtomogramme skaliert. Durch die Mittelung der alignierten Subvo-
lumina konnte die experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms erfasst
werden. Fiir die Lokalisierung der Proteinkomplexe, die fiir die Bildung der Cristae-
Junctions verantwortlich sind, wurden in Chimera die Koordinaten von 41 Regionen
in 12 Tomogrammen bestimmt und anschliefend die ungebinnten Subtomogramme
(200x200x200) global aligniert und gemittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Dreidimensionale Rekonstruktion der

Tomogramme

Aus den Rohdaten der Kippserien wurden dreifach gebinnte Tomogramme

rekonstruiert. Abbildung [3.1] zeigt den Schnitt durch die xy-Ebene von drei,

rekonstruierten Tomogrammen der Mitochondrien von Neurospora crassa.

Abbildung 3.1: Ergebnis der dreidimensional rekonstruierten Volumen der
Mitochondrien von Neurospora crassa: Gezeigt ist ein Schnitt
durch die xy-Ebene von drei rekonstruierten Tomogrammen (A,
B und C). Der Durchmesser der Mitochondrien schwankt von ca.
0,5um (Tomogramm A) bis 1,5um (Tomogramm C). Ebenfalls ist
zu erkennen, dass die Form der Cristae variiert. In Tomogramm
A sind grofe Cristaekompartimente zu sehen, die von kleinen Ma-
trixkompartimenten unterteilt werden, wohingegen Tomogramm C
sehr eng verlaufende Cristae zeigt, die einen einheitlichen Mem-
branabstand aufweisen und die weitldufige Matrix in grofe Kom-
partimente unterteilen.
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3 Ergebnisse

Es ist deutlich zu sehen, dass die Morphologie der Mitochondrien stark variiert.
Die Grofe der Mitochondrien, gemessen an ihrem Durchmesser, divergiert von et-
wa 0,5 bis 1,5pum. Die Form der Cristae zeigt sich als sehr unbestdndig und reicht
von teils volumingsen Cristackompartimenten (Abb. [B.1JA) hin zu sehr schmalen
Cristae mit einheitlichen Membranabstand von etwa 15nm (Abb. 3.1/C). Durch die
Form der Cristae wird die mitochondriale Matrix in mehrere Kompartimente un-
terteilt. Die einzelnen, dreifach gebinnten Tomogramme, wurden mit der Software
Amira (Version 5.4.0; Visage Imaging, San Diego) durch Segmentierung der inne-
ren und duferen Membran visualisiert (Abb. [3.2). Durch die Einstiilpungen der
Cristae bilden sich mehrere, verschieden grofe Matrixkompartimente mit hoher
Elektronendichte, in denen sich Ribosomen (R) mit dem Auge lokalisieren lassen.
Die Segmentierung der inneren und &uferen Membran veranschaulicht sehr gut
das stark verzweigte Netzwerk der Cristae in den Mitochondrien von Neurospora

crassa.

=
=
>

o

A A
By g

Sy
-

(e Soors

sl

.' ‘;
U.“

S
o

T8

Abbildung 3.2: Ergebnis des dreidimensional rekonstruierten Volumen der
Kippserien eines Neurospora crassa Mitochondrium mit
anschliefender Segmentierung der inneren und &Hufleren
Membran:(A) Zeigt den Schnitt durch die xy-Ebene des rekon-
struierten Tomogramms. Es ist sehr gut zu erkennen, wie sich durch
die Cristaeeinstiilpungen mehrere Matrixkompartimente bilden, die
in ihrer Grofse variieren. Trotz der hohen Matrixdichte sind Ribo-
somen (R) zu erkennen. In (B) wurden die innere und dufere mito-
chondriale Membran mit der Software Amira (Version 5.4.0; Visage
Imaging, San Diego) segmentiert und damit das stark verzweigte
Cristae-Netzwerk und die Absténde zwischen innerer (blau) und
duferer Membran (gelb) visualisiert.
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3 Ergebnisse

Der sehr einheitliche Abstand von etwa 10 nm zwischen innerer und duferer Mem-
bran lisst sich in diesem Tomogram (Abb. A) sehr gut erkennen. Obwohl die
mitochondriale Matrix sehr dicht wirkt, lassen sich durch die bessere Auflésung
des Elektronenmikroskops detailierte Strukturen mit héherer Dichte erkennen. Die
untersuchten Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae (Abb. zeigen im
Vergleich zu den Mitochondrien von Neurospora crassa einen wesentlich hoheren
Kontrast und eine weniger dichte Matrix, wodurch sich Ribosomen (R) in der
mitochondrialen Matrix oder sogar ATP-Synthasen (A) an der inneren Mitochon-
drienmembran im Tomogramm erkennen lassen. Anders als bei den Mitochondrien
von Neurospora crassa, bilden sich in Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae
kleine tunnelartige Cristaeckompartimente, die von einer einheitlichen Matrix um-
geben sind. In ihrem Durchmesser zeigen sie eine dhnliche Léinge wie Mitochondrien

von Neurospora crassa (etwa lum).

Abbildung 3.3: Ergebnis der dreidimensional rekonstruierten Volumen der
Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae: Der Kontrast
der erhaltenen Tomogramme ist wesentlich héher und lasst bereits
mit dem Auge Strukturen von Ribosomen (R) und ATP-Synthasen
(A) erkennen. In der einheitlichen mitochondrialen Matrix mit
einem homogenen Abstand zwischen innerer und duferer Membran
bilden sich mehrere kleine Christaekompartimente. An der Mem-
bran dieser Kompartimente lassen sich die Képfe der ATP-Synthase
(A) erkennen, die in die Matrix hineinreichen. In der weniger dif-
fusen Matrix konnen Ribosomen (R) mit einer deutlich hoheren
Dichte wahrgenommen werden.
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3 Ergebnisse

3.2 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Mitochondrien

3.2.1 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Mitochondrien von Neurospora crassa

Durch die hohe Dichte der mitochondrialen Matrix in Neurospora crassa und dem
daraus resultierenden schlechten Signal zu Rausch Verhéltnisses, war eine auto-
matische Selektierung mitochondrialer Ribosomen mittels Kreuzkorrelation nicht
moglich. Da die hohen Dichten der Ribosomen mit dem Auge jedoch gut zu er-
kennen waren, erfolgte die Lokalisierung der Ribosomen durch Bestimmung der
Koordinaten im dreifach gebinnten Tomogramm und anschliefender Rekonstruk-
tion einfach gebinnter Subtomogramme mit einer Kantenldnge von 80 Pixeln. Aus
drei rekonstruierten Tomogrammen konnten die Koordinaten von 68 Ribosomen
bestimmt werden. Nach globaler Alignierung der einfach gebinnten Subtomogram-
me (80x80x80 Pixel) mit 10 Iterationen, konnte durch Mittelung der alignierten

Subvolumina die experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms erfasst

werden (Abb. [3.4).

Abbildung 3.4: Experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms
von Neurospora crassa: Abbildung (A) zeigt in grau die erhalte-
ne Elektronendichte des mitochondrialen Ribosoms von Neurospora
crassa nach Alignierung und Mittelung von 68 einfach gebinnten
Subtomogrammen, subjektiv auf eine Auflésung von 60A gefiltert.
In Abbildung (B) wurde zur Visualisierung der Unterschiede zur
Startreferenz die Dichte des mitochondrialen Ribosoms von Leish-
mania tarentolae in gelb eingebettet. SSU (small subunit) klei-
ne ribosomale Untereinheit; LSU (large subunit) grofe ribosomale
Untereinheit
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Es ist deutlich zu erkennen, dass im Bereich der grofien Untereinheit (large sub-
unit, LSU) der Startreferenz in gelb (mitochondriales Ribosom von Leishmania
tarentolae), die erwartete Elektronendichte fiir die grofse Untereinheit des Ribo-
soms von Neurospora crassa in grau zu finden ist. Allerdings lasst sich ein Fehlen
der kleinen ribosomalen Untereinheit (small subunit, SSU) feststellen. Mit den
erhaltenen Koordinaten der mitochondrialen Ribosomen im Tomogramm, konnte
deren Elektronendichte in das segmentierte Mitochondrium {ibernommen werden

und dadurch deren Position und Ausrichtung im Mitochondrium mit der Software
Amira visualisiert werden (Abb. [3.5)).

Abbildung 3.5: Dreidimensionale Segmentierung der inneren und dufieren
Membran, sowie der Ribosomen im Mitochondrium von
Neurospora crassa: Gezeigt ist die dufsere Membran in gelb, die
innere Membran in hellblau und mitochondriale Ribosomen in dun-
kelblau. Ein Grofteil der identifizierten Ribosomen befindet sich in
der Ndhe zur inneren Membran. Insgesamt konnten in diesem To-
mogram etwa 20 mitochondriale Ribosomen lokalisiert werden

Die Lokalisierung von [ATPISynthasen in den Mitochondrien von Neurospora crassa
war aufgrund des schlechten SNR|und fehlendem Kontrast nicht moglich.
Fiir die Untersuchung der Proteinkomplexe, die fiir die Bildung der Cristae-

Junctions in Neurospora crassa verantwortlich sind, wurden im Tomogramm Mem-
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3 Ergebnisse

branabschnitte der inneren Membran lokalisiert, die an der &ufseren Membran einen
charakteristischen Winkel von etwa 30° bilden. Durch die Alignierung und Mitte-
lung der Subtomogramme sollte Aufschluss dariiber gegeben werden, ob definier-
te Proteinkomplexe in der mitochondrialen Matrix im Winkelinneren oder in den
Cristae-Junctions zu finden sind. Abbildung[3.6|zeigt besipielhaft welche Postionen

im Tomogramm fiir die Rekonstruktuion der Subtomogramme gewihlt wurden. Mit

A
A

Abbildung 3.6: Position der charakteristischen 30° Winkel in den Tomo-
grammen von Neurospora crassa Mitochondrien: Die ge-
wahlten Postionen fiir die anschlieflende Rekonstruktion der Sub-
tomogramme wurden beispielhaft in den xy-Ebenen von zwei ver-
schiedenen Tomogrammen (A) in rot markiert. Abbildung (B) zeigt
den Schnitt durch die xy-Ebene der erhaltenen Elektronendichte,
nach Alignierung und Mittelung der 41 Subtomogramme. Die Pfei-
le markieren die gut definierte dufsere Membran und den Winkel,
der durch die zwei Membranabschnitte der Innere Membran gebil-
det wird. Der schlecht definierte, verwaschene Membranabschnitt
der Junction wurde rot umrandet dargestellt.

der Software Chimera wurden die Koordinaten von 41 Winkeln in 12 Tomogram-
men bestimmt und anschliefend Subtomogramme zur Alignierung rekonstruiert.
Die Alignierung und Mittelung der Subtomogramme lieferte eine hohe Elektronen-
dichte der duferen Membran und der beiden Schenkel des Winkels, der durch die
Membranabschnitte der inneren Membran gebildet wird (Abb. B). Der innere
Schenkel des Winkels, der in die mitochondriale Matrix hinein reicht, war jedoch
im Vergleich zum dufseren Schenkel unbestimmt und weniger deutlich. Der andere
Membranabschnitt der Junction, der nicht an der Bildung des Winkels beteiligt

ist, wirkte sehr verwaschen und nicht genau definiert.
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3.2.2 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae

Der hohere Kontrast, der bei den Aufnahmen der Mitochondrien von Saccharo-
myces cerevisiae erreicht wurde, erméglichte die Lokalisierung mitochondrialer Ri-
bosomen durch Kreuzkorrelation mit dem mitochondrialen Ribosom von Leish-
mania tarentolae. Anschliefend wurden falsch positive Partikel, wie Goldmarker
oder Membranbestandteile, aussortiert. Insgesamt konnten etwa 10 bis 20 Ribo-
somen pro Mitochondrium lokalisiert werden. Durch die Erfassung mittels Kreuz-
korrelation wird die exakte Ausrichtung der Ribosomen im Tomogramm erfasst.
Die Mittelung der Subtomogramme von insgesamt 71 selektierten Partikeln lieferte
eine aufschlussreiche Elektronendichte, bei der grofse und kleine ribosomale Unter-
einheit deutlich zu erkennen sind. (Abb. [3.7). Die anschlieRende Alignierung mit
lokaler Winkel Abtastung lieferte durch das schlechte keine Verbesserung.

Abbildung 3.7: Experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms
von Saccharomyces cerevistae: Abbildung (A) zeigt in grau die
erhaltene, subjektiv auf eine Auflésung von 60A gefilterte, Elektro-
nendichte des mitochondrialen Ribosoms von Saccharomyces ce-
revisiae nach Mittelung der Subtomogramme. In Abbildung (B)
wurde zur Visualisierung der Unterschiede die Dichte des mitochon-
drialen Ribosoms von Leishmania tarentolae in gelb eingebettet. In
(C) und (D) wurde die Elektronendichte jeweils um 90° gedreht.)
SSU (small subunit) kleine ribosomale Untereinheit; LSU (large
subunit) grofe ribosomale Untereinheit
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Zur Visualisierung der Lokalisierung der Ribosomen im Mitochondrium wurden
die innere und dufere Membran segmentiert und die Elektronendichten der posi-
tiv selektierten Partikel implementiert. Zusétzlich wurden beispielhaft, einige der
deutlich zu erkennenden Fi-Faktoren der [ATPlSynthasen in rot markiert um deren
Position an der inneren Mitochondrienmembran zu veranschaulichen (Abb. [3.8).

Abbildung 3.8: Segmentiertes Mitochondrium von Saccharomyces cerevi-
stae nach dreidimensionaler Rekonstruktion der Kippse-
rie: Gezeigt ist das segmentierte Mitochondrium aus verschiedenen
Blickwinkeln. Durch die Segmentierung wird eine ,Landkarte mit
Position und Ausrichtung der Ribosomen und [ATPFSynthasen er-
zeugt. gelb: Aufere Membran, blau: Innere Membran, beige: mito-
chondriale Ribosomen, rot: Fi-Faktoren der [ATPFSynthasen;

Durch die Membransegmentierung lésst sich sehr gut erkennen, dass im Vergleich
zu den Mitochondrien von Neurospora crassa die Cristae Kompartimente nicht

iber Cristae-Junctions verbunden sind und somit kein dreidimensionales Netzwerk
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formen. Die Cristae bilden tunnelartige Gebilde, die entlang der z-Achse verlau-
fen. An den &duferen Seiten dieser Tunnel sitzen die rot markierten Kopfe der
[ATP}Synthasen. Durch eine vergoferte Ansicht auf ein Cristackompartiment mit
ATP-Synthasen lisst sich eine detailiertere Position und Ausrichtung der Fi-Teile
erkennen (Abb. [3.9).

Abbildung 3.9: Detailierter Einblick auf Position und Ausrichtung der
FoF1{ATPFSynthasen: Im Tomogramm lassen sich die [ATDH
Synthasen sehr einfach mit dem Auge lokalisieren. Durch Segmen-
tierung und Vergroferung des Ausschnitts kann die genaue Ausrich-
tung gut visualisiert werden. Die [ATPFSynthasen sitzen in einem
einheitlichen Abstand in der inneren Mitochondrienmembran. Die
innere mitochondriale Membran ist in blau dargestellt, der Fi-
Faktor in rot.

Die FoF1{ATP}Synthasen sitzen senkrecht im Abstand von etwa 10nm in der in-
neren Mitochondrienmembran die einen Halbkreis bildet. Der Fi-Teil der [ATDH
Synthasen reicht ca 20nm aus der Membran in die mitochondriale Matrix hin-
ein. Der Kopf des Fi-Faktors, gebildet aus dem Hexamer der drei a- und drei

B-Untereinheiten, zeigt einen Durchmesser von 10nm.
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4 Diskussion und Ausblick

4.1 Mitochondriale Morphologie

Verglichen mit fritheren Studien beziiglich der Morphologie von Neurospora crassa
Mitochondrien (Abb.: fallt auf, dass das beschriebene dreidimensionale Netz-
werk aus Lamellen auch hier zu finden ist. Die Dicke der Cristae, die als sehr ein-
heitlich beschrieben wurden [Nicastro et al., 2000], variieren teilweise aber stark,
wohingegen der Abstand zwischen innerer und duferer Membran sich als durchwegs
homogen beschreiben lisst. Grund fiir die heterogene Form der Cristae konnte sein,
dass die Mitochondrien von Neurospora crassa in verschiedenen Ausrichtungen to-
mographiert wurden. Dies ldsst sich durch das Betrachten der Schnitte in xz-Ebene
und yz-Ebene bestitigen (nicht gezeigt). Ein weiterer Faktor konnte die Saccharo-
se bei der Aufreinigung der Mitochondrien von Neurospora crassa sein. Die innere
Membran ist im Gegensatz zur dufseren fiir Saccharose nicht passierbar und verhilt
sich infolgedessen wie ein Osmometer. Durch den osmotischen Druck wird Wasser
aus dem Matrixvolumen in den Intermembranraum abgegeben. Dies hat zur Folge,
dass sich das Matrixvolumen verringert und dichter wirkt und folglich das Volu-
men von Intermembranraum bzw. Cristae durch die Wasseraufnahme zunimmt.
Mitochondrien, die verschieden hohen Konzentrationen von Saccharose ausgesetzt
wurden, unterscheiden sich folglich in ihrer Form von Cristae- und Matrixkompar-
timenten. Die tunnelartigen Cristaekompartimente, die bei den Mitochondrien von
Saccharomyces cerevisiae beschrieben werden konnten, unterscheiden sich stark
von der Cristae-Form der Mitochondrien von Neurospora crassa. Anders als beim
dreidimensionalen Cristae Netzwerk der Mitochondrien von N. crassa werden bei
S. cerevisiae kaum Cristae junctions gefunden. Durch das Fehlen dieser Junctions
bildet sich eine grofe, weitliufige mitochondriale Matrix, mit einem einheitlichen
Abstand zur duferen Membran, in der mehrere verschieden grofe Teilstiicke der

inneren Membran ein tunnelartiges Gebilde formen. Die weitldufige Matrix wirkt
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weniger dicht und erlaubt dem Betrachter Ribosomen und [ATPFSynthasen sehr
gut zu erkennen. Diese Heterogenititen spiegeln sehr gut wieder, wie stark sich die
Mitochondrien verschiedener Spezies unterscheiden. Grund hierfiir kénnten auch

verschieden stark favorisierte Stoffwechselwege sein.

4.2 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Mitochondrien

4.2.1 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Mitochondrien von Neurospora crassa

Die Lokalisierung der mitochondrialen Ribosomen mit kreuzkorrelationsbasierten
Template-matching war durch die sehr dichte mitochondriale Matrix der Neurospo-
ra crassa Mitochondrien nicht méglich. Das manuelle Erfassen der Position der Ri-
bosomem im Mitochondrium hatte zur Folge, dass lediglich die Koordinaten, nicht
aber deren Winkel und Ausrichtung, bei der Rekonstruktion der Subtomogramme
beriicksichtigt wurden. Die Alignierung erfolgte somit iiber globale Winkelabtas-
tung.

Das Ribosom bildet im Mitochondrium den einzigen Komplex dieser Grofenord-
nung und ldsst damit auschlieffen, dass es sich bei den gewahlten Partikeln um einen
anderen Komplex handelt. Durch die geringe Anzahl (68) an rekonstruierten Sub-
tomogrammen und das geringe SNRL lassen sich keine detailierteren Erkenntnisse
iiber strukturelle Aspekte des mitochondrialen Ribosoms von Neurospora crassa
erfassen. Auffillig ist jedoch das Fehlen der kleinen ribosomalen Untereinheit. Dies
lasst vermuten, dass die Translationsrate fiir mitochondrial kodierte Proteine in
Neurospora crassa geringer ist als angenommen. Vor dem Start der Translation
liegen die kleine und grofe ribosomale Untereinheit dissoziiert vor. Erst nach Ver-
lassen eines Initiationsfaktor ([E]), der das vorzeitige Zusammenlagern verhindert,
kann die grofse Untereinheit assoziieren und die Translation beginnen. Eine andere
Moglichkeit fiir das Fehlen der kleinen ribosomalen Untereinheit ist eine potentielle
Fehlalignierung der einzelnen Partikel aufgrund des niedrige SNRE.

Durch die Visualisierung der Position und Orientierung der Ribosomen im Mito-
chondrium mit der Software Amira konnte gezeigt werden, dass ein Grofteil der

erfassten Ribosomen in Membranndhe zu finden sind und nur wenige Ribosomen
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frei in der mitochondrialen Matrix vorliegen. Dies bekriftigt die Vermutung, dass
viele mitochondriale Ribosomen membranassoziiert sind. Fiir die Bestédtigung die-
ser Hypothese miisste eine Klassifizierung mit einer gréfseren Anzahl an Ribosomen
durchgefiihrt werden. Durch die Bildung einer Klasse mit dem Ribosom, gebun-
den an einen Membranabschnitt und einer Klasse in der das Ribosom frei vorliegt,
konnten weitere Aufschliisse iiber die prozentuale Verteilung zwischen gebundenen
und ungebundenen Ribosomen gegeben werden. Die Lokalisierung von lediglich
20 Ribosomen pro Mitochondrium zeigt, dass fiir die Translation der wenigen, im
Mitochondrium kodierten Proteine nur eine geringe Anzahl an Ribosomen not-
wendig ist. In Neurospora crassa sind 9 Proteine mitochondrial kodiert. Drei (von
sieben) Untereinheiten des Cytochrome C Oxidase Komplex‘, vier (von neun) Un-
tereinheiten der [ATPFSynthase, eine (von neun) Untereinheiten des Cytochrome C
Reductase Komplex‘ sowie eine (von 22) Untereinheiten der kleinen ribosomalen
Untereinheit [Borst, 1977].

Bei der Alignierung von Subtomogrammen der 41 Membranabschnitte mit dem
Winkelinkrement von etwa 30°, konnte trotz der vermeintlich erkennbaren Homoge-
nitit kein aufschlussreiches Ergebnis erreicht werden. Der weniger deutliche innere
Schenkel des Winkels, der in die mitochondriale Matrix hinein reicht und der ver-
waschene Membranabschnitt der Junction, der nicht an der Bildung des Winkels
beteiligt ist, ldsst vermuten, dass diese Winkel doch deutlich unterscheiden und
deshalb nicht der gleiche Referenz zugeordnet werden konnen. Eine genauere Un-
tersuchung moglicher Proteinkomplexe im Inneren des Winkels oder in den Cristae
Junctions hitte eine sehr viel grofere Anzahl an Mitochondrien bedarft und wére

u"ber den Rahmen der vorliegenden Arbeit hinausgegangen.

4.2.2 Lokalisierung makromolekularer Komplexe in

Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae

Im Vergleich zu den Mitochondrien von Neurospora crassa hat sich gezeigt, dass die
Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae fiir die kryoelektronentomographische
Analyse makromolekularer Komplexe besser geeignet ist. Durch den wesentlich
besseren Kontrast konnten die Ribosomen in den Mitochondrien von S. cerevisiae
mittels Kreuzkorrelation zu mitochondrialen Ribosomen von Leishmania tarentolae
selektiert werden. Die Mittelung der 71 rekonstruierten Subtomogramme lieferte

eine aufschlussreiche Elektronendichte, die deutlich grofe und kleine ribosomale
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4 Diskussion und Ausblick

Untereinheiten erkennen ldsst. Die erhaltene Elektronendichte zeigt auf den ersten
Blick eine groke Ahnlichkeit zu der Referenzstruktur des mitochondrialen Ribosoms
von Leishmania tarentolae, wobei im Detail merklich Unterschiede zu erkennen
sind. Dies bestéitigt die Annahme, dass mitochondriale Ribosomen verschiedener
Spezies sich im Detail unterscheiden kénnen, ihr grober Aufbau jedoch dem 70S
Typ der Prokaryoten zu Grunde liegt. Die Verschlechterung der experimentellen
Struktur des mitochondrialen Ribosoms nach Alignierung und Mittelung mittels
lokalem Winkel Sampling ldsst eine Fehlalignierung vermuten.

Durch Segmentierung der inneren und dufseren Membran mitochondrialer Ribo-
somen und der FoF1{ATPlSynthasen, konnte eine ,Landkarte‘ des Mitochondriums
von S. cereuvisiae erstellt werden, die Aufschluss iiber Position und Ausrichtung die-
ser Komplexe im Mitochondrium gibt. Die Anzahl von etwa 10-20 detektierten Ri-
bosomen pro Mitochondrium ist vergleichbar mit dem Ergebnis der Mitochondrien
von Neurospora crassa und bestitigt die Hypothese, dass fiir die Translation mit-
ochondrial kodierter Proteine eine geringe Anzahl an mitochondrialen Ribosomen
ausreicht. Die Position der lokalisierten Ribosomen lisst auch hier vermuten, dass
ein Teil membranassoziiert vorliegt und ein anderer Teil frei in der mitochondrialen
Matrix zu finden ist.

Die Grofke des Fi-Faktors der [ATPlSynthasen von 20nm und einem Durchmesser
von 10 nm an der Kopfregion, sowie deren Position, Ausrichtung und deren Abstand
zueinander, bestétigten die Ergebnisse von fritheren Studien [Davies et al., 2011].

Abschliefsend kann gesagt werden, dass die Dichte der mitochondrialen Matrix fiir
die strukturelle Charakterisierung von Komplexen entscheidend ist. Diese scheint
fiir verschiedene Organismen deutlich zu variieren. Die Mitochondrien von S. ce-
revisiae haben sich als besonders geeignet erwiesen und konnten einen guten Aus-

gangspunkt fiir weitere Studien bilden.
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Innere Membran; OM, Aukere Membran. (B) Zeigt die Segmentie-

rung der inneren und aulseren Membran einer dreidimensionalen Re-

konstruktion einer Kippserie. (Abbildung aus [Nicastro et al., 2000])|
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Ergebnis der dreidimensional rekonstruierten Volumen der

Mitochondrien von Neurospora crassa: Gezeigt ist ein Schnitt

durch die xy-Ebene von drei rekonstruierten Tomogrammen (A,

B und C). Der Durchmesser der Mitochondrien schwankt von ca.
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stand aufweisen und die weitlaufige Matrix in groke Kompartimente

untertellend . . . .o L
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Ergebnis des dreidimensional rekonstruierten Volumen der

Kippserien eines Neurospora crassa Mitochondrium mit
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chondriale Membran mit der Software Amira (Version 5.4.0; Visa-
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Cristae-Netzwerk und die Abstande zwischen innerer (blau) und &u-
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Ergebnis der dreidimensional rekonstruierten Volumen der

Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae: Der Kontrast

der erhaltenen Tomogramme ist wesentlich hoher und lasst bereits

mit dem Auge Strukturen von Ribosomen (R) und ATP-Synthasen

(A) erkennen. In der einheitlichen mitochondrialen Matrix mit einem
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kénnen Ribosomen (R) mit einer deutlich hoheren Dichte wahrge-

nommen werden. . . . . ..
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Experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms

von Neurospora crassa: Abbildung (A) zeigt in grau die erhalte-

ne Elektronendichte des mitochondrialen Ribosoms von Neurospora

crassa nach Alignierung und Mittelung von 68 einfach gebinnten

Subtomogrammen, subjektiv auf eine Aufldsung von 60A gefiltert.

In Abbildung (B) wurde zur Visualisierung der Unterschiede zur

Startreferenz die Dichte des mitochondrialen Ribosoms von lLeish-

mania tarentolae in gelb eingebettet. SSU (small subunit) kleine

ribosomale Untereinheit; LSU (large subunit) groke ribosomale Un-

tereinheltl . . . . . L s
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[3.7  Experimentelle Struktur des mitochondrialen Ribosoms

von Saccharomyces cerevisiae: Abbildung (A) zeigt in grau die
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[3.8

Segmentiertes Mitochondrium von Saccharomyces cerevi-

siae nach dreidimensionaler Rekonstruktion der Kippse-

rie: Gezeigt 1st das segmentierte Mitochondrium aus verschiedenen

Blickwinkeln. Durch die Segmentierung wird eine ,Landkarte® mit

Position und Ausrichtung der Ribosomen und [ATPFSynthasen er-

zeugt. gelb: Aukere Membran, blau: Innere Membran, beige: mito-

chondriale Ribosomen, rot: Fi-Faktoren der [ATPFSynthasen:; . . . .
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Detailierter Einblick auf Position und Ausrichtung der

FoF1dATPlISynthasen: Im Tomogramm lassen sich die |ATPH

Synthasen sehr einfach mit dem Auge lokalisieren. Durch Segmentie-
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