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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mitochondrien sind essentielle Organellen eukaryotischer Zellen. Sie erfillen eine Vielzahl wichtiger
Funktionen in den Zellen: neben ihrer herausragenden Bedeutung fiir die Energieproduktion haben
sie eine zentrale Rolle im Stoffwechsel, der lonenhomoostase, sowie beim Zelltod.

Weiterhin sind Mitochondrien hochdynamische Organellen. Die Erscheinung des mitochondrialen
Netzwerks wird durch die Vorgdnge der Fusion und Teilung kontinuierlich verandert.

Eine morphologische oder funktionale Heterogenitat dieser Organellen wurde bereits in
verschiedenen Zelltypen und innerhalb einzelner Zellen beobachtet. Uber die Bedeutung dieser
Beobachtungen gibt es jedoch nur Vermutungen. Es wird angenommen, dass sie die Folgen eines
mitochondrialen Anpassungsmechanismus an unterschiedliche metabolische Anforderungen
darstellen. Bislang ist wenig dariiber bekannt, ob mitochondriale Proteine auch eine heterogene
intrazellulare Verteilung aufweisen.

Um Informationen Uber die Lokalisation mitochondrialer Proteine zu erhalten, wird unter anderem
die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Konfokal- als auch
beugungsunbegrenzte STED-Mikroskopie in Kombination mit mathematischen Auswertealgorithmen
verwendet, um mitochondriale Proteinverteilungen quantitativ innerhalb einzelner Saugerzellen zu
analysieren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Vielzahl mitochondrialer Proteine, welche in verschiedenen
mitochondrialen Subkompartimenten lokalisieren und unterschiedliche Funktionen erfillen, eine
heterogene Dichteverteilung in Form eines Gradienten, mit einer hoheren Proteindichte in
Zellkernnahe, innerhalb einzelner Zellen aufweist. Diese Gradientenverteilung ist zudem bereits
direkt nach der Zellteilung in beiden Tochterzellen zu beobachten. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
die Hyperelongation von Mitochondrien eine Verringerung des Ausmales der Gradientenverteilung
von Tom20 bewirkt. Auerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass in Zellen, in denen die
Mikrotubuli depolymerisiert vorliegen, das Ausmal’ der intrazellularen Tom20-Gradientenverteilung
deutlich verringert ist. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass der Vorgang des
mitochondrialen Transports einen entscheidenden Einfluss auf die heterogene Verteilung
mitochondrialer Proteine hat.

Somit wurde durch diese Arbeit das Verstandnis der intrazelluldaren Heterogenitat mitochondrialer
Proteinverteilungen entscheidend verbessert. Durch die erhaltenen Ergebnisse kann festgestellt
werden, dass viele mitochondriale Proteine eine heterogene Verteilung in Form eines intrazellularen
Dichtegradienten aufweisen, die durch Vorgédnge der mitochondrialen Dynamik (Teilung, Bewegung)

kontrolliert wird.



Summary

Summary

Mitochondria are essential organelles of eukaryotic cells. They fulfill a multitude of fundamental
tasks: besides their outstanding significance for energy production they possess a central role in
metabolism, ion homeostasis as well as cell death.

Furthermore, mitochondria are highly dynamic organelles. The processes of fusion and fission
continuously change the overall appearance of the mitochondrial network.

A morphological and functional heterogeneity of these organelles has previously been observed
between different cell types and even within single cells, although the meaning of this observation is
still under debate. It has been suggested that mitochondrial heterogeneity is the result of an
adaptation mechanism to meet different metabolic demands. So far little is known about the
heterogeneous intracellular distribution of mitochondrial proteins.

Fluorescence microscopy is a common technique used to gain information on the localization of
mitochondrial proteins. In this dissertation both confocal and superresolution microscopy combined
with image-analysis algorithms have been applied to quantitatively analyze mitochondrial protein
distributions within single mammalian cells.

In this thesis it was shown that the abundance of numerous mitochondrial proteins, which vary in
both their submitochondrial localization and function, is heterogeneous across single cells and shows
a gradient distribution with a higher protein abundance in mitochondria close to the nucleus. This
heterogeneous distribution can be observed in both daughter cells directly after cell division. In
addition, it could be demonstrated that excessive mitochondrial elongation significantly reduces the
extent of the intracellular gradient distribution of the mitochondrial protein Tom20. Moreover, it was
shown in this thesis that in cells with a disrupted microtubule network the extent of the intracellular
gradient distribution of the mitochondrial protein Tom20 was significantly diminished. This
observation indicates that mitochondrial transport plays a crucial role in the heterogeneous
distribution of mitochondrial proteins.

In conclusion, this thesis substantially improves the understanding of the intracellular heterogeneity
of mitochondrial protein distributions. Based on the obtained results one can conclude that the
abundance of many mitochondrial proteins forms an intracellular gradient, which is controlled by

events of mitochondrial dynamics (fission and movement).



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Mitochondrien: Funktion, Struktur, Dynamik

Der Begriff ,,Mitochondrium” hat seinen Ursprung in den griechischen Wortern Mitos, welches fiir
,Faden” steht und chondros, was mit ,Korn“ (ibersetzt werden kann (Benda 1898). Dieser Begriff
beschreibt gut die Morphologie dieser Organellen. Mitochondrien sind die , Kraftwerke” der Zellen
und produzieren einen GroRteil des zelluldaren Energiedquivalents Adenosintriphosphat (ATP) durch
die Oxidation energiereicher Kohlenhydratmolekile. Ferner spielen sie auch eine entscheidende
Rolle bei einer Vielzahl weiterer zelluldrer Prozesse, wie zum Beispiel der Apoptose (Kroemer 1998),
der lonenhomoostase, den Reaktionen des Fettsdurestoffwechsels (Kennedy et al. 1950), den
Reaktionen des Harnstoffzyklus (Maier et al. 1974), der Biosynthese zelluldrer Metabolite (Artom et
al. 1951, Birt et al. 1960, Craddock et al. 1961, Scheffler 2001) sowie der Zellalterung (Navarro et al.
2007). Mitochondrien liegen in Zellen aller eukaryotischer Lebewesen (auBer Metamonada) vor,

darunter Tiere, Pflanzen, Algen, Pilze und Protozoen, jedoch nicht in Prokaryoten.

1.1.1 Evolution und Funktion von Mitochondrien

Die Entstehung von Mitochondrien wird lber die Endosymbiontenhypothese erklart. Diese besagt,
dass Mitochondrien vor ca. 2 Milliarden Jahren aus der Inkorporation eines alpha-Proteobakteriums
durch einen Vorlaufer einer modernen eukaryotischen Zelle hervor gegangen sind (Margulis 1970,
Gray 1999) (Whatley et al. 1979). Wahrend der Evolution hat sich ihre Zusammensetzung und
Funktion verandert. Den Doppelmembran-Charakter ihrer Vorganger haben sie jedoch beibehalten.
Weiterhin haben sie seitdem eine Vielzahl neuer Aufgaben in der Zelle lbernommen (Friedman et al.
2014). Den GroRteil ihres genetischen Materials haben Mitochondrien im Laufe der Zeit verloren
oder auf den Zellkern lbertragen (Gabaldon et al. 2004). Dennoch ist ihnen ein zirkuldres Genom,
welches im Menschen eine Grofle von ca. 16 kB hat, sowie ein eigener Replikations-, Translations-
und Transkriptionsapparat erhalten geblieben. Das humane mitochondriale Genom enthalt
genetische Informationen fiir 13 mitochondriale Proteine (Meisinger et al. 2008), welche
Hauptbestandteile der Innenmembran-lokalisierten mitochondrialen Atmungskettenkomplexe | - IV
und besonders grolRe hydrophobe, und damit schwer zu transportierende Proteine, sind. Zusatzlich
zu diesen Proteinen kodiert das mitochondriale Genom fiir t-RNAs und r-RNAs (Anderson et al. 1981),

welche essentielle Bestandteile seines eigenen Translationsapparates sind. Das humane
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mitochondriale Proteom umfasst ca. 1500 Proteine (Meisinger et al. 2008). Der GroRteil dieser
Proteine ist somit nukledr kodiert. Sie werden {iber Translokasen aktiv in die Mitochondrien
importiert (Harbauer et al. 2014). Hierzu besitzen mitochondriale Proteine eine spezifische
Erkennungssequenz (Omura 1998). Der Import verlduft zum Teil kotranslational, das heif3t, dass die
naszierenden Polypeptidketten zunachst von den zytoplasmatischen Ribosomen auf Translokasen der
duBeren mitochondrialen Membran (TOM-Translocase of the Outer mitochondrial Membrane)
Ubertragen werden (Sollner et al. 1992). Anschlieend gelangen sie unter anderem lber Translokasen
der inneren mitochondrialen Membran (TIM-Translocase of the mitochondrial Inner Membrane) zu
ihrem Bestimmungsort in den mitochondrialen Subkompartimenten, werden gefaltet und

abschlieRend eingebaut (Abbildung 1.1).

rrRMA
P .-'/ /Nascent — Precursor protein
//_J /\/\ /'% :
Cytosol ' p-barrel protein
P — e — & : =
ngﬁzurﬁ{arane TOM I v lMim]. —

Inrner membrane 2 LL o L
Intermembrane protein =|
space Tim9- T m1U
OXA (MIA] "'Z) ' 1?

LA i .m[ "T.w? "‘Ul lUL

Inner I"I"II:-Z‘:I'I"I].’Jr&l-l"IEl

? ]
\ Matrix @ NII

protein
Presequence

Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht verschiedener Proteinimportwege in Mitochondrien.

1.) Der Hauptteil kern-kodierter mitochondrialer Proteine wird als Vorldaufermolekil Gber den TOM-Komplex in die
Mitochondrien importiert. 2.) AnschlieBend erfolgt mittels verschiedener Sortierungs-Mechanismen die spezifische
Lokalisierung mitochondrialer Vorlduferproteine. 3.) Matrixproteine, die mit einer Prasequenz versehen sind werden
zunachst Gber TIM23 und weiterhin lber den PAM-Komplex in die Matrix transportiert, wo ihre Prasequenz entfernt
wird. 4.) Innenmembranproteine koénnen lateral aus dem TIM23-Komplex austreten. 5.) Der MIA-Komplex ist
verantwortlich fir die korrekte Lokalisierung und Faltung von Proteinen des Intermembranraums. Sehr hydrophobe
Proteine werden vom TIM9-TOM10-Chaperon-Komplex durch den Intermembranraum auf 6.) den SAM-Komplex, wenn
es sich um Proteine der duBeren mitochondrialen Membran handelt, oder im Fall der Innenmembranproteine auf 7.) den
TIM22-Komplex, transferiert. Abbildung verandert aus (Schmidt et al. 2010).

Neben einer Vielzahl bedeutender Funktionen, die Mitochondrien in anabolen und katabolen
Stoffwechselwegen eukaryotischer Zellen ausiiben, ist die Bereitstellung von ATP durch oxidative
Phosphorylierung die Bedeutendste. Mitochondrien sind hierbei Reaktionsraum fiir den Krebs-Zyklus

(Krebs 1940) und die Atmungskette (Ochoa 1940).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Ablaufs der Atmungskette.

Zusammen mit dem Krebs-Zyklus der Matrix erzeugt die Atmungskette einen elektrochemischen Gradienten, durch den
gekoppelten Transfer von Elektronen auf Sauerstoff und den Transport von Protonen aus der Matrix Uber die innere
Membran in den Intermembranraum. Dieser elektrochemische Gradient treibt Komplex V der Atmungskette, die ATP-
Synthase, an, welcher die Produktion des groBten Anteils von ATP in der Zelle katalysiert. I: NADH-Dehydrogenase-
Komplex, II: Succinat-Dehydrogenase-Komplex, Ill: Cytochrom-c-Reduktase-Komplex, IV: Cytochrom-c-Oxidase-Komplex,
V: F1Fo-ATP-Synthase. Abbildung verandert aus (Cuperus et al. 2010)

Die innere Membran der Mitochondrien, mit ihren eingebetteten Atmungskettenkomplexen und
kleinen assoziierten Molekilen, ist der Reaktionsraum einer Reihe von Elektronen-Transport-
Prozessen, die den Hauptteil zellularem ATPs produzieren (Abbildung 1.2). Die Energieproduktion
beruht auf dem Prinzip der chemiosmotischen Kopplung, das bedeutet, die Verknlpfung der
Reaktion zur Bildung der energiereichen Bindung im ATP, an Membran-Transport-Prozesse. Der
Kopplungsprozess lauft dabei in zwei verbundenen Schritten ab, welche durch die
Atmungskettenkomplexe der inneren Membran bewerkstelligt werden: hochenergetische Elektronen
(aus der Oxidation von Nahrungsmolekilen), werden entlang einer Reihe von Elektroneniibertragern
(carrier-Proteine), welche in der Membran eingelagert sind, transferiert. Diese Elektronentransfers
setzen Energie frei, welche verwendet wird, um Protonen (H*, aus Wasser) lber die innere Membran
in den Intermembranraum zu pumpen und erzeugen dadurch einen elektrochemischen
Protonengradienten. Der Riickfluss der Protonen entlang des elektrochemischen Gradienten ist die
treibende Kraft der energiebhdngigen Synthese von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat durch

den F1Fo-ATP-Synthase-Proteinkomplex (Alberts et al. 2008).
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1.1.2 Struktur von Mitochondrien

Die Ultrastruktur von Mitochondrien ist sehr komplex. Sie werden von zwei hoch spezialisierten
Membranen, der dufReren und der inneren mitochondrialen Membran, umschlossen, die sehr
unterschiedliche Funktionen erfiillen. Zusammen formen sie zwei separate mitochondriale
Kompartimente, die innenliegende Matrix und einen schmalen Bereich zwischen den beiden
Membranen, den Intermembranraum (Palade 1952, Sjostrand 1953). Die innere Membran ist stark
gefaltet und bildet dadurch in den Matrixraum reichende Einstiilpungen, die Cristae genannt werden

(Frey et al. 2000) (Abbildung 1.3).

innere Membran

auliere Membran

Abbildung 1.3: Die innere Struktur von Mitochondrien.

Links: Schematische Zeichnung eines einzelnen Mitochondriums. Deutlich zu sehen ist die klar abgegrenzte dulRere
Membran, welche die stark eingestiilpte innere Membran umhdillt. Innerhalb der inneren Membran befindet sich die
mitochondriale Matrix. Abbildung verandert aus:
(http://www.cartage.org.lb/en/themes/sciences/zoology/animalphysiology/anatomy/animalcellstructure/Mitochondria/
Mitochondria.htm)

Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Mitochondriums von Leberzellen. Deutlich zu erkennen sind die
zahlreichen Einstilpungen der inneren Membran, die Cristae. Des Weiteren lasst sich die klar abgegrenzte mitochondriale
AuBenmembran erkennen. GroRenbalken: 100 nm. Abbildung verdndert aus (Alberts et al. 2008).

Die mitochondriale Matrix im Inneren der Mitochondrien ist der groRte Reaktionsraum und enthalt
zudem den GroRteil aller mitochondrialen Proteine. In der Matrix finden die fir die
Energieproduktion wichtigen Stoffwechselreaktionen des Krebs-Zyklus und der [(-Oxidation statt.
AulRerdem enthalt sie die in multiplen Kopien vorliegende mitochondriale DNA und beherbergt ihren

Replikationsapparat.
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Die innere und die duRere Membran unterscheiden sich sowohl in ihrer Protein-, als auch in ihrer
Lipidzusammensetzung. Die  dullere  Membran  hat aufgrund ihrer Lipid- und
Proteinzusammensetzung groBe Ahnlichkeit mit der Plasmamembran, wohingegen sich die innere
Membran durch einen sehr hohen Proteingehalt auszeichnet. Die innere Membran ist im Gegensatz
zur dulReren Membran fir die meisten lonen und Makromolekiile undurchlassig. Sie gelangen nur mit
Hilfe spezieller Transportproteine in den Matrixraum der Mitochondrien.

Die innere Membran kann in die innere Grenzflichenmembran (der duReren Membran benachbart)
und die Cristae-Membran (in den Matrixraum reichend) unterteilt werden. Weiterhin kann fir die
innere  Membran eine Struktur-Funktions-Beziehung beobachtet werden: Bestandteile der
Atmungskette lokalisieren vorrangig in der Cristaemembran, wohingegen Komponenten der Protein-
Import-Komplexe vorwiegend in der inneren Grenzflaichenmembran zu finden sind (Vogel et al. 2006,
Wurm et al. 2006). Die Verbindungen dieser Cristae zur inneren Grenzflaichenmembran werden als
Cristae Junctions bezeichnet (Perkins et al. 1997, Mannella 2006). Kirzlich wurde ein groBer
Proteinkomplex beschrieben, der an den Cristae Junctions lokalisiert. Dieser Komplex wird als MICOS-
Komplex (mitochondrial contact site and cristae organizing system) bezeichnet und ist von
entscheidender Bedeutung fur die Cristae-Morphologie (Harner et al. 2011, Hoppins et al. 2011, von
der Malsburg et al. 2011, Alkhaja et al. 2012). Komponenten dieses Komplexes in humanen Zellen

sind Mic60 (Mitofilin), Mic10, Mic19 und Mic27 (Pfanner et al. 2014).

1.1.3 Fusion und Teilung von Mitochondrien

Die mitochondriale Morphologie variiert zwischen verschiedenen Zelltypen und Organismen, sogar
innerhalb einzelner Zellen. Sie reicht von kleinen Kugeln, tber lange Tubuli, bis hin zu einer hoch-
geordneten Struktur (Kuznetsov et al. 2009). In den meisten Sadugerzellen besitzen Mitochondrien
einen typischen Durchmesser von 200 - 400 nm und bilden ein verzweigtes tubulares Netzwerk aus,
dessen Form sich durch fortwahrende Fusions-, Teilungs- und Transport-Vorgange kontinuierlich
verdndert (Bereiter-Hahn et al. 1994, Griparic et al. 2001, Frazier et al. 2006)(Abbildung 1.4). Fusion
und Teilung von Mitochondrien sind nicht nur essentielle Prozesse fiir die Vermehrung von
Mitochondrien und somit das Wachstum von Zellen (Qian et al. 2012). Es gibt Hinweise, dass sie
auBerdem entscheidende Faktoren der Erhaltung ihrer Funktionalitat darstellen (Tatsuta et al. 2008,
Twig et al. 2008). Fusion tragt hierzu bei, indem es zu einer Durchmischung geschadigter und
gesunder Mitochondrien fihrt und somit zu einem Austausch von Metaboliten und einer
Komplementierung ihrer Funktionen (Youle et al. 2012, Rolland et al. 2013). Es wurde vorgeschlagen,

dass zur Beseitigung eines Mitochondriums, dessen Schaden irreparabel ist, dieses zunachst durch
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Teilung vom Netzwerk abgeschniirt und anschlieBend Gber Mitophagie abgebaut wird (Komatsu et al.
2005, Egan et al. 2011, Youle et al. 2012). Weiterhin besitzt mitochondriale Teilung eine wichtige
Rolle bei dem Prozess der Apoptose (Suen et al. 2008). Die Bedeutung mitochondrialer Dynamik flr
eine intakte Zellfunktion wird dadurch deutlich, dass die Stérung dieser Vorgange eine normale
Entwicklung beeintrachtigt und ursachlich fiir die Entstehung verschiedenster Krankheiten, unter

anderem neurodegenerativer Erkrankungen, ist (Nunnari et al. 2012).

Abbildung 1.4: Mitochondrien bilden ein verzweigtes Netzwerk in Vero-Zellen.

Subzelluldre Strukturen wurden mittels Immunfluoreszenz markiert: Mikrotubuli in rot (a-Tubulin) und Mitochondrien in
griin (Tom20). Der Zellkern wurde mittels DAPI angefarbt (blau). GréRenbalken: 20 pm.

Die Haufigkeit mitochondrialer Fusion, Teilung und auch Bewegung wird reguliert und an die
unterschiedlichen physiologischen Gegebenheiten verschiedenster Zelltypen dynamisch angepasst
(Hoppins et al. 2007). Teilungs- und Fusionsvorgdnge von Mitochondrien sind normalerweise im
Gleichgewicht. Wird dieses Gleichgewicht jedoch, z.B. durch Schadigungen einer Zelle, gestort, hat
dies dramatische Auswirkungen auf die Form der Mitochondrien. Einerseits fiihrt der Verlust
mitochondrialer Fusion zu einer Fragmentierung des Netzwerkes in viele kleine einzelne
Mitochondrien, ausgeldst durch die nicht antagonisierte fortwahrende Teilung (Chen et al. 2005).
Andererseits entsteht bei der Stérung mitochondrialer Teilung ein hyperfusioniertes mitochondriales
Netzwerk mit stark elongierten Mitochondrien (Lee et al. 2004).

Die Aktivitat hochkonservierter dynamin-related-proteins (mit Dynamin verwandte Proteine) bewirkt

die Teilung und Fusion von Mitochondrien (Hoppins et al. 2007). Diese Proteine besitzen die
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Fahigkeit, zu oligomerisieren. Durch GTP-Hydrolyse vermitteln sie eine Membran-Umgestaltung, in

Form von Fusionierung oder Teilung von Lipiddoppelschichten (Faelber et al. 2013).

Mitochondriale Teilung:

In Saugerzellen wurde dynamin-related-protein 1 (Drpl) als Hauptkomponente des Vorgangs der
Teilung von Mitochondrien identifiziert (Smirnova et al. 2001, James et al. 2003, Yoon et al. 2003).
Drpl ist ein zytoplasmatisch lokalisiertes Protein, welches jedoch auch vereinzelt punktformig auf
Mitochondrien beobachtet werden kann. Seine Bedeutung fiir mitochondriale Teilung wird
ersichtlich wenn man Zellen betrachtet, in denen kiinstlich eine Herunterregulierung dieses Proteins,
z.B. durch RNA-Interferenz, erzeugt wurde. Diese Zellen zeigen eine dramatisch verdnderte
mitochondriale Morphologie (Smirnova et al. 2001, Lee et al. 2004). Die Mitochondrien sind stark
elongiert und das Netzwerk hyperfusioniert, was auf einen Verlust mitochondrialer Teilung
hindeutet.

Die Beteiligung von Drpl an der mitochondrialen Teilung wurde klar bewiesen, dennoch ist bislang
wenig dariber bekannt, welche Signale die Translokation von Drpl vom Zytosol an die
Mitochondrien bewirken. Kirzlich veréffentlichte Studien belegen, dass diese Drpl-Translokation
immer an Stellen von Mitochondrien erfolgt, die spatere Teilungspunkte reprasentieren und einen
Kontakt zu dem endoplasmatischen Retikulum (ER) besitzen (Friedman et al. 2011). Die molekulare
Basis fir diese Verbindung wurde vor kurzem entdeckt und wird durch einen Multiproteinkomplex
vermittelt, der als ERMES (ER-mitochondrial-encounter-structure) bezeichnet wird (Kornmann et al.
2009).

Eine weitere interessante Beobachtung ist die Tatsache, dass mitochondriale Teilung generell
Tochtermitochondrien ergibt, die lber mindestens ein Molekiil mitochondrialer DNA verfiigen
(Margineantu et al. 2002, Legros et al. 2004). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die Bestimmung
mitochondrialer Teilungsstellen in irgendeiner Weise gerichtet und nicht zufdllig verlauft (Chan

2006).

Mitochondriale Teilung ist mit anderen zelluldren Prozessen verknlpft. So spielt die Teilung von
Mitochondrien eine entscheidende, jedoch in ihrer Funktion noch nicht ganzlich verstandene, Rolle
wahrend des Zellzyklus (Mitra et al. 2009). Sdugerzellen besitzen stark fragmentierte Mitochondrien
wahrend der spaten G2-Phase und der Mitose (Arakaki et al. 2006). Die Herunterregulierung von
Drp1l in Sdugerzellen fuhrt zu einem Stopp des Fortschreitens des Zellzyklus und der Zellteilung (Qian
et al. 2012). Moglicherweise dient die Teilung von Mitochondrien vor der Zellteilung der

Erleichterung ihrer Aufteilung auf die beiden Tochterzellen (Jakobs et al. 2011).
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Mitochondriale Fusion:

Die Fusion von Mitochondrien erfordert die Aktivitdt zweier unterschiedlicher dynamin-related-
proteins. Die Fusion zweier Mitochondrien verlduft in zwei verschiedenen Prozessen. Hierbei sind die
eng verwandten Proteine Mfnl und Mfn2 (Mitofusin 1 und 2) verantwortlich fir die Fusion der
duBeren mitochondrialen Membranen, wohingegen Opal (optic atrophy 1) die Fusion der inneren
mitochondrialen Membran vollzieht (Meeusen et al. 2004). Bei ihnen handelt es sich um integrale
Membranproteine, die auch liber eine GTPase-Funktion verfiigen (Chen et al. 2003).

Die Beteiligung von Mfnl1 und Mfn2 bei mitochondrialer Fusion zeigten Experimente mit Mausen, die
Mutationen dieser Gene trugen (Chen et al. 2003, Chen et al. 2005). Zellen mit gestorter Mfn1- oder
Mfn2-Funktion wiesen eine verminderte mitochondriale Fusion auf. Dementsprechend waren die
Mitochondrien fragmentiert.

Die Bedeutung von Mfn1/2 und Opal, und damit mitochondrialer Fusion, fur Sduger wird anhand der
pathologischen Auswirkungen, die Mutationen dieser Gene zur Folge haben, deutlich. So sterben
Mfnl oder Mfn2 knockout-Mause bereits frihzeitig in der Embryonalentwicklung ab (Chen et al.
2003). Embryonale Maus-Fibroblasten, die einen Defekt beider Mitofusine tragen, kénnen zwar
kultiviert werden, zeigen aber physiologische Defizite, wie z.B. eine verminderte Anzahl an mtDNA
oder ein verringertes Membranpotential und deshalb eine verminderte Atmungs-(ATP-Synthese-
Jrate, sowie ein verlangsamtes Wachstum (Chen et al. 2005). AuRerdem sind Mutationen in Mfn2
kausal fiir die Ausbildung von Erkrankungen des peripheren Nervensystems, z.B. Charcot-Marie-
Tooth disease type 2A2 (Zuchner et al. 2004). Mutationen in Opal sind ursachlich fir die autosomal

dominant vererbte optische Atrophie (Alexander et al. 2000, Delettre et al. 2000).

1.1.4 Transport von Mitochondrien/Interaktion mit dem Zytoskelett

Bei der Betrachtung der Dynamik von Mitochondrien lebender Zellen wird ersichtlich, welch enorme
Mobilitat diese Organellen aufweisen (Jakobs 2006). Neben Fusion und Teilung, tragt mitochondriale
Bewegung einen betrdchtlichen Teil hierzu bei. Bewegungen von Mitochondrien werden
hauptsachlich von den Mikrotubuli-basierten Motoren Kinesin und Dynein ausgefiihrt (Ligon et al.
2000, Hollenbeck et al. 2005). Mitochondrien sind liber spezifische Adapterproteine an den Motoren,
und somit den Mikrotubuli, verankert, welche eine Regulierung des Transports zulassen. Vereinzelt
werden Mitochondrien auch {ber Aktin-Filamente mit Hilfe von Myosin-Motoren transportiert

(Morris et al. 1995).
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Anterograder mitochondrialer Transport:

Anterograder mitochondrialer Transport entlang Mikrotubuli wird von Kinesin-Motoren vermittelt
(Tanaka et al. 1998). Unter der Vielzahl in Sdugern vorkommender Kinesine wurde Kinesin-1, auch als
KHC (conventional Kinesin heavy chain) bzw. KIF5 bezeichnet, als verantwortlich fiir den Transport
von Mitochondrien identifiziert (Aizawa et al. 1992, Kanai et al. 2000, Hirokawa et al. 2008). In
Saugern gibt es drei KIF5-Isoformen; KIF5A, KIF5B und KIF5C, wobei KIF5B ubiquitdr exprimiert wird.
Zellen die ein Defizit der Funktion dieser Proteine besitzen weisen einen verminderten axonalen
Transport von Mitochondrien, einhergehend mit perinukledrer Aggregation, auf (Tanaka et al. 1998),
(Pilling et al. 2006). Zudem wurde beschrieben, dass zwei weitere Motoren der Kinesin-3-Familie flr
den mitochondrialen Transport von Bedeutung sind: KIF1Bo. und Kinesin-Like protein 6 (KLP6). Auch
ihre Fehlfunktion beeintrachtigt den korrekten mitochondrialen Transport und Verteilung (Nangaku
et al. 1994, Tanaka et al. 2011).

Zu den mitochondrialen Adaptoren des Kinesin-vermittelten anterograden Transports von
Mitochondrien zahlt zum Einen das mitochondriale neuronen-spezifische Protein Syntabulin (Cai et
al. 2005), fasciculation and elongation protein-zeta 1 (FEZ1) (Fujita et al. 2007), RAN-binding protein 2
(RANBP2) (Cho et al. 2007), und ein Komplex aus dem mitochondrialen Protein Miro und dessen
Bindungspartner Milton (Stowers et al. 2002, Fransson et al. 2003, Brickley et al. 2005, Guo et al.
2005, Fransson et al. 2006, Glater et al. 2006, Brickley et al. 2011). Am besten in seiner Funktion und
Wirkweise verstanden und von ubiquitdrer Bedeutung ist der letztgenannte Miro/Milton Komplex
(Abbildung 1.5). Miro ist ein Transmembranprotein der mitochondrialen AuRenmembran (Fransson
et al. 2003, Fransson et al. 2006). Es bindet Milton, welches wiederum KHC bindet und somit eine
direkte Verbindung zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli entstehen lasst (Glater et al. 2006).
Milton hat zwei Sdugerhomologe: TRAK1 und TRAK2. Die Untersuchung von Drosophila melanogaster
Mutanten flhrte zur ldentifikation der Bedeutung von Milton fir den mitochondrialen Transport
(Stowers et al. 2002). In Photorezeptoren, welche Milton-Mutationen aufwiesen, verblieben
Mitochondrien im Soma und wurden nicht in Axonen und ihren Enden beobachtet, was den Schluss
zuldsst, dass mitochondrialer Transport unterbunden war (Stowers et al. 2002, Gorska-Andrzejak et
al. 2003).

Wie Milton besitzt auch Miro zwei Homologe in Sdugern, Rhotl und Rhot2 (Aspenstrom et al. 2007).
Die Bedeutung von Miro fiir den mitochondrialen Transport konnte auch {iber einen Drosophila-
melanogaster Mutanten Screen identifiziert werden (Guo et al. 2005). Es wurde gezeigt, dass Miro-
Mutanten einen dhnlichen Phanotyp wie die Milton-Mutanten aufwiesen, namlich die Abwesenheit
axonaler und synaptischer Mitochondrien, wobei die Mitochondrien Aggregate im neuronalen Soma
bildeten. Darliber hinaus filihrte die Identifikation Miros als einen direkten Interaktionspartner

Miltons zu einer Aufklarung des Kinesin-Adapter-Komplexes (Fransson et al. 2006, Glater et al. 2006).
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A

Mitochondrion

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung
unterschiedlicher mitochondrialer
Transportwege.

A.) Mitochondrien konnen ({ber das
Motorprotein KHC entlang der Mikrotubuli
transportiert werden. Weitere
Komponenten dieses Komplexes sind

Milton und das mitochondriale

AulRenmembranprotein Miro. B.) Anstelle
von Miro und Milton, kdnnen auch Proteine
wie Syntabulin, FEZ1 oder RANBP2 am KHC-
vermittelten Transport beteiligt sein. C.)
Mitochondrialer Transport kann auRerdem
Protein X durch die Motoren KIF1Ba oder KLP6 in

Dynactin Zusammenarbeit mit KBP  vermittelt

“~ Protein X

KBP werden. D.) Ein Komplex aus Dynein und

KIF1Ba/KLP6

Dynactin ist verantwortlich fir den
retrograden mitochondrialen Transport. E.)
Aktinbasierter mitochondrialer Transport
erfolgt mithilfe des Motorproteins Myo19.
F.) Das Protein Syntaphilin ist in der Lage
Mitochondrien an einer bestimmten
syritaphilin Position zu verankern und somit den
‘ Transport zu unterbinden. Abbildung aus
(Lovas 2013).

Protein X

Retrograder mitochondrialer Transport:

Uber den retrograden Mikrotubuli-Transport mit Hilfe des Motors Dynein ist weniger bekannt, als
Uber den Kinesin-vermittelten anterograden Transport. Es wurde berichtet, dass Dynactin an Dynein
bindet (King et al. 2000). Beide Proteine konnen mit Mitochondrien assoziieren. Mutationen beider
Proteine flihren zu einem verminderten retrograden axonalen Transport (Pilling et al. 2006). Weitere
Interaktionspartner dieses Komplexes sind unbekannt. Kiirzlich wurde jedoch ein direkter Beweis fir
eine biochemische Interaktion des retrograden Motors Dynein mit dem Miro/Milton-Komplex

erbracht (van Spronsen et al. 2013).

Aktin-basierter mitochondrialer Transport:
Es gibt verschiedene Hinweise, dass Mitochondrien nicht nur tGiber Mikrotubuli-basierten Transport in
Saugerzellen verteilt werden, sondern auch durch Interaktionen mit Aktin (Morris et al. 1993).

Beispielsweise ist die Bewegung von Mitochondrien unterbunden, wenn das Aktin-Zytoskelett
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zerstort wird (Sturmer et al. 1995). Als mogliche Motoren wurden Myosin 19, Il, Ill, V und VI
vorgeschlagen (Berg et al. 2001, Quintero et al. 2009, Pathak et al. 2010), (Bridgman 2004).

1.2 Heterogenitat von Mitochondrien

Mitochondrien bilden in vielen Saugerzelltypen ein verzweigtes Netzwerk. Aullerdem wirken sie
durch die Prozesse der Fusion, Teilung und des Transports sehr mobil. Umso erstaunlicher sind die
Beobachtungen von (Collins et al. 2002) einzuschatzen. Sie untersuchten die Kontinuitdt des
mitochondrialen Netzwerks mittels der FRAP-Methode und DsRed, welches in der mitochondrialen
Matrix exprimiert wurde. |hre Beobachtungen wichen deutlich von den allgemeinen Erwartungen
eines dynamischen mitochondrialen Netzwerks ab. Die Fluoreszenz der gebleichten Regionen
erreichte selbst eine Stunde nach Bestrahlung nur 10 % des urspriinglichen Wertes. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Mitochondrien der untersuchten Zellen unzusammenhidngend waren und
ermoglicht eine Heterogenitat der Mitochondrien.

Die morphologische und funktionale Heterogenitdt von Mitochondrien ist eine Beobachtung, deren
Bedeutung erst durch technische Entwicklungen der letzten Jahre erkannt wurde. Morphologische
Unterschiede dieses Organells sind relativ einfach zu identifizieren und seit langerer Zeit bekannt
(Kolliker 1857). Sie konnten gut durch die verschiedensten Anwendungen der
Fluoreszenzmikroskopie, in Kombination mit spezifischen Markern, untersucht werden (Jakobs 2006).
Weniger verstanden ist jedoch, wie sich die einzelnen Mitochondrien einer Zelle funktional

voneinander unterscheiden, sowie die mechanistischen Ursachen dieser Unterschiede.

1.2.1 Mitochondriale Heterogenitdt zwischen verschiedenen Spezies

Die mitochondriale Morphologie, sowie ihre Dynamik, wurden in vielen eukaryotischen Organismen
untersucht (Bereiter-Hahn 1990, Jakobs et al. 2003, Okamoto et al. 2005, Logan 2006, Kuznetsov et
al. 2009). Dabei wurde deutlich, dass Mitochondrien eine groRe Variabilitdt bezlglich ihrer
Morphologie in unterschiedlichen Organismen aufweisen. Vergleicht man die tubuldren
Mitochondrien der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (Abbildung 1.6 A) mit den kugelférmigen
Mitochondrien der SchlieRzellen der Tabakpflanze Nicotiana tabacum (Abbildung 1.6 B) und dem
komplexen mitochondrialen Netzwerk humaner Osteosarkom-Zellen (Abbildung 1.6 C) wird deutlich,
welche morphologische Heterogenitdt der Mitochondrien zwischen verschiedenen Organismen

existiert (Jakobs et al. 2011).
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Abbildung 1.6: Verschiedene mitochondriale Morphologien in Hefe-, Pflanzen- und Saugerzellen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (A) der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae, (B) einer SchlieRzelle der
Tabakpflanze Nicotiana tabacum und (C) von kultivierten humanen Osteosarkom-Zellen (U20S) verdeutlichen die
Variabilitat der mitochondrialen Morphologie. In A und B wurden die Mitochondrien (griin) durch die Expression des griin-
fluoreszierenden-Proteins (GFP) in der mitochondrialen Matrix markiert. Bei C wurden die Mitochondrien (griin) tUber eine
Immunfluoreszenzmarkierung gegen das mitochondriale AuBenmembranprotein Tom20 angefarbt. Die Chloroplasten (B)
(rot) wurden durch ihre starke Autofluoreszenz visualisiert. Die Kerne (A, C) (blau) wurden durch den DAPI-Farbstoff
sichtbar gemacht. Abbildung aus (Jakobs et al. 2011).

1.2.2 Mitochondriale Heterogenitdt zwischen unterschiedlichen Zelltypen

Mitochondrien koénnen in Saugerzellen, je nach Gewebe und Zelltyp, sehr verschiedene
Morphologien aufweisen, obwohl diese Zellen lber einen &dhnlichen Proteingehalt verfiigen und
dhnliche metabolische Funktionen erfiillen (Jakobs et al. 2011). Die Diversitdt mitochondrialer
Formen reicht von kleinen Kugeln, liber zylindrische Stabe bis zu elongierten Filamenten (Kuznetsov
et al. 2009). Dariiber hinaus kann sich das Aussehen des gesamten mitochondrialen Netzwerks
deutlich zwischen verschiedenen Zelltypen unterscheiden (Abbildung 1.7) (Collins et al. 2002).

Wahrend kortikale Astrozyten, HUVEC-Zellen und COS-7-Zellen ein dichtes, oft verzweigtes Netzwerk
langer mitochondrialer Tubuli besitzen, weisen die Mitochondrien in HelLa-Zellen eine eher verkiirzte
Stabchen-dhnliche Morphologie, mit einer geringeren Konnektivitat auf. Kortikale Neuronen verfligen
eher Uber einzelne Mitochondrien im Gegensatz zum dichten Netzwerk der anderen abgebildeten
Zellen (Abbildung 1.7). Die Form der Gesamtheit der Mitochondrien weicht in Hepatozyten deutlich
von der Form, die in den meisten Zelllinien Gblich ist, ab. Ihre Mitochondrien sehen kugelférmig aus.

Aulerdem lokalisieren die Mitochondrien hauptsachlich spharisch um den Zellkern (Abbildung 1.7).
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Abbildung 1.7: Verschiedene Formen des mitochondrialen Netzwerks in humanen kultivierten Zellen.

Drei-dimensionale Rekonstruktionen von Zellen, welche mito-DsRed1l exprimieren: (A) Hela, (B) COS-7, (C) kortikale
Astrozyten, (D) kortikale Neuronen, (E) HUVEC. (F) Eine dreidimensionale Rekonstruktion der mitochondrialen Calcein-
Fluoreszenz eines Hepatozyten. Die gestrichelten Kreise zeigen die Position der Zellkerne an. GréRenbalken: 5pum. Abbildung
aus (Collins et al. 2002).

Eine ganzlich unterschiedliche Morphologie weisen Mitochondrien in Kardiomyozyten adulter Ratten
auf. In diesen Zellen kann eine hochgeordnete Verteilung der Mitochondrien (iber die gesamte Zelle
beobachtet werden (Lee et al. 2012).

Es wurden nicht nur Formunterschiede der Mitochondrien verschiedener Zelllinien belegt, sondern
auch funktionale Unterschiede. Eine Studie beweist zum Beispiel, dass die untersuchten Zelllinien,
welche verschiedene mitochondriale Morphologien aufwiesen, sich in der Starke ihres
mitochondrialen Membranpotentials unterschieden (Huang et al. 2004). Das mitochondriale
Membranpotential ist ein etablierter Indikator fiir die Funktionalitdt von Mitochondrien, weil es die
Leistung des Protonentransports Uber die innere Membran durch die
Atmungskettenkomplexproteine wiederspiegelt und somit ein MaR flir Energieproduktion darstellt

(Jakobs et al. 2011) und weil es viele bioenergetische Parameter, wie z.B. ATP-Synthese, Ca*-
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Homoostase, Protein-Import, mitochondriale Fusion, Mitophagie und die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) beeinflusst (Nicholls et al. 2000). Eine weitere Studie demonstrierte, dass das
mitochondriale Membranpotential, die Atmungsrate, Cytochrom C-Oxidase-Aktivitdat, Atmung sowie
die zelluldare Wachstumsrate in Hela-, Vero- und Ptk2-Zellen unterschiedlich ist (Wurm et al. 2011).
Diese Ergebnisse stellen somit eine mogliche Verbindung zwischen den Variationen mitochondrialer

Morphologie und den individuellen Aufgaben der entsprechenden Zellen dar.

1.2.3 Verdnderungen mitochondrialer Form

Die Existenz einer Beziehung zwischen mitochondrialer Form und bioenergetischen Anforderungen
bestimmter Zellen wurde haufig postuliert (Rossignol et al. 2004, Benard et al. 2007).
Beobachtungen, welche diese Annahme unterstiitzen, wurden in der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae gemacht. Es wurde berichtet, dass das mitochondriale Gesamtvolumen dieser Zellen um
bis das Dreifache erhoht ist, wenn das Zellmedium ausschlieBlich nicht-fermentierbare (Glycerol)
anstatt fermentierbarer (Glukose) Kohlenstoffquellen enthélt (Stevens 1977, Egner et al. 2002). Die
Backerhefe gewinnt, wenn grofRe Mengen Glukose im Zellmedium vorliegen, ATP ausschlieRlich iber
die Glykolyse. Dementsprechend bendtigen sie Mitochondrien zur Energiegewinnung nur unter nicht-
fermentierbaren Wachstumsbedingungen (Jakobs et al. 2011).

In Sdugerzellen laufen mitochondriale Teilungs- und Fusionsvorgange kontinuierlich ab, sodass es zu
einer fortwdhrenden Formverdnderung des mitochondrialen Netzwerks kommt. Ein besonderer
Aspekt dieses Prozesses stellt das Verhalten der mitochondrialen Dynamik wdhrend des Zellzyklus
dar. Es wurde berichtet, dass sich die mitochondriale Morphologie im Laufe des Zellzyklus deutlich
verdndert (Mitra et al. 2009). Die mitochondriale Morphologie variiert nicht nur innerhalb einer Zelle
und wahrend des Zellzyklus. Auch als Antwort auf bestimmte Stimuli reagieren Zellen mit einer
Formanpassung des mitochondrialen Netzwerk, entweder zu Gunsten eines hyperfusionierten oder
eines fragmentierten Aussehens (Rambold et al. 2011, Rambold et al. 2011, Youle et al. 2012)
(Abbildung 1.8). Wahrend des Vorgangs der Apoptose kommt es zu einer induzierten Fragmentierung

des Organells aufgrund verstarkter mitochondrialer Teilung (Youle et al. 2005).
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Lebenszyklus eines Mitochondriums.

Das Mitochondrium vollzieht Teilungs- und Fusions-Vorgange, wird depolarisiert und durch Autophagie abgebaut. Hierbei
handelt es sich um lokal stattfindende Kontrollprozesse, wobei die mitochondrialen Vorgéange hauptsachlich durch den
lokalen Energiebedarf reguliert werden. Wahrend des Zellzyklus fiihren allgemeine Signale zu gemeinsamen Veranderungen
der mitochondrialen Population, wie zum Beispiel der Hyperfusion wihrend dem G1-S-Ubergang und der Fragmentierung
wahrend der M-Phase. Abbildung aus (Hyde et al. 2010).

1.2.4 Mitochondriale Heterogenitdt innerhalb einzelner Zellen

Die Form des mitochondrialen Netzwerks unterscheidet sich nicht nur zwischen benachbarten Zellen,
sondern auch innerhalb einer einzelnen Zelle ist deutlich eine morphologische Heterogenitat dieser
Organellen zu beobachten. Des Weiteren ist auch die Verteilung der Mitochondrien innerhalb einer
Zelle sehr heterogen. So kann man deutlich beobachten, dass die Mitochondrien haufig aggregiert in
Kernndhe auftreten, obwohl sie sich im gesamten Zytoplasma verteilen kénnten (Bereiter-Hahn 1990,

Collins et al. 2002, Frazier et al. 2006).

Heterogene mitochondriale Subpopulationen
In einigen Zelltypen konnten morphologisch und funktional verschiedene mitochondriale

Subpopulationen beschrieben werden, die unterschiedliche Aufgaben ausfithren kénnen.
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Die Existenz von drei verschiedenen Mitochondrienpopulationen wurde fiir pankreatische Azinus-
Zellen berichtet (Park et al. 2001). Zu diesen Gruppen zdhlen perigranuldre Mitochondrien,
perinukledre Mitochondrien und periphere Mitochondrien nahe der basalen Plasmamembran.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Mitochondrien dieser drei Populationen kein
kontinuierliches Lumen aufwiesen und unterschiedlich auf zytosolische Ca?*-Signale reagierten. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass sie an der lokalen Ca?*-Homéostase beteiligt sind.

Ein dhnliches Phanomen der elektrischen Diskontinuitdt von Mitochondrien wurde in adulten
Kardiomyozyten gefunden (Zorov et al. 2000, Beraud et al. 2009). Sie konnen aufgrund funktionaler
und struktureller Unterschiede in zwei Populationen, die subsarkolemmalen und die
intermyofibrillaren Mitochondrien, unterteilt werden (Kuznetsov et al. 2006). Es wurde eine groRere
Atmungsaktivitat der intermyofibrillaren Mitochondrien gegeniiber den subsarkolemmalen
Mitochondrien beobachtet (Palmer et al. 1977, Palmer et al. 1985).

Selbst morphologisch ahnliche Mitochondrien innerhalb einer Zelle kénnen sich funktional

unterscheiden.

Heterogenitat des mitochondrialen Membranpotentials

Es gibt verschiedenste positiv geladene lipophile Fluorophore, die eine qualitative und quantitative
Bestimmung des Membranpotentials von Mitochondrien erlauben (Scaduto et al. 1999, Nicholls et al.
2000, Jakobs 2006, Lemasters et al. 2007). Beispielsweise werden nachfolgend die Ergebnisse einiger
Studien vorgestellt, welche unter Verwendung der Farbstoffe JC-1 und TMRM/TMRE entstanden
sind.

Mittels JC-1 konnte eine Heterogenitadt des mitochondrialen Membranpotentials innerhalb einzelner
Zellen verschiedener Zelllinien demonstriert werden. Hierzu gehéren: humane Fibroblasten (Smiley
et al. 1991); Hela-Zellen und Hepatozyten (Collins et al. 2002); Maus Oozyten und Blastozysten (Van
Blerkom et al. 2003, Van Blerkom et al. 2006, Van Blerkom et al. 2006); Maus- und friihe humane
Embryonen (Acton et al. 2004); pankreatische beta-Zellen (Wikstrom et al. 2007); humane
Astrozyten, Hep-2-, MDCK- und Vero-Zellen (Diaz et al. 1999); Ratten Kardiomyozyten (Bowser et al.
1998), sowie isolierte Leber-Mitochondrien (Cossarizza et al. 1996).

Eine Vielzahl von Studien hat die TMRE/TMRM Farbstoffe zur Analyse des mitochondrialen
Membranpotentials verwendet und seine Heterogenitdt innerhalb einzelner Zellen bewiesen

(Abbildung 1.9) (Diaz et al. 2000, Buckman et al. 2001, Wikstrom et al. 2007, Distelmaier et al. 2008).
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Abbildung 1.9: Heterogenitat des mitochondrialen Membranpotentials.

In klonalen INS1 Beta-Zellen wurden Mitochondrien mit dem Membranpotential-unabhangigen Fluoreszenz-Farbstoff
Mitotracker Green angefarbt. In diesen Zellen wurde das Membranpotential mit dem fluoreszierenden Farbstoff TMRE
sichtbar gemacht. In der Uberlagerung sieht man deutlich keine homogen gelbe Markierung der Mitochondrien, sondern
auch einzelne rote und griine Mitochondrien. Dies lasst den Schluss zu, dass sich Mitochondrien in ihrem

Membranpotential individuell unterscheiden. GréRenbalken: 5 um. Abbildung verandert nach (Wikstrom et al. 2009).

Interessanterweise gibt es sogar Berichte von heterogenem Membranpotential innerhalb einzelner
mitochondrialer Filamente (Benard et al. 2008). Es wurde ein erhohtes Membranpotential, gemessen
mittels JC-1-Fluoreszenz, in Bereichen mitochondrialer Tubuli von humanen Skelettmyoblasten

beobachtet, welche sich ndher an der Plasmamembran befanden.

Heterogenitit mitochondrialer Ca2*-Konzentrationen

Mitochondrien besitzen eine entscheidende Funktion bei der Ca?*-Homéostase. Dementsprechend
wurde in einigen Studien die Verteilung von Ca?* beziiglich einer méglichen Heterogenitit
untersucht. In Hela-Zellen wurde eine heterogene Ca**-Freisetzung aus den Mitochondrien, nach
Induktion von oxidativem Stress, gezeigt (Collins et al. 2002). Sie fihren ihre Beobachtung auf eine
heterogene PTP-Offnung zuriick. Die Heterogenitit von mitochondrialem Calcium wurde auRerdem

in Herzzellen beobachtet (Bowser et al. 1998).

Heterogenitdt des ROS-Gehaltes

Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) entstehen als schadliches Nebenprodukt der oxidativen
Phosphorylierung wahrend der Atmungskette. Sie kénnen zu immensen Schaden von Zellen fiihren
(Li et al. 2002, Balaban et al. 2005). Die heterogene Verteilung von ROS innerhalb von Mitochondrien
wurde fir verschiedene Zelllinien gezeigt (Kuznetsov et al. 2009).

Insbesondere durch metabolischen oder photo-induzierten oxidativen Stress kann eine lokal erh6hte
ROS-Produktion induziert werden (Romashko et al. 1998). Mehrere Forschungsgruppen

beobachteten in erwachsenen Ratten-Kardiomyozyten (Beraud et al. 2009) (Zorov et al. 2000), sowie
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in HL-1-Zellen und verschiedenen Krebszelllinie (MCF-7, HAT-29) (Kuznetsov et al. 2004, Kuznetsov et
al. 2006) eine heterogene mitochondriale ROS-Produktion und grof3e Variationen im mitochondrialen

Membranpotential durch photooxidativen Stress.

mitochondriale Heterogenitat und Apoptose

Mitochondrien haben eine zentrale Funktion wadhrend des Vorgangs der Apoptose. Die Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien ist dabei ein entscheidender Prozess (Liu et al. 1996).

In mehreren Studien wurde eine Heterogenitat der Cytochrom C-Freisetzung nach Induktion von
Apoptose berichtet (Leist et al. 1997, Kuznetsov et al. 2004). So lagen in diesen Zellen parallel
Mitochondrien vor, die noch Uber Cytochrom C verfiigten und solche, die ihr Cytochrom C bereits

freigesetzt hatten (Leist et al. 1997).

mitochondriale Heterogenitat und Pathologie

Einige Studien berichten von einer erhdhten mitochondrialen Heterogenitit wenn Zellen
pathophysiologischen Bedingungen ausgesetzt waren:

In pankreatischen Beta-Zellen wurde eine heterogenere Verteilung des mitochondrialen
Membranpotentials beobachtet, wenn sie groRen Mengen Glukose oder freien Fettsduren ausgesetzt
wurden (Wikstrom et al. 2007).

In Kardiomyozyten aus Ratten wurde nach kalter ischdamischer Reperfusion eine Erhdhung der
Heterogenitit der Verteilung von mitochondrialem Membranpotential, Ca?*, reaktiver Sauerstoff-
Spezies (ROS) und Flavoprotein demonstriert (Kuznetsov et al. 2004, Kuznetsov et al. 2006). Sie
stellten die Hypothese auf, dass ihre Beobachtungen mit einer Heterogenitit von PTP-Offnungen
oder Cytochrom C-Freisetzung in Verbindung stehen (Kuznetsov et al. 2004).

Bislang ist wenig darliber bekannt, ob diese funktionalen Unterschiede auf verschiedene
Proteinverteilungen innerhalb der Mitochondrien zuriickzufihren sind (Jakobs et al. 2011). Die
Korrelation funktionaler Heterogenitdt von Mitochondrien mit Proteinverteilungen wirde
entscheidend zum Verstandnis der Funktion von Mitochondrien beitragen. Generell gibt es
momentan nur sehr wenige Erkenntnisse Uber die Heterogenitat mitochondrialer Protein-

Verteilungen innerhalb einzelner Zellen.

Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen

Unter der Annahme, dass Zellen auf unterschiedliche Energieanspriiche mit der Anderung des
Proteingehalts ihrer Mitochondrien reagieren (Devin et al. 2007), ist es moglich, dass solch eine
Anpassung auch fiir den Haupteintrittsweg, namlich den Protein-Importkomplexen (z.B. TOM-

Komplex), in Mitochondrien wahrscheinlich ist. Mittels STED-Mikroskopie wurde die sub-
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mitochondriale Verteilung einer Untereinheit des TOM-Komplexes, Tom20, in den Mitochondrien
untersucht (Wurm et al. 2011). Es wurde berichtet, dass dessen Verteilung auf den Mitochondrien in
Clustern erfolgt und fein abgestimmt auf zellulare Wachstumsbedingungen ist. Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass Tom20 innerhalb einer Fibroblastenzelle eine ungleichmaRige Verteilung
aufweist. Seine Verteilung weist einen Gradienten, mit einer hohen Proteindichte in perinukledren
Mitochondrien und einer geringen Proteindichte in peripheren Mitochondrien auf. AuRerdem wurde
gezeigt, dass die Dichte der Tom20-Proteincluster mit dem mitochondrialen Membranpotential
korreliert.

Fiir diese Studie wurden mehr als 1000 kultivierte Zellen mittels quantitativer Bildauswertungs-
algorithmen analysiert.

In einer weiteren Untersuchung wurde belegt, dass ein weiteres mitochondriales Protein, namlich
Mitofilin/Mic60, innerhalb einzelner Zellen eine &hnliche heterogene Verteilung aufweist. Die
Autoren beobachteten eine dichtere Clusterverteilung dieses mitochondrialen Proteins in
perinukledren Mitochondrien im Vergleich zu peripheren Mitochondrien (Jans et al. 2013).

Die Autoren beider Studien stellten die Vermutung auf, dass die Dichte der Tom20- bzw.
Mitofilin/Mic60-Cluster groRer in den Mitochondrien nahe dem Kern als am Rand der Zelle ist, weil
die Mitochondrien dort wahrscheinlich aktiver sind.

Somit geben sie entscheidende Hinweise, dass selbst die innerzellulare Verteilung mitochondrialer
auf die spezifische zellulire Umgebung Proteine fein abgestimmt wird und mit funktionellen

Parametern korreliert.

1.2.5 Mechanismen und Ursachen der mitochondrialen Heterogenitdit

Die Mechanismen, welche zur Entstehung und dem Erhalt mitochondrialer Heterogenitat beitragen,
sind bislang unbekannt. Es wurde die Vermutung aufgestellt, dass die beobachteten spezifischen
Funktionalisierungen individueller Mitochondrien innerhalb einzelner Zellen, moglicherweise durch
individuelle Anspriiche und Bedingungen unterschiedlicher Zellregionen, und die daraus
resultierende Anpassung der Mitochondrien, verursacht werden konnten (Kuznetsov et al. 2009).
Eindeutige Beweise hierfiir existieren jedoch nicht.

Ein moglicher Grund fir die Entstehung mitochondrialer Heterogenitat konnen lokale Unterschiede
der lonen- bzw. Substrat-Konzentrationen oder des Energie-Bedarfs innerhalb einer Zelle sein

(Mironov et al. 2006, Mironov 2007, Kuznetsov et al. 2009).
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Es wird vermutet, dass Prozesse wie mitochondriale Dynamik, also Fusion, Teilung und Bewegung,
sowie Mitophagie, das AusmaR der mitochondrialen Heterogenitdt kontrollieren und erhalten
(Wikstrom et al. 2007, Wikstrom et al. 2009). Ein genaues Verstandnis des Einflusses mitochondrialer
Dynamik auf die funktionale Heterogenitat gibt es bislang nicht. Dies wéare jedoch nétig, um die

Entstehung mitochondrialer Heterogenitat aufzuklaren.

Wie kann mitochondriale Heterogenidt mit mitochondrialer Dynamik koexistieren?

Ein bekannter Aspekt von Mitochondrien ist ihr hochdynamisches Verhalten. Diese Dynamik wurde
unter Verwendung photokonvertierbarer fluoreszierender Proteine (z.B. mtPA-GFP), die in der Matrix
von Mitochondrien exprimiert wurden, lber langere Zeitrdume innerhalb ganzer Zellen untersucht.
Verschiedene Forschungsgruppen berichteten von einem kontinuierlichen mitochondrialen
Netzwerk. Die Arbeitsgruppe von O. Shirihai (Twig et al. 2008, Twig et al. 2008) beobachtete zum
Beispiel, dass nach Photokonversion einer kleinen Menge Mitochondrien in einer Zelle, nach 30 -
40 min eine komplette Ausbreitung des konvertierten Signals, aufgrund kontinuierlicher Fusions-,
Teilungs- und Transportvorgiange, auf die gesamte Mitochondrienpopulation stattgefunden hat. Im
Einklang mit diesem Ergebnis, steht die Erkenntnis, dass der Verlust mitochondrialer Fusion die
Entstehung einer Heterogenitdt bezliglich des Membranpotentials individueller Mitochondrien
bewirkt (Chen et al. 2005). Diese Beobachtungen stehen jedoch véllig im Gegensatz zu der zuvor
berichteten funktionalen Heterogenitit von Mitochondrien, denn durch die Vorgange
mitochondrialer Dynamik wdre eine Homogenisierung von Mitochondrien und ihrem Inhalt zu
erwarten (Wikstrom et al. 2009). Eine mogliche Erklarung kann die Beobachtung, dass nicht alle
Mitochondrien fusionieren kénnen, geben. Der Verlust der Fahigkeit von mitochondrialer Fusion,
durch Herunterregulierung von Mfnl und Mfn2, fiihrt zu einer erwarteten Fragmentierung der
Mitochondrien und einer starken Beeintrachtigung des Metabolismus dieser Zellen (Chen et al.
2005). Interessanterweise wurde in diesen Zellen eine eindeutige Heterogenitit des MMPs
beobachtet. Diese Beobachtung bekraftigt die wunter 1.1.3 beschriebene Funktion von
mitochondrialer Fusion eine ,,gesunde” Mitochondrienpopulation zu erhalten.

Weitere Studien konnten beweisen, dass einzelne depolarisierte Mitochondrien von der Fusion
ausgespart wurden und sich somit nicht mehr mit den restlichen Mitochondrien vermischen konnten,
wodurch erneut ein gewisses Mal} an Heterogenitat innerhalb einer Zelle erzeugt wird (Twig et al.

2008).
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1.3 Bildgebende Verfahren zur Untersuchung der mitochondrialen

Proteinlokalisation

Die Moglichkeit Proteine in ihrer natirlichen Umgebung zu visualisieren ist essentiell, um ein genaues
Verstandnis von biologischen Vorgangen und zelluldren Funktionen zu erlangen. Lichtmikroskope
eignen sich insbesondere fiir die Betrachtung intrazellularer Prozesse und Strukturen und tragen

somit zu ihrem Verstandnis bei.

Epifluoreszenz- und Konfokalmikroskopie

Fir die visuelle Untersuchung von biologischen Prozessen wird heutzutage hauptsachlich die
Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Dieses Verfahren erlaubt es, markierte Struktur vor einem
dunklen zelluldren Hintergrund zu visualisieren. Fluoreszenz ist ein physikalischer Prozess, bei dem
ein Fluorophor durch Absorption von Licht bestimmter Wellenldange angeregt wird, um dann die
aufgenommene Energie in Form von langwelligerem Licht zu emittieren. Bei der
Fluoreszenzmikroskopie wird ausschlielllich das zum Anregungslicht spektral verschobene
Fluoreszenzlicht detektiert.

Zwei Methoden der Fluoreszenzmikroskopie sind die Epifluoreszenz- und die Konfokalmikroskopie.
Bei der Epifluoreszenzmikroskopie werden alle Fluorophore des Bildfeldes von einer
Fluoreszenzlampe angeregt und emittieren anschlieRend Fluoreszenzlicht. Hierbei werden auch
Fluorophore, die sich nicht in der Scharfeebene befinden angeregt und detektiert.

Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie erméglicht es, Strukturen dreidimensional aufzulésen. Indem
eine Lochblende (pinhole) in den Strahlengang eingebracht wird, ist eine punktférmige Detektion von
Fluorophoren in der Scharfeebene moglich (Minsky 1961). Somit wird nur das Fluoreszenzlicht aus
der Fokusebene abgebildet, wodurch die Moglichkeit besteht, dreidimensionale Bilder von Proben

mit dieser Technik anzufertigen.

Die mitochondriale Form, sowie ihre Dynamik kdnnen mit konventioneller Fluoreszenz-Mikroskopie
gut untersucht werden. Fir die Analyse submitochondrialer Proteincluster und ihrer Verteilung
besitzen Epifluoreszenzmikroskope und Konfokalmikroskope eine entscheidende Limitation. Wie vom
Abbe’schen Gesetz (Abbe 1873) beschrieben, ist die Auflésung von Lichtmikroskopen aufgrund der
Welleneigenschaften des Lichtes durch Beugung begrenzt. Die maximal erreichbare Auflésung
konventioneller Lichtmikroskope betragt ca. 600 nm in axialer Richtung (z) und ca. 200 nm in lateraler

Richtung (xy). Da Mitochondrien einen Durchmesser nahe der Auflésungsgrenze besitzen, kdnnen
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Heterogenitaten submitochondrialer Proteinverteilungen nur mit Mikroskopietechniken untersucht

werden, die ein unbegrenztes Auflosungsvermogen besitzen (Wurm et al. 2011, Jans et al. 2013).

Nanoskopie

Verschiedenste Entwicklungen der letzten Jahre konnten die Auflosung der Lichtmikroskopie
entscheidend verbessern. Diese beugungsunbegrenzten Nanoskopie-Techniken nutzen Marker, die
zwei molekulare Zustande besitzen - einen fluoreszierenden ,,an“- und einen dunklen ,,aus“-Zustand
(Hell 2003). Der Ubergang zwischen diesen Zustinden kann auf verschiedene Arten herbeigefiihrt
werden. In Abhingigkeit davon, wie dieser Ubergang stattfindet lassen sich verschiedene
Nanoskopie-Verfahren einteilen in gerichtete Schaltverfahren, z.B. STED (STimulated Emission
Depletion microscopy) (Hell et al. 1994, Klar et al. 2000), SSIM (Saturated Structured-lllumination
Microscopy) (Gustafsson 2005) und RESOLFT (REversible Saturable Optical Fluorescence Transitions)
(Hell 2003, Brakemann et al. 2011, Grotjohann et al. 2011) sowie zufallige Schaltverfahren, z.B. PALM
(PhotoActivated Localization Microscopy) (Betzig et al. 2006), STORM (STochastic Optical
Reconstruction Microscopy) (Rust et al. 2006) und GSDIM (Ground State Depletion-Individual

Molecule return microscopy) (Folling et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieRlich mit der beugungsunbegrenzten STED-Mikroskopie
gearbeitet, da diese Technik am besten etabliert ist.

Bei der STED-Mikroskopie wird durch stimulierte Emission eines, durch Lichtabsorption angeregten,
Fluorophors mittels Bestrahlung mit einem langerwelligen, energiedrmeren Laserpuls der angeregte
Zustand entvolkert, noch bevor Fluoreszenz stattfinden kann (Abbildung 1.10). Da die Photonen, die
durch stimulierte Emission abgegeben werden, langwelliger sind als das Fluoreszenzlicht, kdnnen sie

so von der Detektion ausgeschlossen werden.

Abbildung 1.10: Energieschema (Jablonski-

Diagramm) eines Fluoreszenzmolekiils in der
STED-Mikroskopie.

Stl mu' Ierte Licht geeigneter Wellenlange kann

Em|SS|°n Fluorophore im angeregten Zustand S; mittels
stimulierter Emission in den Grundzustand So

abregen.
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Wie bei der Konfokalmikroskopie werden zundchst die Fluorophore in der Fokusebene durch einen
Laser angeregt, wobei die Intensitdtsverteilung des Anregungslichtes von Beugung bestimmt wird.
Eine Auflésungserhéhung entsteht durch die Reduktion der raumlichen Ausdehnung des effektiven
Fokus. Das wird erreicht, indem die Fluoreszenz durch stimulierte Emission in der dulReren Region des
Fokus ausgeschaltet wird, sodass Fluoreszenz nur noch im zentralen Punkt stattfindet. Hierzu wird die
Anregung mit dem STED-Strahl, dessen Fokus in der Form eines Rings mit einem Intensitatsminimum

(idealerweise mit der Lichtintensitat von 0) in der Mitte gestaltet wird, tiberlagert (Abbildung 1.11).
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Abbildung 1.11: Prinzip der Auflésungserh6hung bei der STED-Mikroskopie.

Die PSF (Point-Spread-Function) eines konfokalen Fokus (A) wird (berlagert mit einer ringférmigen
Intensitatsverteilung des STED-Strahles (B). Durch stimulierte Entvolkerungsprozesse ergibt sich somit eine
Intensitatsverteilung der Fluoreszenz (C) mit einer effektiven Breite von ca. 20 nm. Abbildung verandert nach (Donnert
et al. 2006).

Mit Hilfe der STED-Mikroskopie konnten bisher Auflésungen von 8 nm (Rittweger et al. 2009) in
nicht-biologischen Proben und 20 nm in biologischen Proben (Donnert et al. 2006) erreicht werden.
Prinzipiell ist die maximale Auflésung nur noch durch die photophysikalischen Eigenschaften des

Fluorophors und die Laserintensitat limitiert (Hell 2009).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Mitochondrien besitzen die essentielle Funktion der Energieproduktion in eukaryotischen Zellen. lhre
Dysfunktion wird in den Zusammenhang mit der Entstehung einer Vielzahl verheerender
Erkrankungen gebracht. Es gibt Hinweise, dass Mitochondrien sich morphologisch und funktional
zwischen verschiedenen Zelltypen und individuellen Zellen unterscheiden. Vermutlich ist diese
Heterogenitat ein Resultat der Anpassung an unterschiedliche metabolische Bedingungen. Bislang ist
jedoch wenig dariber bekannt, ob mitochondriale Proteine eine heterogene Verteilung aufweisen.
Fir ihre detaillierte Untersuchung eignet sich insbesondere die Fluoreszenzmikroskopie. In einer
vorhergehenden Studie wurde die Existenz einer heterogenen Tom20-Verteilung, einer Untereinheit

des Importkomplexes kernkodierter mitochondrialer Proteine, in Form eines intrazelluldaren
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Gradienten innerhalb einzelner Saugerzellen mittels hochauflosender STED-Nanoskopie belegt.
Bislang ist unklar, ob diese Beobachtung auch fiir andere mitochondriale Proteine giltig ist. Dies
sollte im Rahmen dieser Arbeit analysiert werden. Die Ergebnisse anderer Studien lassen die
Vermutung zu, dass die Prozesse der mitochondrialen Dynamik, also Fusion, Teilung und Bewegung,
das AusmaR der mitochondrialen Heterogenitat kontrollieren und erhalten. Welche Auswirkung diese
Vorgange tatsachlich auf die Verteilung mitochondrialer Proteine haben, ist bislang unbekannt und
sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Weiterhin ist bislang unverstanden, wie diese
heterogenen mitochondrialen Proteinverteilungen zustande kommen und welche Signale und
Molekiile an ihrer Regulierung beteiligt sind. Ziel dieser Arbeit ist somit ein detaillierteres Verstandnis
der Heterogenitdat mitochondrialer Proteinverteilungen von Saugerzellen. Durch den Einsatz der
Konfokal- und der beugungsunbegrenzten STED-Mikroskopie sollten mogliche Anderungen der

Proteinverteilungen nachgewiesen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Substanzen in entmineralisiertem Wasser
gelost, welches mit Hilfe der Purelab Classic Reinstwasseranlage (Elga, Celle, Deutschland)
aufbereitet worden ist.

Alle verwendeten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad ,zur Analyse” von folgenden Herstellern
bezogen: Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merck

(Darmstadt, Deutschland), Applichem (Darmstadt, Deutschland) und Serva (Heidelberg, Deutschland).

Chemikalie

Methanol

para-Formaldehyd
KCl

KH2PO4
NacCl
NazHPOas

HCl
DMF

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
NaHCO3

NaOH

DMSO

Glyzerin

Mowiol 4-88

DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)
BSA (Rinder-Serum-Albumin)
Isopropanol

Triton X-100

Glycin

SDS

Essigsdaure

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blau
DTT

Ponceau S
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Magermilchpulver

NaOH

Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Chemikalien.

. Endkon-
Name Wirkung T Quelle/Hersteller
Nocodazol Depolymerisation von Tubulin 5 pg/ ml Calbiochem, Merck
. . lnhlPltlon Fl!:o-ATP-Syl_wthase, Selleckchem, Houston,
Oligomycin Erhéhung mitochondriales 10 uMm USA
Membranpotential
. . K*-lonophor, Zerstérung . .
Val ! M -Aldrich
alinomyein mitochondriales Membranpotential > H Sigma-Aldric
Inhibition Atmungskettenkomplex | . .
R 2 uM -Al h
otenon und Depolymerisation Tubulin H Sigma-Aldric
. .. Fermentas, Thermo
Turbofect Transfektion von Sdugerzellen Scientific, Waltham, USA
DAPI (4',6-Diamidino- Fluoreszenzmarkierung von . .
2-phenylindol) Nukleinsduren/ Kernmarkierung 2,5 ug/ml Sigma-Aldrich
MitoTracker Red CM- Fluoreszenzmarkierung von . .
HaXros Mitochondrien 500 nM Life Technologies
DiOCs (3,3'-Dihexyl- Fluoreszenzmarkierung von . .
1nM Life Technol
oxacarbocyaniniodid) Mitochondrien Oln e lechnologies
KK114 Fluorophor Dr. K. Kolmakov, MPI-BPC
Oregon Green 488 Fluorophor Life Technologies,
Atto-Tec, Siegen,
Atto565 Fluorophor Deutschland
Bradford-Reagenz Proteinkonzentrationsbestimmung Bio-Rad, Hercules, USA
. Antibiotikum, Selektion von Drp1- . .
Hygromycin B shRNA-transfizierten Zellen 2 me/ml Sigma-Aldrich
. Antibiotikum, Selektion von Mfn2- . .
Puromycin shRNA-transfizierten Zellen 40 pg/ml Sigma-Aldrich
Ziegen-Serum Blockreagenz be|. Immun- Sigma-Aldrich
fluoreszenzmarkierung
DMEM, high glucose, . Life Technologies,
GlutaMAX Zellkulturmedium Carlsbad, USA
fotales Rinderserum Zellkulturmediumzusatz PAA, GE Healthcare
FBS Gold
Penicillin/ Zellkulturmediumzusatz 10.000U/ml Biochrom, Berlin,
Streptomycin 10.000ug/ml | Deutschland
Natrium-Pyruvat . . .
VA -
Losung, 100 mM ellkulturmediumzusatz Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA, 10x Zellkultur Biochrom
RC DC Protein Assay Proteinkonzentrationsbestimmung Bio-Rad
PageBuler Prestained GroRenstandard fur SDS-PAGE Fermentas
Protein Ladder
1
- s Tablette Roche, Mannheim,
Complete tablets mini | Proteaseinhibitor pro 1 mi
Deutschland
Wasser

Western Lightening

Chemilumineszenz Western-Blot
Detektionsreagenz

PerkinElmer, Rodgau,
Deutschland

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Reagenzien.
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

75 cm2-Kultivierungsflaschen

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Petrischalen (5 und 10 cm)

Sarstedt

Mikrotiterplatten (6-, 12-, 24-Well-Platten)

Nunc, Rochester, USA

Deckglaser (10, 12 mm)

Menzel, Braunschweig, Deutschland

Flaschen Schott, Mainz, Deutschland
Plastikflaschen fur Medium Sarstedt
Vakuum-Flaschenaufsatzfilter Sarstedt

Cryotubes Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Sephadex G25 S&ule (PD-10) GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Spitzen Sarstedt

Transfer-Pipetten Sarstedt

Plastikreaktionsgefafe (1,5; 15 und 50 ml) Sarstedt

Zellschaber Sarstedt

Nitrozellulose-Membran Protran

Whatman, Dassel, Deutschland

Objekttrager

Menzel

Tabelle 2.3: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

2.1.3 Gerdte
Gerat Modell Hersteller
Inkubator Hera Cell 240 Heraeus, Hanau, Deutschland
Epifluoreszenzmikroskop DM6000 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Magnetrihrer MR3001 Heidolph, Kehlheim, Deutschland
Absaugpumpe vacuum gas pump VWR, Radnor, USA
Pipetten Pipetman Gilson, Middleton, USA

elektrische Pipettierhilfe

Pipetboy acu

Integra, Zizers, Schweiz

Zellkulturzentrifuge

Biofuge Primo

Heraeus

Absaugpumpe Zellkultur

Integra Vacusafe

Integra, Zizers, Schweiz

pH-Meter PB-11 Sartorius, Gottingen, Deutschland
Konfokalmikroskop TCS SP5 Leica Microsystems
Konfokalmikroskop TCS STED Leica Microsystems

STED-Mikroskop

Eigenanfertigung

Proteinblotapparatur

Serva

Lebendzell-Mikroskop mit Heizung

Eigenanfertigung basierend auf Leica DMIRB
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Neubauer Zdhlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

Zellzahler

Scepter

Millipore, Billerica, USA

Einfriergefal fur Sdugerzellen

NALGENE Cryo 1 °C
Freezing Container

Nalgene/Nunc, Penfield, USA

Zellkulturmikroskop

Leica DMI3000B

Leica Microsystems

Tischschiittler

Thermomixer 5436

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus

Vortexer Genie 2 Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz
Waage Sartorius universal Sartorius

Feinwaage AG135 Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz
SDS-PAGE Apparatur xi;:PCZﬂTEAN Bio-Rad

Lumineszenz-Detektors Eigenanfertigung

Wasserbad HT M6 Lauda, Lauda-Konigshofen, Deutschland

Tabelle 2.4: Auflistung der verwendeten Geréte.

2.1.4 Zelllinien

Name Organismus Gewebe Quelle
. . . European Collection of Cell Cultures (ECACC)
v G Meerkat N thel
ero rune Vieerkatze erenepithe 84113001 oder ATCC CCL-81
HDFn Mensch p.rlmare neonatale Cell Systems, Kirkland, USA
Fibroblasten
Hela Mensch Cervix-Karzinom ,(AAC-_]réaé;sson, MPI fiir Biologie des Alterns, Koln;

Tabelle 2.5: Auflistung der verwendeten Zelllinien.

2.1.5 Plasmide

Pl id- | Fl -
Name Insert il uoresz-e ne Resistenz | Promoter Quelle
Stamm protein
shRNA
U6-shRNA DRP1 Drp1 pREP4 - Amp, Hyg | U6 (Lee et al. 2004)
Thermo Scientific/
GIPZ-shRNA hRNA A
E/IFNZ > i/lfnz pGIPZ TurboGFP P::‘E))’ hCMV Open Biosystems,
Waltham, USA
pGIPZ-shRNA shRNA Amp, Thermo Scientific/
GIPZ TurboGFP hCMV
RHOT1 Rhotl P urbo Puro Open Biosystems,
pGIPZ-shRNA shRNA Amp, Thermo Scientific/
YA
TRAK1 Trakl PGIP TurboGFP Puro hCMv Open Biosystems,
non- S
pGIPZ'-shRNA silencing pGIPZ TurboGFP Amp, hCMV Thermq Scientific/
negative control <hRNA Puro Open Biosystems,
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CLONTECH,
pDsRed1-Mito mtDsRed DsRed Kan, Neo hCMV Mountain View,
USA
. MoBiTec,
Egls)ll\lPA}mlto_ mtEosFP pcDNA3 EosFP Amp, Neo | hCMV Gottingen,
Deutschland

Tabelle 2.6: Auflistung der verwendeten Expressions-Plasmide.

Vektorkarten zu den Plasmiden befinden sich im Anhang (Abschnitt 7.2).

Name Zielsequenz 5' - 3'
U6-shRNA DRP1 TTCAATCCGTGATGAGTATGCTTTTCTTC
pGIPZ-shRNA MFN2 CAGTAGTCCTCAAGGTTTA
pGIPZ-shRNA RHOT1 TGCATGAAGTTAAACAAGA
pGIPZ-shRNA TRAK1 GCCAGATGACTAAGACATA

Tabelle 2.7: Auflistung der Zielsequenzen der shRNA-kodierenden Plasmide.

Zellen, die Uber eine Herunterregulierung eines spezifischen Proteins verflgten, wurden durch
Transfektion von Vero-Zellen mit dem entsprechenden shRNA-kodierenden Plasmid erhalten (siehe
Tabelle 2.6). Nach Selektion dieser Zellen konnten transfizierte Zellen Gber GFP-Fluoreszenz (wenn
vorhanden) oder einem eindeutigen mitochondrialen Phanotyp identifiziert werden. Eine
Immunfluoreszenzmarkierung gegen das zu herunterregulierende Protein lieR weiterhin eine Aussage
Uber seine tatsachliche Mengen-Reduzierung, also ob die Herunterregulation funktioniert hat, zu. Im
Folgenden wurden nur Zellen analysiert, die eine deutliche Verringerung der Proteinmenge

aufwiesen (50 % reduziertes Fluoreszenzsignal).

2.1.6 Antikérper

Primarantikorper

Antikorper gegen aus Spezies Verdijlr.mung Quelle/Hersteller
Tom22 Maus 100 Sigma-Aldrich
ds DNA Maus 100 Progen, Heidelberg, Deutschland
a-Tubulin Maus 100 Sigma-Aldrich
Cytochrom C/ CytC Maus 300 BD Biosciences, San Jose, USA
Tom20 Kaninchen 100 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Tom20 Maus 100 BD Bioscience
Mitofilin/ Mic60 Kaninchen 100 Abcam, Cambridge, UK
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Hsp70 Maus 100 Abcam
Cyclophilin D/ CypD Maus 100 MitoSciences/ Abcam
ATP-Synthase B/ ATPS Maus 100 Abcam
Mfn2 Kaninchen 100 Cell Signaling
DnalC11 Maus 100 Abnova, Taipei, Taiwan
CHCHD3/ Mic19 Kaninchen 100 Atlas Antibodies, Stockholm, Schweden
Hsp60 Kaninchen 100 Santa Cruz
Sam50 Kaninchen 100 Atlas Antibodies
Tim23 Maus 100 BD Bioscience
Mio10/ Mic10 Kaninchen 100 Abcam
mtCoxl| Maus 100 MitoSciences/ Abcam
Mff Kaninchen 100 Proteintech, Chicago, USA
PCNA Maus 50 Santa Cruz
Aurora B Kinase Maus 50 BD Bioscience
. 5000 im . .
[-Aktin Maus Western Sigma-Aldrich
. . 500 im . .
Milton/Trak1 Kaninchen Western Sigma-Aldrich
50 IF
Miro/ Rhot1 Kaninchen 1000 im Sigma-Aldrich
Western
Tabelle 2.8: Auflistung der verwendeten Primarantikorper.
Sekundarantikorper
_ . Verdiinnung
Antikorper gegen | aus Spezies | Fluorophor 1: Quelle/Hersteller
Kaninchen Ziege KK114 50 Jackson ImmunoResearch + eigene
Kopplung
Maus Schaf KK114 50 Jackson ImmunoResearch + eigene
Kopplung
. Oregon Jackson ImmunoResearch + eigene
Maus Ziege Green 488 >0 Kopplung
. . Oregon Jackson ImmunoResearch + eigene
Kaninchen Ziege Green 488 50 Kopplung
Kaninchen Ziege Atto565 50 Jackson ImmunoResearch + eigene
Kopplung
Maus Ziege HRP 10000 WB Jackson ImmunoResearch + eigene
Kopplung
Kaninchen Ziege HRP 10000 WB Jackson ImmunoResearch + eigene
Kopplung
Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA

Tabelle 2.9: Auflistung der verwendeten Sekundarantikorper.
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2.1.7 Lésungen und Puffer

Alle Puffer, Losungen und Medien wurden, wenn nicht anders angegeben, in entmineralisiertem

Wasser angesetzt.

PBS-Puffer (pH 7,4):

2,68 mM KCl
1,47 mM KH2PO,4
137 mM NaCl

8 mM Na;HPO4

Formaldehyd-Fixativ Lésung (pH 7,4):

8 % (w/v) para-Formaldehyd in PBS

Extraktions-Lésung

0,5 % (v/v) Triton X-100 bzw.
0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS

Block-Lésung
10 % (w/v) BSA in PBS

1 M TRIS-HCI (pH 7,5 und 8,5):

1 mol/ | Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

1 M NaHCOs (pH 8,3 - 9,0):

1 mol/ | NaHCO;

Einbett-Medium (Mowiol/DABCO):

25 % (w/v) Glyzerin

9 % (w/v) Mowiol 4-88

0,1 M TRIS-HCI (pH 8,5)
0,1 % (w/v) DABCO

DMEM-Medium
88 % (v/v) DMEM, high glucose, GlutaMAX
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10 % (v/v) Fotales Rinder Serum
1mM Natrium-Pyruvat

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
Einfriermedium

70 % (v/v) DMEM, high glucose, GlutaMAX
20 % (v/v) Fotales Rinder Serum

10 % (v/v) DMSO
Trypsin/EDTA
0,05 % (w/v)  Trypsin

0,02 % (w/v) EDTAin PBS

SDS-Probenpuffer (pH 6,8)

4 % (w/v) SDS

200 mM DTT

20 % (v/v) Glyzerin

0,02 % Bromphenolblau
100 mM TRIS-HCI

Trenngel 12,5 %

6,3 ml Wasser

5 ml 1,5 M TRIS-HCI pH 8,8

8,3 ml 30 % Acrylamid: Bisacrylamid-Lésung (30:1)
200 pl 10 % (w/v) SDS

200 pl 10 % (w/v) APS

20 ul TEMED

Sammelgel 5 %

5,6 ml Wasser

2,5 ml 0,5 M TRIS-HCI pH 6,8

1,7 ml 30 % (w/v) Acrylamid: Bisacrylamid-Losung (30:1)
100 ul 10 % (w/v) SDS

100 ul 10 % (w/v) APS
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10 pl TEMED

Ldémmli-Puffer (pH 8,3)
25 mM TRIS-HCI

192 mM Glyzin
0,1 % (w/v) SDS

Coomassie Férbelésung

10 % (v/v) Essigsdure
25 % (v/v) Isopropanol
0,05 % (w/v)  Coomassie Blau R-250

Entférbelésung
10 % (v/v) Essigsdure
50 % (v/v) Methanol

Transferpuffer
4 mM TRIS-HCI

37,5 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

in Ponceau-Firbelésung

5g/|Ponceau s
5 % (v/v) Essigsaure

40 % (w/v) Methanol

Blocklésung
20 % (w/v) Magermilchpulver in PBS

Waschlésung
0,5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS

39



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Kultivierung und Aussaat von Saugerzellen

Fir die Experimente dieser Arbeit wurde nur die adhdrent wachsende Vero-Saugerzelllinie
verwendet.

Die Sdugerzellen wurden in DMEM-Kultivierungsmedium bei 37 °C, 5 % CO,-Begasung und einer
wassergesattigten Atmosphéare kultiviert. Die Zellen wurden typischerweise einmal wochentlich,
jedoch mindestens bei Erreichen einer 80 %igen Konfluenz, passagiert. Dazu wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieend mit Hilfe einer Trypsin-EDTA-L6sung vom Flaschenboden abgel6st
(10 min, 5 ml, 37 °C). AnschlieBend wurden die Zellen in vorgewdarmtem DMEM-Medium (5 ml)
aufgenommen und in einer Verdinnung von 1:20 in einer neuen Zellkulturflasche ausgesdt. Die
Kontrolle der Zellen erfolgte mit einem Leica DMI3000B-Mikroskop, das mit einem Leica PL Fluotar
(10x/ 0.3 PH1)-Objektiv ausgestattet war.

Fiir die Durchfihrung von Experimenten wurden die Zellen, nachdem sie sich von dem
Zellkulturflaschenboden abgelost hatten und mit Medium versetzt worden sind, direkt zur
Transfektion eingesetzt oder in Mikrotiterplatten, sogenannten Well-Platten, beziehungsweise
Petrischalen auf mittels Isopropanol sterilisierten Glasdeckglasern ausgesat und kultiviert.

Um die Vergleichbarkeit der Experimente sicher zu stellen, wurden die verwendeten Saugerzellen nur

bis zur 30. Passage flir Experimente eingesetzt.

Dauerkulturen/Kryo-Konservierung

Saugerzellen konnen in flissigem Stickstoff bei Tiefsttemperaturen dauerhaft gelagert und
anschlieRend zur weiteren Verwendung aufgetaut werden. Zur Erstellung von Dauerkulturen wurden
Saugerzellen bis zu einer Konfluenz von circa 80 % kultiviert. Zunachst wurden die Zellen wie unter
Abschnitt 2.2.1 beschrieben trypsiniert und bei 100 x g fiir 5 min sedimentiert. Das entstandene
Zellpellet wurde in Einfriermedium (pro 75 cm2-Flasche 4,5 ml) aufgenommen. Daraufhin wurde die
Zellsuspension in Kryoréhrchen verteilt. Diese wurden dann mit Hilfe eines mit Isopropanol gefillten
GefiRes (NALGENE Cryo 1°C Freezing Container) bei einer Einfrier-Rate von -1°C/ h bei -80 °C

eingefroren. Anschliefend wurden sie in flissigem Stickstoff gelagert.

Zellzahlbestimmung
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des automatischen Zellzdhlers ,Scepter’. Die

trypsinierten Zellen wurden zu diesem Zweck in DMEM-Medium aufgenommen und 200 ul dieser
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Suspension zur Bestimmung der Zellzahl verwendet. Dies wurde nach Angaben des Herstellers

durchgefihrt.

Transfektion und Selektion von Saugerzellen

Transfektionen von Saugerzellen wurden typischerweise in 6-Well-Platten durchgefiihrt.

Transfektion von Vero-Zellen mit Turbofect (Fermentas)

Zum Einbringen von Fremd-DNA in Vero-Zellen wurde standardmafig das Transfektionsreagenz
Turbofect verwendet. Es beruht auf dem DEAE-Dextran-Prinzip. Dabei handelt es sich um eine
wassrige Losung eines kationischen Polymers, welcher mit Desoxyribonukleinsdure stabile, positiv
geladene Komplexe bildet. Diese Polymer-DNA-Komplexe heften sich an die Zelloberflaiche und
vermitteln anschlieRend die Aufnahme der DNA in die Zelle durch Endozytose (De Smedt et al. 2000).
Die Transfektion wurde gemal Herstellerangaben durchgefiihrt.

Fir die Transfektion wurden Vero-Zellen einen Tag vor der Transfektion auf Deckgldasern in DMEM
ausgesat. Der Ansatz des Transfektionsmixes erfolgte durch Verdinnen von 4 pug Plasmid-DNA in
400 pl serumfreiem-DMEM und Zugabe von 6 pl Turbofect Reagenz. Dieser Transfektionsmix wurde
gut gemischt und 17 min bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieRend wurde der
Transfektionsansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben und die Platte leicht geschwenkt. Das

Ergebnis der Transfektion wurde nach 24 bis 48 h ausgewertet.

Selektion von transfizierten Zelllen

Um die Anzahl von nicht transfizierten Zellen pro Well zu reduzieren, wurden die Zellen 24 h nach der
Transfektion mit einem entsprechenden Antibiotikum versetzt.

Fir die Selektion auf Vorhandensein des Drpl-shRNA-Plasmides wurden Vero-Zellen zwei Tage mit
2 mg/ ml Hygromycin B inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen drei weitere Tage ohne
Antibiotikum kultiviert.

Zur Selektion auf das Mfn2-shRNA-Plasmides wurden Vero-Zellen zwei Tage mit 40 pg/ ml Puromycin

inkubiert und anschlieRend drei weitere Tage ohne Antibiotikum kultiviert.

Behandlungen

Fiir die Behandlung von Sadugerzellen mit verschiedenen Substanzen wurden diese 24 h vor der
Zugabe der Reagenzien wie unter Abschnitt 2.2.1. beschrieben ausgesat. AnschlieRend wurden die
Substanzen, die zuvor in DMSO gel6st wurden, in der entsprechenden Konzentration zugegeben. Um

toxische Effekte zu vermeiden, betrug die maximale DMSO-Konzentration im Zellkulturmedium nie
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mehr als 1 %. Nach der gewiinschten Inkubationsdauer wurden die Zellen fixiert, mehrmals mit PBS

gewaschen und anschliefend wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben gefarbt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Isolierung von Gesamtzellprotein aus mammalen Zellen

Zur Isolierung von Gesamtzellprotein aus kultivierten Saugerzellen wurden die Zellen nach Entfernen
des Kulturmediums zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Hilfe eines Zellschabers vom
ZellkulturgefaR geldst. Durch Zentrifugation (4696 x g; 4 °C) wurden die Zellen sedimentiert und nach
zweimaligem Waschen in PBS mit einem Protease-Inhibitor-Gemisch und SDS-Probenpuffer

aufgenommen.

Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentration der Sdugerzellextrakte wurde durch den vom Lowry-Verfahren abgeleiteten

RC DC Protein Assay nach der Vorschrift des Herstellers bestimmt.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die zu untersuchenden Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrer GroRe nach aufgetrennt. Die Acrylamid-Konzentration des
Trenngels betrug 12,5 % (w/v) und die des Sammelgel 5 % (w/v).

Die in Probenpuffer gelésten Proteinextrakte wurden fir funf Minuten auf 95 °C erhitzt, kurz
zentrifugiert und auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Zur Elektrophorese wurde Lammli-Puffer
verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde bei 15 - 20 mA/ Gel
durchgefihrt. Zur Abschatzung der GroRe der detektierten Proteine wurde als Referenz ein

ProteingréRenstandard verwendet (Anhang 7.xy).

Anfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen
Die Proteine im SDS-Polyacrylamidgel wurden mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blau
angefarbt. Hierfir wurde das Gel fir 15 - 30 Minuten in eine Farbelosung eingelegt. AnschlieBend

wurde (iberschiissiger Farbstoff durch Waschen in Entfarbeldsung aus der Gelmatrix entfernt.

Transfer von Proteinen
Um die Proteine immunologisch detektieren zu koénnen, wurden sie mittels Nass-Blot auf

Nitrozellulose-Membranen mit einer Porengrofle von 0,45 um transferiert. Dabei wurden die
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Membran und das Proteingel zwischen mehrere mit Transferpuffer getrankte Filterpapiere und
Schwamme gelegt. Der Transfer erfolgte erneut elektrophoretisch fiir 16 Stunden bei 80 mA/ Blot

und 4 °C in einer mit Transferpuffer gefiillten Blotapparatur.

Ponceau-Farbung

Um die Effizienz des Transfers der Proteine auf die Membran zu Gberprifen, wurde eine Farbung mit
Ponceau Rot durchgefiihrt. Hierfliir wurde die Membran nach dem Transfer fiir 15 min in Ponceau-
Farbelosung inkubiert. Nach der anschlieBenden Entfarbung mit Wasser waren die Proteinbanden
deutlich sichtbar und konnten dokumentiert werden. Vor der Fortsetzung der Western-Analyse

wurde die Membran zur Entfernung des Farbstoffs mehrfach in PBS gewaschen.

Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen

Zur spezifischen Detektion einzelner Proteine innerhalb dieses komplexen, aufgetrennten Gemisches
wurden spezifische, gegen die Zielproteine gerichtete, Antikorper verwendet (Harlow und Lane,
1988). Hierzu wurden zunachst freie Proteinbindungsstellen auf der Membran durch eine 45-
mindtige Inkubation in Blocklosung belegt und anschlieRend die Membran mehrfach in Waschlésung
gewaschen. Danach wurde die Membran flir mindestens eine Stunde bei RT mit dem
Primarantikorper verdiinnt in Waschlosung inkubiert. Nach mehrfachem Waschen in Waschlosung
wurde der Primarantikdrper durch einstiindige Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper verdiinnt in Waschlosung gebunden. Vor der Detektion der Signale mittels eines
auf Chemilumineszenz basierenden Detektionssystems wurde die Membran mehrfach in
Waschlosung und PBS gewaschen. Durch eine an den sekunddren Antikorper gekoppelte Peroxidase
(Horseradish Peroxidase, HRP) wurde das in der Detektionsldsung enthaltene Luminol enzymatisch
umgesetzt. Die hierbei entstehende Chemilumineszenz wurde mittels eines Lumineszenz-Detektors

detektiert.

2.2.3 Lichtmikroskopische Methoden

Fluorophor-Antikérper-Kopplung

Die in dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikérper wurden durch Kopplung von Fluorophoren an
Antikorper hergestellt.

Zur Kopplung von Fluorophoren an Antikdrper wurden N-hydroxy-succinimidyl-Ester (NHS-Ester) der
zu koppelnden Fluorophore mit den freien primaren Aminogruppen von Antikérpern zur Reaktion

gebracht (LaRochelle et al. 1986). Hierfiir wurde 1 mg des Antikérpers mit 100 ul 1 M NaHCOs;
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versetzt. AuBerdem wurden 200 pug des in DMF gelosten Farbstoffes (10 mg/ ml) unter Rihren
langsam zu der Antikdrperlosung gegeben. Diese Mischung wurde eine Stunde weiter bei
Raumtemperatur gerihrt. Danach wurden 100 pl 1 M TRIS-HCI (pH 7,5) zu der Losung pipettiert, um
freie NHS-Gruppen abzureagieren und weitere 5 min gertihrt. Der gekoppelte Antikorper wurde nun
mittels GroRBenausschluss-Chromatographie von freiem Farbstoff befreit (Sephadex-Sadule) und in
1,5 ml Fraktionen eluiert. Abschlieffend wurde die Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen
bestimmt, um zu identifizieren, in welcher Fraktion sich der gekoppelte Antikérper befand. Hierzu
wurde das Reagenz Bradford von Bio-Rad nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Messung
der Absorption der Proben bei A= 600 nm wurde am Spektrophotometer vorgenommen. Daraufhin
wurden alle Antikérperhaltigen Fraktionen vereint, durch Zugabe von BSA (Endkonzentration

5 mg/ ml) stabilisiert, aliquotiert, schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Indirekte Immunfluoreszenz-Markierung (Wurm et al. 2010)

Eine Methode um die Lokalisation von Makromolekilen in Zellen und Geweben
fluoreszenzmikroskopisch nachzuweisen ist die Immunfluoreszenzmikroskopie. Daflir macht man sich
die Eigenschaft von Antikérpern, Antigene mit hoher Spezifitdt zu binden, zum Nutzen. Die flr diese
Zwecke eingesetzten Antikorper sind der 1gG-Klasse zuzuordnen und verfliigen Gber eine GrofRe von
ca. 150 kDa.

IgGs bestehen aus zwei identischen schweren (H) und zwei identischen leichten Polypeptidketten, die
Gber Disulfidbriicken miteinander kovalent verkniipft sind.

In dieser Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenzmarkierung angewandt, da diese eine
Signalverstarkung implementiert.

Dabei wird der Primarantikorper nach der Bindung an das nachzuweisende Molekil durch einen
spezifischen fluorochromierten sekundaren Antikorper detektiert. Far die
Immunfluoreszenzmikroskopie werden fixierte Zellen verwendet. Fir die Fixierung von Zellen und
Geweben wird standardmaRig Formaldehyd verwendet, welches freie Aminogruppen bindet. Zur
Strukturerhaltung einiger Zellbestandteile wird die Fixierung mit Methanol bevorzugt. Um die
Penetration der Antikérper in intrazellulare Kompartimente zu gewahrleisten, ist eine
Permeabilisierung der Membranen mittels Detergenzien notig. Unspezifische Bindungsstellen werden
mit Hilfe von Rinderserumalbumin abgesattigt. Durch Kombination zweier Primarantikdrper aus
verschiedenen Organismen/ Spezies, konnen sogar zwei Epitope gleichzeitig markiert und

mikroskopiert werden (Doppelmarkierung).

Fir Immunfluoreszenz-Farbungen wurden die Zellen am Tag vor der Farbung auf Deckglaschen

ausgesat.
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Fixierung von Sduger-Zellen

Herstellung 8 % (w/v) Formaldehyd-Fixativ-L6sung:

Zunachst wurden 8 g para-Formaldehyd abgewogen und mit 80 ml PBS, sowie einem NaOH-Platzchen
versetzt. Diese Suspension wurde gemischt und unter leichtem Erwarmen (60 °C) fiir 20 min gerihrt.
Sobald sich das para-Formaldehyd vollstandig aufgelost hatte, wurde der pH-Wert der Losung mittels
HCl auf 7,5 eingestellt. AbschlieRend wurde das Volumen der Losung auf 100 ml mit PBS aufgefillt.
Diese 8 %ige Formaldehyd-L6sung konnte bei -20°C (ber mehrere Monate und bei 4 °C Uber

eine Woche gelagert werden.

Fir die Farbung von Mitochondrien wurde das Medium von den Zellen abgenommen und diese mit
einer vorgewdrmten 8 %igen Formaldehyd-Fixativ-Losung fiir 10 min bei 37 °C inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen und in PBS bis zu einer Woche

gelagert (4 °C).

Zur Mikroskopie von Zytoskelett-Bestandteilen wurde eine Fixierung mit eiskaltem Methanol (-20 °C)

flr 10 min durchgefihrt.

Um eine Markierung von Sdugerzellen mit Antikorpern gegen PCNA und Aurora B Kinase zu erreichen
und gleichzeitig die Struktur von Mitochondrien zu erhalten, wurde eine Kombination von Methanol-
mit Formaldehyd-Fixierung eingesetzt. Hierzu wurde zundchst 3 min mit vorgewdrmter 8 %iger

Formaldehyd-Losung und direkt danach fiir 5 min mit eiskaltem Methanol fixiert.
Zur Doppel-Immunmarkierung von Rhotl und Tom20 wurde eine Fixierung mit einer vorgewarmten
4 %igen Formaldehyd-Fixativ-Losung fir 15 min bei 37 °C durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die

Zellen mehrmals mit PBS gewaschen.

Immunfluoreszenzmarkierung

Die mit den Saugerzellen beschichteten Deckglaser wurden zunachst einer 10 miniitigen Behandlung
mit der Extraktionslosung unterzogen. Durch das Vorhandensein des Detergenzes wird die
Zellmembran permeabilisiert und cytoplasmatische Epitope kénnen gebunden werden. Im Anschluss
wurden unspezifische Bindungsstellen durch 10 min Inkubation mit 10 %iger Blockldsung abgesattigt.
Daraufhin wurden die Zellen fiir eine Stunde in verdiinnten Losungen der Primarantikorper in
Blocklésung (Verdiinnungen siehe Tabelle 2.8) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir je 5 min

in PBS, in Extraktionspuffer und in Blockpuffer gewaschen. Danach wurden die Zellen eine Stunde in
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verdiinnten  Lésungen der  Fluorophor-gekoppelten-Sekundarantikorper in  Blockldésung
(Endkonzentration 1-20 pg/ ml) inkubiert. Alle Inkubationen mit Antikérpern wurden in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt. SchlieRlich wurden die Zellen mehrmals in PBS

flr insgesamt 30 min gewaschen.

Fiir die Doppel-Immunfluoreszenzmarkierung von Rhotl und Tom20 wurde das Farbeprotokoll in
einer abgewandelten Form durchgefihrt. Zunachst erfolgte eine Permeabilisierung mit 0,1 % Triton
X-100/ PBS fir 5 min. Nach einem Waschschritt in PBS wurden unspezifische Bindungsstellen mit
100 % Ziegen-Serum fiir 30 min abgesattigt. AnschlieRend erfolgte eine einstlindige Inkubation mit
den Rhotl- und Tom20-Primdrantikorpern, verdiinnt in 100 % Ziegenserum, gefolgt von einem
Waschschritt mit PBS. Daraufhin wurden die Zellen eine Stunde mit den Sekundarantikorpern,

verdlinnt in 100 % Ziegenserum, inkubiert und abschliefend mit PBS gewaschen.

Einbetten der Proben in Mowiol
Immunfluoreszenzmarkierte  Sdugerzellen wurden in  Mowiol mit DABCO eingebettet
(Zusammensetzung siehe 2.1.8; Herstellung: (Wurm et al. 2010)). Vor der Mikroskopie lieB man das

Mowiol fiir mehrere Stunden ausharten.

Farbstoffe

Die DNA im Zellkern wurde mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindol) in einer Konzentration von 2,5 ug/ ml angefarbt. Die Farbung mit DAPI wurde beim
Einbetten der Proben durch Einbringen von DAPI in das Einbettmedium Mowiol durchgefihrt.

Des Weiteren wurden Farbstoffe verwendet, die die Mitochondrien in lebenden Zellen anfarben
(Mitotracker). Hierfliir kam der grin fluoreszierende Farbstoff DIOCs (3,3'-Dihexyloxacarbocyanin-
lodid) (Matzke 1986, Liu et al. 1987) in einer Konzentration von 0,1 nM im Kulturmedium zum
Einsatz, sowie der rot fluoreszierende, fixierbare Farbstoff MitoTracker Red CM-H;Xros (500 nM)
(Carlini et al. 2013).

Zur Markierung wurde der Farbstoff direkt in das Medium der Saugerzellen pipettiert. Daraufhin
wurde dieser Ansatz 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend ohne weitere

Waschschritte mikroskopiert oder fixiert.

Epifluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie
Die Epifluoreszenz- und Durchlicht-Mikroskopie wurde mit dem Leica DM6000-Mikroskop
durchgefiihrt. Dieses war mit einem 10x (0,3 NA), 20x (0,5 NA) und 40x (0,75 NA) Luft-Objektiv,

einem 63x (1,2 NA) Wasser-Immersionsobjektiv und einem 100x (1,4 NA) Ol-Immersionsobjektiv
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ausgestattet. Fur die Mikroskopie von Sadugerzellen wurde ausschliefllich das Objektiv mit 63x
VergrolRerung verwendet. Als Lichtquelle fiir die Durchlichtmikroskopie diente eine Halogenlampe.
Die Beleuchtung fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurde mittels einer Metallhalogenidlampe (120 W),
in deren Strahlengang verschiedene Filter platziert wurden, durchgefiihrt. DAPI wurde mit einem A4-
Filterwurfel (Anregung 360/40 nm, Emission 470/40 nm), GFP, DiOCs und OregonGreen488 mit
einem GFP-Filterwurfel (Anregung 470/40 nm, Emission 525/50 nm), MitoTracker Red CM-H,Xros
bzw. Atto565 mit einem N3-Filterwiirfel (Anregung 546/12, Emission 600/40 nm) und KK114 wurde
mit einem Spectrum FRED-Filterwiirfel (Anregung 630/20, Emission 667/30 nm) detektiert. Die

Detektion erfolgte mittels einer zum System gehérenden CCD-Kamera.

Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Zur Betrachtung und Dokumentation der Immunfluoreszenzmarkierten Saugerzellen kamen die
konfokalen Laser-Raster Mikroskope (confocal laser scanning microscope, CLSM) Leica SP5 zum
Einsatz. Die Aufnahmen wurden typischerweise bei einem Lochblenden-Durchmesser von einer Airy-
Einheit und einer Raster-Geschwindigkeit von 400 Zeilen pro Sekunde durchgefiihrt. Die Bilder
wurden mit einer Voxel-GréRe von (X x Y x Z) 50 nm x 50 nm x 150 nm (nach den Vorgaben des
Nyquist-Theorems) aufgenommen. AuRerdem wurden die Photomultiplier im dynamischen Bereich
betrieben. Die Anregung der Fluorophore erfolgte in der N&he ihrer Absorptionsmaxima. Die
Anregung erfolgte mit 405 nm (fiir DAPI, Diodenlaser), 488 nm (flir GFP und Oregon Green 488,
Argonlaser), 561 nm (fir MitoTracker Red CM-H,Xros und Atto565, Diodenlaser) und 647 nm (flr
KK114, HeNe-Laser). Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte in einem breiten Bereich um die
Emissionswellenlange der Fluorophore. Die Breite des Detektionsfensters wurde fiir DAPI von 410-
435 nm, fur GFP/Oregon Green 488 von 495-520 nm, fir Mitotracker Red CM-HyXros/Atto565von
570-650 nm und fir KK114 von 651-773 nm gewahlt. Fir Mehr-Farben-Aufnahmen wurde das
Mikroskop im sequenziellen Modus benutzt und in Abhangigkeit von der Fragestellung wurden z-
Stapel aufgenommen. Um das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis der gewonnenen Bilder zu verbessern,
wurde jeder optische Schnitt mehrfach aufgenommen (typischerweise 4 Mal) und gemittelt. Alle
Aufnahmen entstanden bei einer Raumtemperatur von ~22 °C.

Es wurde das Ol-Immersionsobjektiv (PL APO 63x/1.4-0.6 oil) verwendet.

Mit diesem Mikroskop wurden zudem die Lebendzellexperimente mit mtEosFP-transfizierten Zellen
durchgefihrt.

Zur Betrachtung und Dokumentation der immunfluoreszenzmarkierten Saugerzellen kam aulRerdem
das konfokale Laser-Raster Mikroskop (confocal laser scanning microscope, CLSM) Leica TCS STED

zum Einsatz. Dieses unterscheidet sich nur folgendermaBen vom TCS SP5: Es verfligte Uber ein
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Wasser-Immersionsobjektiv (HCX PL APO CS 63x/1.2 water). Die Anregung erfolgte mit 488 nm (fur

GFP und Oregon Green488, Argonlaser) und 633 nm (fur KK114, gepulster Diodenlaser).

Lebendzell-Mikroskopie

DsRed

Fir diesen Ansatz wurde DsRed in der mitochondrialen Matrix von Vero-Zellen exprimiert. Ein bis
zwei Tage nach der Transfektion wurden die transfizierten Zellen an einem speziellen, fiir die Lebend-
Mikroskopie von Saugerzellen geeigneten Epifluoreszenzmikroskop (Leica DMIRB), untersucht. Dieses
verfligte Uber eine temperierbare, thermisch isolierte Klimakammer, wodurch es maoglich war,
lebende Zellen Gber langere Zeitraume (1 h) kontinuierlich zu beobachten, ohne eine Schadigung der
Zellen hervorzurufen. Die Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert und in einer speziell
angefertigten Lebendzellkammer invers mikroskopiert. Uber den Zellen befand sich stindig ein
vorgewdrmtes Volumen an farblosem Saugerzellmedium (HDMEM).

Das Mikroskop war mit einem 63x (1,2 NA) Ol-immersionsobjektiv ausgestattet. Die Beleuchtung fiir
die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mittels einer LED (light-emitting-diode) bei 530 nm, in deren
Strahlengang ein N3-Filterwirfel (Anregung 546/12, Emission 600/40 nm) platziert wurde. Die
Detektion erfolgte mittels einer CCD-Kamera. Ein spezielles Programm (Imspector) realisierte eine
Bildaufnahme in Abstinden wvon 30 Sekunden, wodurch Videosequenzen entstanden.

Verschiebungen des Z-Fokus wurden manuell korrigiert.

EosFP
Flr einen weiteren Ansatz zur Untersuchung der Dynamik von Mitochondrien wurde EosFP in der
mitochondrialen Matrix von Vero-Zellen exprimiert. Es zeichnet sich durch seine Eigenschaft aus, die
urspriingliche Fluoreszenz im grinen Wellenldangenbereich nach Bestrahlung mit Licht aus dem UV-
Bereich (405 nm), in Fluoreszenz des roten Wellenldngenbereichs zu schalten (Wiedenmann et al.
2004). Somit ermoglicht es die Beobachtung der Verteilung der roten Fluoreszenz des geschalteten
Proteins innerhalb kleiner, abgegrenzter Bereiche lber langere Zeitraume. Fir die Untersuchung im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein Plasmid, welches fiir mtEosFP kodierte, in Vero-Zellen transfiziert.
Nach ein bis zwei Tagen wurden die Zellen mikroskopiert. Die mitochondriale Dynamik in
transfizierten lebenden Zellen, welche sich durch griine Fluoreszenz in den Mitochondrien
identifizeren lieBen, wurde nun an einem Konfokalmikroskop (Leica TCS SP5) mit Hilfe des FRAP-
Wizards untersucht. Die Zellen wurden hierzu auf Deckgldaschen kultiviert und in einer speziell
angefertigten Lebendzellkammer invers mikroskopiert. Uber den Zellen befand sich stindig ein
vorgewdrmtes Volumen an farblosem Saugerzellmedium (HDMEM). Die Mikroskopie erfolgt bei

Raumtemperatur.
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Zundchst wurden kleine Bereiche von Mitochondrien innerhalb einer Zelle mit einem UV-Laser lokal
begrenzt bestrahlt (10 x 10 um region-of-interest ROI; Einstellungen: 50 % UV-Laserintensitat; set
background to zero; 15 frames). Dadurch kam es zunachst zur Konvertierung der griinen Fluoreszenz
des EosFP zu einer Fluoreszenz im roten Wellenlangenbereich (Intensitdt 488 nm Laser: 30 %; 561 nm
Laser: 100 %). Nachfolgend wurde die Verteilung der roten Fluoreszenz innerhalb der Zelle
untersucht. Aufgrund von mitochondrialer Dynamik konnte bereits 5 min nach dem UV-Schalten eine
gewisse Verbreiterung der roten Fluoreszenz des urspriinglich geschalteten Bereichs auf umliegende
Mitochondrien beobachtet werden. Daraufhin wurden die Zellen wieder zur Erhaltung ihrer
Lebensfahigkeit bei Standardbedingungen kultiviert. 50 min nach dem urspriinglichen Schalten der
Fluoreszenz wurden sie erneut mikroskopiert und die Verteilung der roten geschalteten Fluoreszenz

nach diesem langen Zeitraum innerhalb der Zelle untersucht.

STED-Mikroskopie

Die Bildaufnahme mittels STED-Mikroskopie erfolgte an einem nicht-kommerziellen mikroskopischen
Aufbau (Harke et al. 2008) (eine Schema-Zeichnung des Mikroskops findet sich in Abbildung 2.1).

Das eingesetzte STED-Mikroskop bot eine Auflésung von ~40 nm. Es war mit einem Ol-
Immersionsobjektiv (NA 1.4 Oil immersion, 100x PL APO) ausgestattet.

In diesem STED-Mikroskop erfolgte die Anregung der Fluorophore bei 640 nm mittels einer Laser-
Diode. Die Ausldschung der Fluoreszenz fand durch einen Laser-Impuls bei ~760 nm statt (MIRA 900,
Coherent, Santa Clara, CA, USA). Die Leistung dieses STED-Lasers betrug in der Riickapertur ca.
200 mW und er hatte eine Repititionsrate von 76 MHz. Die Donut-Form des STED-Strahls wurde
mit einer Vortex-Phasenplatte (RPC Photonics, Rochester, NY, USA), die zu einer helikalen
Phasenverschiebung des STED-Strahls fiihrt, erzeugt. Zur Detektion wurde das Emissionslicht der
Wellenldngen von 650 bis 690 nm auf vier APDs (avalanche photodiode) verteilt.

Alle Proben, die an diesem Aufbau gemessen wurden, sind mit dem Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff

KK114 markiert worden.
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STED Anreszung Detektlon Abbildung 2.1: Schematische Darstellung
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2.2.4 Nachbearbeitung, Auswertung und Simulation mikroskopischer Daten

Verwendete EDV-Programme

Software Hersteller

Excel Microsoft, Redmont, USA

Schénle A., 2006. Imspector Image Acquisition & Analysis

Imspector Software, v0.10; http://www.imspector.de

LAS AF Leica Microsystems, Mannheim, Deutschland

Adobe Photoshop CS3,
Adobe lllustrator CS3

ADOBE, San Jose, USA

MATLAB Mathworks, Natick, USA
Fiji Open source
Origin 9.0 OriginLab, Northampton, USA

Tabelle 2.10: Auflistung aller verwendeten Datenverarbeitungsprogramme

Zur Bearbeitung der aufgenommenen mikroskopischen Bilder wurden die Programme Imspector und
Adobe Photoshop (CS3 (Tabelle 2.10) verwendet. Ublicherweise wurden ausschlieBlich
Kontrastanpassungen an den Rohdaten vorgenommen. Die STED-mikroskopischen Aufnahmen

wurden zusatzlich geglattet.
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Zur Darstellung der aufgenommenen Strukturen wurden sowohl lineare als auch nicht-lineare

Farbtabellen verwendet (siehe Anhang 7.1).

Tracking von Mitochondrien

Die Verfolgung der Positionsdanderung einzelner Mitochondrien im Rahmen der
lebendzellmikroskopischen Untersuchung mitochondrialer Beweglichkeit, erfolgte mit dem
Bildauswertungsprogramm Fiji. Hierzu wurde die Position und somit die Bewegung einzelner
Mitochondrien von Bild zu Bild verfolgt (Funktion: manual tracking). Hierfir wurde immer die
Mittelposition eines Mitochondriums angewaéhlt (auch nach Fusions- und Teilungsvorgangen der
beobachteten Mitochondrien). Somit erfolgt die Analyse der Positionsdanderung unabhéngig von der
Ldnge der einzelnen Mitochondrien. Das Programm erstellte Trajektorien, die den Weg des
Mitochondriums Uiber die gesamte Zeit darstellen. AuRerdem wurden von dem Programm
verschiedene Parameter wie z.B. die Entfernung zum letzten Punkt, die Entfernung zum

Ausgangspunkt, in Form eines Excel-Dokumentes ausgegeben.

Analyse submitochondrialer Proteinverteilungen

Konfokale Daten

Die Analyse der Fluoreszenzintensitatsverteilung mitochondrialer Proteine auf konfokalen Bilddaten
wurde in Zusammenarbeit mit Dr. C. Wurm etabliert. Sie basiert auf selbst geschriebenen
Algorithmen in dem Programm MATLAB. Hierzu wurden Maximalprojektionen konfokaler z-Stapel,
die nach den Vorgaben des Nyquist Theorems aufgenommen wurden, untersucht. Die
Maximalprojektion wurde anstatt der Aufaddierung des Signals aller z-Ebenen gewahlt, weil bei ihr
additive Effekte der Uberlagerung von Mitochondrien, welche die Auswertung verfilschen kénnten,
am geringsten sind. Um die Mitochondrien einer Zelle von denen einer anderen Zelle abzugrenzen,
musste manuell eine Zellmaske gezeichnet werden. Zusatzlich wurde die Position des Zellkerns
manuell festgelegt.

AnschlieBend ermittelte die Auswertung die Position der Mitochondrien innerhalb einer Zelle. Hierzu
erstellte der Analysealgorithmus bindare Mitochondrienmasken, wodurch die Mitochondrien vom
Zellhintergrund getrennt wurden. Dies erfolgte folgendermallen (Abbildung 2.2): Zunachst wurden
die konfokalen Bilddaten im Rahmen des Schwellwertverfahren (thresholding) mit einer
Gaussfunktion (2 um Durchmesser) geglattet. AnschlieBend wurden die geglatteten Bilddaten von
Rohdaten abgezogen. Dies diente dazu, groBe Inhomogenititen der Fluoreszenzintensitat
abzumildern, wahrend mittlere und kleine Strukturen erhalten blieben. Negative Intensitatswerte
wurden dann auf 0 gesetzt. Um eine Mitochondrienmaske zu erzeugen, wurde nun das Differenz-Bild

binarisiert, indem ein (lokaler) 'isodata'-Schwellwert angewandt wurde. Daraufhin wurde die
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Mittellinie der Mitochondrien identifiziert und diese um 200 nm verbreitert. Nur diese
Mitochondrienmittellinie, und nicht das gesamte Mitochondrium, wurde im Rahmen dieser
Auswertung  analysiert. Anhand dieser Mittellinienmaske  wurde anschlieend die

Fluoreszenzintensitat jedes Pixels innerhalb dieser bestimmt.

Rohdaten (A)

b

geglattete Bilddaten (B)

e

Rohdaten - geglattete Daten (C)

=

Binarisierung (D)

<

Identifikation der Mittellinie (E)

<

Verbreiterung der Mittellinie (F)

{

Bestimmung der Fluoreszenzintensitat
auf der Mitochondrienmittellinie (G)

Abbildung 2.2: Arbeitsschema der Mitochondrienerkennung im Rahmen der Fluoreszenzintensititsanalyse
mitochondrialer Proteinverteilungen.

Linke Spalte: Ubersicht des Arbeitsablaufs. Rechts: Beispiel fiir die Bestimmung der mitochondrialen Mittellinie von
Tom20-markierten Vero-Zellen. Die Rohdaten (A) wurden im ersten Schritt geglattet (B) und anschlieRend die geglatteten
Daten von den Rohdaten subtrahiert (C). Das erhaltene Differenzbild wurde danach binarisiert (D), um die Mitochondrien
vom Bildhintergrund zu trennen. Daraufhin wurde die mitochondriale Mittellinie identifiziert (E) und diese um 200 nm
verbreitert (F). AbschlieRend wurde die Fluoreszenzintensitdt auf dieser Mitochondrienmittellinie innerhalb einer Zelle

ermittelt.
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Abschliefend wird die Intensitdt jedes Pixels innerhalb der Mitochondrien gegen seine Entfernung
zum  Zellmittelpunkt, dem Kern, aufgetragen. Generell wurde der Mittelwert der
Fluoreszenzintensitdt der Mitochondrien Gber alle Richtungen einer bestimmten Entfernung zum
Zellkern errechnet.

Die Auftragung des Abstand zum Zellkern gegen die Fluoreszenzintensitat ergibt im Falle von Tom20
haufig eine heterogene Verteilung seiner Fluoreszenzintensitdt Uber die Zelle, die gut mit einer
Regressionsgeraden linearisiert werden kann. Diese besitzt oftmals eine negative Steigung und
entspricht somit also einer hohen Fluoreszenzintensitdt in kernnahen Mitochondrien und einer
geringeren Fluoreszenzintensitat in Mitochondrien, die sich in der Zellperipherie befinden. Der Wert
dieser Steigung (Alnt/ um) eignet sich gut, um das AusmaR der Heterogenitdt mitochondrialer
Proteinverteilungen innerhalb ganzer Zellen zu beschreiben und ermdéglicht somit einen Vergleich

zwischen verschiedenen Bedingungen.

Auswertung mit Normalisierung auf Gesamtzellausdehnung

Die GroRRe von Saugerzellen kann sich aufgrund verschiedenster Einfliisse deutlich unterscheiden. Um
Protein-Gradienten in Zellen unterschiedlicher GroRe besser miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde ein weiterer Wert zum Vergleich des AusmaRes der Heterogenitdt der Verteilung
mitochondrialer Proteine innerhalb ganzer Zellen verwendet. Hierzu wurde eine Normalisierung der
Fluoreszenzintensitat auf die GesamtzellgroRe eingefiihrt. Das Ergebnis dieser Normalisierung ist der
Wert der Gesamtanderung der Fluoreszenzintensitat Gber die ganze Zelle, also vom kernnachsten
Mitochondrium bis zum Mitochondrium, das am Entferntesten in der Zelle vorliegt (Alnt). Hiermit
wird der maximale Unterschied der Fluoreszenzintensitdt von mitochondrialer Proteindichte einer

Zelle, unabhangig von der GroRe der Zelle, angegeben.

Auswertung mit Ausschluss bestimmter Zellbereiche

Fir die Analyse der Fluoreszenzintensitdtsverteilung mitochondrialer Proteine wurden zwar
Maximalprojektionen konfokaler z-Stapel verwendet, dennoch kénnen additive Effekte aufgrund
Uberlagernder Mitochondrien, insbesondere im kernnahen Zellbereich, wo die Mitochondrien sehr
dicht aggregiert lokalisieren, nicht ganzlich ausgeschlossen werden (Abbildung 3.4). Diese kdnnten
die Fluoreszenzintensitat an Kreuzungspunkten von Mitochondrien kinstlich erhéhen und eine
dichtere Proteinverteilung suggerieren. Um den Einfluss dieses Effekts beurteilen und ihn
ausschlieBen zu kénnen, wurde die Intensitdtsauswertung konfokaler Mikroskopaufnahmen weiter
entwickelt. Hierzu wurden die Uberlappenden Bereiche von Mitochondrien von der Analyse
ausgespart und nur noch nicht-liberlappende Mitochondrien ausgewertet. AuBerdem war es mit

dieser Auswertung moglich, speziell den Zellkern von der Auswertung auszuschielRen. Das war noétig,
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wenn der Zellkern bei einer mitochondrialen Immunfluoreszenzmarkierung unspezifisch angefarbt

wurde.

Auswertung ohne mitochondriale Mittellinie

Fir die Auswertung der Fluoreszenzintensitatsverteilung mitochondrialer DNA und fragmentierter
Mitochondrien eignete sich die Analyse mit der mitochondrialen Mittellinie nicht, weil hiermit die
Erkennung der kugeligen (und nicht tubuldren) Struktur der mtDNA nicht effektiv funktionierte.
Hierzu wurde dementsprechend der Schritt der Identifikation und Verbreiterung der mitochondrialen

Mittellinie des Auswertungsalgorithmus weg gelassen.

Analyse der Fluoreszenzintensitétsverteilung ganzer Zellen

mit Normalisierung auf Gesamtzellausdehnung

Analyse Mitochondrienmittellinie Analyse gesamter Mitochondrienflache

Analyse unter Ausschluss spezieller Zellbereiche

Abbildung 2.3: Ubersicht {iber die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Bildauswertungsalgorithmen zur Analyse der
Fluoreszenzintensitatsverteilung von konfokalen Bilddaten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Bildauswertungsalgorithmen etabliert, welche die Analyse der
Fluoreszenzintensitat unter diversen Bedingungen ermdglichten.

STED-Daten (Wurm et al. 2011)

Die Berechnung der Clusterdichte auf STED-mikroskopischen Aufnahmen in Form der normalisierten
Varianz der Fluoreszenzintensitat wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt (Wurm et al. 2011).
Dabei ist anzumerken, dass hohe normalisierte Varianzwerte einer geringen Clusterdichte und kleine

normalisierte Varianzwerte einer hohen Clusterdichte entsprechen.
Statistische Methoden

Zur Validierung der erhaltenen Ergebnisse wurden alle Experimente generell mindestens drei Mal

durchgefihrt.
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Die Signifikanz der Abweichung zweier Datensidtze voneinander (z.B. wt gegeniiber behandelte
Zellen), wurde mittels Durchfiihrung des t-Tests bei zwei unabhangigen Stichproben fir Mittelwerte
unter Verwendung des Datenverarbeitungsprogrammes Origin berechnet. Dabei galt eine
Uberschreitungswahrscheinlichkeit von 0,05 (*), 0,01 (**) sowie 0,001 (***) als signifikante

Veranderung.

Simulation mikroskopischer Daten

Durch Simulationen mit dem Programm Imspector wurden Ergebnisse mikroskopischer Daten
Uberpruft.

Die Simulation zur Eignung der Konfokalmikroskopie und der Fluoreszenzintensitat zur
Unterscheidung mitochondrialer Proteindichten (Abbildung 3.1) erfolgte anhand selbstbestimmter
Parameter.

Hierzu wurde eine vereinfachte Version der Mitochondrien und der sich darauf befindenden
Proteincluster untersucht. Mitochondrien wurden als Rohren mit einem Durchmesser 300 nm, einer
Lange von 3 um und einer Randdicke von 2 Pixeln angenommen. Eine PixelgroRe von 10 nm wurde
vorgegeben. Proteincluster wurden als kugelformige Strukturen dargestellt. Ihre Verteilung erfolgte
mittels einer Poisson-Statistik. Die Zahl der Kugeln, also Proteincluster pro Bild bzw. Mitochondrium,
wurde anschliefend variiert (1: 2510, 2: 1398, 3: 1015, 4: 703, 5: 589). Die Annahme der Ausdehnung
der PSF waren wie folgt: 40 nm x40 nm x 600nm Gauss-Profil fir STED-Mikroskopie und
230 nm x 230 nm x 600 nm Gauss-Profil im Falle der Konfokalmikroskopie.

Fir die Simulation des Einflusses Uberlappender Mitochondrien (Abbildung 3.3) wurden folgende
Parameter verwendet. Hierzu wurde erneut eine vereinfachte Version der Mitochondrien in Form
einer Rohre angenommen. Der Durchmesser der Rohre betrug 300 nm, ihre Ldnge 3 um, ihre
Randdicke 2 Pixel und die PixelgréBe 10 nm. AnschlieBend wurde simuliert, welchen Effekt eine
Uberlappung zweier Mitochondrien, also Réhren, auf die Proteinclusterdichte und die
Fluoreszenzintensitdt hat. Dabei wurde der Abstand beider Réhren voneinander (240 nm und
840 nm), sowie die rdumliche Ausrichtung zueinander (Grad der Uberlappung) variiert. Proteincluster
wurden als kugelférmige Strukturen dargestellt. Ihre Verteilung erfolgte mittels einer Poisson-
Statistik. Die Annahme der Ausdehnung der PSF waren wie folgt: 40 nm x 40 nm x 600nm Gauss-Profil

flr STED-Mikroskopie und 230 nm x 230 nm x 600 nm Gauss-Profil im Falle der Konfokalmikroskopie.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Verteilung mitochondrialer Proteine in kultivierten
Saugerzellen. Hierzu wurde nicht nur Konfokalmikroskopie verwendet, sondern auch die

beugungsunbegrenzte STED-Mikroskopie.

3.1 Untersuchung mitochondrialer Proteinverteilungen in unbehandelten

Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Untersuchungen mit Vero-Zellen durchgefiihrt. Dabei handelt
es sich um eine immortalisierte Zelllinie, die aus Nierenepithelzellen von griinen Meerkatzen (African
Green Monkey) gewonnen wurde. Aufgrund ihrer flachen, fibroblastenahnlichen Morphologie eignen
sie sich insbesondere fiir die mikroskopische Analyse mitochondrialer Proteinverteilungen, wodurch
die Mitochondrien ausgebreitet in der Zelle liegen. AuBerdem wurde die submitochondriale
Proteinverteilung von Tom20 bereits in Vero-Zellen untersucht und eine Verteilung in diskreten
Clustern auf der Mitochondrienoberfldche, sowie eine Heterogenitdt in deren Verteilung, in Form

eines intrazelluldren Gradienten, festgestellt (Wurm et al. 2011).

Zur fluoreszenzmikroskopischen Visualisierung mitochondrialer Proteine gibt es verschiedene
Techniken. Ublicherweise werden hierfiir entweder die direkte Markierung eines Proteins mit einem
Fluoreszenzmarker, z.B. durch genetische Fusionierung mit einem fluoreszierenden Protein, oder
eine indirekte Detektion tber Immunfluoreszenzmarkierungen mit Antikorpern, eingesetzt. Die
direkte Markierung von Proteinen durch genetische Fusionierung mit Fluoreszenzproteinen erfordert
ihre transiente Expression. Diese birgt den Nachteil einer Uberexpression des Zielproteins, da das
Zielprotein zusatzlich zum endogenen Protein exprimiert wird. Dadurch kann die Proteinlokalisation
verandert werden. Somit eignet sich die Expression von Fusionsproteinen folglich nicht fir die
Untersuchung nativer submitochondrialer Proteinlokalisationen mit hochauflésender Mikroskopie.
Mittlerweise wurden Methoden entwickelt, welche eine genomische Markierung von Saugerzellen
erlauben, wodurch keine Uberexpression des Fusionsproteins stattfindet. Hierzu zdhlen die
Technologien der Zink-Finger-Nukleasen, der TALENs (transcription activator-like effector nuclease)
oder des CRISPR/Cas-Systems (clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Diese

Systeme befinden sich jedoch noch in der Entwicklungsphase und sind deshalb ungeeignet fiir einen
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breiten Einsatz. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit Proteinverteilungen
ausschlieBlich Gber Immunfluoreszenzmarkierungen analysiert, wie es auch in der bisherigen Studie
zur Analyse mitochondrialer Proteinverteilungen mittels STED-Mikroskopie der Fall war (Wurm et al.

2011).

3.1.1 Konfokalmikroskopie als Instrument zur Analyse mitochondrialer

Heterogenitdt

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren die Ergebnisse von Wurm et al. 2011. In der Studie wurde die
STED-Mikroskopie und ein entsprechender quantitativer Bildanalysealgorithmus zur Untersuchung
der Verteilung mitochondrialer Proteincluster innerhalb ganzer Zellen (Auswertung der Varianz der
Fluoreszenzintensitat) verwendet. Um die Proteindichte und Verteilung des mitochondrialen Proteins
Tom20 zu analysieren war der Einsatz der hochauflésenden STED-Mikroskopie nétig. Die Auflosung
konventioneller Lichtmikroskope ist nicht ausreichend, um einzelne Proteincluster aufzulésen. Dies
gelingt nur mit hochauflésenden beugungsunbegrenzten Mikroskopietechniken, wie z.B. der STED-
Mikroskopie. Die im Rahmen der Studie prasentierten Bildanalysealgorithmen ermdglichten eine
automatisierte  quantitative = Untersuchung  mitochondrialer ~ Proteinverteilungen  STED-
mikroskopischer Aufnahmen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten mitochondriale Proteinverteilungen hinsichtlich einer
vorliegenden Heterogenitdt ndaher untersucht werden. Hierzu war die Analyse groRer Mengen an
Zellen no6tig, um den Einfluss biologischer Variabilitat auf die Proteinverteilungen zu minimieren. Um
die Analyse von Proteinverteilungen in hochdurchsatzweise zu ermoglichen, wurde das Auswertungs-
Konzept von Wurm et al. im Rahmen dieser Arbeit weiter entwickelt. Die STED-Mikroskopie besitzt
eine Reihe von Vorteilen gegeniiber der klassischen Konfokalmikroskopie, aktuell stellt ihr
Zeitaufwand eine Limitation fiir die Hochdurchsatzanalyse von Proteinverteilungen dar. Dies gilt
insbesondere, wenn ganze Zellen analysiert werden sollen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb
eine Methode zur automatisierten quantitativen Analyse mitochondrialer Proteinverteilungen mittels
Konfokalmikroskopie etabliert.

Die Eignung der Konfokalmikroskopie zur Unterscheidung verschiedener mitochondrialer
Proteinmengen wurde mit Hilfe einer Simulation untersucht (Abbildung 3.1), bei der Mitochondrien
als Réhren mit einem Durchmesser von 300 nm angenommen wurden. AnschlieBend wurde eine
variable Menge an Proteinclustern auf der Mitochondrienflache statistisch verteilt, welche sowohl
mit dem theoretischen Fokus eines STED- und Konfokalmikroskops aufgelost wurden. Anhand der

Simulation wurde gezeigt, dass eine dichtere Proteinclusterverteilung (welche mittels STED-
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Mikroskopie aufgelost werden konnte) und somit eine hdhere Proteinmenge zu einer hdheren

Fluoreszenzintensitat bei konfokalmikroskopischer Analyse fiihrt (Abbildung 3.1).

STED Konfokal

Abbildung 3.1: Simulation zum Einfluss
der mitochondrialen Proteindichte auf

die Fluoreszenzintensitat.
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einem Durchmesser 300 nm, einer Lange
von 3um und einer Randdicke von
2 Pixeln angenommen. Eine PixelgroRe
von 10nm wurde vorgegeben. Die
Verteilung mitochondrialer Proteincluster
erfolgte mittels einer Poisson-Statistik.
Die Zahl der Kugeln, also Proteincluster
pro Bild bzw. Mitochondrium, wurde
anschlieBend variiert (1: 2510, 2: 1398, 3:
1015, 4: 703, 5: 589). Die Annahmen der
Ausdehnungen der PSF waren wie folgt:
40 nm x 40 nm x 600 nm Gauss-Profil fiir
STED-Mikroskopie und 230 nm x 230 nm
x 600 nm Gauss-Profil im Falle der
Konfokalmikroskopie. Abgebildet sind x/y
Aufsichten auf  Mitochondrien im
Konfokal- und STED-Modus.

n=703

n =589

Weiterhin wurde mikroskopisch untersucht, ob diese Annahme korrekt ist. Hierzu wurden parallel
STED- und konfokalmikroskopische Aufnahmen von Vero-Zellen, in denen Tom20 mittels
Immunfluoreszenz markiert wurde (wie unter 2.2.3 beschrieben), angefertigt. Die Detektion der

Markierung erfolgte an einem STED-Mikroskop parallel im Konfokal- und STED-Modus (Aufbau unter
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2.2.3 beschrieben). Bei Betrachtung der STED-Aufnahmen war eine heterogene Verteilung von
Tom20-Proteinclustern, in Form eines Gradienten, auf Mitochondrien innerhalb einer Vero-Zelle
sichtbar. So zeigten perinukledre Mitochondrien eine dichtere Verteilung der Proteincluster im
Vergleich zu peripheren  Mitochondrien  (Abbildung 3.2 A). Im entsprechenden
konfokalmikroskopischen Bild war zu beobachten, dass die Fluoreszenzintensitit in den
perinukledren Mitochondrien hoher ist als in den peripheren Mitochondrien (Abbildung 3.2 B). Dies

zeigte sich in einer Vielzahl von Zellen.
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Abbildung 3.2: Die Verteilung des mitochondrialen Proteins Tom20 ist heterogen und weist einen intrazelluldren
Gradienten auf.

Die Heterogenitdit von Tom20-Proteinverteilungen kann mittels STED-Mikroskopie und Konfokalmikroskopie
immunfluoreszenzmarkierter Zellen untersucht werden. (A) STED-Mikroskopie erlaubt die Auflésung von Tom20-
Proteinclustern in Vero-Zellen. In perinukledren Mitochondrien sind sie dichter verteilt sind als in peripheren. (B)
Entsprechende Beobachtungen lassen sich mittels Konfokalmikroskopie machen. Die Aufnahme zeigt, dass die
Fluoreszenzintensitdt von Tom20 hoéher in perinukledren Mitochondrien als in peripheren Mitochondrien ist. Die Bilder
wurden nachtraglich geglattet. (C+D) Die Unterschiede der Verteilung von Tom20 auf Mitochondrien innerhalb einer
Zelle, werden durch quantitative Bildanalysealgorithmen (C) der Varianz der Fluoreszenz-Intensitat (STED-Mikroskopie)
und (D) der Fluoreszenz-Intensitat (Konfokal-Mikroskopie) bestéatigt. Die Farbtabellen peripherer und perinukledrer

Mitochondrien sind identisch.

Somit korrelierte die Anzahl der Proteincluster, welche mittels STED-Mikroskopie visualisiert wird,
mit der Fluoreszenzintensitat, die mittels Konfokalmikroskopie erhalten wird. Das bedeutet, dass sich

die Konfokalmikroskopie zur Untersuchung der Heterogenitat mitochondrialer Proteine eignet.
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Um diese Beobachtungen quantitativ darstellen zu kénnen, wurden die Bilder anschlieRend mittels
automatischer Bildanalysealgorithmen ausgewertet. Zum einen wurde die normalisierte Varianz der
Fluoreszenzintensitat (STED-Mikroskopie) ermittelt, welche ein indirektes MaR fiir die Dichte von
Proteinclustern darstellt, zum anderen wurde die Fluoreszenzintensitdt (Konfokalmikroskopie) von
Tom20 innerhalb ganzer Zellen analysiert (siehe Material & Methoden 2.2.4).

Die Berechnung der normalisierten Varianz der Fluoreszenzintensitat wurde bereits erfolgreich zur
Analyse mitochondrialer Proteinverteilungen eingesetzt und ist gut charakterisiert (Wurm et al.
2011). Die normalisierte Varianz spiegelt nicht nur die Verteilung und GréRe der Proteincluster
wieder, sondern auch das Verhéltnis des Cluster-Signals zum mitochondrialen Hintergrundsignal.
Hierzu ist anzumerken, dass hohe normalisierte Varianzwerte einer geringen Clusterdichte und kleine
normalisierte Varianzwerte einer hohen Clusterdichte entsprechen. In Abbildung 3.2 B ist die
Verteilung der normalisierten Varianzwerte der Tom20-Cluster in Abhangigkeit von der Position
innerhalb der Zelle exemplarisch flir die abgebildete Zelle aufgetragen. Die graphische Darstellung
zeigte, dass in Kernndhe geringere normalisierte Varianzwerte vorliegen als in der Zellperipherie. Die
Anwendung des Bildanalysealgorithmus auf die Zelle aus Abbildung 3.2 A (und einer Vielzahl weiterer
Zellen) ergab, dass die Regressionsgerade durch die Varianzwerte dieser Zelle eine negative Steigung
aufweist. Das bestatigte, dass die Cluster von Tom20 in Zellkernnahe dichter verteilt sind als in der
Zellperipherie.

Zur Untersuchung der Intensitdtsverteilung des Tom20-Fluoreszenzsignals konfokaler Bilddaten
mittels quantitativer Bildanalysealgorithmen, ermittelte die Auswertung die Mitochondrien und
bestimmt die Fluoreszenzintensitat jedes Pixels innerhalb dieser (siehe Material & Methoden 2.2.4).
Die Auftragung der Intensitat jedes Pixels innerhalb der Mitochondrien gegen seine Entfernung zum
Zellmittelpunkt, dem Kern, ergab fiir die Zelle aus Abbildung 3.2 (und einer Vielzahl weiterer Zellen)
eine heterogene Verteilung (in Form eines Gradienten) der Tom20-Fluoreszenzintensitat liber die
Zelle. Fir die Verteilung der Werte wurde eine Regressionsgerade bestimmt, die eine negative
Steigung besitzt, also einer hohen Fluoreszenzintensitat in perinuklearen Mitochondrien und einer
geringeren Fluoreszenzintensitat in peripheren Mitochondrien (Abbildung 3.2 A +B), entspricht. Der
Wert dieser Steigung konnte verwendet werden, um das Ausmall der Gradientenverteilung
mitochondrialer Proteine innerhalb ganzer Zellen zu beschreiben und ermoglichte somit einen
Vergleich zwischen verschiedenen Bedingungen.

Somit ist festzustellen, dass die Beobachtung der Existenz einer heterogenen Verteilung in Form
eines Gradienten des mitochondrialen Tom20-Proteins (perinukledre Mitochondrien besitzen eine
hohere Fluoreszenzintensitat als periphere) (Abbildung 3.2 B) mittels der neu entwickelten
Fluoreszenzintensitdtsanalyse konfokalmikroskopischer Daten (Abbildung 3.2 D) bestatigt wurde.

AuBerdem ist festzuhalten, dass die Beobachtungen, welche mittels konfokalmikroskopischer Daten
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gemacht wurden mit denen STED-mikroskopischer Daten, inklusive der Varianzanalyse

mitochondrialer Proteincluster, korrelierte (Abbildung 3.2 A/C und Wurm et al.).

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Konfokalmikroskopie in Kombination mit der
Fluoreszenzintensitatsauswertung genutzt, um die Heterogenitat mitochondrialer
Proteinverteilungen unter verschiedensten Bedingungen in hochdurchsatzweise zu analysieren. Da
die Konfokalmikroskopie keine Aussage Uber die Lokalisation der Proteine in Clustern oder als
homogenes Protein zuldsst, wurde in Einzelfdllen auch die STED-Mikroskopie und die Analyse der

Varianz der Fluoreszenzintensitat weiterhin eingesetzt.

Die Beobachtung, dass die intrazellulare Tom20-Verteilung einen Dichtegradienten aufweist
bestdtigte zwar die Ergebnisse friherer Studien (Wurm et al. 2011), dennoch konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Gradientenverteilung aufgrund Uberlappungseffekte dicht
beieinander liegender Mitochondrien entsteht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb kontrolliert,

welchen Einfluss iberlappende Mitochondrien auf die Fluoreszenzintensidtsauswertung haben.

3.1.2 Einfluss der Mitochondriendichte auf die Ergebnisse der

Intensitdtsanalyse

Ein mogliches Problem bei der der Auswertung der Fluoreszenzintensitat birgt das
Auflosungsvermogen von Konfokalmikroskopen in axialer Richtung. Dieses betragt ca. 600 nm. Da
Mitochondrien einen Durchmesser von 200-400 nm haben, konnten somit zwei dicht
Ubereinanderliegende Mitochondrien gleichzeitig aufgenommen werden. lhr Fluoreszenzsignals
wirde sich folglich addieren. Davon betroffen sind vor allem perinukledre Zellbereiche, wo die
Mitochondrien sehr dicht aggregiert lokalisiert sind. Anhand einer Simulationen wurde diese
Problematik verdeutlicht (Abbildung 3.3). Hierzu wurden Mitochondrien als Rohren mit einem
Durchmesser von 300 nm angenommen. AnschlieBend wurden zwei Mitochondrientubuli
verschieden positioniert (nebeneinander- und ibereinander liegend). Eine gleichbleibende Menge
Proteincluster wurden auf den Mitochondrienoberflachen statistisch verteilt, welche sowohl mittels
einer STED- und einer konfokalen PSF (point-spread-function) aufgel6st wurden. AnschlieRend
wurden die Mitochondrientubuli in zwei unterschiedlichen Abstidnden zueinander angeordnet:
240 nm (< axialer Auflésung) und 840 nm (> axialer Auflésung). Es konnte beobachtet werden, dass
im Falle der Uberlagerung zweier mitochondrialer Tubuli, mit einem Abstand von 240 nm zueinander,

ihr Fluoreszenzsignal zusammen aufgenommen wurde und es sich quasi addiert. Im Falle der
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Uberlagerung zweier mitochondrialer Tubuli mit einem Abstand von 840 nm zueinander, konnten
beide Tubuli voneinander getrennt aufgelost werden. lhr Fluoreszenzsignal hatte sich nicht addiert.
Anhand der Ergebnisse der Simulation wurde bestatigt, dass eine dichtere Mitochondrienanordnung
(insofern Tubuli in einem Abstand von weniger als 840 nm (Uberlagern), zu einer héheren
Fluoreszenzintensitat bei konfokalmikroskopischer Analyse fiihrte und somit eine hohere

Proteinmenge suggerierte (Abbildung 3.3).

240 nm 840 nm

A

Anordnung
der R6hren

B

Konfokal

STED

Abbildung 3.3: Simulation zum Einfluss der Uberlappung von Mitochondrien auf die Fluoreszenzintensitit.

Fur die Simulation des Einflusses Gberlappender Mitochondrien wurden folgende Parameter verwendet: Es wurde eine
vereinfachte Version der Mitochondrien in Form einer Réhre angenommen. Der Durchmesser der Réhre betrug
300 nm, ihre Lange 3 um, ihre Randdicke 2 Pixel und die PixelgréRe 10 nm. AnschlieBend wurde simuliert, welchen
Effekt eine Uberlappung zweier Mitochondrien, also Réhren, auf die Proteindichte und die Fluoreszenzintensitat hat.
Dabei wurde der Abstand beider Rohren voneinander (240 nm/840 nm), sowie die raumliche Ausrichtung zueinander
(Grad der Uberlappung) variiert. Die Verteilung mitochondrialer Proteincluster erfolgte mittels einer Poisson-Statistik.
Die Annahmen der Ausdehnungen der PSF waren wie folgt: 40 nm x 40 nm x 600 nm Gauss-Profil fiir STED-Mikroskopie
und 230 nm x 230 nm x 600 nm Gauss-Profil im Falle der Konfokalmikroskopie. (A) Abgebildet sind x/z Ansichten von
Mitochondrien. (B) Abgebildet sind x/y Aufsichten von Mitochondrien (Konfokal-Modus). (C) Abgebildet sind x/y
Aufsichten von Mitochondrien (STED-Modus).
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Um den Einfluss dieses Effekts auf Konfokalmikroskopischen Daten beurteilen zu kénnen, wurden die
Uberlappenden Bereiche von Mitochondrien von der Analyse ausgespart und nur noch nicht-

Uberlappende Mitochondrien ausgewertet (Abbildung 3.4 A/B linke Spalte).
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Anhand einer vergleichenden Auswertung, mit und ohne (berlappende Mitochondrien, konnte

festgestellt werden, dass die Uberlappung einen Beitrag zur Intensitdtserhdhung, insbesondere bei
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kernnahen Mitochondrien, hat. Die Intensitatsverteilung von Tom20 in Vero-Zellen war flacher nach
Ausschluss lberlappender Mitochondrien. Dementsprechend waren die Unterschiede der
Fluoreszenzintensitdt von kernnahen und kernfernen Mitochondrien tatsachlich geringer (Abbildung
3.4. A/B rechte Spalte). Dennoch war selbst nach Ausschluss tiberlappender Mitochondrien eine
Gradientenverteilung von Tom20 innerhalb ganzer Zellen zu erkennen.

Um diese Beobachtung statistisch zu belegen, wurde die Untersuchung fiir insgesamt > 100 Zellen
durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der Mittelwert der Steigung der Regressionsgeraden aller Zellen,
mit und ohne Ausschluss Uberlappender Mitochondrien berechnet (Abbildung 3.4 C). Das Ergebnis
dieser Berechnung spiegelte die zuvor fir eine Zelle beschriebene Beobachtung (Abbildung 3.4 A/B)
wieder. Nach Ausschluss tberlappender Mitochondrien, war der Mittelwert der Gesamtanderung der
Tom20-Fluoreszenzintensitdt Uber alle Zellen, geringer als ohne Ausschluss Uberlappender
Mitochondrien, aber dennoch sichtbar.

Die Uberlappung von Mitochondrien wurde im weiteren Verlauf der Arbeit beriicksichtigt.

Weiterhin bestand die Moglichkeit, dass die Gradientenverteilung des mitochondrialen Tom20-
Proteins auf einer intrazellular ungleichmaRigen Farbeeffizienz beruht. Die
Immunfluoreszenzmarkierung kénnte eventuell in perinukledren Zellbereichen besser funktioniert
haben als in peripheren Zellbereichen. Ware der Gradient auf Unterschiede in der Farbeeffizienz
zurickzufihren, misste dieser bei allen Farbungen auftreten. Deshalb wurde der
Auswertungsalgorithmus von Konfokaldaten dahingehend kontrolliert, indem untersucht wurde, ob

mitochondriale DNA auch eine Gradientenverteilung innerhalb von Vero-Zellen aufweist.

3.1.3 Einfluss der Antikérper-Firbungen auf die analysierten

Proteinverteilungen

Um auszuschlieBen, dass die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine aufgrund einer
ungleichmaRigen Farbeeffizienz zustande kommt, wurde die Fluoreszenzintensitatsverteilung von
mitochondrialer DNA mit Hilfe des Auswertungsalgorithmus analysiert. Mitochondriale DNA liegt mit
Proteinen  assoziiert in Clustern vor (Chen et al. 2005). Die Analyse der
Fluoreszenzintensitatsverteilung mitochondrialer DNA eignete sich deshalb als Kontrolle des
Auswertungsalgorithmus, weil bekannt ist, dass haufig die gleiche Menge mtDNA pro Nukleoid
auftritt (Kukat et al. 2011). Folglich wéaren keine Unterschiede in der Fluoreszenzintensitatsverteilung

innerhalb einer Zelle zu erwarten.
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Die mitochondriale DNA wurde mittels eines Antikorpers, der doppelstrangige DNA erkennt,
fluoreszenzmarkiert (Abbildung 3.5 A).

Die Auswertung der Fluoreszenzintensitatsverteilung ergab, dass mitochondriale DNA keinen
erkennbaren intrazellularen Mengengradienten aufweist, wie er fir das Tom20-Protein beobachtet
wurde. Fir die Analyse wurde der Bereich des Zellkerns ausgeschlossen, da dieser ein extrem hohes
Fluoreszenzsignal aufwies und somit die Auswertung der Verteilung mitochondrialer DNA
beeintrachtigt hat.

Somit konnte gezeigt werden, dass mitochondriale DNA keine heterogene Intensitdts- und somit
Mengenverteilung aufweist. Das zeigt aullerdem, dass nicht alle mitochondrialen Komponenten eine
Dichtegradientenverteilung besitzen. Somit lieBen sich verschiedene Dichteverteilungen von

Strukturen mit der etablierten Auswertung unterscheiden.
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Abbildung 3.5: Die intrazelluldre Fluoreszenzintensitdtsverteilung mitochondrialer DNA ist nicht heterogen.

(A) Mitochondriale DNA wurde per Immunfluoreszenzmarkierung gegen dsDNA visualisiert. In Vero-Zellen konnte eine
homogene Verteilung seiner Fluoreszenzintensitat beobachtet werden. Abgebildet sind Maximalprojektionen konfokaler
z-Stapel. (B) Diese Beobachtung bestatigte die Fluoreszenzintensitdtsauswertung von insgesamt 77 Vero-Zellen. Im
Unterschied zu dem mitochondrialen Protein Tom20 wies die Menge mitochondrialer DNA innerhalb einer Zelle keine

Gradientenverteilung auf. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler.

AnschlieBend wurde untersucht, ob andere mitochondriale Proteine aufler Tom20 auch eine

intrazelluldre Gradientenverteilung aufweisen. Hierzu wurden die Verteilungen einer Vielzahl

weiterer mitochondrialer Proteine konfokalmikroskopisch analysiert.
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3.1.4 Gradientenverteilungen kénnen fiir weitere mitochondriale Proteine

beobachtet werden

Die Studien von Wurm et al. 2011 und Jans et al. 2013 waren bislang die einzigen Untersuchung, die
direkte Erkenntnisse zur heterogenen Verteilung mitochondrialer Proteine innerhalb ganzer Zellen
lieferten (Wurm et al. 2011, Jans et al. 2013). Sie beobachteten, dass die Verteilung von Tom20 und
Mitofilin/Mic60 einen intrazelluldren Gradienten aufweist, mit einer dichteren Proteinverteilung in
perinukledren Mitochondrien als in peripheren. Daraus ergab sich die Frage, ob weitere
mitochondriale Proteine solche Verteilung aufweisen, welche im Rahmen dieser Arbeit beantwortet
werden sollte.

Zundachst wurde die Verteilung der MICOS-Komplex-Komponenten Mic60, Mic10, Mic19 und DnalJC11
analysiert. Dieser Komplex lokalisiert unter anderem an den Cristae Junctions, welche eine
Verbindung mitochondrialer Cristae zur inneren Grenzflaichenmembran darstellen. Die Verteilung der
Komplexproteine kann somit einen Hinweis auf die Verteilung und Dichte mitochondrialer Cristae
geben. AuBerdem gibt es die Vermutung, dass Cristae Junctions die Zusammensetzung der Cristae-
Membran kontrollieren und dadurch die ATP-Produktion zu beeinflussen (Mannella 2006).
Dementsprechend kdnnte die Dichte der Cristae mit der Aktivitat von Mitochondrien korrelieren. Von
groBem Interesse ware die Beantwortung der Frage, ob die Aktivitdt der Mitochondrien
moglicherweise innerhalb von Zellen verschieden ist. Aus demselben Grund, wurde im Rahmen
dieser Arbeit auch die Verteilung von Atmungskettenkomplexen (ATP Synthase (B-Untereinheit),
Cytochrom c und der Cytochrom c-Oxidase I) untersucht.

Weiterhin wurde die Verteilung der Importkomplexproteine Tom20, Tom22, Tim23, Sam50 sowie des
Chaperons Hsp70 analysiert. Die Mehrheit mitochondrialer Proteine ist im Zellkern kodiert und muss
in Mitochondrien importiert werden. Der Haupteintrittsweg sind die Protein-Importkomplexe der
duBeren und inneren mitochondrialen Membran. Die Untersuchung der Verteilung dieser Proteine
kénnte nicht nur einen Hinweis auf rdumliche Unterschiede des Imports mitochondrialer Proteine,
sondern moglicherweise auch auf verschiedene metabolische Bedingungen, geben. Dies ist moglich
aufgrund der der Annahme, dass Zellen auf unterschiedliche Energieanspriiche mit der Anderung des
Proteingehalts ihrer Mitochondrien reagieren (Devin et al. 2007). Folglich ware solch eine Anpassung
auch fir die Importkomplexproteine wahrscheinlich.

AulRerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit die Verteilung des mitochondrialen Proteins Cyclophilin D
analysiert. Dieses ist Teil der mitochondrialen Permeabilitats- und Durchgangspore (Mitochondrial
permeability transition pore, MPTP), deren Aktivierung vermutlich im Vorgang der Initiierung von
Apoptose eine Rolle spielt. Durch die MPTP gelangen Molekiile, z.B. Stoffwechselmetabolite, bis zu

einer GrofRe von 5 kDa in die Mitochondrien.
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Des Weiteren wurde die Verteilung des Chaperons Hsp60, dessen Funktion die Faltung und
Zusammensetzung von in Mitochondrien importierter Proteine ist und dem Protein Mff
(mitochondrial fission factor), welches eine Funktion bei der mitochondrialen Teilung hat, untersucht.
Die Analyse der Verteilung eines Proteins, welches mit dem mitochondrialen Teilungsapparat
assoziiert ist, ist von Interesse, weil dies eventuell eine Aussage Uber zellregionsspezifische
Unterschiede mitochondrialer Teilungsvorgange erlaubt.

Die Analyse der Verteilung dieser Vielzahl mitochondrialer Proteine unterschiedlicher
submitochondrialer Kompartimente erfolgte mittels der Intensitatsanalyse konfokalmikroskopischer
Bildaufnahmen von ~3000 immunfluoreszenzmarkierten Vero-Zellen (beispielhafte Aufnahmen der
Immunfluoreszenzmarkierungen aller Proteine befinden sich im Anhang Abschnitt 7.3). Sie lieferte
erstaunlicherweise das Ergebnis, dass alle analysierten mitochondrialen Proteine uber eine
heterogene Verteilung verfligten, die einem Gradienten entsprach (Abbildung 3.6). Dies bedeutet,
dass die Fluoreszenzintensitdt und somit die Proteinmengen aller untersuchten mitochondrialen

Proteine in Zellkernnadhe groRer waren als in der Zellperipherie.
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Abbildung 3.6: Subzelluldre Verteilungen einer Vielzahl mitochondrialer Proteine zeigen eine Gradientenverteilung.

Im Graphen wurde die Steigung der Regressionsgerade als Gesamtintensitdtsanderung der Fluoreszenz pro Zelle, fir jede
Zelle, geordnet nach den markierten Proteinen, aufgetragen. Die Analyse von 32 bis 445 immunfluoreszenzmarkierten
Vero-Zellen pro Protein ergab innerhalb einer Zelle eine hauptsachlich negative Steigung der Fluoreszenz-
Intensitatsanderung. Die Zahl der analysierten Zellen entspricht der Anzahl der Quadrate. Die schwarzen Balken geben
den Mittelwert aller Zellen wieder. Verschiedene mitochondriale Proteine, aus unterschiedlichen mitochondrialen
Subkompartimenten, besitzen dementsprechend eine Gradientenverteilung innerhalb von Vero-Zellen.
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Das Vorhandensein einer heterogenen Verteilung in Form eines intrazelluliren Gradienten
mitochondrialer Proteine wurde somit fiir verschiedenste mitochondriale Proteine, die
unterschiedliche Funktionen und sub-mitochondriale Lokalisationen aufwiesen, beobachtet.
Interessanterweise besalRen alle untersuchten Komponenten des MICOS-Komplexes eine
Gradientenverteilung. Dies kdnnte bedeuten, dass die Anzahl der Cristae Junctions in Zellkernnahe
hoher ist als in der Zellperipherie. AuBerdem gibt dies einen Hinweis darauf, dass auch die Dichte und
Anzahl mitochondrialer Cristae, und somit wohlmoglich auch die ATP-Produktion, innerhalb einer
Zelle ungleich ist. Diese Beobachtung lasst die Vermutung entstehen, dass mitochondriale
Proteinverteilungen auf unterschiedliche Energieanspriiche innerhalb von Zellen angepasst werden
kénnen.

Anhand der Beobachtung, dass alle analysierten Proteine des mitochondrialen Import-Apparates eine
Gradientenverteilung aufwiesen, lasst sich vermuten, dass der Import mitochondrialer Proteine
innerhalb der Zelle nicht gleichmaRig stattfindet, sondern in der Ndhe des Zellkerns eher als am Rand
der Zelle erfolgt. Dies kdonnte zum einen den Erwartungen entsprechen, dass generell mehr
Proteinimport in Zellkernnahe stattfindet, weil dort wohlmdéglich auch eine hohere Konzentration an
mRNA vorliegt und erhohte Proteintranslation erfolgt. Zum anderen konnte dies auch eine
Anpassung an unterschiedliche Energieanspriiche darstellen.

Dies bestatigen konnte auch die Beobachtung, dass die analysierten Atmungskettenkomplexproteine
eine Gradientenverteilung aufwiesen. Diese verfligten auch Uber eine grolRere Proteinmenge in den
perinukledren Mitochondrien als in den peripheren.

Des Weiteren wurde eine Gradientenverteilung des Proteins Mff, welches in der mitochondrialen
Teilung involviert ist, beobachtet. Auch dieses Ergebnis wéare so nicht zu erwarten gewesen, da
bislang keine subzellularen Unterschiede der Menge mitochondrialer Teilungsproteine beobachtet
wurden.

Da fiur alle analysierten mitochondrialen Proteine gleichermaRen eine Gradientenverteilung
innerhalb von Zellen beobachtet werden konnte und keine Unterschiede zu erkennen waren, wurden
alle weiteren Untersuchungen zur Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen im Rahmen

dieser Arbeit anhand des Proteins Tom20 durchgefiihrt.

Aus der Erkenntnis, dass eine Vielzahl mitochondrialer Proteine eine heterogene Verteilung in Form
von Gradienten besitzt, ergaben sich viele weitere Fragen. Eine bedeutende Frage, die im Rahmen
dieser Arbeit beantwortet werden sollte, war wie diese deutlich ausgepragte Gradientenverteilung

trotz der Dynamik dieser Organellen existieren kann.
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3.2 Untersuchung mitochondrialer Dynamik im Kontext der

Heterogenitat von Proteinverteilungen

Mitochondrien sind sehr dynamische Organellen, die sich durch fortwahrende Fusions-, Teilungs- und
Bewegungsvorgange auszeichnen. Diese Prozesse tragen malgeblich zu der schnellen Verdnderung
der Erscheinung ihres Netzwerks bei.

Mikroskopische Studien zur Untersuchung dieser Dynamik lieferten widerspriichliche
Beobachtungen. Zum einen gibt es eine Reihe von Veroffentlichungen, die andeuten, dass sich der
mitochondriale Inhalt innerhalb einer Stunde komplett vermischt und das mitochondriale Netzwerk
kontinuierlich ist (Karbowski, Arnoult et al. 2004, Karbowski, Jeong et al. 2004, Twig, Elorza et al.
2008). Hierzu wurde eine Vielzahl an Zelllinien unter Verwendung des photoaktivierbaren PA-GFPs
analysiert. Ware das mitochondriale Netzwerk kontinuierlich, wiirde die mitochondriale Dynamik
innerhalb kurzer Zeit zu einer Homogenisierung des mitochondrialen Inhalts fiihren. Es ist schwer
vorstellbar, wie die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine trotzdem existieren kann.

Andere Studien machten gegensatzliche Beobachtungen. Sie zeigten mit Hilfe verschiedener
Mikroskopieansatze, dass das mitochondriale Netzwerk innerhalb einer Zelle nicht kontinuierlich ist
(Collins, Berridge et al. 2002, Ivanchenko, Rocker et al. 2005). Hierzu wurden unterschiedliche Zellen
und Methoden, wie z.B. FRAP mit DsRed und das photokonvertierbare EosFP, verwendet. Zu diesen
unterschiedlichen Beobachtungen kénnte es aufgrund der Verwendung verschiedener Zelllinien und
Methoden/fluoreszierender Proteine, sowie Bedingungen bei der Durchfihrung der Experimente
kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte dementsprechend der Einfluss mitochondrialer Dynamik auf
mitochondriale Proteinverteilungen in Vero-Zellen untersucht werden.

Die mitochondriale Dynamik des gesamten Netzwerks wurde mittels zweier unterschiedlicher
Ansdtze untersucht. Zum einen wurde die Verteilung von Mitochondrien mit Hilfe des
photokonvertierbaren fluoreszierenden Proteins EosFP, zum anderen mit Hilfe des rot
fluoreszierenden Proteins DsRed, analysiert. Beide Proteine wurden genetisch an eine kurze Sequenz
fusioniert (mitochondriale targeting Sequenz von CoxVIIl), wodurch sie in der mitochondrialen Matrix

lokalisierten und in Vero-Zellen transient exprimiert wurden.
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3.2.1 Untersuchung mitochondrialer Dynamik mit EosFP

Das photokonvertierbare Protein EosFP eignet sich gut um die Dynamik von Mitochondrien lebender
Zellen zu analysieren und wurde bereits erfolgreich zu diesem Zweck eingesetzt (lvanchenko et al.
2005). Es zeichnet sich durch seine Eigenschaft aus, die urspriingliche Fluoreszenz im griinen
Wellenldangenbereich nach Bestrahlung mit Licht aus dem UV-Bereich, in Fluoreszenz des roten
Wellenldngenbereichs zu schalten (Wiedenmann et al. 2004). Somit ermdoglicht es die Beobachtung
der Verteilung der roten Fluoreszenz des geschalteten Proteins innerhalb kleiner, abgegrenzter
Bereiche Uber langere Zeitraume. Fir die Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit, wurde EosFP in
Vero-Zellen mitochondrial exprimiert (siehe M&M 2.2.3). Die mitochondriale Dynamik in lebenden
Zellen, welche sich durch grine Fluoreszenz in den Mitochondrien identifizieren lieBen, wurde nun
konfokalmikroskopisch untersucht.

Um beantworten zu koénnen, ob die mitochondriale Dynamik tatsachlich den Inhalt aller
Mitochondrien von Vero-Zellen nach ca. einer Stunde durchmischt, wurden kleine Bereiche der
Mitochondrien innerhalb der Zelle mit einem UV-Laser lokal begrenzt photokonvertiert. Nachfolgend
wurde die Verteilung der roten Fluoreszenz innerhalb der Zelle untersucht. Aufgrund von
mitochondrialer Dynamik, konnte bereits nach 5 min nach dem UV-Schalten eine gewisse
Verbreiterung der roten Fluoreszenz des urspriinglich geschalteten Bereichs auf umliegende
Mitochondrien beobachtet werden (Abbildung 3.7). Daraufhin wurden die Zellen wieder, zur
Erhaltung ihrer Lebensfdhigkeit, bei Standardbedingungen kultiviert. 50 min nach dem
urspriinglichen Schalten der Fluoreszenz wurden sie erneut mikroskopiert und die Verteilung der
roten geschalteten Fluoreszenz nach diesem Zeitraum innerhalb der Zelle untersucht. Es konnte
beobachtet werden, dass sich die rote Fluoreszenz nur minimal gegenlber dem 5 min Wert
verbreitert hat und sich nicht auf die gesamten Mitochondrien der Zelle verteilt hat (Abbildung 3.7).
Diese Beobachtung konnte im gleichen Male fiir eine Reihe weiterer Zellen gemacht werden. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Dynamik von Mitochondrien in Vero-Zellen derart stattfand,
dass die Vermischung von mitochondrialem Inhalt nur innerhalb eines relativ kleinen abgegrenzten
Bereiches erfolgte. Sie bewirkte nicht eine vollstindige Homogenisierung des Gehalts von
Mitochondrien.

Das mitochondriale Netzwerk von Vero-Zellen besitzt folglich eine limitierte Kontinuitat. Somit ist es
moglich, dass eine ausgepragte Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine trotz mitochondrialer

Dynamik existieren kann.
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VeI’O mtEOSFP Abbildung 3.7: Mitochondriale Dynamik

vermischt den mitochondrialen Inhalt
nicht vollstandig.

Konfokalmikroskopie von Vero-Zellen, die
das photokonvertierbare fluoreszierende
Protein EosFP in der mitochondrialen
Matrix exprimierten, wurde verwendet,
um mitochondriale Dynamik in lebenden
Zellen zu analysieren. Bestrahlung von
EosFP in Mitochondrien innerhalb eines

kleinen quadratischen Bereichs (10 x 10

pum, weilles Quadrat) mit Hilfe eines UV-
Laserpulses (0 min) konvertierte seine
Emission vom griinem zum roten
Wellenlangenbereich. Eine geringfligige
Verbreiterung des urspringlich
geschalteten Bereichs wurde nach 5 min
beobachtet. 50 min nach der
urspriinglichen Konvertierung, hatte sich
die rote Fluoreszenz in den
Mitochondrien nicht Uber die gesamte
Zelle verteilt, was eine Diskontinuitat des
mitochondrialen Netzwerks belegt.

Das Experiment wurde fiir ~10 Zellen
wiederholt. Die Mikroskopie erfolgte bei

Raumtemperatur.

3.2.2 Untersuchung mitochondrialer Dynamik mit DsRed

Die Dynamik von Mitochondrien wurde anschlieRend mit Hilfe des rot fluoreszierenden Proteins
DsRed und einer verdnderten experimentellen Durchfiihrung analysiert.

Fiir diesen Ansatz wurde DsRed in der mitochondrialen Matrix von Vero-Zellen exprimiert. Die
transfizierten Zellen wurden an einem speziellen, fiir die Lebend-Mikroskopie von Saugerzellen

geeigneten Epifluoreszenzmikroskop, untersucht. Dieses verfligte Uber eine temperierbare,
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thermisch isolierte Klimakammer, welche die Betrachtung der Veranderungen des mitochondrialen
Netzwerks Uber ldangere Zeitraume ermoglichte (siehe M&M 2.2.3). Die Auswertung der Dynamik

einzelner Mitochondrien lieferte dabei folgende Ergebnisse:

Mittelwert

insgesamt zurtickgelegte Strecke (um/h) 27.2
maximale Entfernung vom Anfangspunkt (um/h) 5.4
Strecke Anfangs- bis Endpunkt (um/h) 4.6
durschnittliche Entfernung (um) pro 30s 0.24
Verhéltnis maximal zurickgelegte Strecke eines 74
Mitochondriums/ GesamtzellengrofRe (%) pro 1 h '

Maximale Zellausdehnung gesamt (um) 73.7

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Auswertung der Bewegung einzelner Mitochondrien.

Die Bewegung einzelner Mitochondrien (n = 20) wurde in mtDsRed exprimierenden Vero-Zellen Uber eine Stunde
verfolgt. Die Auswertung erfolgte mit dem Manual Tracking-Plugin der Software Fiji. Generell verdnderte sich die
Position eines Mitochondriums innerhalb des beobachteten Zeitraums nur um ca. 7,4 % der Gesamtzellfliche und
zeigt somit eine lokal begrenzte Beweglichkeit.

Beispielhaft ist solch eine Verfolgung einzelner Mitochondrien (iber den Verlauf einer Stunde in
Abbildung 3.8 dargestellt.

Auch mit dieser Methode, konnte beobachtet werden, dass sich die Positionen von Mitochondrien
Uber den Zeitraum von 1 h nur lokal begrenzt verandert haben. Es konnte fiir kein Mitochondrium
eine vollig freie Beweglichkeit innerhalb des gesamten Netzwerks oder eine Positionsanderung tiber
die gesamte Zelle festgestellt werden (Abbildung 3.8). Die Mitochondrien verdnderten ihre Position
nach einer Stunde im Mittel nur um ~7,4% der gesamten Zellflaiche, wobei die insgesamt
zurlickgelegte Strecke immerhin ~37 % der GesamtzellgroRBe betrug (Tabelle 3.1). Das lasst den
Schluss zu, dass die Mitochondrien zwar sehr beweglich wirkten, ihre urspriingliche Ausgangsposition
aber kaum verlassen haben, sondern vielmehr ein ,Schwingen” um den Ausgangspunkt
stattgefunden haben muss.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass sich periphere Mitochondrien haufig schneller bewegt
haben als perinukledre Mitochondrien. AuRerdem wurden kleine Unterschiede bezlglich der
Richtung der Bewegung der Mitochondrien gefunden. In der Nidhe des Kerns lokalisierte
Mitochondrien vollzogen hauptsachlich laterale Bewegung radial um den Kern herum, wohingegen
Mitochondrien der Zellperipherie oftmals auch sehr schnelle orthogonale Bewegung, also senkrecht
zum Kern, durchgefiihrt haben. Diese schnellen Mitochondrien waren jedoch liber den gesamten

Beobachtungszeitraum vom Netzwerk isoliert.
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Vero mtDsRed

Abbildung 3.8: Einzelne Mitochondrien werden aufgrund mitochondrialer Dynamik nur értlich begrenzt transloziert.
Lebend-Zell-Mikroskopie des mitochondrial exprimierten DsRed-Proteins erlaubte die Verfolgung der Position
einzelner Mitochondrien von Vero-Zellen liber eine Stunde. Durch die Aufnahme eines Bildes alle 30 Sekunden
entstanden Videosequenzen der mitochondrialen Dynamik. Die Position einzelner Mitochondrien wurde (iber die Zeit
verfolgt. Die farblich dargestellten Trajektorien mitochondrialer Ortsverdanderungen wurden hier mit der DsRed-
Fluoreszenz Uberlagert. Deutlich zu sehen ist die Ortlich begrenzte Verbreitung der analysierten Mitochondrien. Fiir die
Aufnahme wurde Epifluoreszenzmikroskopie angewandt.

Die Dynamik einzelner Mitochondrien erfolgte in lokal begrenzter Weise. Somit ist es vorstellbar,
dass diese Art mitochondrialer Dynamik nicht zu einem Verlust heterogener mitochondrialer
Proteinverteilungen fiihrt. Deshalb ist es moglich, dass die Heterogenitdit mitochondrialer

Proteinverteilungen trotz mitochondrialer Dynamik existieren kann.

Die Prozesse der mitochondrialen Fusion und Teilung sind entscheidend an der Formveranderung des
mitochondrialen Netzwerkes beteiligt. Mitochondrien kdnnen im Laufe ihres Lebenszyklus eine Reihe
unterschiedlicher Formen annehmen. Im Extremfall kénnen sie hyperfusionieren oder fragmentieren.
Dies geschieht oft als Ergebnis einer Anpassung dieser Organellen an verschiedene
Stresssitutationen. Deshalb war ein Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, welchen Einfluss die
Hyperfusion oder Hyperfragmentierung von Mitochondrien auf die Verteilung mitochondrialer

Proteine hat.
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3.3 Untersuchung des Einflusses mitochondrialer Morphologie auf die

Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilung

Zur Untersuchung des Einflusses mitochondrialer Elongation und Fragmentierung auf die
Heterogenitat mitochondrialer Proteine, wurde die Verteilung des mitochondrialen Tom20-Proteins

in Fusions- und Teilungs-defizienten Vero-Zellen analysiert.

3.3.1 Der Verlust mitochondrialer Fusions- und Teilungsféhigkeit hat deutliche

Auswirkungen auf die mitochondriale Morphologie

Die Herunterregulierung des mitochondrialen Teilungsproteins Drpl fihrt zu extrem
hyperfusionierten und elongierten Mitochondrien (Lee et al. 2004). Entsprechend kénnen
fragmentierte Mitochondrien bei Herunterregulierung des mitochondrialen Fusionsproteins Mfn2
beobachtet werden (Chen et al. 2005). Zellen, die fragmentierte bzw. elongierte/hyperfusionierte
Mitochondrien besaRen, wurden im Rahmen dieser Arbeit durch Herunterregulierung der Menge des
Fusionsproteins Mfn2 (Mitofusin2) beziehungsweise des Teilungsproteins Drpl (Dynamin related
protein 1), erhalten. Dies wurde mit Hilfe der RNA-Interferenz-Technologie (RNAi) erzielt. Hierzu
wurden die Zellen jeweils mit einem Plasmid transfiziert, welches eine spezielle shRNA (small-hairpin
RNA) kodierte.

Fur die Analyse der Drpl-/Teilungsdefizienten Zellen wurde das pREP4-Drp1-shRNA-Plasmid, welches
bereits beschrieben und gut charakterisiert wurde (Lee et al. 2004), verwendet. Drpl-
herunterregulierte  Zellen konnten eindeutig durch Immunfluoreszenzmarkierung des
mitochondrialen Tom20-Proteins identifiziert werden. Sie wiesen die charakteristische elongierte und
hyperfusionierte Mitochondrienmorphologie auf (Abbildung 3.9) (Lee et al. 2004).

Fusions-defiziente Zellen wurden durch Transfektion von Vero-Zellen mit dem pGIPZ-Mfn2-shRNA-
Plasmid erhalten. Eine Immunfluoreszenzmarkierung gegen das Mfn2-Protein lieR danach eine
Aussage Uber die tatsachliche Reduzierung seiner Proteinmenge, also ob die Herunterregulation
funktioniert hat, zu. Des Weiteren konnten Mfn2-herunterregulierte Zellen aufgrund der deutlich
veranderten Mitochondrienmorphologie identifiziert werden. Diese wies in Fusions-defizienten
Zellen eine starke Fragmentierung des Netzwerks sowie eine deutliche Verkirzung individueller
Mitochondrien, wie sie fir Mitofusin-defiziente Zellen zu erwarten ist, auf (Abbildung 3.9) (Chen et
al. 2003). Weiterhin wurde sowohl fiir Drp1- und Mfn2-Knockdown eine deutliche VergréBerung der

Zellen beobachtet, was auf eine gestorte Fahigkeit der Zellteilung hindeutet.
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Vero Tom20 Kontroll-shRNA

Abbildung 3.9: Inhibierung mitochondrialer Fusion und Teilung verdndert die mitochondriale Morphologie.

Der Verlust des Drpl-Proteins fiihrte zu elongierten und hyperfusionierten Mitochondrien in Vero-Zellen. Der Verlust
von Mfn2 erzeugte stark fragmentierte und verkiirzte Mitochondrien. Die Transfektion von Vero-Zellen mit
Negativkontroll-shRNA ergab keine Morphologiednderung von Mitochondrien. Mitochondrien wurden durch
Immunfluoreszenzmarkierung von Tom20 sichtbar gemacht. Abgebildet sind Maximalprojektionen konfokaler z-Stapel.

3.3.2 Die Elongation von Mitochondrien hat Auswirkungen auf die

Gradientenverteilung eines mitochondrialen Proteins

AnschlieBend wurde die Tom20-Proteinverteilung in diesen Zellen auf das Vorhandensein einer
Gradientenverteilung untersucht. Dies erfolgte zunachst mit der Intensitdtsanalyse auf
konfokalmikroskopischen Aufnahmen. Die Auswertung von 79 Drpl-defizienten Zellen (kurz Drp1-KD)
bzw. 22 Mfn2-defizienten Zellen (kurz: Mfn2-KD) und der Vergleich mit 35 Negativkontroll-shRNA
transfizierten Zellen zeigte, dass der Mittelwert der Steigung der Regressionsgeraden, also der
Gesamtintensitdatsanderung pro Zelle, Uber alle Drpl-herunterregulierten Zellen gegeniber Zellen,
die mit Negativkontroll-shRNA transfiziert wurden, signifikant verringert war (Abbildung 3.10). Das
bedeutet, dass die Drpl-Herunterregulierung und somit die Elongation von Mitochondrien eine
Verringerung des AusmaRes der Gradientenverteilung bewirkt hatte. Beim Vergleich der Mittelwerte
der Fluoreszenzintensitdatsanderung Gber alle Mfn2-KD- und Negativkontroll-shRNA-Zellen
miteinander, so war zu beobachten, dass die Gesamtdanderung der Fluoreszenzintensitdt in Mfn2-KD-
Zellen mit hyperfragmentierten Mitochondrien unverandert gegeniiber den Kontroll-Zellen war

(Abbildung 3.10).
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Die Beobachtung der Verringerung der Gradientenverteilung eines mitochondrialen Proteins bei stark
elongierten Mitochondrien aufgrund des Verlusts mitochondrialer Teilungsfahigkeit wurde weiterhin
mittels der STED-Mikroskopie untersucht. Dies wurde durchgefiihrt, um die tatsachliche
Proteincluster-Verteilung beobachten zu koénnen. Hierzu wurden mehrere Bereiche (mind. 20)
einzelner perinuklearer Mitochondrien mit Bereichen einzelner peripherer Mitochondrien von Drp1-
KD- und untransfizierten Kontroll-Vero-Zellen, hinsichtlich ihrer Tom20-Proteinclusterverteilung,
vergleichend betrachtet. Die Kontrollzellen wiesen deutliche Unterschiede in der Dichte der Tom20-
Proteincluster zwischen perinukledren und peripheren Mitochondrien auf (Abbildung 3.11 linke
Spalten). In den Drpl-herunterregulierten Vero-Zellen mit den stark elongierten Mitochondrien
wurden kaum Unterschiede der Tom20-Proteinclusterdichte von peripheren und perinukledren
Mitochondrien  beobachtet (Abbildung 3.11 rechte Spalten). Die Ergebnisse der

Intensitatsauswertung konfokalmikroskopischer Bildaufnahmen wurden somit bestatigt.
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& perinuklear &k peripher

Abbildung 3.11: Die Elongation von Mitochondrien verandert submitochondriale Proteinverteilungen.

Die Reduzierung der Heterogenitdt von Tom20-Proteincluster-Verteilungen {ber eine Zelle bei Elongation von
Mitochondrien, aufgrund des Verlusts mitochondrialer Teilungsfahigkeit, wurde mittels STED-Mikroskopie visualisiert. In
untransfizierten Kontrollzellen (wt) unterschied sich die Dichte mitochondrialer Proteincluster perinuklearer
Mitochondrien deutlich von der Dichte in peripheren Mitochondrien, wobei sie in Drpl-KD-Zellen dhnlich ist. Das
Experiment wurde insgesamt zwei Mal durchgefiihrt. Die Bilder wurden nachtraglich geglattet. Die Farbtabellen

peripherer und perinuklearer Mitochondrien sind identisch.

3.3.3 Innerhalb einzelner elongierter Mitochondrien existiert keine

Gradientenverteilung von Tom20

Der Vergleich der Tom20-Proteindichte perinukledrer Mitochondrien mit der von peripheren
Mitochondrien in Zellen mit unterbundener mitochondrialer Teilungsfahigkeit ergab, dass zwischen
diesen Bereichen ein nur noch sehr geringer Unterschied besteht. Bedenkt man in diesem
Zusammenhang die Tatsache, dass die Drpl-herunterregulierten Zellen lber extrem elongierte
Mitochondrien verfiigen, die oftmals direkt vom Zellkern bis zum Rand der Zelle durchgingig
verlaufen, so kommt die Frage auf, ob auf diesen elongierten Drpl-KD-Mitochondrien eine
heterogene Verteilung der Tom20-Proteinmenge, in Form eines Dichtegradienten, zu beobachten ist.
Diese Frage wurde mit Hilfe konfokaler Mikroskopiedaten untersucht. Bei Betrachtung der
Aufnahmen war auf den Drp1-KD-Zellen keine Gradientenverteilung der Tom20-Fluoreszenzintensitat
zu beobachten (Abbildung 3.12). Das bedeutet, dass durch die starke Elongation aufgrund der
Inhibierung mitochondrialer Teilung auch auf einzelnen Mitochondrien eine deutlich reduzierte

Heterogenitat in der Verteilung des Tom20-Proteins existierte.
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Abbildung 3.12: Auf einzelnen
elongierten Mitochondrien von
Drp1-KD-Zellen existiert keine
Tom20-Gradientenverteilung.

Die Verteilung von Tom20 auf
einzelnen elongierten
Mitochondrien von Teilungs-
gehemmten Vero-Zellen weist
keine deutliche Heterogenitat
auf. Hierbei handelt es sich um
eine Konfokalaufnahme.
Untersucht wurden insgesamt
mindestens 100

Einzelmitochondrien.

Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass die Gradientenverteilung von Tom20 innerhalb
von Zellen mit hyperfusionierten elongierten Mitochondrien gegeniiber normalen Zellen mit intakter
mitochondrialer Teilungsfahigkeit entscheidend vermindert ist. Die Hyperfragmentierung von
Mitochondrien durch Mfn2-Herunterregulierung veranderte diese Heterogenitat nicht.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass mitochondriale Teilung einen Beitrag zur Heterogenitat
mitochondrialer Proteinverteilungen leistet.

Mitochondriale Fusion und Teilung pragen das duflere Erscheinungsbild von Mitochondrien. Im
Verlauf des Zellzyklus kann sich dieses deutlich verandern und hyperfusionierte oder fragmentierte
Mitochondrien erzeugen. Deshalb war ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu analysieren, ob sich die

Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen wahrend des Zellzyklus verandert.

3.4 Untersuchung der Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilung

im Laufe des Zellzyklus mammaler Zellen

Die mitochondriale Morphologie kann sich im Laufe des Zellzyklus deutlich verdndern (Arakaki et al.
2006, Mitra et al. 2009). Es wurde fiir NRK-Zellen berichtet, dass am Ubergang von der G1- zur S-
Phase ein hyperfusioniertes mitochondriales Netzwerk vorliegt. Mitochondrien, welche die Mitose
und die eigentliche Zellteilung vollziehen, weisen eine stark fragmentierte Morphologie auf. Da im

Rahmen dieser Arbeit zuvor gezeigt wurde, dass die Inhibierung mitochondrialer Teilung und dadurch
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die Veranderung mitochondrialer Morphologie, die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine
modifiziert, sollte im folgenden Experiment untersucht werden, inwiefern die Veranderungen der
mitochondrialen Morphologie, aufgrund des gednderten Gleichgewichts mitochondrialer Dynamik
wahrend des Zellzyklus, einen Effekt auf die Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen
haben.

Insbesondere interessant war auBRerdem die Fragestellung, wie sich die Heterogenitat
mitochondrialer Proteinverteilungen wahrend der direkten Zellteilung, und somit Fragmentierung

und anschlieRender Aufteilung aller Mitochondrien auf die beiden Tochterzellen, verhalt.

3.4.1 Immunfluoreszenzmarkierungen spezifischer Zellzyklusmarker erlauben

die Zuordnung der Zellzyklusphasen

Um diese Fragestellungen zu bearbeiten, war es zundchst im Rahmen dieser Arbeit notig, eine
Methode zu entwickeln, welche optisch die eindeutige Zuordnung der jeweiligen Phase des
Zellzyklus, in der sich eine Zelle bei Fixierung befunden hat, erlaubt. Hierzu eignet sich zum Beispiel
die Synchronisierung von Zellkulturen, sodass sich alle Zellen anschlieffend in der der gleichen
Zellzyklusphase befinden. Nach Vorversuchen wurde jedoch von chemischen Methoden zur
Synchronisation von Zellkulturen abgesehen, da die hierzu verwendeten Substanzen potenziell einen
storenden Effekt auf die mitochondriale Proteinverteilung, sowie die Zell-Lebensfdhigkeit haben
kénnten. Die mechanische Form der Synchronisation von Zellkulturen durch Abschitteln mitotischer
Zellen konnte diesbeziiglich eine Alternative bieten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode
deshalb getestet; doch die Anzahl der synchronisierten Zellen, die damit erhalten wurde, war zu
gering flr eine statistisch aussagekraftige Untersuchung. Stattdessen wurde eine Methode
entwickelt, um unsynchronisierten Zellen, die jeweils spezifische Zellzyklusphase zuordnen zu
konnen. Dies wurde durch Antikdrpermarkierungen (Immunfluoreszenz), zuséatzlich zu dem
mitochondrialen Protein Tom20, realisiert. Hierzu wurden die Zellzyklusmarker PCNA (proliferating-
cell-nuclear-antigen) und AuroB (Aurora B-Kinase) eingesetzt. Diese Proteine weisen eine spezifische
Lokalisation in Abhangigkeit von der Phase des Zellzyklus auf, welche mittels Immunomarkierung
visualisiert wurde. Diese Methode erlaubte eine eindeutige Zuordnung der Zellzyklusphase zu

individuellen Zellen der Vero-Linie (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Die Identifikation der Zellzyklusphase individueller Zellen ist durch Immunfluoreszenzmarkierungen
gegen spezifische Zellzyklusmarkerproteine maglich.

Durch Ko-Immunfluoreszenzmarkierungen von Tom20 (griin) und den spezifischen Zellzyklusmarkerproteinen PCNA bzw.
AuroB (rot), welche eine bestimmte Lokalisierung in Abhdngigkeit von der Zellzyklusphase besitzen, war es moglich
individuellen Vero-Zellen die spezifische Zellzyklusphase zuzuordnen. Abgebildet sind Maximalprojektionen konfokaler z-

Stapel. Zur besseren Orientierung ist eine schematische Darstellung des Verlaufs des Zellzvklus dargestellt.

Insbesondere die Zellen in den Phasen der Mitose konnten durch die spezifische Lokalisation von
Aurora B-Kinase identifiziert werden (Abbildung 3.13). Wahrend der eigentlichen Zellteilung, also der

Trennung beider Tochterzellen voneinander direkt nach der Mitose (auch Zytokinese genannt),
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lokalisierte AuroB im Mittelkdrper (midbody). AuRerdem assoziierte es wahrend der G2-Phase mit
dem Heterochromatin und im Verlauf der Mitose markierte es den Kinetochor. PCNA assoziierte
spezifisch wahrend der S-Phase mit den replication foci (Hyde-Dunn et al. 1997, Leonhardt et al.
2000, Murata-Hori et al. 2002, Mora-Bermudez et al. 2007, Mitra et al. 2009, Sagona et al. 2010).
Weiterhin konnte mit dieser Methode die deutliche Fragmentierung der Mitochondrien wahrend der
Mitose (Metaphase, Anaphase, Telophase) beobachtet werden und somit die Ergebnisse friiherer
Studien bestatigt werden (Arakaki et al. 2006, Mitra et al. 2009). Es konnte keine deutliche
Hyperfusionierung von Mitochondrien am Ubergang von der G1- zur S-Phase beobachtet werden.
Dies steht im Widerspruch zu der Beobachtung von Mitra et al.. Ein moglicher Grund hierfiir kann die
Verwendung einer anderen Zelllinie als in dieser Arbeit sein. Eine entscheidende Limitation stellt die
Tatsache dar, dass der G1/S-Ubergang nicht durch die spezifische Lokalisation eines
Zellzyklusmarkers identifiziert werden kann. Somit war es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich
Zellen exakt zu diesem Zeitpunkt des Zellzyklus zu beobachten. In der Studie von Mitra et al. wurde
eine chemische Synchronisation angewandt, um Zellen im G1/S-Ubergang anzureichern, welche im

Rahmen der vorliegenden Arbeit vermieden wurde.

Nachdem die Methode zur ldentifizierung der Zellzyklusphase individueller Zellen etabliert war,
wurde sie verwendet, um die Tom20-Proteinverteilung in Zellen der einzelnen Zellzyklusphasen auf

Vorhandensein einer Heterogenitat zu untersuchen.

3.4.2 Mitochondriale Proteine besitzen wdhrend der gesamten Interphase eine

heterogene Verteilung

Nach der Zuordnung der spezifischen Zellzyklusphase zu individuellen Zellen, erfolgte die Tom20-
proteinverteilungsanalyse auf konfokalmikroskopischen Daten, sodass eine Aussage Uber die
mitochondriale Heterogenitdt zu jeder einzelnen Zellzyklusphase moglich war. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die Gradientenverteilung des mitochondrialen Tom20-Proteins in allen
Phasen der Interphase des Zellzyklus deutlich ausgepragt war (im gleichen AusmaR wie sie auch fiir
eine unsynchronisierte Zellkultur beobachtet wurde). Das konnte anhand des Vergleichs der
Mittelwerte der Steigung der Regressionsgerade Uber mindestens 24 Zellen je Zellzyklusphase,

beobachtet werden (Abbildung 3.14).
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Wahrend den einzelnen Phasen der Mitose wurde keine Analyse der Tom20-Fluoreszenz-
Intensitatverteilung durchgefiihrt. In diesen Phasen wiesen die Mitochondrien eine stark
fragmentierte Morphologie sowie eine perinukledre Aggregierung auf, wodurch keine eindeutige
Identifizierung einzelner Mitochondrien moglich war.

Ein interessanter Aspekt dieser Untersuchung, war die Beobachtung, dass in Vero-Zellen, welche sich
in der Zytokinese-Phase, also der Trennung von beiden Tochterzellen und somit unmittelbar nach der
Aufteilung aller Mitochondrien auf diese Tochterzellen, befunden haben, bereits eine ausgepragte
Gradientenverteilung von Tom20, wie sie normalerweise flir eine unsynchronisierte Zellkultur

beobachtet wurde, vorhanden war (Abbildungen 3.14).

Diese Beobachtung lasst die Vermutung zu, dass es einen sehr schnellen Mechanismus in
Saugerzellen gibt, der direkt nach der Aufteilung aller Mitochondrien auf beide Tochterzellen, aktiv
Mitochondrien gezielt spezifisch anordnet und so eine Gradientenverteilung mitochondrialer
Proteine erzeugt. Es ist denkbar, dass dies aufgrund der Interaktion von Mitochondrien mit dem
Zytoskelett, insbesondere Mikrotubuli, erfolgt. Mitochondrien liegen assoziiert mit Mikrotubuli vor
und werden entlang dieses Zytoskelettbestandteils transportiert. Um den Einfluss des
mitochondrialen Transports, und somit der Interaktion mit dem Zytoskelett, auf die Heterogenitat
mitochondrialer Proteinverteilungen zu identifizieren, wurden verschiedene Experimente im Rahmen

dieser Arbeit durchgefihrt.

82



Ergebnisse

3.5 Untersuchung des Einflusses der Interaktion von Mitochondrien mit

Mikrotubuli auf die Verteilung mitochondrialer Proteine

3.5.1 Die Zerstérung des Mikrotubuli-Zytoskeletts vermindert die

Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen

Mitochondrien interagieren vielfdltig mit verschiedensten Bestandteilen des Zytoskeletts. Am
haufigsten wird eine Assoziation von Mitochondrien mit Mikrotubuli beobachtet (Heggeness et al.
1978, Hollenbeck et al. 2005, Schwarz 2013). Diese Interaktion ermdoglicht den Transport von
Mitochondrien. Die zuvor erhaltenen Ergebnisse bezlglich der heterogenen Verteilung
mitochondrialer Proteine wahrend des Zellzyklus geben eventuell einen Hinweis darauf, dass
mitochondrialer Transport ein Aspekt der Entstehung und Aufrechterhaltung dieser Verteilungen ist.
Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss des mitochondrialen Transports Uber
Mikrotubuli auf die Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen untersucht.

Der mitochondriale Transport wurde zunachst unterbunden, indem die Substanz Nocodazol, welche
eine Depolymerisierung von Tubulin-Filamenten bewirkt (Samson et al. 1979), fur 48 h auf Vero-
Zellen inkubiert wurde. Der Verlust von Tubulin-Fasern wurde mittels Immunfluoreszenzmarkierung
eindeutig belegt (Abbildung 3.15 A). In unbehandelten Kontrollzellen wiesen die Mitochondrien ein
intaktes Netzwerk (sichtbar durch Immunomarkierung gegen Tom20) und Tubulin intakte Filamente
(visualisiert durch Immunomarkierung gegen a-Tubulin), die Gber die gesamte Zelle reichten, auf.
Nach 48-stlindiger Inkubation mit Nocodazol lagen keine Tubulin-Fasern mehr vor, sondern nur noch
depolymerisiertes Protein. Des Weiteren waren die Mitochondrien nach dieser Behandlung leicht
verkiirzt und Uber die gesamte Zelle verteilt. Sie zeigten nicht mehr die normalerweise zu
beobachtende Aggregierung um den Zellkern. Die Nocodazol-behandelten Zellen waren gegeniiber
den unbehandelten Zellen leicht vergroRert. Durch Nocodazol-Inkubation und somit die Zerstérung
der Mikrotubuli werden Zellen am Fortschreiten ihrer Zellteilung gehindert.

Die Analyse der Tom20-Proteinverteilung in diesen Zellen mittels Konfokalmikroskopie und
Fluoreszenzintensitatsauswertung ergab, dass das Ausmall der Gradientenverteilung von Tom20
nach Zerstérung des Mikrotubuli-Zytoskeletts gegeniliber unbehandelten Referenzzellen deutlich

verringert war (Abbildung 3.15 B).
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Abbildung 3.15: Die Zerstérung von Mikrotubuli-Filamenten verringert mitochondriale Heterogenitat.

(A) Die 48-stiindige Inkubation von Vero-Zellen mit der Tubulin-depolymerisierenden Substanz Nocodazol und
anschlieBende Immunfluoreszenzmarkierungen gegen a-Tubulin und Tom20 zeigten deutlich den Verlust intakter
Tubulin-Filamente und eine Umverteilung der Mitochondrien. Abgebildet sind Maximalprojektionen konfokaler z-Stapel.
(B) Die Analyse der Tom20-Fluoreszenzintensitdt von mindestens 20 Zellen zeigte eine signifikante Reduzierung seiner
Heterogenitat Uber die gesamte Zelle nach Nocodazol-Behandlung. Das Experiment wurde mindestens drei Mal
durchgefiihrt. Fur die Untersuchung wurden tberlappende Mitochondrien ausgeschlossen. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardfehler. ***P = 0,001 (t-Test bei zwei unabhdngigen Stichproben). Die Farbtabellen der

Mitochondrienmarkierungen sind identisch.

Demnach war der Mittelwert der Steigungen der Regressionsgerade aller Zellen nach Nocodazol-
Inkubation im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen signifikant reduziert. Das bedeutet, dass die
normalerweise sichtbare Heterogenitat der Tom20-Fluoreszenzintensitatsverteilung, in Form eines
intrazellularen Dichtegradienten, nach der Depolymerisierung von Tubulin deutlich verringert
vorliegt. Die Zerstdérung der Mikrotubuli, und somit die Unterbindung mitochondrialen Transports,
hat demnach einen Einfluss auf die Heterogenitat der Tom20-Proteinverteilung.

Die Beobachtungen, welche mit Hilfe der Analyse der Tom20-Fluoreszenzintensitatsverteilung
konfokalmikroskopischer Daten gemacht wurden, wurden in einem weiteren Schritt mittels

hochauflésender STED-Mikroskopie nochmals untersucht.
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Hierzu wurden ganze Tom20-immunfluoreszenzmarkierte Vero-Zellen, die sowohl Nocodazol- als
auch unbehandelt waren, mit dem STED-Mikroskop aufgenommen (Abbildung 3.16 A). Der Vergleich
der Dichte von Tom20-Proteinclustern von perinukledren mit peripheren Mitochondrien ergab in
unbehandelten Zellen einen deutlichen Unterschied der Proteindichte (siehe Abbildungen 3.2 und
3.13). Auf 48 h-Nocodazol-behandelten Zellen ergab sich bei diesem Vergleich kein erkennbarer
Unterschied der Tom20-Proteindichte (Abbildung 3.16 B). Somit bestatigte die rein optische
Beurteilung von Tom20-Proteinverteilungen auf STED-mikroskopischen Aufnahmen die mittels
Konfokalmikroskopie und  Fluoreszenzintensitatsauswertung erhaltene  Reduzierung der

Heterogenitat nach Zerstorung filamentosem Tubulins.

U

©.10um ; )
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Abbildung 3.16: Die Zerstérung von Mikrotubuli-Filamenten reduziert die Heterogenitat der intrazelluliren Tom20-
Proteinverteilung.

(A) 48h-Nocodazol-behandelte Zellen zeigten eine Verringerung der Heterogenitdt der Tom20-Proteinverteilung nach
Depolymerisierung von Tubulin. Abgebildet ist eine STED-mikroskopische Ubersichtsaufnahme einer reprisentativen
Zelle. (B) Die Dichte von Tom20-Proteinclustern, welche mittels STED-Mikroskopie aufgel6st wurden, unterschied sich
innerhalb peripherer und perinukledarer Mitochondrien, anders als in unbehandelten Zellen, nach Nocodazol-Inkubation
kaum. Die Bilder wurden nachtraglich geglattet. Das Experiment wurde zwei Mal durchgefiihrt. Die Farbtabellen

peripherer und perinuklearer Mitochondrien sind identisch.

Somit wurde, sowohl mittels Konfokal- wie auch STED-Mikroskopie, gezeigt, dass die Heterogenitat
der Verteilung von Tom20 nach Zerstérung des Mikrotubuli-Zytoskeletts verringert ist. Diese
Beobachtung impliziert eine Beteiligung des Transports von Mitochondrien entlang Mikrotubuli am
Mechanismus der Aufrechterhaltung der Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen.

Um weiterhin die Rolle der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli, bei der Aufrechterhaltung
der heterogenen Verteilung mitochondrialer Proteine, genauer zu verstehen, wurde direkt der
Einfluss des mitochondrialen Transports hierauf untersucht.

Am Transport von Mitochondrien sind Proteinkomplexe beteiligt, von denen eine Vielzahl bereits

identifiziert wurde (Lovas and Wang 2013). Der am besten charakterisierte ist der Rhot/Trak/Kinesin-
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Komplex. Er besteht aus dem spezifischen Kinesin-Motorprotein, der die Mikrotubuli bindet, dem
mitochondrialen Adapterprotein Rhot (hMiro) und dem Protein Trak (hMilton), welches eine
Verbindung zwischen Rhot und dem Kinesin-Motor herstellt. Um eine Aussage Uber die Rolle des
aktiven Kinesin-vermittelten mitochondrialen Transports bei der Entstehung der Heterogenitat
mitochondrialer Proteinverteilungen zu treffen, wurden Zellen hergestellt und analysiert, die gezielt
einen Verlust des mitochondrienspezifischen Kinesin-Adapters, Rhotl, sowie dessen

Bindungspartners Trakl besallen.

3.5.2 Die Herunterregulierung von Proteinen des Komplexes fiir Kinesin-

vermittelten mitochondrialen Transport vermindert die Gradientenverteilung von Tom20

Zur Klarung der Frage, ob spezifischer mitochondrialer Transport an der Entstehung bzw.
Aufrechterhaltung der intrazelluldren Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine beteiligt ist,
wurden die Hauptkomponenten eines Proteinkomplexes, die maligeblich fiir den mitochondrialen
Transport verantwortlich sind, herunterreguliert. Hierbei handelte es sich um Rhotl (hMirol) und
Trakl (hMilton1).

Rhotl ist eines von zwei moglichen mitochondrialen Adapterproteinen (zusammen mit seiner
Isoform Rhot2). Ein Verlust dieses Adapterproteins unterbindet spezifisch den mitochondrialen
anterograden Transport (Guo et al. 2005).

Wie Rhot verflgt auch Trak Gber zwei Sdugerhomologe: Trakl und Trak2. Seine Bedeutung fiir den
mitochondrialen Transport wurde anhand von Versuchen mit Neuronen, welche Mutationen dieser
Gene aufwiesen, verdeutlicht. Die Mitochondrien verblieben im Soma und wurden nicht in Axonen
und ihren Enden beobachtet, was den Schluss zuldsst, dass mitochondrialer Transport unterbunden
war (Stowers et al. 2002, Gorska-Andrzejak et al. 2003).

Zur Realisierung der Herunterregulierung beider Proteine wurde erneut mit der RNA-Interferenz-
Technologie gearbeitet. Hierzu wurden Vero-Zellen mit einem shRNA-Plasmid transfiziert, welches
eine RNA-Sequenz kodierte, die spezifisch den Abbau der Rhotl- bzw. der Trakl-mRNA bewirkte und
somit zu einer Herunterregulierung der jeweiligen Proteinmenge, fiihrte.

Der Erfolg der spezifischen Herunterregulierung durch die eingesetzten shRNAs wurde mittels SDS-
PAGE und Western-Blot-Analyse von Gesamtzellextrakten transfizierter und selektierter Vero-Zellen
kontrolliert. Diese ergaben, dass eine Herunterregulierung der entsprechenden Proteinmengen um
~50-70% in den Sdugerzellextrakten erfolgt ist (Abbildung 3.17) und somit ausreichend fiir eine

weitere Analyse dieser Zellen war.
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Abbildung 3.17: Durch den Einsatz der RNA-
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AnschlieBend wurde die Verteilung des mitochondrialen Tom20 Proteins auf den Rhotl-
herunterruglierten Zellen mittels Konfokalmikroskopie und Fluoreszenzintensitatsanalyse untersucht.
Als zusatzliche Kontrolle wurde der Erfolg der Herunterregulierung von Rhotl mittels Ko-
Immunfluoreszenzmarkierung auf jeder einzelnen Zelle ermittelt. Dazu wurden die Zellen sowohl mit
spezifisch bindenden Antikorpern gegen Rhotl als auch Tom20 markiert. Als Limitation erwies sich
dabei jedoch die Tatsache, dass der verwendete Rhot-Antikdrper zwar spezifisch nur mitochondriales
Signal detektiert hat, allerdings keine Unterscheidung der beiden Isoformen Rhotl und Rhot2 zuliel.
Dadurch war nie ein vollstandiger Verlust des Rhot1-Fluoreszenzsignals zu erwarten, sondern immer
nur eine teilweise Verringerung dessen (Abbildung 3.18). Interessanterweise wiesen die
Mitochondrien dieser Zellen, oftmals auch eine deutliche Veranderung ihrer Anordnung innerhalb

der gesamten Zellen auf, was auf einen gestérten mitochondrialen Transport hindeutet.
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Abbildung 3.18: Die Verringerung des spezifischen Adapterproteins fiir mitochondrialen Transport Rhotl kann mittels
Immunfluoreszenzmarkierungen detektiert werden.

Die Herunterregulierung von Rhot1 erfolgte per Transfektion eines Plasmides, welches eine spezifische shRNA kodierte, in
Vero-Zellen. Transfizierte Zellen zeichneten sich durch GFP-Fluoreszenz aus (linke Zelle, mit Pfeilen markiert). Die
tatsachliche Verringerung der Proteinmenge wurde lber eine Immunfluoreszenzmarkierung bestatigt. Hierzu wurde das
mitochochondriale Rhot-Protein mit einem Antikorper, der beide Isoformen detektiert, markiert. In diesem Fall zeigte sich,
dass die linke transfizierte Zelle tatsachlich eine Verringerung des Rhotl-Fluoreszenzsignals, gegeniliber der rechten
untransfizierten Zelle, aufwies. Weiterhin wurden die Mitochondrien mittels Immunfluoreszenzmarkierung gegen Tom20

markiert. Abgebildet sind Maximalprojektionen konfokaler z-Stapel.

Nachdem die Herunterregulierung des Rhot1-Proteins optisch detektiert werden konnte, erfolgte die
Analyse der Tom20-Fluoreszenzintensitatsverteilung auf konfokalmikroskopischen Daten von Rhot1-
KD-Zellen, sowie auf entsprechenden Negativkontroll-shRNA transfizierten Zellen.

Der Vergleich mit Kontroll-Zellen ergab, dass durch die Herunterregulierung von Rhotl das Ausmaf}
der Gradientenverteilung von Tom20 Uber die Zellen verringert war. Das konnte dadurch gezeigt
werden, dass die Mittelwerte der Gesamtintensitdtsanderungen aller Zellen bei Rhotl-
Herunterregulierung gegeniber Negativkontroll-shRNA transfizierten Zellen signifikant verringert
waren (Abbildung 3.19). AnschlieRend wurde untersucht, ob eine weitere Komponente (Trak) des
Kinesin-vermittelten Mitochondrientransportkomplexes auch einen entsprechenden Einfluss auf die

Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen hat.
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‘ Abbildung 3.19: Der Verlust des Adapterproteins
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Der Erfolg der Herunterregulierung auf individuellen Zellen konnte fiir Trakl nicht mittels Ko-
Immunfluoreszenzmarkierung ermittelt werden, weil kein entsprechend spezifischer Antikoérper
verfligbar war. Da jedoch bei Herunterregulierung von Rhotl beobachtet wurde, dass die
Mitochondrien dieser Zellen, oftmals auch eine deutliche Veranderung ihrer Anordnung innerhalb
der gesamten Zelle aufwiesen, wurde diese charakteristische Umverteilung der Mitochondrien

herangezogen, um Trakl-herunterregulierte Zellen zu identifizieren (Abbildung 3.20 A).

Nach der Identifikation von Trakl-herunterregulierten Zellen, erfolgte die Analyse der Tom20-
Fluoreszenzintensitdtsverteilung auf diesen konfokal-mikroskopischen Daten. Die Mittelwerte der
Gesamtintensitdatsanderungen von Tom20 aller Zellen bei Trakl-Herunterregulierung waren
signifikant verringert gegenlber mit Negativkontroll-shRNA transfizierten Vero-Zellen (Abbildung
3.20 B). Demnach ergab der Vergleich mit Kontrollzellen, dass durch die Herunterregulierung von
Trak1 das AusmaR der Gradientenverteilung von Tom20 (iber die Zellen verringert wurde.

Die Ergebnisse deuten somit eine direkte Beteiligung des mitochondrialen Transportkomplexes aus
Rhot, Trak, Kinesin und Mikrotubuli bei der Aufrechterhaltung der Heterogenitit der Tom20-

Proteinverteilung an.
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Abbildung 3.20: Die Herunterregulierung von Trak1 verringert die intrazellulare Gradientenverteilung von Tom20.

(A) Trakl-herunterregulierte Vero-Zellen verfiigten innerhalb einer Zelle Gber eine veranderte Anordnung der gesamten
Mitochondrien, die dhnlich der Anordnung, welche durch Rhotl Herunterregulierung zustande kommt, wart. (B) Die
Fluoreszenzintensitatsanalyse der Tom20-Verteilung in mindestens 20 Trakl-herunterregulierten (Trak1-KD) und der
Vergleich mit Negativkontoll-shRNA tranfizierten Zellen zeigte, dass seine Gradientenverteilung tUber die Zelle signifikant
reduziert war. Fir die Untersuchung wurden Uberlappende Mitochondrien von der Berechnung ausgeschlossen. Das
Experiment wurde drei Mal durchgefiihrt. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardfehler. **P = 0,01 (t-Test bei zwei
unabhangigen Stichproben).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen folglich, dass die Assoziation von Mitochondrien mit Mikrotubuli
flir die Existenz heterogener mitochondrialer Proteinverteilungen von Bedeutung ist. AuRer
Nocodazol gibt es weitere Substanzen, welche die Depolymerisierung von Tubulin-Filamenten
bewirken. Dazu zdhlt zum Beispiel Rotenon (Diaz-Corrales et al. 2005). Interessanterweise wird
Rotenon mit der nicht-genetisch-bedingten Entstehung der neurodegenerativen Parkinson
Erkrankung in Verbindung gebracht (Schapira 2010). Die Dysfunktion von Mitochondrien ist ein
bekannter Aspekt neurodegenerativer Erkrankungen (Nunnari et al. 2012). Somit ist es von Interesse
zu untersuchen, ob unter den durch Rotenon hervorgerufenen pathophysiologischen Bedingungen

eine Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen vorliegt.

3.6 Untersuchung mitochondrialer Proteinverteilung unter

pathophysiologischen Bedingungen

Um zu untersuchen, ob die Verteilung mitochondrialer Proteine unter pathophysiologischen
Bedingungen verandert vorliegt, wurde die Substanz Rotenon eingesetzt. Dabei handelt es sich um
ein Reagenz, welches sowohl eine Depolymerisierung von Tubulin-Filamenten, als auch eine

Inhibierung des mitochondrialen Atmungskettenkomplexes | bewirkt und eine Rolle bei der
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Entstehung der nicht genetisch bedingten Parkinson Erkrankung spielt (Diaz-Corrales et al. 2005,
Schapira 2010).

Der Einfluss von Rotenon auf Vero-Zellen wurde nach 48-stiindiger Inkubation untersucht. Der
mehrheitliche Verlust von Tubulin-Strangen konnte mittels Immunfluoreszenzmarkierung
demonstriert werden (Abbildung 3.21). In unbehandelten Kontrollzellen wiesen die Mitochondrien
ein intaktes Netzwerk (sichtbar durch Immunomarkierung gegen Tom20) und Tubulin intakte
Filamente (visualisiert durch Immunomarkierung gegen a-Tubulin), die UGber die gesamte Zelle
reichten, auf. Nach 24-stiindiger Inkubation mit Rotenon lagen fast keine intakten Tubulin-Fasern
mehr vor, sondern hauptsachlich depolymerisiertes Protein. Des Weiteren waren die Mitochondrien
nach dieser Behandlung leicht verkirzt und Uber die gesamte Zelle verteilt. Sie zeigten nicht mehr die
normalerweise zu beobachtende Aggregierung um den Zellkern, was bereits bei Nocodazol-

Inkubation beobachtet wurde.

Vero Tom20 Tubulin Abbildung 3.21: Durch Inkubation
mit Rotenon wird filamentdses
Tubulin weitgehend zerstort.

Die Depolymerisierung von Tubulin
wurde auf Rotenon- und
unbehandelten Vero-Zellen mittels
Immunfluoreszenzmarkierung

untersucht. Dabei wurden sowohl
o-Tubulin, als auch das

mitochondriale Protein Tom20 mit

spezifischen Antikorpern markiert.
Unbehandelte wt-Zellen wiesen
intakte Tubulin-Fasern und ein
normales mitochondriales
Netzwerk auf, wohingegen eine 24-
stiindige Rotenon-Behandlung den
Grofteil filamentésem  Tubulins
zerstorte und die mitochondriale
Anordnung innerhalb der Zelle
veranderte. Abgebildet sind
Maximalprojektionen konfokaler z-

Stapel.

24h Rotenon

Die Analyse der Tom20-Proteinverteilung in diesen Zellen, mittels Konfokalmikroskopie und
Fluoreszenzintensitatsauswertung, ergab, dass das Ausmall der Gradientenverteilung von Tom20
nach Zerstorung des Mikrotubuli-Zytoskeletts durch Rotenon gegeniiber unbehandelten
Referenzzellen deutlich verringert war (Abbildung 3.22). Demnach war der Mittelwert der Steigungen
der Regressionsgerade aller Zellen nach Rotenon-Inkubation im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollzellen signifikant reduziert. Das bedeutet, dass auch die durch Rotenon vermittelte
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Depolymerisierung von Tubulin, eine deutliche Verringerung der intrazellularen Gradientenverteilung
von Tom20 bewirkt hatte. Die Reduktion des AusmalRes der Gradientenverteilung eines
mitochondrialen Proteins konnte somit ein Merkmal der Dysfunktion von Mitochondrien bei

beispielsweise neurodegenerativen Erkrankungen sein.

Abbildung 3.22: Die Behandlung mit Rotenon reduziert
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Die Beobachtungen, welche mit Hilfe der Analyse der Tom20-Fluoreszenzintensitatsverteilung
konfokalmikroskopischer Daten gemacht wurden, wurden in einem weiteren Schritt mittels
hochauflésender STED-Mikroskopie nochmals untersucht.

Hierzu wurden ganze Tom20-immunfluoreszenzmarkierte Vero-Zellen, die sowohl Rotenon- als auch
unbehandelt waren, mit dem STED-Mikroskop aufgenommen. Der Vergleich der Dichte von Tom20-
Proteinclustern von perinukledren mit peripheren Mitochondrien zeigte in unbehandelten Zellen
einen deutlichen Unterschied der Proteindichte (siehe Abbildungen 3.2 und 3.13). Auf 24 h-Rotenon-
behandelten Zellen ergab sich bei diesem Vergleich kein erkennbarer Unterschied der Tom20-
Proteindichte (Abbildung 3.23). Somit bestdtigte die rein optische Beurteilung von Tom20-
Proteinverteilungen auf STED-mikroskopischen Aufnahmen die mittels Konfokalmikroskopie und
Fluoreszenzintensitatsauswertung beobachtete Reduzierung der Gradientenverteilung nach
Zerstorung der Mikrotubuli.

Somit wurde, sowohl mittels Konfokal- wie auch STED-Mikroskopie, gezeigt, dass die Heterogenitat
der mitochondrialen Tom20-Verteilung nach Zerstérung des Mikrotubuli-Zytoskeletts auch durch
Rotenon, wie bereits durch Nocodazol, deutlich verringert ist. Diese Beobachtung impliziert eine
Beteiligung der Assoziation von Mitochondrien mit Mikrotubuli am Mechanismus der

Aufrechterhaltung der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine.
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perinuklear

Abbildung 3.23: Die Zerstorung von Mikrotubuli durch Rotenon reduziert die Heterogenitit der Tom20-
Proteinverteilung.

Die STED-Mikroskopie von 24h-Rotenon- und unbehandelten Zellen ermdoglichte die Beobachtung einer Verringerung
des Ausmales der Gradientenverteilung von Tom20 nach Depolymerisierung von Tubulin. Die Tom20-
Proteinclusterdichten peripherer und perinukledarer Mitochondrien unterscheiden sich, anders als in unbehandelten
Zellen, nach Rotenon-Inkubation kaum. Die Farbtabellen peripherer und perinukledrer Mitochondrien sind identisch.

Rotenon hat nicht nur den Effekt der Depolymerisierung von Tubulin, sondern auch der Inhibierung
des mitochondrialen Atmungskettenkomplexes I. Um zu untersuchen, ob diese weitere Funktion
ursachlich fur die Beobachtungen der Veranderung mitochondrialer Proteinverteilung bei Inkubation
mit Rotenon war, wurden Vero-Zellen mit einer Substanz inkubiert, die spezifisch den Komplex |
inhibierte.

Hierbei handelte es sich um Piericidin A (Acton et al. 2004). Dieses hatte das mitochondriale
Membranpotential (aufgrund der Inhibierung des Atmungskettenkomplexes 1) verringert. Weiterhin
konnte beobachtet werden, dass nach 48-stiindiger Inkubation mit Piericidin A, die
Mitochondrienmorphologie leicht fragmentiert und verkiirzt war (Abbildung 3.24 A). Die Analyse der
Proteinverteilung von Tom20 auf 48 h-Piericidin A-behandelten Zellen und der Vergleich mit
entsprechenden unbehandelten Kontrollzellen zeigte, dass die Heterogenitat seiner Verteilung bei

Piericidin A-Inkubation unverandert blieb (Abbildung 2.24 B).
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Abbildung 3.24: Die Inhibierung des Atmungskettenkomplexes | durch Piericidin A verdndert nicht die heterogene
Tom20-Proteinverteilung.

(A) Vero-Zellen, die 48 h mit Piericidin A inkubiert wurden, wiesen eine leicht fragmentierte und verkirzte
Mitochondrienmorphologie gegeniiber unbehandelten Zellen auf. (B) Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von
Tom?20-Intensitatsverteilungen in Piericidin A- und unbehandelten Vero-Zellen (je 20 Zellen), ergab, dass die
Gradientenverteilung nach Piericidin A-Behandlung fiir 48 h unverdndert war. Dies konnte anhand der &hnlichen
Mittelwerte der Steigungen der Regressionsgeraden bei Piericidin A-behandelten Zellen und Kontroll-Zellen gezeigt
werden. Flir die Analyse wurden Uberlappende Mitochondrien ausgeschlossen. Das Experiment wurde drei Mal

durchgefiihrt. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardfehler.
Auf die Gradientenverteilung von Tom20 hatte Piericidin A folglich keinen Effekt. Dies bedeutet, dass

die Ursache fir die Verringerung der heterogenen Verteilung von Tom20 bei Inkubation mit Rotenon

letztlich hauptséachlich auf seine depolymerisierende Wirkung auf Tubulin zurlickzufiihren ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte demnach der Einfluss der Assoziation von Mitochondrien mit
Mikrotubuli, und somit der Transport von Mitochondrien, als essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen gezeigt werden. Den Versuchen vorausgegangen
war die Erkenntnis, dass direkt nach der Zellteilung, wahrend der Zytokinese, eine geordnete
Aufteilung aller Mitochondrien auf beide Tochterzellen und eine Ausbildung einer deutlichen
Gradientenverteilung von Tom20 zu beobachten ist. Diese Anordnung kann moglicherweise Uber
Mikrotubuli-basierte Transportmechanismen erfolgen.

Unklar ist jedoch welche Signale in bzw. auf den Mitochondrien zu dieser spezifischen Sortierung
fliihren. Um diese zu identifizieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Auswirkung einer Vielzahl von
Bedingungen auf die intrazelluldare Gradientenverteilung des mitochondrialen Tom20-Proteins

untersucht.

3.7 Untersuchungen zur Identifikation von Signalen, welche zur

Entstehung der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine beitragen

Die vorangegangen Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, dass es einen aktiven
Mechanismus zur spezifischen intrazelluldren Anordnung von Mitochondrien gibt. Signale, welche die
mitochondrialen Proteinverteilungen beeinflussen, kénnten aufgrund der vielfaltigen Funktionen von
Mitochondrien und Interaktionen mit anderen Zellorganellen unterschiedlichen Ursprungs sein:
ATP/ADP-Verhiltnis, Substrat- bzw. Proteingehalt, Ca**-Konzentration, Ndhe zu anderen Organellen.
Vermutlich sind an diesem Mechanismus weitere Proteine beteiligt, die bislang nicht identifiziert
sind.

Um zu erfahren, wie mitochondriale Proteinverteilungen reguliert werden, wurde im Rahmen dieser
Arbeit der Einfluss einer Vielzahl verschiedener Bedingungen auf die Gradientenverteilung des
mitochondrialen Tom20-Proteins untersucht.

Es wurde zundchst untersucht, ob das mitochondriale Membranpotential ein Faktor, der zur
Entstehung heterogener mitochondrialer Proteinverteilungen fiihrt, ist. Es konnte deshalb als Signal
fir die spezifische Anordnung von Mitochondrien dienen, weil es ein Indikator der Aktivitat fir die
ATP-Produktion von Mitochondrien ist. Hierzu wurde der Effekt einer Vielzahl von
Atmungskettenkomplexinhibitoren, Entkopplern des mitochondrialen Membranpotentials,
lonophoren, sowie der mtDNA-Defizienz auf die mitochondrialen Proteinverteilungen untersucht.
Nachfolgend werden beispielhaft die Ergebnisse, welche fiir die Behandlung von Zellen mit

Oligomycin und Valinomycin erhalten wurden beschrieben.
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3.7.1 Untersuchung des Einflusses der Verdnderung des mitochondrialen

Membranpotentials auf die Gradientenverteilung von Tom20

Die Heterogenitdt des mitochondrialen Membranpotentials wurde in einigen Studien gezeigt (Smiley
et al. 1991, Diaz et al. 1999, Collins et al. 2002, Wikstrom et al. 2007, Wikstrom et al. 2009). Eine
Untersuchung konnte sogar eine Gradientenverteilung des Membranpotentials, die dem Gradienten
mitochondrialer Proteinverteilungen entsprach, beobachten (Wurm et al. 2011). Ferner wurde
bereits beobachtet, dass die Depolarisation von Mitochondrien ihren Transport in Axonen arretiert
(Schwarz 2013).

Weiterhin ist das mitochondriale Membranpotential notwendig fiir die ATP-Produktion Gber die
Atmungskette. Sollten mitochondriale Proteine tatsdchlich heterogen verteilt sein, um
unterschiedliche energetische Anspriiche innerhalb von Zellen zu decken, kénnte eine Veranderung
des mitochondrialen Membranpotentials und somit der ATP-Produktion eventuell die Grundlage der
Proteingradienten zerstoren.

Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit Uberprift, ob ein Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials zu einer Equilibrierung der Tom20-Proteinverteilungen und die Erhéhung des
mitochondrialen Membranpotentials zu einer Verscharfung der Gradientenverteilung von Tom20
flhren. Dies wéare zu erwarten, wenn das mitochondriale Membranpotential tatsachlich ein Signal fur

die Entstehung der Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen ist.

Um den Einfluss des mitochondrialen Membranpotentials auf die Heterogenitdt der Tom20-
Proteinverteilung bzw. seine Rolle als Signal fiir die Entstehung dieser Heterogenitat zu untersuchen,
wurden zwei Substanzen verwendet, welche auf unterschiedliche Weise das mitochondriale
Membranpotential verandern.

Zum einen wurde Valinomycin verwendet, ein Kalium-lonophor, der das mitochondriale
Membranpotential rasch und vollstandig abbaut (Moore et al. 1964). Zum anderen wurde Oligomycin
eingesetzt, welches eine Erhéhung des mitochondrialen Membranpotentials bewirkt (Johnson et al.
1981). Zu dieser Erh6hung kommt es, weil Oligomycin die Funktion der ATP-Synthase, also Komplex V
der Atmungskette, inhibiert, indem es den Protonenkanal blockiert (Penefsky 1985). Dadurch ist der
Protonenfluss entlang der F,Fo-ATPase unterbunden.

Der Erfolg der spezifischen Verdnderungen des mitochondrialen Membranpotentials, aufgrund der
Einwirkungen der Substanzen, wurde (iber die Farbung mit dem Membranpotential-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Red CM-HyXros kontrolliert. Nach 48 h Inkubation mit 5 uM
Valinomycin war erwartungsgemal} keine mitochondriale Markierung mit dem Mitotracker-Farbstoff

mehr zu beobachten (Abbildung 3.25), was auf einen Verlust des mitochondrialen

96



Ergebnisse

Membranpotentials hindeutet. Nach 48 h Inkubation mit 10 uM Oligomycin hingegen, war eine
deutliche mitochondriale Lokalisierung des Mitotracker-Fluoreszenzsignals zu beobachten. Ferner
war dessen Intensitat deutlich gegeniliber der Markierung von DMSO-behandelten Kontrollzellen

erhoht (Abbildung 3.25).

48h Valinomycin

Vero
MitoTracker Red CM-H_Xros

Abbildung 3.25: Das mitochondriale Membranpotential ldsst sich durch Einwirkung verschiedener Substanzen gezielt
verdndern.

Das mitochondriale Membranpotential wurde durch 48-stiindige Applikation von 5 uM Valinomycin auf Vero-Zellen
zerstort bzw. mittels 10 uM Oligomycin gegeniiber DMSO-behandelten Kontroll-Zellen erhdht. Diese Veranderung
wurde durch die Markierung mit dem Membranpotential-sensitiven Farbstoff MitoTracker Red CM-H,Xros sichtbar.
Abgebildet sind Epifluoreszenzaufnahmen. Die Aufnahmebedingungen und Farbtabelle sind fur alle Aufnahmen

konstant.

Die 48-stindige Behandlung von Vero-Zellen mit den Membranpotential-manipulierenden
Substanzen Valinomycin bzw. Oligomycin (gleiche Konzentrationen wie zuvor) fragmentierte die
mitochondriale Morphologie (Abbildung 3.26 A). Das bestatigte die Beobachtungen, dass das
mitochondriale Membranpotential einen entscheidenden Einfluss auf das Gleichgewicht
mitochondrialer Fusions- und Teilungsvorgédnge hat (Legros et al. 2002).

AnschlieBend wurde der Einfluss dieser induzierten Veranderungen des mitochondrialen
Membranpotentials auf die intrazellulare Verteilung des mitochondrialen Tom20-Proteins

untersucht.

Die Analyse der Heterogenitat der Tom20-Proteinverteilungen in Zellen mit einem verringerten oder
einem erhohten  Membranpotential erfolgte durch die Fluoreszenzintensitdtsanalyse
konfokalmikroskopischer Daten. Insgesamt lieR sich keine Veranderung der Heterogenitat der

Tom20-Proteinverteilungen durch die Beeintrachtigung des mitochondrialen Membranpotentials
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feststellen. Die Mittelwerte der Steigungen der Regressionsgeraden Uber alle Zellen pro Behandlung

wichen nicht von DMSO-behandelten Kontroll-Zellen ab (Abbildung 3.26 B).
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Abbildung 3.26: Verdanderungen des mitochondrialen Membranpotentials haben keinen Einfluss auf die
Heterogenitat der Tom20-Proteinverteilung.

Sowohl die 48-stiindige Inkubation mit 5 uM Valinomycin, als auch mit 10 uM Oligomycin, induzierten eine
Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks, welche durch die Immunfluoreszenzmarkierung gegen Tom20 auf
Vero-Zellen beobachtet werden kann. Gezeigt werden Maximalprojektionen konfokaler z-Stapel. (B) Die Fluoreszenz-
Intensitatsanalyse von Tom20 auf entweder Valinomycin- oder Oligomycin-behandelten Zellen, ergab, dass die
Gradientenverteilung von Tom20, unverandert gegenliber DMSO-behandelten Kontroll-Zellen vorlag. Fiir die Analyse
wurden mindestens 20 Zellen pro Bedingung analysiert und iberlappende Mitochondrien wurden von der Auswertung
ausgespart. Das Experiment wurde drei Mal durchgefiihrt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler. Die

Farbtabellen der Mitochondrienmarkierungen sind identisch
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Dementsprechend ist festzustellen, dass weder die Verminderung noch die Erhohung des
mitochondrialen Membranpotentials einen Einfluss auf die heterogene Verteilung des

mitochondrialen Proteins Tom20 hatte.

Der Einfluss der Verdanderung des mitochondrialen Membranpotentials wurde im Rahmen dieser
Arbeit durch Einsatz weiterer Substanzen untersucht. Hierzu zdhlen
Atmungskettenkomplexinhibitoren, lonophore, sowie Ethidiumbromid, welches die mitochondriale
DNA zerstort (siehe Tabelle Anhang Tabelle 7.1). Diese Bedingungen verdnderten die
Gradientenverteilung von Tom20 in Vero-Zellen jedoch nicht. Somit fungiert das mitochondriale
Membranpotential vermutlich nicht als Signal fiir die Entstehung der Heterogenitat mitochondrialer
Proteinverteilungen.

Deshalb wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt, um einen Faktor, welcher die heterogene

mitochondriale Proteinverteilung reguliert, zu identifizieren.

3.7.2 Untersuchung des Einflusses verschiedenster Bedingungen auf die

Gradientenverteilung von Tom20

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Vielzahl verschiedener Bedingungen auf die
Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen untersucht (siehe Anhang Tabellen 7.1 und 7.2).
Ziel dieser Experimente war die Identifikation eines Faktors, welcher die Heterogenitat
mitochondriale Proteinverteilungen reguliert.

Es besteht die Vermutung, dass die heterogene Verteilung mitochondrialer Protein existiert, weil sie
die Folge eines Anpassungsmechanismus auf unterschiedliche metabolische Anforderungen
(Energiebedarf) darstellen. Dies ist denkbar, weil Mitochondrien hauptsachlich fiir die zelluldare ATP-
Produktion verantwortlich sind. Um diese Hypothese naher zu untersuchen, wurde nicht nur das
mitochondriale Membranpotential manipuliert und Atmungskettenkomplexproteine inhibiert (siehe
3.7.1), sondern Saugerzellen auch unter verschiedensten Nahrstoffbedingungen kultiviert (viel und
wenig Glukose, Desoxyglukose, Uberschuss an ATP). Die Intention dieser Experimente war generell
die Untersuchung der Reaktion von Saugerzellen auf eine verdanderte Abhangigkeit bzw.
Notwendigkeit von Mitochondrien zur ATP-Produktion. Es konnten zwar Veranderungen der
gesamten mitochondrialen Morphologie aufgrund der veranderten Kultivierungsbedingungen
beobachtet werden, jedoch keine Modifikationen der Heterogenitdt mitochondrialer

Proteinverteilungen.
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Dariiber hinaus wurde der Effekt der Uberexpression sowie Inhibierung bzw. Herunterregulierung
von Proteinen auf die Tom20-Proteinverteilung untersucht, zu denen es bereits Hinweise gab, dass
sie Uber die Funktion der Wahrnehmung des energetischen Status verfligen oder die mitochondriale
Aktivitat regulieren kdnnen. Hierzu zadhlten zum Beispiel die AMP-Kinase, die Caseinkinase und die
Proteinkinase A. Generell ist anzunehmen, dass Proteinkinasen moglicherweise eine Rolle bei der
Regulierung mitochondrialer Proteinverteilungen spielen kdonnten, weil sie eine posttranslationale
Regulierung von Proteinaktivitdt vermitteln. Ferner wurde die Auswirkung der Inhibierung aller
Proteinkinasen durch Staurosporin auf die mitochondrialen Proteinverteilungen erprobt. Da dies
keine Veranderungen bewirkte, wurde anschlieRend der Einfluss der Inhibition der Translation
(zytoplasmatisch, mitochondrial), also der Neusynthese aller Proteine, auf die heterogene Verteilung
mitochondrialer Proteine analysiert. Das Ergebnis dieses Experiments kénnte einen Hinweis darauf
geben, ob die Ausbildung heterogener Proteinverteilungen in Mitochondrien lberhaupt auf die
Wirkung eines Proteins zurickzufiihren ist. Es konnte keine eindeutige Veranderung mitochondrialer
Proteinverteilungen nach 48-stiindiger Inkubation mit den entsprechenden Substanzen beobachtet
werden. Problematisch erwies sich bei der Analyse jedoch die Tatsache, dass die Zellen oftmals zu
diesem Zeitpunkt bereits in die Apoptose Ubergingen. Da die zuvor beschriebenen Ergebnisse einen
Hinweis darauf geben, dass vermutlich kein unbekanntes Protein verantwortlich fir die Regulierung
mitochondrialer Proteinverteilungen ist, besteht noch die Madglichkeit, dass ein gezielter Abbau
mitochondrialer Proteine die Ursache fiir die Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen ist.
Um dies zu untersuchen, wurde die Funktion des Proteasoms unterbunden. Das Proteasom ist ein
Enzymkomplex, welcher den Abbau von polyubiquitinierten Protein ausfiihrt. Es wurde mittels
MG 132 inhibiert; dies zeigte jedoch keinen Effekt auf die Verteilung mitochondrialer Proteine, wobei
die starke Morphologieverdanderung der Mitochondrien die Auswertung ihrer Proteinverteilungen
beeintrachtigte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass mitochondriale Dynamik eine gewisse Rolle bei
der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine spielt. Deshalb wurde der Einfluss der
Uberexpression oder Inhibierung weiterer Proteine des mitochondrialen Fusions-, Teilungs- und
Transportapparates analysiert. Hierzu zdhlte zum Einen die Zerstérung von filamentdsem Aktin, aber
auch die Uberexpression verschiedenster Proteine, die entweder an der mitochondrialen Dynamik
beteiligt sind (Opal, Mfn1/2, Drpl) oder Teile der mitochondrialen Transportkomplexe sind
(Syntabulin, Syntaphilin, Kinesin-light-chain-1, cytoplasmic-dynein-heavy-chain-1). Keine der
untersuchten Bedingungen ergaben signifikante Veranderungen der mitochondrialen
Proteinverteilungen, wobei teilweise die Untersuchung aufgrund stark veranderter mitochondrialer

Morphologie oder apoptotischer Vorgange erschwert war.
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Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich gezeigt, dass die Herunterregulierung
des mitochondrialen Teilungsproteins Drpl, sowie der Verlust des Transports von Mitochondrien

entlang Mikrotubuli die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine beeinflussen.
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4. Diskussion und Ausblick

4.1 Ursachen fur die Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen

Innerhalb der letzten Jahre ist die Zahl der Studien, welche eine morphologische oder funktionale
Heterogenitat von Mitochondrien zwischen verschiedenen Zelltypen und Geweben belegen, deutlich
angewachsen (Kuznetsov et al. 2009, Wikstrom et al. 2009, Jakobs et al. 2011). Ferner wurde gezeigt,
dass diese Heterogenitat auch innerhalb einzelner Zellen existiert (Bowser et al. 1998, Collins et al.
2002, Wikstrom et al. 2007, Wurm et al. 2011).

Mitochondrien sind von entscheidender Bedeutung fir die Energiebereitstellung innerhalb
eukaryotischer Zellen (McBride et al. 2006). Dariiber hinaus besitzen sie wichtige Funktionen bei
einer Reihe zelluldrer Prozesse wie Stoffwechselvorgdngen und lonenhomdostase (Kennedy et al.
1950, Artom et al. 1951, Birt et al. 1960, Craddock et al. 1961, Maier et al. 1974, Scheffler 2001). Das
Zusammenspiel aller mitochondrialer Funktionen kénnte zu mitochondrialer Heterogenitat fiihren,
denn verschiedene mitochondriale Subpopulationen oder sogar einzelne Mitochondrien kdnnten
unterschiedliche Funktionen erfiillen. Die Heterogenitat konnte somit einen Mechanismus der
Spezialisierung von Mitochondrien zur Erflllung ihrer diversen Funktionen innerhalb der Zelle
darstellen.

Weiterhin wird Mitochondrien eine entscheidende Rolle bei der Entstehung verschiedener
Krankheiten, u.a. Diabetes mellitus, neurodegenerativer Erkrankungen und Krebs, zugeschrieben
(Nunnari et al. 2012). Interessanterweise wurde ein erhohtes MaR mitochondrialer Heterogenitat
unter pathophysiologischen Bedingungen, wie z.B. ischamischer Reperfusion und Diabetes (in Beta-
Zellen), beobachtet (Wikstrom et al. 2009). Weiterhin verdndern Stressbedingungen, die den
Stoffwechsel betreffen, sowie Apoptose die Heterogenitat von Mitochondrien (Kuznetsov et al. 2009,
Wikstrom et al. 2009). Deshalb kénnte das Verstandnis mitochondrialer Heterogenitat zur Aufklarung
der Integration mitochondrialer Funktion in die Physiologie gesamter Zellen und Geweben sowie der

Bedeutung ihrer Dysfunktion fiir pathophysiologische Zustande beitragen.

4.1.1 Mitochondriale Heterogenitdt beruht auf einem aktiven Mechanismus

Eine heterogene Verteilung ist fiir viele Proteine in verschiedenen Organismen und Geweben
bekannt (De Camilli et al. 1986, Song et al. 2000, Gatti et al. 2001, Reeves et al. 2012, Saunders et al.
2012, Matsuoka et al. 2013).
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Bislang ist wenig darlber bekannt, ob auch die Verteilung mitochondrialer Proteine eine
Heterogenitat aufweist. In einer Studie wurde die Existenz einer unterschiedlichen Menge bzw.
Aktivitat der FiFo-ATPase oder des Adenin-Nukleotid-Transporters in verschiedenen Mitochondrien
zwar postuliert, der Beweis durch Mikroskopie dieser Proteinheterogenitat fehlte bislang (Cossarizza
et al. 1996, Wikstrom et al. 2007). Kirzlich ergaben Studien unter Verwendung hochstauflésender
Mikroskopietechniken, dass die Dichte mitochondrialer Proteincluster tatsachlich innerhalb von
Saugerzellen ungleich ist. Hierzu wurden die nanoskaligen Proteinverteilungen der mitochondrialen
Proteine Tom20 und Mitofilin/Mic60 mit Hilfe der STED-Mikroskopie aufgelost und untersucht
(Wurm et al. 2011, Jans et al. 2013). Im Rahmen beider Studien wurde eine héhere Proteindichte in
perinukledren Mitochondrien als in peripheren Mitochondrien beobachtet. Im Fall von Tom20
korrelierte diese sogar mit einem physiologischen Parameter, namlich dem mitochondrialen
Membranpotential. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde belegt, dass verschiedene
mitochondriale Proteine, die unterschiedliche Funktionen und submitochondriale Lokalisationen
aufweisen, eine heterogene Verteilung Uber die gesamte Zelle, in Form eines intrazelluldaren
Gradienten, besitzen.

Da eine heterogene intrazelluldre Verteilung fir eine Vielzahl mitochondrialer Proteine und auch fir
Proteine anderer zelluldarer Kompartimente beobachtet werden kann, stellt sich die Frage, ob diese
heterogenen Verteilungen zufillig entstehen oder das Ergebnis eines aktiven Mechanismus sind.
Aufgrund der Tatsache, dass mRNA im Zellkern produziert wird, kdnnte man annehmen, dass in
Zellkernndhe auch eine hohere Konzentration an mRNA vorliegt und eine erhéhte Proteintranslation
erfolgt. Deshalb ware zu erwarten, dass generell mehr Proteinimport in Mitochondrien in
Zellkernndhe stattfindet, wodurch die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine passiv
entstehen kdnnte. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass bereits zu einem
Zeitpunkt kurz nach der Zellteilung (wahrend der Zytokinese) eine Gradientenverteilung von Tom20
erkennbar ist (siehe Abschnitt 3.4.2). Diese Beobachtung lasst die Vermutung zu, dass es einen sehr
schnellen Mechanismus in der Zelle geben muss, der Mitochondrien auf beide Tochterzellen aufteilt

und aktiv gezielt anordnet und so eine Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine erzeugt.

4.1.2 Energiebedarf als mégliche Ursache fiir mitochondriale Heterogenitdt

Welche Signale und molekularen Mechanismen diese Verteilung der Mitochondrien regulieren und
wozu letztendlich die Heterogenitat existiert, ist bislang unbekannt. Es ist denkbar, dass die
mitochondriale Heterogenitat eine Anpassung an unterschiedliche subzellulare Anforderungen und

Bedingungen (lonen- und Metabolit-Konzentrationen), vor allem Stoffwechselzustinde, darstellt.
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Dementsprechend kdonnte die mitochondriale Organisation und Funktion hochspezialisiert sein, um
die individuellen Bedirfnisse von Zellen (und ihrer distinkten Regionen) zu erfillen.

Es besteht die Moglichkeit, dass die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine mit der
Regulierung der Aktivitdt von Mitochondrien zusammenhangt. Denn im Rahmen einer Studie wurde
die Hypothese aufgestellt, dass die perinukledre Aggregierung von Mitochondrien einen
Mechanismus darstellt, der dazu dient groRe Mengen ATP in der Nahe des Zellkerns zu erzeugen
(Bruce et al. 2004). Dies wurde damit begriindet, dass der Zellkern aufgrund verschiedener Prozesse
wie dem nukledren Import, der Regulation von Kinasen, der Kontrolle des Zellzyklus, der DNA-
Replikation sowie der Funktion von lonenkanalen und -Transportern ein Organell mit einem hohem
Bedarf an ATP ist. Somit konnte die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine ein Resultat
unterschiedlicher Energieanforderungen innerhalb Zellen sein. Diese Hypothese wird durch die
Beobachtung unterstiitzt, dass ADP die mitochondriale Beweglichkeit verringert. In Zellbereichen mit
hohem ATP-Bedarf ist die Menge an ADP hoher. Die Arretierung von Mitochondrien in diesen
Zellregionen stellt somit eine Anpassung an den erhéhten ATP-Bedarf dar (Schwarz 2013).

Die Ergebnisse einiger Studien unterstitzen die Hypothese, dass mitochondriale Heterogenitat
aufgrund unterschiedlicher Energiebedarfe entsteht. Hierflr spricht beispielsweise die Heterogenitat
des mitochondrialen Membranpotentials. Das mitochondriale Membranpotential ist ein Indikator der
Aktivitat fur die ATP-Produktion von Mitochondrien. Allerdings existieren widerspriichliche
Beobachtungen Uber die heterogene Verteilung des mitochondrialen Membranpotentials. Wurm et
al. beobachteten in Ptk2-Zellen, unter Verwendung des Membranpotentialsensitiven-Farbstoffs
DioCs, eine Gradientenverteilung des mitochondrialen Membranpotentials, mit einem hoheren
Membranpotential in perinukledren Mitochondrien als in peripheren Mitochondrien (Wurm et al.
2011). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die gleichen Beobachtungen Uber das
mitochondriale Membranpotential in Vero-Zellen gemacht. Im Gegensatz hierzu wurde im Rahmen
anderer Studien, unter Verwendung von JC-1, ein hoheres Membranpotential in peripheren
Mitochondrien als in perinukledren Mitochondrien fiir Astrozyten, Hep-2- und endotheliale Zellen
beschrieben (Bereiter-Hahn et al. 1983, Smiley et al. 1991, Diaz et al. 1999). Eine andere Studie
zeigte, dass in Astrozyten der Grofiteil der untersuchten Zellen Gber ein hoheres Membranpotential
in der Zellperipherie als in Zellkernndhe verfligt, wohingegen andere Zellen keine regionalen
Unterschiede des mitochondrialen Membranpotentials oder sogar ein erh6htes Membranpotential in
Zellkernnihe aufwiesen (Keil et al. 2011). Weitere Studien, die mittels TMRE/TMRM die Verteilung
des Membranpotentials in humanen Astrozyten, humanen Fibroblasten und pankreatischen Beta-
Zellen analysiert haben, konnten wiederum keine Unterschiede des mitochondrialen
Membranpotentials zwischen perinukledren und peripheren Mitochondrien feststellen (Diaz et al.

2000, Wikstrom et al. 2007).

104



Diskussion

Es ist moglich, dass diese widerspriichlichen Beobachtungen auf unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen (u.a. aufgrund der Verwendung verschiedener Farbstoffe und /oder
Kultivierungsbedingungen) und der Untersuchung verschiedener Zelllinien beruhen. Wahrscheinlich
unterscheiden sich die Membranpotentialverteilungen zwischen verschiedenen Zelllinien aufgrund
ihrer hochspezialisierten Funktionen. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse einer Studie
unterstltzt, die zeigte, dass sich der Mittelwert des mitochondrialen Membranpotentials von
verschiedenen Zelllinien unterscheidet (Huang et al. 2004). Als moglichen Grund hierfiir wurden
unterschiedliche Energiebedarfe der analysierten Zelllinien angefihrt.

Somit gibt es Hinweise darauf, dass die Aktivitat fir ATP-Produktion von Mitochondrien innerhalb
einzelner Zellen, aufgrund der Beobachtung der Heterogenitit des mitochondrialen
Membranpotentials, unterschiedlich ist. Weitere Anhaltspunkte dafir, dass die Ursache
mitochondrialer Heterogenitat die Anpassung an unterschiedliche Energieanforderungen innerhalb
Zellen ist, sind die heterogenen Verteilungen einer Vielzahl im Rahmen dieser Arbeit belegten
mitochondrialen Proteine (siehe 3.1.4).

Hierzu zahlen beispielsweise die Proteine des mitochondrialen Import-Apparates. Bis auf 13
hydrophobe Proteine sind alle mitochondrialen Proteine im Zellkern kodiert. Mitochondrien verfiigen
Uber spezielle Komplexe in der duferen und inneren mitochondrialen Membran zum Import des
GrofRteils ihrer Proteine. Die Verteilung der Bestandteile Tom20, Tom22, Tim23, Sam50 sowie des
Chaperons Hsp70 dieser Importkomplexe wurde im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Es wurde
beobachtet, dass alle diese analysierten Proteine des mitochondrialen Import-Apparates eine
Gradientenverteilung zeigen (siehe 3.1.4). Daraus kann man vermuten, dass der Import
mitochondrialer Proteine nicht gleichmaRig innerhalb der Zelle stattfindet, sondern in der Nahe des
Zellkerns eher als am Rand der Zelle erfolgt. Diese Beobachtung kann eine Anpassung an
unterschiedliche Energiebedarfe bedeuten. Denn unter der Annahme, dass Zellen auf
unterschiedliche Energieanspriiche mit der Anderung des Proteingehalts ihrer Mitochondrien
reagieren (Devin et al. 2007), ist es moglich, dass solch eine Anpassung auch fiir die
Haupteintrittspore und somit die Importkomplexproteine existiert.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit die Verteilung der MICOS-Komplex-Komponenten Mic60,
Mic10, Mic19, DnalJC11 und des Komplex-assoziierten Proteins Sam50 analysiert. Dieser Komplex
lokalisiert u.a. an den Cristae Junctions, welche eine Verbindung mitochondrialer Cristae zur inneren
Grenzflaichenmembran darstellen (Pfanner et al. 2014). Es wurde gezeigt, dass alle analysierten
Komponenten des MICOS-Komplexes eine heterogene Verteilung innerhalb einer Zelle, in Form eines
intrazelluldren Gradienten, aufweisen (siehe 3.1.4).

Dies kann somit bedeuten, dass auch die Verteilung und Dichte mitochondrialer Cristae innerhalb

Zellen heterogen ist. Die Dichte der Cristae Junctions kann ein MaR fir die Aktivitdt von
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Mitochondrien sein, weil sie nicht nur die Dichte mitochondrialer Cristae widerspiegelt sondern die
Cristae Junctions auch die Zusammensetzung der Cristae-Membran kontrollieren und dadurch die
ATP-Produktion beeinflussen (Mannella 2006). Im Einklang mit dieser Annahme steht die
Beobachtung dieser Arbeit, dass auch die Verteilungen von Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe (ATP Synthase, Cytochrom c¢ und der Cytochrom c-Oxidase) eine
Gradientenverteilung innerhalb von Zellen besitzen (siehe 3.1.4). Dies gibt einen weiteren Hinweis
darauf, dass womoglich auch die ATP-Produktion innerhalb einer Zelle raumlich ungleich verteilt ist.

Somit weisen die Beobachtungen dieser Arbeit darauf hin, dass die Aktivitdit der Mitochondrien
innerhalb von Zellen verschieden ist was auf unterschiedliche Proteinverteilungen, die an die lokalen

Energieanspriiche innerhalb von Zellen angepasst werden kénnen, zuriickzufiihren ist.

Fiir die weitere Aufklarung der Ursache mitochondrialer Heterogenitit ware zudem die Analyse
mitochondrialer Proteinverteilungen in Zellen, die polarisiert sind und eine hochspezialisierte
Funktion erflllen, hilfreich. Beispielsweise konnte die Untersuchung von mitochondrialen
Proteinverteilungen in Muskelzellen weitere Belege dafiir, dass ein unterschiedlicher intrazellularer
Energiebedarf die Ursache der Heterogenitdt von Mitochondrien ist, geben. Muskelzellen sind
deshalb von Bedeutung, weil ihre Funktion der Muskelkontraktion groRe Mengen an Energie in Form
von ATP bendtigt. Unter der Annahme, dass die Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen
deshalb existiert, weil ein erhéhter ATP-Bedarf in bestimmten Zellregionen gedeckt werden muss, ist
zu vermuten, dass in Muskelzellen keine Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine beobachtbar
ist. Dies ist deshalb wahrscheinlich, weil die Fibrillen, welche die Energie fiir die Kontraktion
bendtigen, sich Uberall in den Muskelzellen befinden. Die Muskelfibrillen wéaren die Strukturen in der
Zelle mit dem hochsten Energiebedarf und nicht der Zellkern, was moglicherweise fir
Fibroblastenzellen gilt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb die Verteilung von Tom20 in
Herzmuskelzellen von Ratten untersucht (prapariert wurden diese von Dr. Eva Wagner, UMG). Die
Immunfluoreszenzmarkierung von Tom20 ergab eine vollstandige Farbung innerhalb der Zellen. Es
wurde kein distinktes Netzwerk, wie es in den meisten Saugerzelltypen zu beobachten ist, sondern
eine hochgeordnete Struktur sichtbar (Abbildung 4.1). Dies deutete bereits darauf hin, dass keine
Heterogenitat der Dichteverteilung des mitochondrialen Tom20 Proteins, wie sie in Vero-Zellen zu

beobachten ist, in Kardiomyozyten existiert.
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Kardiomyozyten

Abbildung 4.1: Untersuchung mitochondrialer Proteinverteilungen in Herzmuskelzellen von Ratten.

Die Immunfluoreszenzmarkierung von Tom20 auf Herzmuskelzellen von Ratten zeigt, dass die Mitochondrien auf die
gesamte Zelle ausgebreitet vorliegen. Dabei verdndert sich die Tom20-Fluoreszenzintensitat innerhalb der Zelle kaum.
Lediglich in der Nahe der Plasmamembran ist sie leicht erhoht. Abgebildet ist eine Maximalprojektion konfokaler z-Stapel.

Eine Auswertung der Proteinverteilung von Tom20 in diesen Zellen bestatigte diese Beobachtung. Es
war sogar ein leichter Anstieg der Proteindichte in der Ndhe der Plasmamembran sichtbar (Abbildung
4.2).

Dies stimmt gut (iberein mit den Ergebnissen einer frilheren Studie (Kuznetsov et al. 2009), in
welcher auch eine Erhohung der Proteindichte in Plasmamembranndhe beobachtet wurde. Dies
konnte auf einen Mechanismus der Energiebereitstellung fiir ATP-getriebene lonenkanale (z.B. fir
Ca?*-Eintritt) zurtickzufiihren sein (Lawrie et al. 1996). Somit geben diese Erkenntnisse einen Hinweis
darauf, dass die Verteilung mitochondrialer Proteine tatsadchlich einen Mechanismus der Anpassung

der Zelle an unterschiedliche Energiebedarfe darstellt.
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Abbildung 4.2: Untersuchung mitochondrialer
Proteinverteilungen in Herzmuskelzellen von
Ratten.
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Weiterhin kdnnte auch die Analyse der Verteilung mitochondrialer Proteine in endothelialen Zellen,
die Uber Zilien verfiigen, Hinweise dazu liefern, ob mitochondriale Heterogenitdt existiert um
unterschiedliche Energiebedarfe innerhalb Zellen zu erfillen. Zilien befinden sich direkt an der
Plasmamembran. Fir ihre Bewegung muss Energie aufgebracht werden. Unter der Annahme, dass
dieser Unterschied im Energiebedarf von der Zelle kompensiert werden muss, wéare die
Untersuchung der mitochondrialen Proteinverteilung hier von Bedeutung. Moglicherweise verfliigen
diese Zellen Uber eine inverse Proteinverteilung im Vergleich zu Vero-Zellen, da anzunehmen ist, dass

die Zilien an der Plasmamembran das Organell mit dem hdchsten Energiebedarf darstellen.

In Zukunft ware insbesondere die Analyse mitochondrialer Heterogenitdt in Neuronen von Interesse.
Aufgrund ihrer komplexen und individuellen Struktur und Funktion, ist die korrekte Funktion und
Bewegung von Mitochondrien in diesen Zellen essentiell. Die Synapsen, welche den hochsten Bedarf
an ATP und Ca*-Pufferkapazitit innerhalb einer Nervenzelle besitzen, befinden sich hiufig in weit
vom Soma entfernten Endregionen. Die meisten mitochondrialen Proteine sind jedoch im Kern
kodiert. Die Mitochondrien miissen demnach eine lange Strecke vom Kern bis zu den Nervenenden
zurlicklegen. Dieser Transport muss streng reguliert sein. Jegliche Stérung kann verheerende
Auswirkungen haben. Mitochondriale Dysfunktion in Neuronen steht im Zusammenhang mit der
Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen wie Parkinson, Demenz oder Alzheimer.
Dementsprechend wiédre es von groRem Interesse zu erforschen, in welchem Ausmall eine

Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine in Neuronen existiert und ob sie bei
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neurodegenerativen Erkrankungen verandert ist. Dies kann weitere Erkenntnisse darliber liefern,
welche funktionelle Relevanz mitochondriale Heterogenitat besitzt.

Es gibt bereits erste Hinweise auf eine Heterogenitit des Membranpotentials zwischen
Mitochondrien in Neuronen. Interessanterweise wurde sogar eine Korrelation zwischen
Membranpotential und Transportrichtung von Mitochondrien beobachtet. So konnte gezeigt werden,
dass 90% der Mitochondrien mit einem hohen Membranpotential in die Richtung des
Wachstumskegels eines Neurons transportiert wurden und sich 80 % der Mitochondrien mit einem
geringen Membranpotential in die entgegengesetzte Richtung zum Zellkérper hin bewegt haben
(Miller et al. 2004). Es ware moglich, dass diese Beobachtung auch mit einer Heterogenitat

mitochondrialer Proteinverteilungen korreliert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben deutliche Hinweise darauf, dass die mitochondriale Heterogenitat
das Ergebnis einer Anpassung der Mitochondrien an unterschiedliche subzellulare Anforderungen
und Bedingungen, insbesondere Energiebedarfe und lonen- bzw. Metabolitkonzentrationen, ist. Das
bedeutet, dass die Organisation von Mitochondrien hochspezialisiert sein muss, um die individuellen

Bedirfnisse von Zellen bzw. distinkten Zellbereichen zu erfillen.

4.2 Faktoren, die zur Entstehung und Aufrechterhaltung der

mitochondrialen Heterogenitat beitragen

Welche molekularen Mechanismen der Entstehung und Aufrechterhaltung mitochondrialer
Heterogenitat zugrunde liegen war vor Beginn der vorliegenden Arbeit nicht bekannt. Im Rahmen

dieser Arbeit sollten diese Mechanismen identifiziert werden.

4.2.1 Das mitochondriale Netzwerk von Vero-Zellen ist nicht kontinuierlich

Mitochondrien sind hochdynamische Organellen, die sich durch fortwahrende Fusions-, Teilungs- und
Bewegungsvorgange auszeichnen. Diese Prozesse tragen maligeblich zu der schnellen Veranderung
der Erscheinung ihres Netzwerks bei (Ferree et al. 2012).

Hierbei stellt sich die Frage, wie die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine trotz
kontinuierlicher Dynamik dieser Organellen existieren kann. Dies ware moglich, wenn das
mitochondriale Netzwerk diskontinuierlich ist und mitochondriale Translokation rdumlich begrenzt

erfolgt.
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Mikroskopische Studien zur Untersuchung der mitochondrialen Kontinuitdt unter Verwendung
fluoreszierender Proteine lieferten widersprichliche Beobachtungen. Zum einen gibt es eine Reihe
von Veroffentlichungen, die darauf hinweisen, dass sich der mitochondriale Inhalt innerhalb einer
Stunde komplett vermischt, was auf eine Kontinuitat des Netzwerks hindeutet (Karbowski et al. 2004,
Karbowski et al. 2004, Twig et al. 2008) (Abbildung 4.3). Dies wiirde zu einer Homogenisierung des
mitochondrialen Inhalts fihren. Wenn dies so ware, dann ware eine Gradientenverteilung

mitochondrialer Proteine unwahrscheinlich.

+30min

Abbildung 4.3: Ergebnisse der Studien, die eine Kontinuitit des mitochondrialen Netzwerks belegen.

(A) Untersuchung der Kontinuitat von Mitochondrien in a) HelLa-Zellen, b) COS-7-Zellen, c) Neuronen des Hippocampus
und d) MEF-Zellen unter Verwendung des mitochondrial exprimierten photoaktivierbaren PA-GFPs (Regenbogen-
Farbtabelle). Die Beobachtung der Ausbreitung des Fluoreszenzsignals des aktivierten Proteins erfolgte lUber einen
Zeitraum von 60 min. Abgebildet sind z-Projektionen. Abbildung verandert aus (Karbowski et al. 2004)

(B) HelLa-Zellen, welche das photoaktivierbare PA-GFP mitochondrial exprimierten (Regenbogen-Farbtabelle), wurden
photoaktiviert. Die Beobachtung der Ausbreitung des Fluoreszenzsignals des aktivierten Proteins erfolgte Gber einen
Zeitraum von 60 min. Abbildung verdndert aus (Karbowski et al. 2004)

(C) In einer B-Zelle innerhalb einer intakten Pankreasinsel kommt es zu einer Verbreitung des mtPA-GFP-Signals nach

einer Stunde aufgrund mitochondrialer Dynamik. Abbildung verdandert aus (Molina et al. 2009).

In anderen Studien wurden jedoch gegensatzliche Beobachtungen gemacht. Mit Hilfe verschiedener
Mikroskopieansatze wurde gezeigt, dass sich der Inhalt von Mitochondrien nicht unbegrenzt auf das

gesamte Netzwerk ausbreiten kann. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass keine Kontinuitat aller
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Mitochondrien innerhalb einer Zelle besteht (Collins et al. 2002, Ivanchenko et al. 2005) (Abbildung
4.4).

green

red

before 1 min 9 min 42 min

Abbildung 4.4: Ergebnisse der Studien, die keine Kontinuitdt des mitochondrialen Netzwerks zeigen.

(A) Untersuchung der Kontinuitdt von Mitochondrien in a) Hela-Zellen bei 22°C, b) HelLa-Zellen bei 37°C und c) HUVEC-
Zellen bei 37°C unter Verwendung des mitochondrial exprimierten DsRed und der FRAP-Methode(Graustufen). DsRed in
Mitochondrien innerhalb eines ROIs (weies Quadrat) wurde zundchst gebleicht und nach 10 sek (A,B,C ii) sowie nach
20 min (A,B,C iii) mikroskopiert. GroRenbalken: 5 um. Abbildung verdndert aus (Collins et al. 2002).

(B) Die Untersuchung der mitochondrialen Kontinuitét erfolgte in HelLa-Zellen, die das photoaktivierbare Protein d2EosFP
mitochondrial exprimierten. d2EosFP wurde zundchst in kleinen Bereichen der Zelle photokonvertiert. AnschlieBend
wurde die Verbreitung der roten, geschalteten Fluoreszenz nach bestimmten Zeitpunkten (1, 9 und 42 min) verfolgt.

Keine GroRenbalken vorhanden. Abbildung verandert aus (Ivanchenko et al. 2005).

Somit war es notig zu untersuchen, ob das Netzwerk von Mitochondrien speziell in Vero-Zellen
kontinuierlich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand zweier unterschiedlicher Methoden beobachtet, dass
innerhalb ca. einer Stunde die Vermischung von mitochondrialem Inhalt und die Positionsanderung
von Mitochondrien nur innerhalb eines relativ kleinen abgegrenzten Bereiches erfolgten (siehe 3.2).
Diese Experimente zeigten, dass die mitochondriale Dynamik in den untersuchten Zellen lokal
begrenzt stattfindet und keine unbegrenzte Beweglichkeit einzelner Mitochondrien existiert. Das
lasst den Schluss zu, dass die Mitochondrien ihre urspriingliche Ausgangsposition kaum verlassen,
sondern vielmehr ein ,Schwingen’ um den Ausgangspunkt stattfindet. Kleine oszillierende
Bewegungen des mitochondrialen Netzwerks wurden bereits im Rahmen anderer Studien in
humanen Pankreaszellen (Kuznetsov et al. 2010) und in Ptk2-Zellen (Saunter et al. 2009) beobachtet.
Auch hier wurde gezeigt, dass Mitochondrien eher um ihren Ausgangspunkt verharren und im

Allgemeinen ,vor-zuriick“-Bewegungen vollziehen.
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AulRerdem geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen Hinweis darauf, dass das
mitochondriale Netzwerk von Vero-Zellen nicht kontinuierlich ist. Es findet somit keine vollstandige
Homogenisierung des Gehalts von Mitochondrien statt, was zu einem Verlust der
Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine filhren wiirde. Es stellt sich die Frage, wie es zu den
oben genannten abweichenden Forschungsergebnissen kommen kann.

Es kann sich dabei zum einen um ein unterschiedliches Verhalten aufgrund der Verwendung
verschiedener Zelllinien handeln. Es ist denkbar, dass einige Zelllinien aufgrund ihrer
hochspezialisierten Funktion (gegeniiber Vero-Zellen) auch ein anderes Verhalten mitochondrialer
Dynamik und Kontinuitdat aufweisen. Es ist wahrscheinlich, dass die widerspriichlichen
Beobachtungen aufgrund unterschiedlicher Bedingungen wahrend des Experimentes bzw. der
Mikroskopie (z.B. Temperatur, verschiedene fluoreszierende Proteine) entstanden sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Ergebnisse der Studien, die keine komplette Vermischung des
mitochondrialen Inhalts beobachteten bestatigt (Studien von: (Collins et al. 2002, lvanchenko et al.
2005).

Da die mitochondriale Dynamik scheinbar selektiv und begrenzt erfolgt, kann eine Heterogenitat
mitochondrialer Funktionalitdt und Proteinverteilungen dennoch existieren.

Somit kann fiir die Beweglichkeit von Mitochondrien in Vero-Zellen im Kontext der Heterogenitat
mitochondrialer Proteinverteilungen ein Modell beschrieben werden: die Gradientenverteilung
mitochondrialer Proteine geht durch die Dynamik des gesamten mitochondrialen Netzwerks nicht
verloren. Die Beweglichkeit von mitochondrialen Filamenten erlaubt zwar Fusions- und
Teilungsvorgange und somit einen Austausch ihres Inhalts in einem lokal begrenztem Zellbereich,
dennoch erfolgt die Homogenisierung nicht in dem AusmaB, dass sich der Inhalt jedes
Mitochondriums Uber die gesamte Zelle verteilen kénnte. Hierdurch kénnen Gradientenverteilungen
mitochondrialer Proteine bestehen bleiben. Es besteht demnach keine Kontinuitdt des

mitochondrialen Netzwerks in Vero-Zellen.

Wie anhand der Experimente dieser Arbeit festgestellt wurde, fliihrt mitochondriale Dynamik in Vero-
Zellen nicht zu einer vollstandigen Homogenisierung des mitochondrialen Inhalts. Eine mogliche
Erklarung fiir diese Beobachtung kann die individuelle Regulierung mitochondrialer Fusion oder
Teilung darstellen. AuBerdem formen diese Prozesse entscheidend das Erscheinungsbild der
gesamten Mitochondrienpopulation. Dementsprechend ware es vorstellbar, dass die mitochondriale
Fusion und Teilung eine Rolle bei der Entstehung und Erhaltung mitochondrialer Heterogenitat

besitzen.
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4.2.2 Die Elongation von Mitochondrien vermindert die intrazellulére

Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine

Weitere Erkenntnisse Uber den molekularen Mechanismus der Erhaltung der Heterogenitat
mitochondrialer Proteinverteilungen wurden im Rahmen dieser Arbeit erhalten, indem untersucht
wurde, welchen Einfluss die Anderung der Morphologie von Mitochondrien, aufgrund inhibierter
mitochondrialer Fusion oder Teilung, auf die Verteilung eines mitochondrialen Proteins ausiibt.

Mittels Konfokal- und STED-Mikroskopie wurde gezeigt, dass das Ausmald der Gradientenverteilung
von Tom20 innerhalb von Zellen, in denen das mitochondriale Teilungsprotein Drpl herunterreguliert
ist, deutlich gegeniliber normalen Zellen mit intakter mitochondrialer Teilungsfahigkeit verringert ist.
Die Unterbindung mitochondrialer Fusion durch Mfn2-Herunterregulierung fihrte indes zu keiner
Veranderung dieser Heterogenitat (siehe 3.3). Das gibt einen Hinweis darauf, dass mitochondriale

Teilung einen erheblichen Beitrag zur Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen leistet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde belegt, dass die Hyperfusionierung und somit eine Elongation von
Mitochondrien das Ausmal} der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine deutlich verringert.
Das kann zwei Ursachen haben. Zum einen kann diese Beobachtung generell auf die Elongation der
Mitochondrien zurtickgefihrt werden, wodurch die Proteine innerhalb der gesamten Mitochondrien
frei diffundieren kénnten und sich der Gradient mit der Zeit aufldst. Auf der anderen Seite kdnnte es
sein, dass die Teilung von Mitochondrien ein Prozess ist, der heterogene Mitochondrien erzeugt. Das
kénnte bedeuten, dass mitochondriale Teilung tatsachlich sehr selektiv stattfindet und somit zur

Entstehung und Erhaltung mitochondrialer Proteingradienten beitragt.

4.2.3 Mitochondriale Proteine besitzen wdhrend der gesamten Interphase des

Zellzyklus eine heterogene Verteilung

Mitochondriale Fusion und Teilung pragen das &dufere Erscheinungsbild von Mitochondrien. Im
Verlauf des Zellzyklus kann sich dieses, aufgrund eines veranderten Gleichgewichts mitochondrialer
Fusions- und Teilungsvorgange, deutlich verandern und hyperfusionierte oder fragmentierte
Mitochondrien erzeugen (Arakaki et al. 2006, Mitra et al. 2009). Da im Rahmen dieser Arbeit belegt
wurde, dass eine Hyperfusionierung von Mitochondrien die Verteilung ihrer Proteine veradndert
(siehe 3.3), wurde wuntersucht, ob es wahrend des Zellzyklus zu Modifikationen der
Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine kommt. Die Ergebnisse dieser Experimente kénnen

weitere Hinweise auf den Mechanismus der Erhaltung mitochondrialer Heterogenitat geben.
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In einer Studie wurde fiir NRK-Zellen beobachtet, dass am Ubergang von der G1- zur S-Phase,
vermehrt Zellen mit einem hyperfusionierten mitochondrialem Netzwerk vorlagen wahrend die
Mitochondrien, welche die Mitose vollzogen, eine stark fragmentierte Morphologie aufwiesen (Mitra
et al. 2009).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mittels Immunfluoreszenzmarkierungen gegen die
Zellzyklusmarkerproteine Aurora B-Kinase und PCNA jeder Zelle ihre individuelle Zellzyklusphase
zugeordnet werden. Es konnte eine leichte Fragmentierung und Aggregierung der Mitochondrien
wahrend der Mitose (Metaphase, Anaphase, Telophase) beobachtet werden und somit die
Ergebnisse friiherer Studien teilweise bestatigt werden (Arakaki et al. 2006, Mitra et al. 2009). Die
Fragmentierung der Mitochondrien wahrend der Mitose scheint in Vero-Zellen nicht so ausgepragt zu
sein, wie in den NRK-Zellen einer anderen Studie (Mitra et al. 2009). Weiterhin war keine deutliche
Hyperfusionierung der Mitochondrien am Ubergang von der G1- zur S-Phase sichtbar, die in der zuvor

genannten Studie gezeigt wurde (Mitra et al. 2009) (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Mitochondriale Fusion und Teilung wahrend des Zellzyklus.

(A) Schematische Darstellung des Verlaufs des Zellzyklus von Sdugerzellen. B) Die Hyperfusionierung von Mitochondrien
kann am Ubergang von G1- zur S-Phase in NRK-Zellen beobachtet werden. (beide Markierungen resultieren aus
Uberexpression von fluoreszierenden Fusionsproteinen). GréRenbalken: 5 um. Abbildung verdndert aus (Mitra et al. 2009)
C) Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Vero-Zellen keine Hyperfusionierung von Mitochondrien am Ubergang von der G1-

zur S-Phase beobachtet (beides Immunfluoreszenzmarkierungen).

In einer weiteren Untersuchung zur Morphologie von Mitochondrien wurde in Hela-Zellen auch
keine offensichtliche Hyperfusionierung von Mitochondrien am Ubergang von der G1- zur S-Phase
beobachtet (Arakaki et al. 2006). Es ist moglich, dass die stirkeren Verdnderungen der
mitochondrialen Form, sowohl wdhrend der Mitose, als auch wihrend dem G1/S-Ubergang
spezifische Eigenschaften der NRK-Zelllinie sind.

Eine entscheidende experimentelle Limitation ist die Tatsache, dass der G1/S-Ubergang nicht durch

die spezifische Lokalisation eines Zellzyklusmarkers identifiziert werden kann. Somit ist es nicht
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moglich Zellen exakt zu diesem Zeitpunkt des Zellzyklus zu beobachten. In der friiheren Studie von
Mitra et al. wurde eine chemische Synchronisation angewandt, um Zellen im G1/S-Ubergang

anzureichern. Dies kénnte auch einen Einfluss auf die Mitochondrienmorphologie haben.

Da in Vero-Zellen der Interphase keine starken Veranderungen der mitochondrialen Morphologie
beobachtet wurden, konnte man annehmen, dass sich auch die Gradientenverteilung
mitochondrialer Proteine wenig andert. Tatsachlich wurde im Rahmen dieser Arbeit belegt, dass
wahrend der Stadien der Interphase (friihe G1/Zytokinese, S, G2) eine Gradientenverteilung von
Tom20 existiert. Die Phasen der Mitose (Prophase, Metaphase, Anaphase, Telophase) konnten nicht
analysiert werden, weil die Mitochondrien zu diesem Zeitpunkt sehr stark aggregiert vorliegen. Da
Mitochondrien nicht de novo erzeugt werden, sondern sich kontinuierlich wahrend des Zellzyklus
vermehren, bedeutet dies auch, dass der molekulare Mechanismus, der die Gradientenverteilung
mitochondrialer Proteine aufrechterhdlt, konstant aktiv sein muss, unabhangig von der
Zellzyklusphase. Allerdings ergibt sich daraus auch die Frage, zu welchem Zeitpunkt nach der Mitose,
also der Zellteilung, die Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine entsteht. Denn wahrend der
Mitose ist es notig, die Mitochondrien der Ausgangszellen, welche teilweise fragmentiert vorliegen,
auf beide Tochterzellen aufzuteilen und das mitochondriale Netzwerk anschlieBend wieder
herzustellen. Interessanterweise konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits zu dem
Zeitpunkt der Zytokinese, also der endgiltigen Teilung beider Tochterzellen, eine
Gradientenverteilung von Tom20, in Form eines intrazellularen Gradienten, beobachtet werden
(siehe 3.4.2). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass es einen sehr schnellen Mechanismus in der
Zelle geben muss, der direkt nach der Aufteilung aller Mitochondrien auf beide Tochterzellen, aktiv
zu einer gezielten spezifischen Anordnung der Mitochondrien mit dem Resultat einer
Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine, fiihrt.

Die Aufklarung dieses Mechanismus kann entscheidende Informationen dariiber liefern, wie die
Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen entsteht. Ein moglicher Teil des Mechanismus,
der zu diesem raschen Aufbau der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine in Saugerzellen
flihrt, konnte nicht nur die mitochondriale Teilung darstellen, sondern auch die spezifische
Aufhangung von Mitochondrien an Mikrotubuli. Vorhergehende Studien zeigten bereits, dass die
mitochondriale Vererbung (also die Aufteilung der Mitochondrien von der Mutterzelle auf beide
Tochterzellen) ein koordinierter Prozess ist, der einen aktiven Transport entlang der Bestandteile des
Zytoskeletts beinhaltet (Yaffe 1999, Fuchs et al. 2002). Denkbar wiére, dass Mitochondrien, die sich in
der Mutterzelle beispielsweise in Zellkernndhe mit einem Mikrotubuli assoziiert befanden, wahrend
der Mitose an diesem Filament weiterhin gebunden blieben und nach Aufteilung der Mitochondrien

auf beide Tochterzellen so erneut in Zellkernndhe positioniert wiirden. Dies wiirde nach der
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Zellteilung einen raschen Aufbau der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine erlauben. Um
dies zu untersuchen, kénnten mikroskopische Studien unter Verwendung photokonvertierbarer
fluoreszierender Proteine, iber den Verlauf der Mitose angefertigt werden. Hierzu kénnten einzelne
Mitochondrien, z.B. in der Ndhe des Zellkern, von Zellen, die sich in der spaten G2-Phase befinden,
photokonvertiert und anschlieBend die Fluoreszenz des Mitochondriums wahrend der Mitose
verfolgt werden. Nach Abschluss der Zellteilung wére zu untersuchen, wo sich das photokonvertierte
Mitochondrium befindet. Ware es wieder in Zellkernndhe lokalisiert, wiirde dies die Annahme
unterstitzen, dass die subzelluldare Position von Mitochondrien nach der Zellteilung erhalten bleibt.
Um Mitochondrien gezielt zu transportieren und anzuordnen, sodass nach der Mitose in beiden
Tochterzellen eine Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine vorliegt, missten Mitochondrien
in irgendeiner Weise unterschieden werden, z.B. aufgrund Proteinkonzentrationen,
Membranpotential oder Metabolit-Konzentrationen. Welches spezifische mitochondriale Signal
hierfir ursachlich ist und Uber welchen Mechanismus dieses erkannt wird und die
Mitochondrienanordnung reguliert wird ist bislang vollig unbekannt.

In der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein Mechanismus bekannt, der im Rahmen dieser
Untersuchungen von groRem Interesse ist. Die Backerhefe vermehrt sich durch Knospung (Feldmann
2009). Hierzu miissen Mitochondrien in der Tochterhefe platziert werden. Die Vererbung von
Mitochondrien erfolgt sehr spezifisch (Vevea et al. 2014). Es werden nur die gesunden Mitochondrien
an die Tochterhefe weitergegeben (Steinkraus et al. 2008, Westermann 2014). Mitochondrien mit
geringem Redoxpotential und erhéhter ROS-Menge verbleiben in der Mutterzelle (McFaline-Figueroa
et al. 2011, Vevea et al. 2014). Somit entsteht eine Asymmetrie zwischen Mutter- und Tochterhefe
beziiglich ihres Alters (Abbildung 4.6). Demnach ist die Backerhefe in der Lage, Mitochondrien

anhand ihres metabolischen Zustands zu unterscheiden und selektiv zu transportieren.
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Mnodynd"o" Abbildung 4.6: Mitochondriale Qualitatskontrolle
/\— ) wdhrend der Zellteilung in der Backerhefe
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\
‘ v} Mengen reaktiver Sauestoffspezies, welche eine

., Ovidation / Schédigung der Zelle erzeugen kénnen.
T Abbildung aus (Vevea et al. 2014).

Der Mechanismus der zu dieser Qualitatskontrolle von Mitochondrien in der Bdackerhefe und somit
der selektiven Vererbung der geslindesten Mitochondrien fiihrt, sowie die Kriterien, die den Zustand
der Mitochondrien definieren, sind bislang weitgehend unbekannt (Vevea et al. 2014). Der Transport
von Mitochondrien erfolgt in der Hefe anders als in Sdugerzellen entlang von Aktin-Strangen. Die
gesunden Mitochondrien der Tochterhefe werden am Ende dieser Zytoskelettelemente verankert.
Wird dieser Vorgang inhibiert, geht die Asymmetrie von Tochter- und Muttermitochondrien verloren
(Westermann 2014). Diese Beobachtung gibt einen Hinweis zur Regulation der Vererbung intakter
Mitochondrien in der Hefe. Die vollstdndige Aufklarung dieses Mechanismus kénnte von grofler

Bedeutung fur das Verstandnis des Aufbaus mitochondrialer Proteingradienten in Sdugerzellen sein.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass eine heterogene Verteilung eines
mitochondrialen Proteins, in Form eines intrazelluldren Gradienten, direkt nach der Zellteilung
existiert. Es ist zu vermuten, dass hierfiir die Interaktion der Mitochondrien mit dem Zytoskelett eine

Rolle spielt (Westermann 2014).

4.2.4 Die Zerstérung des Mikrotubuli-basierten mitochondrialen Transports

vermindert die Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen

Mitochondrien von Sadugerzellen werden hauptsachlich Gber Interaktionen mit den Mikrotubuli
transportiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb der Zusammenhang von mitochondrialem
Transport, entlang der Mikrotubuli, und der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine,
untersucht.

Mittels STED- und Konfokalmikroskopie wurde gezeigt, dass die Depolymerisierung von Tubulin-

Fasern und somit der Verlust der Interaktion mit Mitochondrien, zu einer deutlichen Verringerung
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des Ausmalies der intrazelluldren Tom20-Gradientenverteilung fihrt (siehe 3.5.1). Dies bedeutet,
dass die Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli und der dadurch erméglichte mitochondriale
Transport oder die Aufhdngung von Mitochondrien, zur Entstehung und/oder Aufrechterhaltung der
Heterogenitat mitochondrialer Proteinverteilungen beitragt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
der Transport von Mitochondrien ein Teil des Mechanismus der zur Entstehung und
Aufrechterhaltung der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine fiihrt ist.

Interessanterweise sind die Mitochondrien in Zellen, in denen Tubulin depolymerisiert vorliegt,
anderes angeordnet als in unbehandelten Zellen (siehe auch: (Legros et al. 2002)). Sie sind in diesen
Zellen Uber die gesamte Zelle verteilt und kommen nicht gehduft in Zellkernndhe vor. Das belegt,
dass das Mikrotubuli-Zytoskelett fiir die typische intrazellulare Anordnung von Mitochondrien mit
einer leichten Tendenz zur Aggregierung in Kernnahe verantwortlich ist und somit eventuell auch
eine rdaumliche Positionsinformation innerhalb der Zelle vermittelt.

Die Verringerung der Gradientenverteilung eines mitochondrialen Proteins wurde nicht nur durch die
Substanz Nocodazol belegt, sondern auch mittels Rotenon (siehe 3.6). Es bewirkt nicht nur die
Depolymerisierung von Tubulin, sondern (bt auch den Effekt der Inhibierung der
Atmungskettenkomplex |-Aktivitat aus (Diaz-Corrales et al. 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass allein der Effekt der Zerstérung der Tubulin-Filamente durch Rotenon und nicht die
Inhibierung der Atmungskettenkomplex I-Aktivitdit einen Einfluss auf die mitochondrialen
Proteinverteilungen ausiibt. Interessanterweise wird Rotenon mit der Entstehung von
neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Parkinson in Verbindung gebracht (Schapira 2010). Dies
deutet auf eine pathophysiologische Relevanz der Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine

hin.

Um die Rolle der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli, bei der Aufrechterhaltung der
Gradientenverteilung mitochondrialer Proteine, genauer zu verstehen, wurde direkt der Einfluss des
mitochondrialen Transports hierauf untersucht. Eine Vielzahl moglicher Komplexe, die fiir den
mitochondrialen Transport verantwortlich sind, wurde identifiziert (Lovas et al. 2013). Der am besten
charakterisierte ist der Rhot/Trak/Kinesin-Komplex. Er besteht aus dem spezifischen Kinesin-
Motorprotein, der die Mikrotubuli bindet, dem mitochondrialen Adapterprotein Rhot und dem
Protein Trak, welches eine Verbindung zwischen Rhot und dem Kinesin-Motor herstellt. Eine Vielzahl
an Studien belegt, dass ein Verlust dieser Proteine des mitochondrialen Transportkomplexes
spezifisch den anterograden Transport von Mitochondrien unterbindet und somit zu einer
Umverteilung der Mitochondrien in der Zelle fiihrt (siehe Einleitung 1.1.4) (Schwarz 2013). Im

Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei Verlust von Rhotl und Trakl und dem damit
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einhergehenden spezifischen Verlust des mitochondrialen Transports das Ausmall der
Gradientenverteilung von Tom20 Uber die Zellen verringert ist (siehe 3.5.2).

Somit konnte die direkte Beteiligung des mitochondrialen Transportkomplexes aus
Rhot/Trak/Kinesin/Tubulin bei der Entstehung und/oder Aufrechterhaltung der intrazellularen

Gradientenverteilung von Tom20 bewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit ein Einfluss der mitochondrialen Teilung und Bewegung lber
das Mikrotubuli-Zytoskelett auf die intrazellulare Verteilung mitochondrialer Proteine identifiziert
werden. Welche Signale und molekulare Mechanismen diese Verteilung regulieren, ist bislang
unbekannt.

Ein ungeklarter Punkt ist demnach, wie die individuellen Eigenschaften der Mitochondrien von der
Zelle erkannt werden und es anschlieend zu einer Anordnung der Mitochondrien, anhand ihrer
Proteindichte, (z.B. direkt nach der Zellteilung) kommt. Ein potentielles mitochondriales Signal
kénnte das mitochondriale Membranpotential darstellen, welches ein Indikator der Aktivitdt der
Mitochondrien ist. Im Rahmen einer Studie wurde eine Korrelation des mitochondrialen
Membranpotentials mit der mitochondrialen Tom20-Proteindichte angedeutet (Wurm et al. 2011).
Ferner wurde beobachtet, dass die Depolarisation von Mitochondrien ihren Transport in Axonen
arretiert (Schwarz 2013). Weiterhin ist das mitochondriale Membranpotential notwendig fiir die ATP-
Produktion tiber die Atmungskette. Sollten mitochondriale Proteine tatsachlich heterogen verteilt
sein, um unterschiedliche energetische Anspriiche innerhalb Zellen zu decken, kdnnte eine
Veradnderung des mitochondrialen Membranpotentials und somit der ATP-Produktion eventuell die
Grundlage der Proteingradienten zerstoren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch festgestellt, dass weder die Verminderung noch die Erhéhung
des mitochondrialen Membranpotentials einen Einfluss auf die Gradientenverteilung des
mitochondrialen Proteins Tom20 hat (siehe 3.7.1) und somit das mitochondriale Membranpotential
vermutlich nicht als Signal fir die Entstehung mitochondrialer Proteingradienten fungiert.
Moglicherweise konnte die relative Verdnderung des Membranpotentials durch Manipulation
einzelner Mitochondrien und nicht die Veranderung des gesamten Netzwerks weitere Erkenntnisse
dariber liefern, ob das mitochondriale Membranpotential als Signal fir die heterogene Verteilung
mitochondrialer Proteine fungiert. Dieses Experiment ist jedoch schwierig zu realisieren. Somit
verbleibt die Frage, wie Mitochondrien unterschieden werden und ihr Transport reguliert wird,
sodass dieser nur lokal stattfindet und nach der Zellteilung derart erfolgt, dass Mitochondrien mit
einer hohen Proteindichte in Kernndhe angeordnet werden, ungeklart. Fir die Zukunft ware die
Beantwortung der Frage, welche Signale und Proteine tatsachlich fiir die Regulierung mitochondrialer

Proteinverteilung verantwortlich sind, von groBer Bedeutung. Hierbei misste insbesondere die Rolle
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des Rhot/TRAK/Kinesin-Transportkomplexes als Teil eines moglichen Regulationsmechanismus

mitochondrialer Proteinverteilungen untersucht werden.

Zusammengefasst lasst sich anhand der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse folgendes
Modell zur Entstehung und Aufrechthaltung mitochondrialer Heterogenitdt postulieren:
Mitochondriale Bewegung und Teilung erfolgen derart, dass ein Gradient der mitochondrialen
Proteindichte in einer Zelle erhalten bleibt. Im Rahmen der Zellteilung existiert ein spezifischer
Mechanismus, der Mitochondrien zundchst anhand ihrer Eigenschaften (wie beispielsweise dem
Inhalt individueller Mitochondrien) unterscheidet und anschlieRend aktiv die spezifische Aufteilung
und Anordnung aller Mitochondrien auf beiden Tochterzellen bewirkt. An diesen Transportprozessen
sind Mikrotubuli und der Transportkomplex aus Rhot1/Trak1 beteiligt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen somit zum Verstandnis der mitochondrialen Heterogenitat bei,
insbesondere (iber welchen Mechanismus diese entsteht und aufrechterhalten wird. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Vielzahl mitochondrialer Proteine eine intrazelluldre heterogene Verteilung
in Form eines Dichtegradienten besitzen, welche direkt nach der Zellteilung in beiden Tochterzellen
zu beobachten ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auflerdem gezeigt, dass die mitochondriale
Teilung und Bewegung Vorgange sind, welche die Heterogenitdt mitochondrialer Proteinverteilungen
beeinflussen. Darlber hinaus wurde eine veradnderte Gradientenverteilung von Tom20 in
dysfunktionalen Mitochondrien beobachtet. In Zukunft ist es von enormer Bedeutung weitere Details
des intrazelluldren Mechanismus, der die mitochondriale Heterogenitat erzeugt, aufzuklaren, um die
Regulation mitochondrialer Funktionen und ihre Integration in die Physiologie von gesamten Zellen
noch besser zu verstehen. Dies konnte insbesondere wichtig sein fiir das Verstandnis
pathophysiologischer Bedingungen mitochondrialer Dysfunktion. Hierzu ist es auRerdem notwendig

aufzuklaren, welche zelluldren Faktoren die mitochondriale Heterogenitdt bedingen.
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7. Anhang

7.1 Verwendete Farbtabellen

Abbildung 7.1: Verwendete Farbtabellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle mikroskopischen Aufnahmen in nichtlinearen Farbtabellen dargestellt. Es wurde
hauptsachlich die (A) fire-Farbtabelle gewahlt. Lediglich in Abbildung 3.2 wurde die Farbtabelle (B) delta angewendet.

7.2 Verwendete Plasmide flr die Expression in Saugerzellen

PREP4-U6-shRNA DRP1

UB-Promotor + Drp1-shRMNA

_—_=_ T
S3282% &
IXKAZTZ= @ |
Sal | Sal |
J 4 EcoRV
*

pREP4
10.3 kb
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Abbildung 7.2: Plasmidkarte von
pREP4-U6-Drpl-shRNA

Zur Herunterregulierung von Drpl
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Plasmid (auf der Basis von pREP4)
verwendet, welches eine
spezifische shRNA kodierte, die
unter dem U6-Promoter exprimiert
wurde. Das Plasmid kodiert
zusatzlich fur eine Hygromycin-
Resistenz, die eine Selektionierung
auf  transfizierte  Saugerzellen
ermoglicht. Plasmid aus (Lee et al.
2004). Abbildung verandert von
http://tools.lifetechnologies.
com/content/sfs/manuals/prep4_
man.pdf.


http://tools.lifetechnologies/

Anhang

PGIPZ-shRNA (Mfn2, Rhotl1, Trak1, Negativkontrolle)

hCMW

GFP ={ IRES J={Pur

pGIPZ

Abbildung 7.3: Plasmidkarte von pGIPZ

Die Menge der Proteine Mfn2 und Rhotl wurden im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendung von shRNA-kodierenden

Plasmiden (auf Basis von pGIPZ) herunterreguliert. Ein Kontrollplasmid, das keine Herunterregulierung eines Proteins
bewirken sollte, hatte ebenfalls den pGIPZ-Hintergrund. Das Plasmid kodiert auBerdem TurboGFP und eine Puromycin-
Resistenz durch die sich transfizierte Zellen selektieren lassen. Abbildung aus: http://dharmacon.gelifesciences.com.

pDsRed1-Mito

HEW TK
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Abbildung 7.4: Plasmidkarte von
pDsRed1-Mito

Das im roten Wellenldngenbereich
fluoreszierende Protein DsRed wurde
in der mitochondrialen Matrix durch
Fusionierung an die Targeting-Sequenz
von CoxVllla in Sdugerzellen
Uberexprimiert. Abbildung verandert

aus: http://www.clontech.com/.

A = mitochondrialtargeting sequence (Mito)
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pcDNA3-mito-EosFP

T7P

wt-mitoEosFP

pwt-mitoEosFP
6168 bps

ColE1 ori

SP6 P
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SV40 polyA

Abbildung 7.5: Plasmidkarte von pcDNA3-mito-EosFP

Das schaltbare fluoreszierende Protein EosFP wurde in der mitochondrialen Matrix durch Fusionierung an die
Targeting-Sequenz von CoxVllla in Sdugerzellen iberexprimiert.
Abbildung aus: http://www.mobitec.com/cms/bilder/products/vector_sys/pwt-mitoEosFP.PNG
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7.3 Immunfluoreszenzmarkierungen diverser mitochondrialer Proteine

mtCoxl|

Abbildung 7.6: Immunfluo-
reszenzmarkierungen einer Vielzahl
mitochondrialer Proteine.
Exemplarisch sind konfokal-
mikroskopische ~Aufnahmen von
Immunfluoreszenzmarkierungen
mitochondrialer Proteine, deren
Dichteverteilungen ausgewertet
wurden und in Abbildung 3.6
dargestellt sind, abgebildet.

Einige Antikorper haben
unspezifisch den Zellkern markiert.
Bei diesen Markierungen wurde bei
der Auswertung der Fluoreszenzin-
tensitdt der Bereich des Zellkerns
zusatzlich ausgeschlossen.
Abgebildet sind Maximalpro-
jektionen konfokaler z-Stapel.
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7.4 Auflistung getesteter

Substanzen auf ihren

mitochondriale Proteinverteilungen

Substanz

Wirkung

EtBr (rho0-Zellen)

Deletion mitochondrialer DNA und dadurch
Atmungskettendefizienz

Nigericin Kalium-lonophor

Ccccp Entkoppler des mitochondrialen Membranpotentials
Bafilomycin Inhibition der V-ATPase

Na-Azid Inhibition von Komplex IV der Atmungskette

ATP kiinstliche Erh6hung des Energievorrats

Glukosekonzentration

Veranderung der Menge der C-Quelle

Deoxyglukose

Inhibition der Glykolyse

Thapsigargin

Zerstorung des Endoplasmatische Retikulums

Calcimycin

Calcium-lonophor

Staurosporin

Inhibierung von Protein-Kinasen

TBB

Caseinkinaseinhibitor

Dorsomorphin AMPK

Inhibition der AMPK

H-89

PKA-Inhibitor

Cycloheximid Inhibierung zytoplasmatischer Translation
Emetine Inhibierung zytoplasmatischer Translation
Puromycin Inhibierung zytoplasmatischer Translation

Chloramphenicol

Inhibierung mitochondrialer Translation

Thiamphenicol

Inhibierung mitochondrialer Translation

Aphidicolin

Inhibierung DNA-Synthese, Zellproliferation

Actinomycin D

Induktion von Apoptose

MG-132

Inhibierung des Proteasoms

Taxol

Stabilisierung von Tubulin

Cytochalasin D

Depolymerisierung von Aktin

Einfluss

auf

Tabelle 7.1: Ubersicht iiber getestete Substanzen. Der Einfluss verschiedenster Substanzen auf die Heterogenitit der

Verteilung mitochondrialer Proteine wurde untersucht. Keine der hier aufgefiihrten Bedingungen flhrte zu einer

signifikanten Veranderung der Heterogenitat der Tom20-Verteilung.

150



Anhang

7.5 Auflistung

untersuchter

mitochondriale Proteinverteilungen

Proteine

genetische Manipulation/
Uberexpression

genetische Manipulation/
Herunterregulierung

synT/Synphilinl Parkin
Traf6 Pink1
VCP DJ-1
FoxAl Opal
HMGB1 Mull
FBX07 March5
Parkin SMCR7L
8UBL-Parkin MGARP
G430D-Parkin ARMCX3

W453X-Parkin

PINK1

Mfnl

Mfn2

Opal

Drpl

Tom20

HspA9

DNAIC

CHCHD3

Mtx2

Mtx1

Minosl

IMMT

SirTl

DNAJA3

PRKACB

SIRT3

HDAC6

PRKAA1

SYBU

SNPH

DCTN2

MYLK2

TAGLN

KLC1

RHOT2

TRAK2

auf

ihren

Einfluss

auf
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TRAK1
RHOT1
DYNC1H1
htau40
Kiflc
MAPRE2
MAPRE3
MAP2
MAP4
MAP1

Tabelle 7.2: Ubersicht iiber getestete Bedingungen. Der Einfluss der Uberexpression oder Herunterregulierung
verschiedenster Proteine auf die Heterogenitadt der Verteilung mitochondrialer Proteine wurde untersucht. Keine der hier
aufgefiihrten Bedingungen fiihrte zu einer signifikanten Veranderung der Heterogenitat der Tom20-Verteilung.

7.6 Verwendeter ProteingroRenstandard

kDa _ Abbildung  7.7:  Abbildung des verwendeten
—~170 - ProteingroRenstandards.
Im Rahmen der Western-Analyse wurde die PageRuler
—~130- Prestained Protein Ladder verwendet, um die GroRRe der
—~100- detektierten Proteine abzuschatzen.
Abbildung aus: http://www.thermoscientificbio.com/
= ~70 —{ - protein-electrophoresis/pageruler-prestained-protein-
— ~5§ — ladder/
— sl
— ~35 —| .
— 25 —
_— — ~15 —{ -
3=
Gel Blot
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