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Zusammenfassung

Der Transport von Proteinen in membranbegrenzte Organellen, wie Mitochondrien oder
Peroxisomen wird {iiber spezifische Zielsteuerungssignale erreicht. Wie Proteine mit Signalen
fiir zwei Organellen in der Zelle verteilt werden und wie sich dies auf die subzelluldre
Organisation von Organellen auswirkt wurde bislang wenig erforscht. In vorherigen Studien
wurde gezeigt, dass die Phosphatase Ptc5 in Saccharomyces cerevisiae, die ein N-terminales
Signal flir Mitochondrien und ein C-terminales Signal fiir Peroxisomen aufweist, zunichst in
die Mitochondrien inseriert, dort prozessiert und anschlieend in die Peroxisomen iiberfiihrt
wird.

In meiner Arbeit habe ich untersucht, ob Proteine mit Zielsteuerungssignalen fiir Peroxisomen
und Mitochondrien aufgrund ihrer Affinitdit zu beiden Importmaschinerien als
Verbindungselemente (sog. Tether) zwischen diesen Organellen fungieren kdnnen und ihren
physikalischen Kontakt beeinflussen. Zudem interessierte mich, welche Proteine an der
peroxisomalen Translokalisation von Ptc5 beteiligt sind und ob hierfiir direkter Kontakt
zwischen beiden Organellen notwendig ist.

Es konnte gezeigt werden, dass Proteine mit dualen Lokalisierungssignalen die Bildung von
Organellkontakten induzieren. Thre Uberexpression steigerte den Anteil von Peroxisomen in
Assoziation mit Mitochondrien. Dieser Phénotyp konnte sowohl durch Fluoreszenz- als auch
Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden. Es fiel auf, dass die Assoziation von Organellen
in Abhidngigkeit des metabolischen Zustands der Zelle reguliert wird. Kontakte bildeten sich
vermehrt unter Bedingungen, in denen Peroxisomen metabolisch aktiv waren (beispielsweise
wihrend der Lysinbiosynthese oder beim Wachstum mit Olsdure als Kohlenstoffquelle).
Insbesondere Proteine mit ausgeprigter mitochondrialer Verankerung und ohne bzw.
schwacher peroxisomaler Translokalisierung wirkten als starke Tether.

Die Phosphatase Ptc5 aus Saccharomyces cerevisiae translokalisiert aus Mitochondrien in
Peroxisomen, ist aber kein starker Tether. In einem genetischen Screen wurden Mutanten
identifiziert, die die peroxisomale Lokalisierung von Ptc5 beeintrachtigen. Von Interesse war
hierbei insbesondere die Identifizierung von Amdm 10-Mutanten. Mdm10 ist Teil des ERMES-
Komplexes, der ER und Mitochondrien verbindet und Lipidtransfer zwischen beiden
Organellen ermdglicht. Im Einklang mit vorherigen Studien zeigte diese Arbeit die Rolle von
ERMES bei der Entstehung von Kontakten zwischen Mitochondrien und Peroxisomen. Ein
kiinstlicher Tether fiir beide Organellen supprimierte die Peroxisomen-spezifischen

Phénotypen der Deletion von MDM 0. Auch die peroxisomale Translokalisation von Ptc5 war
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in diesen Zellen wieder mdglich. Der direkte Proteintransfer aus Mitochondrien in die
Peroxisomen erfordert demnach physischen Kontakt.

ERMES-Komponenten akkumulierten auBlerdem an Knotenpunkten zwischen dem ER,
Peroxisomen und Mitochondrien. Ob der ERMES-Komplex direkt als molekularer Tether fiir
Peroxisomen fungiert oder diese Funktion indirekt iiber ERMES-abhingige Proteine vermittelt
wird, konnte in dieser Arbeit nicht endgiiltig gekldrt werden. In ERMES-Mutanten zeigten viele
Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen eine Fehllokalisation, was wahrscheinlich zu einer
Einschrankung ihrer Funktionalitit als Tether fiihrt. Dies ist ein Hinweis auf einen indirekten
Beitrag von ERMES fiir die Bildung von Kontakten zwischen Peroxisomen und Mitochondrien.
Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit ein wichtiger Beitrag zum Verstindnis der
Organisation eukaryotischer Zellen geleistet werden. Ein Transit von Proteinen aus
Mitochondrien in Peroxisomen war bis 2020 unbekannt. Es gelang die Charakterisierung neuer
Faktoren, die an diesem Prozess beteiligt sind. Zudem konnte gezeigt werden, dass Proteine mit
zwei Zielsteuerungssignalen hdufig als molekulare Tether fungieren. Dies offenbarte einen

bisher kaum erforschten Mechanismus zur Bildung von Kontaktstellen zwischen Organellen.
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Summary

The transport of proteins into membrane-bound organelles, such as mitochondria or
peroxisomes, is mediated by specific targeting signals. How these proteins are distributed
between two organelles and how this impacts the subcellular organization of organelles is
largely elusive. A previous study demonstrated that the phosphatase Ptc5 from
Saccharomyces cerevisiae, which possesses an N-terminal signal for mitochondria and a
C-terminal signal for peroxisomes, initially inserts into mitochondria, is processed at the inner
mitochondrial membrane, and subsequently translocates into peroxisomes.

My research focused on the investigation if proteins with targeting signals for peroxisomes and
mitochondria act as tethers between these organelles, due to their affinity for both import
machineries. Additionally, I was interested in the characterization of proteins relevant for the
translocation of Ptc5 to peroxisomes. I probed the hypothesis that direct contact between the
two organelles is necessary for this process to occur.

It was demonstrated that proteins with dual localization signals induce the formation of
organelle contacts. Their overexpression increased the association of peroxisomes with
mitochondria, as demonstrated by fluorescence and electron microscopy. I found that organelle
association is regulated depending on the metabolic state of the cell. It was induced under
conditions where peroxisomes are metabolically active (e. g. in conditions requiring lysine
biosynthesis or in the presence of oleic acid as only carbon source). Particularly, proteins
carrying two targeting signals, which were efficiently retained in mitochondria acted as strong
tethers.

The phosphatase Ptc5 from Saccharomyces cerevisiae transits via mitochondria to peroxisomes
but has no strong tethering function. A genetic screen identified mutants that impaired
peroxisomal localization of Ptc5. Of particular interest was the Amdm 10 mutant. Mdm10 is part
of the ERMES complex, which connects the endoplasmic reticulum and mitochondria and
facilitates lipid transfer between these organelles. Consistent with previous studies, the results
showed a role of ERMES in the formation of contacts between mitochondria and peroxisomes.
An artificial tether for these organelles suppressed the peroxisome-specific phenotypes
resulting from MDM 10 deletion. Peroxisomal localization of Ptc5 was restored in these cells,
suggesting that that direct protein transfer from mitochondria to peroxisomes depends on
physical contact.

ERMES components accumulated at three-way junctions between the ER, peroxisomes, and
mitochondria. Whether the ERMES complex itself functions as a molecular tether for

peroxisomes, or whether this function is mediated indirectly by ERMES-dependent proteins, or
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both, has not yet been conclusively clarified. This work showed that in ERMES mutants, many
proteins with dual targeting signals mislocalize, probably diminishing their tethering function.
This points to an indirect contribution of ERMES for peroxisome—mitochondria tethering.

In summary, this work contributed to a better understanding of eukaryotic cell biology. The
transit of proteins from mitochondria to peroxisomes was unknown until 2020. This work
identified new factors involved in this process and demonstrated that proteins with two targeting
signals can function as molecular tethers, revealing a previously unexplored mechanism for the

formation of contact sites between organelles.
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1 Einleitung

Die Kompartimentierung in membranbegrenzte Reaktionsrdume (Organellen) ist ein
grundlegendes Organisationsprinzip, das die Struktur und Funktion eukaryotischer Zellen
mafgeblich prigt. Die rdumliche Trennung ermdglicht es Zellen, eine Vielzahl von Prozessen
effizient und unabhingig voneinander ablaufen zu lassen. Bedeutende Organellen sind zum
Beispiel Mitochondrien, Peroxisomen und das endoplasmatische Retikulum. Jede dieser
Organellen erflllt spezifische Aufgaben, die zur Aufrechterhaltung der zelluldren

Gesamtfunktion beitragen (Lodish ez al., 2005).

1.1  Peroxisomen

Im Jahr 1954 wurden erstmals von einer Membran begrenzte Microbodies im Nierengewebe
von Maiusen beschrieben, die ein eignes Organell darstellen kdnnten (Rhodin, 1954). Kurze
Zeit spéter wurden derartige Strukturen mit kristallinen Kernen im Gewebe von Rattenlebern
beobachtet (Rouiller und Bernhard, 1956). Mit verbesserten Verfahren zu Zellfraktionierung
konnten diese Microbodies zu Beginn der sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts isoliert und
biochemisch charakterisiert werden. Eine wesentliche Gruppe von Enzymen waren H>O»-
bildende Oxidasen und auflerdem die Katalasen, die H2O; in Wasser und Sauerstoff spalten
konnen. Diesen enzymatischen Aktivitdten verdanken Peroxisomen ihren heutigen Namen (De

Duve et al., 1965; De Duve und Baudhuin, 1966).

1.1.1 Aufbau und Funktion

Peroxisomen kommen in den meisten eukaryotischen Zellen vor. Sie weisen eine sphéarische
Form auf, sind von einer einfachen Membran umgeben und haben in der Regel einen
Durchmesser von 0,1 — 1 um. Bei Peroxisomen handelt es sich jedoch um sehr heterogene
Organellen (Islinger et al 2010; Islinger et al 2012; Islinger et al. 2018). Sowohl die Anzahl als
auch die GroBe von Peroxisomen kann in unterschiedlichen Organismen, Zelltypen und in
Abhingigkeit der Entwicklungsphase stark variieren (VOlkl et al., 1999; Lingard et al., 2009;
Hu et al., 2012). Zudem beeinflussen Umweltbedingungen sowohl die Morphologie als auch
das Proteinrepertoire (Islinger et al. 2012; Schliebs und Kunau, 2006).

Im menschlichen Organismus spielen Peroxisomen eine entscheidende Rolle bei der Synthese
von Etherlipiden, z.B. Plasmalogenen (Honsho et al., 2017). Diese Lipide sind essenzielle
Bestandteile der Zellmembranen und tragen zur Regulierung von Fluiditdt und Stabilitét bei
(Brites und Waterham, 2004). Die Bedeutung von Peroxisomen fiir die menschliche

Physiologie wird bei Betrachtung des Zellweger-Syndrom besonders deutlich. Diese Klasse
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von  Erbkrankheiten resultiert aus Mutationen in relevanten Faktoren der
Peroxisomenbiogenese und fiihrt zu einem Mangel an Plasmalogenen sowie zur Anhdufung
sehr langkettiger Fettsduren und verursacht schwerwiegende gesundheitliche Probleme
(Heymans et al., 1983; Poulos et al., 1986; Wanders et al., 2014; Wanders et al., 2018). Im
Menschen spielen Peroxisomen auch eine entscheidende Rolle in der angeborenen antiviralen
Immunantwort, indem sie gemeinsam mit den Mitochondrien einen wichtigen Knotenpunkt fiir
die antivirale Signaltransduktion bilden (Dixit et al., 2010; Ferreira et al., 2019). Eine
Beteiligung von Peroxisomen an der Regulation der Immunantwort auf mikrobielle Infektionen
konnte auch in anderen tierischen Organismen, beispielsweise Drosophila melanogaster, belegt
werden (Odendall et al., 2014; Di Cara et al., 2017, Di Cara, 2020).

In Pflanzen weisen Peroxisomen diverse Funktionen auf, die sich je nach Gewebetyp stark
unterscheiden. Ein bemerkenswertes Beispiel ist ihre Rolle bei der Photorespiration: Wéhrend
der Photosynthese in Bléttern kann 2-Phosphoglycolat als toxisches Nebenprodukt entstehen.
In einem Riickgewinnungsprozess, der sowohl Peroxisomen als auch Mitochondrien involviert,
wird dieses Molekiil in 3-Phosphoglycerat umgewandelt und dem Calvin-Zyklus zugefiihrt
(Reumann und Weber, 2006; Bauwe et al, 2010; Hu et al., 2012; Dellero et al., 2016; Pan et
al., 2020). In Pflanzen und Pilzen enthalten Peroxisomen auflerdem Enzyme des
Glyoxylatzyklus, der die Konvertierung von Acetyl-CoA in C4-Korper ermdglicht und fiir das
Wachstum auf Fettsduren und C2-Korpern als Kohlenstoffquellen nétig ist (Kunze et al, 2006).
Pilzliche Peroxisomen sind metabolisch divers und an vielen Prozessen des Primir- und
Sekundarstoffwechsels beteiligt (Van der Klei und Veenhuis, 2006; Bartoszewska et al., 2011;
Stehlik et al., 2014). Die Peroxisomen methylotropher Hefen enthalten alle Schliisselenzyme
des Methanol-Metabolismus (Veenhuis et al., 1978: Van der Klei ef al., 2006). In vielen Pilzen
finden sich Isoformen glykolytischer Enzyme in den Peroxisomen (Freitag et al., 2012). In der
Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae findet die Biosynthese von L-Lysin partiell in den
Peroxisomen statt (Breitling e al., 2002; Al-Saryi et al., 2017). Neben der Beteiligung am
Primirmetabolismus werden auch viele Sekunddrmetaboliten in den Peroxisomen synthetisiert
(Bartoszewska etal., 2011). Die Biosynthese von Penicillinen in Aspergillus nidulans und
Penicillium chrysogenum erfolgt teilweise in Peroxisomen (Miller et al, 1991;
Miiller et al., 1992; Sprote et al, 2009; Kistler et al., 2015). Auch fiir die Biosynthese von
Glykolipiden im Basidiomycet Ustilago maydis sind Peroxisomen von entscheidender
Bedeutung (Hewald et al., 2006; Freitag et al., 2014). In einigen Ascomyceten finden sich

auBBerdem Woronin Bodies, eine hochspezialisierte Form der Peroxisomen, die bei einer
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Verletzung der Hypen die entstandenen Poren verschlieBen und so das Auslaufen von
Zytoplasma verhindern (Woronin, 1864; Collinge und Markham, 1985; Jedd und Chua, 2000).
Der evolutiondre Ursprung von Peroxisomen wirft bis heute Fragen auf. FEin
endosymbiontischer Vorfahre kommt aufgrund des fehlenden Genoms und der einfachen
Membran vermutlich nicht in Frage (Gabaldon, 2010; Smith und Aitchison, 2013). In
Anbetracht der Ahnlichkeit des Proteinimportsystems mit dem ERAD (endoplasmic reticulum
associated protein degradation) -Systems des ER, wire ein evolutionirer Ursprung ausgehend
von diesem Organell denkbar (Gabaldon et al., 2006; Schliiter et al., 2006). Die Rolle von
Peroxisomen als metabolischem Organell fiir den Abbau von Fettsduren weist Parallelen zu
Mitochondrien auf, die ebenfalls in der Lage sind, Fettsduren zu metabolisieren
(Speijer et al., 2017; Bolte et al., 2015). Neben ihrer Verbindung im Hinblick auf metabolische
Prozesse teilen sich Peroxisomen und Mitochondrien auch Komponenten des
Teilungsapparates. Der Teilungsfaktor Fisl ist in der Bickerhefe und menschlichen Zellen fiir
die Rekrutierung der Dynamin-dhnlichen GTPase Dnml bzw. DRP1 verantwortlich, die
sowohl fiir die Proliferation von Mitochondrien als auch Peroxisomen gebraucht wird
(Koch et al., 2005; Kuravi et al., 2006; Motley et al., 2008; Schrader et al., 2022). Vermutlich
haben sowohl Mitochondrien als auch das ER zum peroxisomalen Proteom beigetragen und

sind bis heute an der Biogenese dieser Organellen beteiligt (Bittner et al., 2022).

1.1.2 Import peroxisomaler Matrixproteine

Die Vielfalt peroxisomaler Funktionen bendtigt den Import zahlreicher Proteine in die
peroxisomale Matrix. Sdmtliche peroxisomale Proteine miissen nach der Translation aus dem
Zytosol importiert werden (Goldman et al., 1978; Lazarow et al., 1985). Im Gegensatz zu
anderen bekannten Importsystemen weist der Mechanismus fiir den Import von peroxisomalen
Matrixproteinen einige Besonderheiten auf. Wihrend Proteine fiir den Import in
Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum und Chloroplasten durch zytosolische
Chaperone im ungefalteten und monomeren Zustand gehalten werden (Rapoport et al., 2017;
Rochaix et al., 2022; Busch et al., 2023), konnen peroxisomale Proteine sowohl vollstindig
gefaltet als auch in oligomerisierter Form oder in Verbindung mit Kofaktoren importiert werden
(Léon et al., 2006; Dias et al., 2016; Walter und Erdmann, 2019).

Die prézise und zielgerichtete Lokalisation eines Proteins in einem zelluldren Kompartiment
erfordert in den meisten Fillen das Vorhandensein eines spezifischen Zielsteuerungssignals
innerhalb der Aminosduresequenz des Proteins (Blobel und Sabatini, 1971). Im Falle

peroxisomaler Matrixproteine wurden unterschiedliche Typen von Importsignalen beschrieben.
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Die meisten peroxisomalen Membranproteine tragen charakteristische Motive an ihrem
C-Terminus (Subramani et al., 1998; Brocard und Hartig, 2006; Nétzel et al., 2016). Das
sogenannte peroxisomal targeting signal 1 (PTS1) wurde urspriinglich als kurzes Tripeptid mit
der Sequenz Serin-Lysin-Leucin (SKL) beschrieben und ist bereits ausreichend, um die
effiziente Translokation eines Proteins in Peroxisomen zu gewihrleisten (Gould et al., 1987,
Gould ef al., 1989). In nachfolgenden Studien wurde diese Sequenz erweitert, sodass sich bis
heute die hochkonservierte Konsensussequenz (S/A/C)-(K/R/H)-(L/M) herausgebildet hat
(Subramani et al., 1998; Brocard und Hartig, 2006). Die Interaktion mit dem peroxisomalen
Rezeptor Pex5 erfolgt tiber dieses Tripeptid (Gatto et al., 2000), wobei die Effizienz des Imports
zusidtzlich von der Identitit der letzten zehn bis zwdlf Aminosduren beeinflusst wird
(Brocard und Hartig, 2006; Nétzel et al., 2016).

In einigen Fillen erfolgt der Import von peroxisomalen Matrixproteinen in Abhdngigkeit eines
peroxisomal targeting signal 2 (PTS2). Dieses N-terminale Zielsteuerungssignal weist die
Konsensussequenz (R/K)-(L/V/I)-Xs-(H/Q)-(L/A) auf (Lazarow, 2006). In einer Reihe von
Organismen, wie z.B. Caenorhbditis elegans und manchen Algen fehlt der PTS2-Importweg
ginzlich (Motley et al., 2000; Gonzalez et al., 2011). In Pflanzen hingegen werden ca. ein
Drittel aller peroxisomalen Proteine in Abhédngigkeit eines PTS2 in die Peroxisomen
transportiert (Reumann, 2004).

Im peroxisomalen Proteom finden sich auch Proteine, die weder ein PTS1 noch ein PTS2
aufweisen. Diese Proteine erreichen ihren finalen Bestimmungsort, indem sie an andere
Proteine mit peroxisomaler Zielsteuerungssequenz binden (Yang et al., 2001; Titorenko et al.,
2002; Effelsberg et al., 2015; Gaby-Maskit et al., 2020). In verschiedenen Hefen wird die
Nikotinamidase Pncl in die Peroxisomen transportiert, indem sie an die Glycerol-Phosphat-
Dehydrogenase 1 (Gpdl) bindet. Die Effizienz dieses Imports wird durch verschiedene
Stressbedingungen beeinflusst (Anderson et al., 2003; Effelsberg et al., 2015; Kumar et al.,
2016; Al Saryi et al., 2017). Neben diesem Mechanismus wurde fiir einige andere Proteine
gezeigt, dass sie unabhingig von einem PTSI-Signal direkt mit dem N-terminalen Teil des
Importrezeptors Pex5 interagieren konnen, (Van der Klei und Veenhuis, 2006; Rymer ef al.,
2018; Kempinski et al., 2020; Rosenthal et al., 2020; Yifrach ef al. 2021; Ast et al., 2022). Im
Falle der Acyl-CoA-Oxidase (AOx) der Bickerhefe wurde demonstriert, dass auch die
Sekundérstruktur eines Proteins fiir den peroxisomalen Import mittels Pex5 entscheidend sein
kann (Kempinski et al., 2020).

Der Importprozess beginnt mit der Erkennung und Bindung des Zielproteins im Zytosol durch

einen Rezeptor (Abb. 1(1)). PTS1-Proteine werden durch Pex5 erkannt und anschlieBend zum
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Peroxisom rekrutiert (McCollum et al., 1993; Van Der Leij et al., 1993). Dieses Protein enthilt
in seiner C-terminalen Region sieben Tetratricopeptid-Repeats, welche eine Bindetasche fiir
das PTS1 der Zielproteine bilden (Gatto et al., 2000). Die Erkennung von PTS2-Proteinen
erfolgt durch Pex7. Dieser Rezeptor fungiert in vielen Organismen als Adapterprotein zwischen
PTS2-Protein und Pex5 (Otera et al., 1998; Woodward und Bartel, 2005; Galland et al., 2007).
In Pilzen bildet Pex7 hingegen einen Komplex mit Proteinen der Pex20-Familie
(Edwards Purdue et al., 1998; Sichting et al., 2003; Otzen et al., 2005). Der Import von PTS2-
Proteinen durch Pex7 und dessen Co-Rezeptoren erfolgt wahrscheinlich iiber einen dhnlichen

Mechanismus wie der Import von PTS1-Proteinen (Rucktischel ef al., 2011; Kunze, 2020).

Abbildung 1: Model des peroxisomalen Matrixprotein-Imports in S. cerevisiae (1) Das PTS1 des Zielproteins wird im
Zytosol durch den Rezeptor Pex5 erkannt und gebunden. (2) Der Rezeptor-Cargo-Komplex wird zur Membran rekrutiert, wobei
Pex5 den Pex13-Kanal in der peroxisomalen Membran durchquert. Dieser Schritt beinhaltet die Interaktion der WxxxF/Y-
Motive in der N-terminalen Region von Pex5 mit den YG-Doménen von Pex13. Pex14 Extrahiert Pex5 aus dem Pex13-Kanal
und verhindert einen Riicktransport des Rezeptor-Cargo-Komplexes ins Zytosol. (3) Pex5 wird durch Pex4 und den RING-
Komplex (Pex2, Pex10, Pex12) mono-ubiquitiniert (Ub) und anschlieBend mithilfe eines ATPase-Komplexes (bestehend aus
Pex1, Pex6, Pex15) aus den Peroxisomen entfernt. Dabei fiihrt die Entfaltung der Proteinstruktur von Pex5 wahrscheinlich zur
Freisetzung des Cargo-Proteins im peroxisomalen Lumen. (4) Im Zytosol erfolgt die Deubiquitinierung von Pex5.

Nachdem das Zielprotein gebunden wurde, erfolgt die Rekrutierung an die peroxisomale
Membran (Abb. 1(2)). Hierfiir zustindig sind die peroxisomalen Membranproteine Pex13,
Pex14 und in S. cerevisiae zusitzlich Pex17 (Erdmann und Blobel, 1996; Gould ef al., 1996;
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Albertini et al., 1997; Huhse et al., 1998). Ein oligomerer Komplex aus Pex13-Molekiilen bildet
einen Kanal durch die peroxisomale Membran, der starke Ahnlichkeit zu einer Kernpore zeigt.
Das Zentrum dieser Pore ist durch ein dichtes Netzwerk aus Tyrosin-Glycin-Doménen
charakterisiert. Pex5 durchquert den Kanal mithilfe von WxxxF/Y-Motiven in seiner
N-terminalen Region, die das Netzwerk lokal auflosen konnen (Gao et al., 2022). Das
membrangebundene Protein Pex14, das mit der Pore assoziiert ist, trigt wahrscheinlich zur
Extraktion von Pex5 aus dem Pex13-Kanal bei und verhindert einen vorzeitigen Riicktransport
des Rezeptor-Cargo-Komplexes. Dieser Vorgang fiihrt zur vollstdndigen Translokation in die
peroxisomale Matrix (Dammai und Subramani, 2001; Nair ef al., 2004; Skowyra und Rapoport,
2022).

In Hefen ist der Importkomplex iiber Pex8 mit dem RING-Komplex assoziiert (Agne et
al.,2003). Obwohl die nachgewiesene Interaktion zwischen Pex8 und Pex5 die Vermutung
nahelegt, dass Pex8 fiir die Entlassung des Cargo-Proteins vom Rezeptor verantwortlich ist
(Wang et al., 2003), hat eine kiirzlich durchgefiihrte Studie die Entfaltung der TPR-Doménen
von Pex5 wihrend des Exports gezeigt. Diese Konformationsdnderung bietet eine plausible
Erklarung fiir die Freisetzung des PTS1-Proteins (Skowyra und Rapoport, 2022).

Fiir den Export ist die Mono-Ubiquitinierung von Pex5 an einem konservierten Cystein in der
N-terminalen Region des Rezeptors erforderlich (Williams et al., 2007, Okumoto et al., 2011)
(Abb. 1(3)). Fiir diesen Prozess sind das Ubiquitin-konjugierende Enzym Pex4 gemeinsam mit
dem RING-Komplex, einem Ubiquitin-Ligase-Komplex aus Pex2, Pex10 und Pexl2,
verantwortlich (Platta et al., 2004; 2007; Schliebs et al., 2010). Dieser Komplex bildet einen
Kanal mit offener Pore. Pex5 wird mit seiner N-terminalen Domine in diesen Kanal eingefiihrt
und anschlieBend von Pex2, das sich direkt iiber der Pore befindet, ubiquitiniert (Feng et al.,
2022; Feng et al., 2022). Im Zytosol erfolgt die Deubiquitinierung von Pex5 durch Ubpl5
(Debelyy et al., 2011) (Abb. 1(4)). Nach diesem Schritt steht der Rezeptor fiir den nichsten
Import-Zyklus zur Verfligung.

1.1.3 Duale Lokalisation peroxisomaler Proteine

Die Kompartimentierung eukaryotischer Zellen ermoglicht nicht nur das zeitlich koordinierte
Zusammenspiel unterschiedlicher biologischer Prozesse innerhalb einer einzigen Zelle, sondern
bildet auch die Grundlage fiir die Schaffung unterschiedlicher chemischer Milieus, isoliert
potenziell reaktive oder toxische Zwischenprodukte und erlaubt die prizise Steuerung
metabolischer Ablaufe (Bar-Peled und Kory, 2022). Wihrend einige Prozesse ausschlief3lich in

einem bestimmten Zellkompartiment ablaufen, erfordern andere die Beteiligung mehrerer
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Organellen oder finden parallel in verschiedenen Organellen statt. Demnach wird die
enzymatische Aktivitit und damit die Lokalisation bestimmter Proteine gleichzeitig in
verschiedenen Kompartimenten benétigt. Eine solche duale Lokalisation kann durch eine Reihe
unterschiedlicher Mechanismen erreicht werden (Yogev und Pines, 2011; Freitag et al., 2012;
Astet al., 2013).

Die wohl einfachste Variante ist die Genduplikation. Insbesondere im Genom von S. cerevisiae
werden héufig verschiedene Isoformen eines Enzyms codiert, da das gesamte Genom im Lauf
der Evolution dupliziert wurde (Kellis et al., 2004). So werden drei Isoformen der NADH-
abhdngigen Malat-Dehydrogenase (Mdh) codiert, die jeweils eine unterschiedliche
Lokalisation im Zytosol (Mdh2), den Mitochondrien (Mdh1) oder den Peroxisomen (Mdh3)
aufweisen (McAlister-Henn und Thompson, 1987; Minard und McAlister-Henn, 1991; Steffan
und McAlister-Henn, 1992). Zusétzlich kann Mdh2 iiber die Assoziation mit der peroxisomalen
Isoform Mdh3 in Peroxisomen transportiert werden. Dieser Importmechanismus steigert die
Effizienz des Glyoxylatzyklus (Gabay-Maskit et al., 2020).

Uber diverse transkriptionelle und post-transkriptionelle Mechanismen k&nnen
unterschiedliche Isoformen eines Proteins von einem Gen abgeleitet werden. In Pilzen werden
die peroxisomalen Isoformen der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und
der 3-Phsophoglycerat-Kinase (PGK) durch alternatives Spleilen oder das programmierte
Uberlesen von Stopcodons generiert, wobei der molekulare Mechanismus in unterschiedlichen
Spezies variiert (Freitag et al., 2012). Im menschlichen Organismus fiihrt dieser Mechanismus
ebenfalls zur Bildung peroxisomaler Isoformen der Laktat-Dehydrogenase und der Malat-
Dehydrogenase 1 (Schueren et al., 2014; Stiebler et al., 2014). Uber die Expression
peroxisomaler und cytosolischer Isoformen beider Enzyme entstehen zwei redundante
NAD*/NADH-Shuttle-Systeme, die  der  Aufrechterhaltung der  peroxisomalen
Redoxhomdostase dienen (Chornyi et al., 2022).

In U. maydis entsteht durch die Nutzung von zwei alternativen Startcodons eine N-terminal
verlangerte Isoform der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, die ein PTS2 aufweist (Kremp et
al., 2020). In Candida albicans fihrt wiederrum alternatives Spleilen zur Expression einer
peroxisomalen Isoform dieses Enzyms (Strijbis et al., 2012).

Eine duale Lokalisation im Zytosol und in den Peroxisomen wird hdufig bei Proteinen
beobachtet, die ein unkonventionelles PTS1-Motiv aufweisen, da diese Molekiile vor ihrem
Import eine langere Zeit im Zytosol verbleiben (Ast ef al., 2013). Die subzelluldre Verteilung
von Proteinen kann auch durch posttranslationale Modifikationen beeinflusst werden. Die

Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase 1 in S. cerevisiae triagt ein PTS2, die Lokalisation des
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Proteins wird aber unter osmotischem Stressbedingungen beeinflusst, indem Serin-Reste nahe
des PTS2 phosphoryliert werden (Jung et al., 2010).

Einige Proteine weisen sowohl N-terminale Zielsteuerungssequenzen, beispielsweise fiir
Mitochondrien oder das ER, sowie ein C-terminales PTS1 auf. Lange nahm man an, dass die
frithere Zugénglichkeit des N-terminalen Motivs wihrend der Translation zu einer Dominanz
dieses Zielsteuerungssignals fiihrt (Ast et al., 2013; Kunze und Berger, 2015). Die Entdeckung
eines bisher unbekannten Mechanismus, bei dem die Proteinphosphatase Ptc5 aus S. cerevisiae
nach ihrem Import in Mitochondrien in Peroxisomen iiberfiihrt werden kann, brachte jedoch
neue FErkenntnisse hinsichtlich der Lokalisation von Proteinen mit dualen

Zielsteuerungssequenzen und ihrer physiologischen Funktion (Abb. 2).

Peroxisomale
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Abbildung 2: Model des Mechanismus zur dualen Lokalisation von Ptc5 in S. cerevisiae. Ptc5 (griin) wird iiber den TOM-
Komplex (gelb) in Mitochondrien importiert und mit seiner Transmembrandoméne (griine Helix) in der inneren
mitochondriellen Membran (IM) verankert. Wéhrend dieses Vorgangs kann das C-terminale PTS1 von Ptc5 im Zytosol durch
Pex5 (blau) erkannt und gebunden werden. Nach der Prozessierung durch den mitochondrialen IMP-Komplex (orange) wird
Ptc5 in den mitochondrialen Intermembranraum (IMR) entlassen oder in Peroxisomen importiert (Stehlik et al., 2020).

Auch dieses Protein weist eine N-terminale mitochondriale Prisequenz, gefolgt von einer
Transmembrandoméne und ein C-terminales PTS1 auf. Es wird zunichst in Mitochondrien
importiert und in der inneren mitochondrialen Membran verankert. Wahrend des Imports ist
das C-terminale PTS1 im Zytosol frei zugénglich und kann von Pex5 gebunden werden. In

Abhiéngigkeit dieser Interaktion wird Ptc5 nach der Prozessierung durch den IMP-Komplex
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entweder durch die peroxisomale Importmaschinerie aus den Mitochondrien herausgezogen
und in Peroxisomen importiert oder in den mitochondrialen Intermembranraum freigesetzt. Der
Transit von Ptc5 iiber die Mitochondrien unterbindet die schddliche Aktivitdt der Phosphatase
im Zytosol, da im Zuge des ko-translationalen Imports in die Mitochondrien die Faltung und

damit die Aktivitdt von Ptc5 im Zytosol verhindert wird (Stehlik et al., 2020).

1.2  Mitochondrien

Mitochondrien sind essenzielle Organellen eukaryotischer Zellen und hauptverantwortlich fiir
die Erzeugung von metabolischer Energie, die aus dem Abbau von Kohlenhydraten und
Fettsduren gewonnen und iiber den Zitronensdurezyklus und den Prozess der oxidativen
Phosphorylierung in ATP umgewandelt wird. Mitochondrien sind fiir die Bildung von 90% der
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle verantwortlich (Balaban ef al., 2005) wobei ein
Grof3teil dieser Molekiile im Zuge der Elektronentransportkette bei der Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser gebildet wird (Madamanchi und Runge, 2007). Mitochondriale ROS
fungieren als vielseitige Signalmolekiile mit bedeutenden Rollen in zelluldren Prozessen, die
von Zelldifferenzierung, der Regulation von Autophagie und der Aktivierung des
Immunsystems bis hin zu Auswirkungen auf den Alterungsprozess reichen (Sena und Chundel,
2012; Marchi et al., 2012; Ziegler et al., 2015; Choi und Kim, 2019).

Mitochondrien sind in eine Vielzahl anderer zelluldrer Prozesse involviert. Hierzu zdhlen die
Synthese von Aminosduren, Lipiden, Eisen-Schwefel-Proteinen, Hdm und Biotin (Vance,
1990, Clancey et al., 1993; Trotter et al., 1993; Baldet et al., 1996; Ajioka et al., 2006; Guda et
al., 2007; Lill, 2009). Sie sind auBBerdem an der Regulation der Apoptose und der zelluldren
Calcium-Homoostase beteiligt (Falkenberg et al, 2007; Jeong und Seol, 2008; Raffaello et al,
2016).

Ihr evolutionérer Ursprung liegt vermutlich in der Phagocytose eines a-Proteobakteriums durch
einen Vorldufer der eukaryotischen Zellen vor etwa 2 Millionen Jahren. Dieser Symbiont wurde
im Laufe der Zeit vollstindig in die Wirtszelle integriert (Gray et al, 1999; Lane und
Martin, 2010). Wie ihr evolutiondrer Vorfahre verfiigen Mitochondrien liber zwei Membranen.
Die mitochondriale Matrix ist von der inneren mitochondrialen Membran (IMM) umgegeben,
der darauffolgende Intermembranraum (IMS) wird durch die du3ere mitochondriale Membran
(OMM) vom Rest der Zelle abgegrenzt. Die IMS gliedert sich in zahlreiche
Membraneinstiilpungen, sogenannte Cristae, die zu einer starken Oberflachenvergroferung
fiihren und Raum fiir die Atmungskettenkomplexe und die ATP-Synthasen bieten (Alberts et
al, 2002; Vogel et al, 2006).
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Auch Mitochondrien sind dynamische Organellen, deren Morphologie, Verteilung und Proteom
von Faktoren wie dem Zelltyp und den Umweltbedingungen beeinflusst wird (Bakeeva et al,
1978; Mootha et al, 2003; Yu et al, 2006; Jendrach et al, 2008). In der Zelle bilden sie ein
tubulédres Netzwerk, das sich kontinuierlich verdandert (Bereiter-Hahn und Voth, 1994, Lackner
et al., 2014). Die Prozesse der mitochondrialen Teilung und Fusion werden von
Dynamin-dhnlichen GTPasen (DRPs) vermittelt. Das DRP Dnm1/DRP1 (Hefe/Siugetiere)
treibt die Abschniirung der mitochondrialen Membranen voran, wéhrend die DRPs
Fzol/MFN1/2 und Mgml/OPA1 die Fusion der &ufleren und inneren mitochondrialen
Membranen vermitteln (Hoppins et al., 2007, Van der Bliek et al., 2013).

Aufgrund ihres endosymbiontischen Ursprungs besitzen Mitochondrien ein eigenes Genom und
einen vollstdndigen Transkriptions- und Translationsappart (Schatz, 1963; Corneo et al, 1966;
Fox, 2012). Im Laufe der Evolution wurde das mitochondriale Genom jedoch stark reduziert
und ins Wirtsgenom integriert (Gray et al, 1999), sodass nur noch einige Proteine des
Atmungsketten-Komplexes lokal codiert und synthetisiert werden (Foury et al., 1998; Gray et
al., 2004; Friedman et al, 2014; Kumari, 2018). Der iibrige Teil des mitochondrialen Proteoms
wird im Zytosol translatiert und iiber verschiedene Translokationssysteme in Mitochondrien
importiert (Herrmann und Neupert, 2013, Pfanner et al., 2019). Dazu besitzt ein GroBteil der
mitochondrialen Proteine eine N-terminale Priasequenz (Foury et al., 1998; Vogtle et al., 2009).
Diese Priasequenz besteht aus 15-50 Aminosduren, die positiv geladene a-Helices bilden
(Vogtle et al., 2009; Herrmann und Neupert, 2013). Eine zweite Gruppe mitochondrialer
Proteine nutzt interne Signal, die sich iiber die Gesamtlinge des Proteins erstrecken. Bei
solchen Proteinen handelt es sich meist um Membranproteine der IMM, OMM oder Proteine
des IMS (Koehler et al, 1999; Pfanner und Geissler, 2001). Da diese internen Signalsequenzen
hiufig hydrophobe Segmente aufweisen, werden sie mit Hilfe von Hitzeschockproteinen der
Hsp70- bzw. Hsp90-Klasse vor Aggregation im Zytosol geschiitzt (Young et al., 2003).

Der TOM-Komplex (translocase oft the outer membrane) dient als allgemeine Eintrittspforte
in die Mitochondrien. Es handelt sich um einen Multi-Protein-Komplex, der sich aus diversen
Préaprotein-Rezeptoren fiir unterschiedliche Klassen mitochondrialer Proteine und einer Pore
zusammensetzt (Ryan und Pfanner, 1998; Koehler ef al., 1999). Nach der Translokation durch
die OMM verzweigen sich die Importwege je nach Zielsteuerungssequenz (Koehler et al., 1999;
Herrmann und Neupert, 2000; Jensen und Johnson, 2001; Pfanner und Geissler, 2001; Endo et
al., 2003).
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht des mitochondrialen Proteinimports. Priproteine durchqueren zunichst die duBere
Membran iiber den TOM-Komplex und werden anschliefend iiber verschiedene Importsysteme importiert. Die Insertion von
Proteinen der dufleren Membran mit B-Faltblatt-Struktur erfordert die TIM-Chaperone des IMS (nicht gezeigt) und den SAM-
Komplex. Cystin-reiche IMS-Proteine werden iiber den MIA-Weg importiert. Proteine der inneren mitochondrialen Membran
werden von TIM-Chaperonen an den TIM22-Komplex iibertragen, der ihre Membranintegration vermittelt. Vorldufer mit
Présequenzen werden vom TOM-Komplex direkt an die TIM23-Maschinerie transferiert, die diese Proteine in Kooperation
mit dem Importmotor PAM in die Matrix transloziert. OMM: &duflere Membran; IMS: Intermembranraum; IM: innere
Membran; Ay: Membranpotenzial {iber die innere mitochondriale Membran (verdndert nach Stojanovski et al., 2007).

Priproteine mit N-terminaler Prasequenz werden in Abhédngigkeit des Membranpotentials (Ay)
an den TIM-Komplex iibertragen (Bauer ef al., 1996; Lohret et al., 1997). Dieser Komplex ist
auf der Matrixseite iiber das Chaperon mtHsp70 mit dem PAM-Komplex (presequence
translocase-associated motor) assoziiert, wodurch die ATP-abhidngige Translokation
angetrieben wird (Chacinska et al., 2005; Mapa et al., 2010). In der Matrix erfolgt die
Prozessierung der Praproteine, in den meisten Féllen durch die MPP (mitochondrial processing
peptidase) (Taylor et al., 2001; Gakh et al., 2002; Neupert und Herrmann, 2007). Im Anschluss
konnen weitere Prozessierungen erfolgen, die zusétzliche Zielsteuerungssignale oder
destabilisierende Reste entfernen (Isaya et al., 1991; Chacinska et al., 2009; Vogtle et al.,
2009).

Hydrophobe Proteine der IMM, welche interne Zielsteuerungssignale enthalten, werden {iber

den Carrier-Weg importiert. Nach der Translokalisation durch den TOM-Komplex werden
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diese Proteine von kleinen TIM-Chaperonen im IMS erkannt und iiber den TIM22-Komplex in
die IMM inseriert (Sirrenberg et al., 1996; Kerscher et al., 1997; Rehling et al., 2003). Auch
Vorldufer von B-Barrel-Proteinen der OMM werden im IMS durch TIM-Chaperone erkannt
und iiber den SAM-Komplex (sorting und assembly machinery) in die OMM inseriert
(Wiedemann et al., 2003; Paschen et al., 2003; Klein et al., 2012; Hohr et al, 2018).

Ein dritter Importweg in Mitochondrien wird von Cystein-reichen Proteinen des
Intermembranraums genutzt. Nach der Translokation tiber die OMM durch den TOM-Komplex
werden sie von Mia40 erkannt und gebunden. Mia40 fungiert als Oxidoreduktase und induziert
die Bildung von Disulfidbriicken. Diese Stabilisierung der Tertidrstruktur verhindert den
Riicktransport der IMS-Proteine (Chacinska et al., 2004; Terziyska et al., 2005; Backes und
Herrmann, 2017).

1.3 Membrankontaktstellen

Wihrend bereits in den 50er Jahren erste Studien liber eine Assoziation zwischen verschiedenen
Organellen vorlagen (Bernhard und Rouiller, 1956, Copel und Dalton, 1959), wurden
Organellen bis vor wenigen Jahren hauptséchlich als isolierte Kompartimente mit definierten
biologischen Funktionen erforscht. Obwohl Organellen teilweise hoch spezialisierte
Stoffwechselwege beherbergen, sind Kommunikation und der Austausch von Metaboliten
zwischen Organellen erforderlich. Dies kann sowohl iiber vesikulédre als auch iiber nicht-
vesikuldre Transportwege oder Membrankontaktstellen (MCSs) erfolgen (Kornmann und
Ungermann, 2017; Cohen et al., 2018). Bei MSCs handelt es sich um Regionen, in denen die
Membranen von Organellen in unmittelbarer raumlicher Ndhe zueinander liegen, was den
effizienten Austausch von Molekiilen erleichtert (Scorrano et al., 2019).

Die Identifikation und Quantifizierung von MCSs und insbesondere die Unterscheidung von
stochastisch auftretenden Interaktionen zwischen Organellen kann sich als schwierig erweisen.
Die rdumliche Nédhe zweier Organellen stellt die Basis einer MCS dar und wird mit 10-80 nm
angegeben (West ef al., 2011; Fernandez-Busnadiego et al., 2015; Eisenberg-Bord et al., 2016;
Scorrano ef al., 2019). Da die Abstinde zwischen Membranen an Kontaktstellen jedoch auch
deutlich groBer sein konnen (Ping et al., 2016), ist die Distanz zwischen zwei Organellen fiir
die Definition einer MCS allein nicht ausreichend (Scorrano ef al., 2019). Die Bildung von
MCSs wird durch sogenannte Tether induziert, physische Briicken, die auf Protein-Protein-
oder Protein-Lipid-Wechselwirkungen basieren (Prinz et al., 2014; Scorrano et al., 2019). Die
Anreicherung spezifischer Proteine oder Lipide, die die Interaktion zwischen den Organellen

vermitteln und regulieren, ist ein wesentlicher Bestandteil der Definition einer MCS. Dariiber
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hinaus zeichnen sich MCSs durch die Aufrechterhaltung der strukturellen Integritdt der
beteiligten Organellen aus. Es erfolgt keine vollstindige Verschmelzung der Membranen,
obwohl voriibergehende Membranfusionen oder die Bildung von Vesikeln auftreten kdnnen.
MCSs miissen zudem eine spezifische Auswirkung auf die Funktion oder Zusammensetzung
mindestens eines der beteiligten Organellen haben (Prinz et al., 2014; Scorrano et al., 2019).
MCS wurden bereits fiir nahezu alle Organellen beschrieben, darunter Mitochondrien, das ER,
Peroxisomen, der Golgi-Apparat, Endosomen und die Plasmamembran (Helle et al. 2013;
Eisenberg-Bord et al., 2016).

Das Netzwerk des ERs durchzieht die gesamte Zelle und spielt eine zentrale Rolle bei der
Biosynthese von Proteinen und Lipiden. Uber sogenannte VAPs (vesicle associated membrane
protein) konnen diverse MCS mit anderen Organellen etabliert werden (Murphy und Levine,
2016). Ein Beispiel hierfiir findet sich in Saugetieren. ACBDS (Acyl-CoA binding domain
containing 5) ist ein Protein, welches in der peroxisomalen Membran verankert ist
(Ferdinandusse et al., 2017). Es interagiert mit den VAMP-assoziierten Proteinen A und B
(VAPA und VAPB) und ermoglicht den Austausch von Lipiden zwischen beiden Organellen
(Hua et al., 2017; Costello et al., 2017a).

In S. cerevisiae stellt der ERMES-Komplex (ER-mitochondria encounter structure) eine
wichtige Verbindung zwischen den Mitochondrien und dem ER her (Kornmann et al., 2009,
Kornmann et al., 2010; Kornmann et al., 2011). Er setzt sich zusammen aus Mmm1, das in der
ER-Membran verankert ist, sowie zwei mitochondrialen Proteinen, Mdm34 und Mdm10,
welche sich in der OMM finden. Zusétzlich wird Mdm12 fiir die strukturelle Integritit des
Komplexes bendtigt (Lang et al., 2015). Die GTPase Geml ist ebenfalls mit dem Komplex
assoziiert und an dessen dynamischer Regulation beteiligt (Kornmann et al., 2011). Die durch
den ERMES-Komplex induzierte Ndhe zwischen Mitochondrien und dem ER beglinstigt
vermutlich den Transfer von Calcium-Ionen vom ER in die Mitochondrien (Kornmann et al.,
2010). Ein Ortholog des Proteins Mmml1 ist auch in Sdugetieren von kritischer Bedeutung fiir
den Transfer von Calcium-lonen (Hirabayashi et al., 2017). Drei Proteine des ERMES-
Komplexes weisen SMP (synaptotagmin-like mitochondrial lipid-binding protein) -Dominen
fiir die Bindung von Lipiden auf (Kornmann et al., 2009; Kornmann et al., 2011; AhYoung et
al., 2015). In den entsprechenden Deletionsmutanten ist die Lipidzusammensetzung der
mitochondrialen Membran verdndert (Osman et al., 2009). Die jiingste Strukturautkldrung des
ERMES-Komplexes zeigt, dass dieser eine kontinuierliche hydrophobe Rinne zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) und den Mitochondrien bildet. Diese Struktur kann den

Transfer von Lipiden ermoglichen (Wozny et al., 2023). Eine weitere Studie zeigte eine
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Interaktion zwischen Mdm34 und dem PMP Pex11, was auf eine Funktion des ERMES-
Komplexes als Tether zwischen Mitochondrien und den Peroxisomen hindeuten konnte
(Mattiazzi-Usaj et al., 2015).

Auf eine enge Verbindung von Mitochondrien und Peroxisomen weist auch die Identifikation
weiterer MCS zwischen beiden Organellen hin (Cohen et al., 2014; Shai et al., 2018). Sowohl
das PMP Pex34 als auch das Mitofusin Fzol sind an der Ausbildung von MCS zwischen
Mitochondrien und Peroxisomen beteiligt (Shai et al., 2018).

1.4  Zielsetzung

Der erst kiirzlich entdeckte Importmechanismus der Phosphatase Ptc5 in S. cerevisiae, der auf
einem molekularen Tauziehmechanismus beruht, sowie die Beobachtung, dass Proteine mit
dualen Zielsteuerungssequenzen die rdumliche Ndhe von Organellen beeinflussen konnen
(Stehlik et al., 2020), werfen die Frage auf, ob Proteine mit mehr als -einer
Zielsteuerungssequenz als Tether zwischen Organellen fungieren kdnnen. Diese Hypothese
sollte systematisch in unterschiedlichen Modellorganismen iiberpriift werden.

Um Faktoren zu identifizieren, die die duale Lokalisierung von Ptc5 in §. cerevisiae und damit
moglicherweise auch die Bildung von Kontaktstellen zwischen Organellen regulieren, wurde
in Kooperation mit dem Labor von Maya Schuldiner und Einat Zalckvar am Weizmann-Institut
fiir Wissenschaften ein genetischer Hochdurchsatz-Screen durchgefiihrt (Thorsten Stehlik,
personliche Mitteilung). Die hierbei identifizierten Kandidaten sollten im Hinblick auf ihre
Funktion bei der peroxisomalen Translokalisierung von Ptc5 und der Ausbildung von

Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und Peroxisomen genauer untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Die Phosphatase PtcS als dynamischer Tether zwischen Mitochondrien und

Peroxisomen in U. maydis

2.1.1 Um_PtcS erhoht den Kontakt zwischen Mitochondrien und Peroxisomen

In Pilzen sind Phosphatasen der PP2C-Familie mit konkurrierenden Zielsteuerungssequenzen
phylogenetisch konserviert. Sie besitzen ein N-terminales MTS gefolgt von einer TMD sowie
ein PTS1 am C-Terminus (Stehlik ef al., 2020). Auch in S. cerevisiae und U. maydis weist Ptc5
diese konservierte Doménenstruktur auf (Abb. 4; Stehlik et al., 2020).

| mrs | [Tmp ]| | PP2C | [Prs1] scrs
1 36 58 75 143 541 560 572
| MTS | | T™D | | PP2C | | PTS1 | Um_Ptc5
1 120 139 260 735 754 765

Abbildung 4: Dominenarchitektur von PtcS in S. cerevisiae und U. maydis. A) Schematische Darstellung der
Doménenstruktur von Ptc5 aus S. cerevisiae. B) Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Ptc5 aus U. maydis.
Um_Ptc5 weist im Vergleich zu Sc_Ptc5 einen um ca. 200 Aminosduren erweiterten N-Terminus auf. MTS: mitochondrial
targeting signal, TMD: Transmembrandoméne, PP2C: Protein-Phosphatase Typ 2C, PTS1: peroxiomal targeting signal 1.

U. maydis ist ein phytopathogener Basidiomycet der sich aufgrund seiner Kultivierbarkeit unter
axenischen Bedingungen und der Verfiigbarkeit etablierter molekularbiologischer Methoden
sehr gut als Modellorganismus eignet (Kahman und Kdmper, 2004; Kamper et al., 2006; Brefort
et al., 2009). In vorherigen Untersuchungen konnte die Funktionalitit des MTS und PTS1 des
Orthologs von Ptc5 in U. maydis bereits belegt werden (Stehlik, 2019). In dieser Arbeit wurde
Ptc5 im Hinblick auf seine Fahigkeit die Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien zu vermitteln untersucht.

Dafiir wurden C-terminal GFP-markierte Varianten von Um_Ptc5 genutzt. Eine Variante, die
in nachfolgend beschriebenen Experimenten als Kontrollprotein diente, setzte sich aus
Um_Ptc5 und GFP (Um_Ptc5-GFP) zusammen. Hierdurch wird das C-terminale PTS1 des
Proteins maskiert. In einer zweiten Variante wurden zusétzlich die letzten 12 Aminoséduren von
Um_Ptc5 C-terminal an GFP fusioniert (Um_Ptc5-GFP-PTS). Die Expression wurde iiber den
starken, konstitutiven otef~Promotor vermittelt (Spellig et al., 1996). Die genetischen
Konstrukte wurden stabil und ortsspezifisch in den ip-Lokus des Stamms Bub8 mCherry-PTS
(Broomfield und Hargreaves, 1992; Freitag et al., 2012) integriert.

Sowohl Um_Ptc5-GFP als auch Um_Ptc5-GFP-PTS lokalisierten gleichmafig in tubuldren
Strukturen (Abb. 5A und Al), bei denen es sich um Mitochondrien handelt (Stehlik, 2019).

Mithilfe des peroxisomalen Markers mCherry-PTS wurde die Anzahl von Peroxisomen in
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rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien quantifiziert (Abb. 5B; Pxwm/Pxt). In diesem
Zusammenhang wurden Peroxisomen als mit den Mitochondrien in Kontakt stehend betrachtet,
wenn eine Uberlagerung der Signale vorlag oder keine schwarzen Pixel zwischen diesen
erkennbar waren. In Zellen, die eine GFP-markierte Variante von Um_Ptc5 mit maskiertem
PTS exprimierten, waren etwa 60% der Peroxisomen in der Ndhe von Mitochondrien zu
beobachten. Im Gegensatz hierzu zeigten sich in Zellen, die das Protein Um_Ptc5-GFP-PTS

exprimierten, nahezu alle Peroxisomen in engem Kontakt mit Mitochondrien.

p < 0.0001

mCherry-PTS

Um_Ptc5-GFP Um_Ptc5-GFP-PTS

Merge

Um_Ptc5-GFP

Um_Ptc5-GFP-PTS

Abbildung 5: Die Uberexpression von Um_Ptc5 erhoht die Anzahl von Peroxisomen in riumlicher Niihe zu
Mitochondrien. A) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, welche Um_Ptc5-GFP oder Um_Ptc5-GFP-PTS
(griin) unter Kontrolle des starken konstitutiven otef-Promoters (Spellig ef al., 1996) exprimierten. Die Expression erfolgte in
einem Stamm der aulerdem den peroxisomalen Marker mCherry-PTS (magenta) exprimierte (Freitag ef al., 2012). Der
Mafstab entspricht Spm. B) Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien in den in A)
gezeigten Stimmen. Pxm: Peroxisomen in rdumlicher Néhe zu Mitochondrien; Pxt: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle. C)
SIM-Bilder der Zellen aus A). Der Mafistab entspricht Spm.

Epifluoreszenzmikroskopie kann als Methode zur Untersuchung von Kontaktstellen zwischen
Organellen nur Indizien liefern. Die laterale Auflosung von etwa 250 nm und mehr als 500 nm
in der axialen Ebene stellen eine Limitation dieser Methode dar, da der Abstand zwischen
Organellen an Kontaktstellen meist geringer ist (Eisenberg-Bord et al., 2016; Scorrano et al.,
2019). Structured illumination microscopy (SIM) ist eine Methode, die ebenfalls die
Verwendung klassischer fluoreszenz-basierter Marker erlaubt, im Vergleich zu traditioneller
Epifluoreszenzmikroskopie aber eine verbesserte Auflosung von etwa 100 nm in der lateralen
Ebene bietet (Manton et al., 2022). In Kooperation mit Anita Dornes wurden die zuvor

beschriebenen Stimme mit Hilfe von SIM untersucht (Abb. 5C). Beide Fusionsproteine waren
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auch hier gleichméfig in mitochondrialen Strukturen verteilt zu beobachten. Bei Anwesenheit
des PTS1 war erneut eine Akkumulation von Peroxisomen an den Mitochondrien zu erkennen
(Abb. 5C).

Der Goldstandard fiir die Charakterisierung von Kontaktstellen ist die Elektronenmikroskopie
(Eisenberg-Bord et al., 2016; Scorrano et al., 2019). Daher wurde die Ptc5-abhéngige
Kontaktausbildung zwischen Mitochondrien und Peroxisomen in Kooperation mit Thomas
Heimerl mit Hilfe von Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Hierzu wurden
die zuvor genutzten Stimme, die die beschriebenen Fusionsproteine exprimierten, prapariert
und das peroxisomale Markerprotein mCherry-PTS einer Immunogoldfiarbung unterzogen,
sodass es durch die Anlagerung elektronen-dichter Gold- und Silberpartikel als kontrastreiche
Punkte visualisiert werden konnte (Abb. 6A). Die Mitochondrien hingegen konnen iiber ihre
charakteristische Struktur, die Doppelmembran und sichtbare Cristae, identifiziert werden
(Duranova et al., 2020).

In Zellen, die das Fusionsprotein mit funktionellem PTSI exprimierten, stand ein deutlich
erhohter Anteil von Peroxisomen in direktem Kontakt zu Mitochondrien (Abb. 6A und 6B).
Der Abstand zwischen den Organellen war in diesen Zellen ebenfalls geringer als in
Kontrollzellen (Abb. 6C). Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die Uberexpression von
Um_Ptc5 in Abhéngigkeit des PTS1 zur Bildung von Kontaktstellen zwischen Peroxisomen
und Mitochondrien beitrdgt. Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen sind demnach

tatsdchlich in der Lage als molekulare Tether zu fungieren.
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Abbildung 6: Analyse der Um_Ptc5-induzierten Bildung von Kontaktstellen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien
mittels TEM. A) TEM-generierte Bilder von Zellen, welche Um_Ptc5-GFP oder Um_Ptc5-GFP-PTS unter Kontrolle des
starken konstitutiven ofef-Promoters exprimierten. Das peroxisomale Markerprotein mCherry-PTS wurde durch
Immunogoldfarbung visualisiert. Der Malfistab entspricht 200 nm. B) Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien in den in A) gezeigten Stdmmen. Pxwm: Peroxisomen in rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien;
Pxr: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle. C) Quantifizierung der Distanz zwischen Peroxisomen und Mitochondrien in den
in A) gezeigten Stdmmen.
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2.1.2 Die Dynamik der dualen Lokalisierung von PtcS in U. maydis

Eine biologische Funktion von Ptc5 in S. cerevisiae besteht in der Dephosphorylierung und
Aktivierung  der  NAD-abhingigen  Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase  (Gpdl,
Stehlik et al., 2020). Gpdl ist an der Aufrechterhaltung der peroxisomalen Redoxhomdoostase
beteiligt (Jung et al., 2010; Freitag et al., 2012; Al-Saryi et al., 2017) und vermutlich bei
erhohter peroxisomaler Aktivitit, beispielsweise dem Wachstum in Anwesenheit von
Fettsduren, relevant.

Um die Lokalisierung von Um_Ptc5 unter moglichst physiologischen Bedingungen bestimmen
zu konnen, wurde ein Stamm generiert, der Um_Ptc5 mit einer internen GFP-Fusion zwischen
N-terminalem MTS und der TMD unter Kontrolle des endogenen Promotors exprimierte
(IntGFP-Um_Ptc5; Abb. 7A). Peroxisomen sind in U. maydis beim Wachstum auf Olséure
(Z-9-Octadecensdure) essenziell (Freitag et al., 2012; Ast et al., 2022). Dies geht mit einer
drastischen Proliferation dieser Organellen einher (Camdes et al., 2015). Wihrend
IntGFP-Um_Ptc5 in Anwesenheit von Glukose gleichméfig in mitochondrialen Strukturen
verteilt war, konnte bei Inkubation in Olsdure eine Akkumulation an den Grenzflichen zu
Peroxisomen beobachtet werden (Abb. 7B). Eine deutlich erhohte Assoziation von
Peroxisomen mit mitochondrialen Strukturen war ebenfalls erkennbar. Dieser Phanotyp lief3
sich mittels SIM verifizieren (Abb. 7C). Die Foci an den Grenzflichen zu Peroxisomen kdnnten
Um_Ptc5-abhingige Kontaktstellen darstellen. Es war jedoch keine eindeutige

Translokalisierung in die Peroxisomen zu erkennen.
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116

Glukose Olséure

mCherry-PTS Merge mCherry-PTS

Glukose Olséure

mCherry-PTS mCherry-PTS

Abbildung 7: Die Um_Ptc5-abhiingige Kontaktausbildung wird durch Olsiure induziert. A) Schematische Darstellung
des Konstrukts zur Herstellung einer Variante von Um_Ptc5 mit interner GFP-Fusion am endogenen Lokus. B)
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das Protein IntGFP-Um_Ptc5 (griin) exprimierten. Peroxisomen
wurden durch das Markerprotein mCherry-PTS (magenta) visualisiert. Die Zellen wurden in Glukose- oder Olsiurehaltigem
Medium inkubiert. Der Mafistab entspricht Sum. C) SIM-Bilder der Stimme aus B). Die Zellen wurden in Glukose- oder
Olsdurehaltigem Medium inkubiert. Der MaBstab entspricht Sum.

Die Translokalisierung von Ptc5 aus den Mitochondrien in die Peroxisomen héngt in
S. cerevisiae von der Prozessierung durch den mitochondrialen IMP-Komplex ab
(Stehlik et al., 2020). Die interne Fusion mit GFP behindert moglicherweise die Prozessierung
von Um_Ptc5 oder erschwert die Extraktion des Proteins aus den Mitochondrien. Daher wurde
ein Stamm, der eine C-terminal markierte Variante von Um_Ptc5 am endogenen Lokus enthalt
(Abb. 8A), in Glukose- oder Olsiure-haltigem Medium inkubiert und mikroskopisch
untersucht. Nach der Inkubation in Glukose-haltigem Medium lokalisierte Um_Ptc5-GFP-PTS
in mitochondrialen Strukturen, wobei auch hier teilweise eine Akkumulation des Proteins an

den Grenzflichen zu Peroxisomen beobachtet werden konnte. In Ols4ure-haltigem Medium war
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hingegen eine Ko-Lokalisation von Um_Ptc5-GFP-PTS mit Peroxisomen zu erkennen
(Abb. 8B). Die interne GFP-Fusion behindert also den peroxisomalen Transit und verstirkt so
moglicherweise die Induktion der Kontaktausbildung (vgl. Stehlik ez al., 2020).

Insgesamt weisen die hier durchgefiihrten Experimente jedoch auf die Anwesenheit von
Um_Ptc5 an Kontaktstellen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien hin und belegen die
Funktion des Proteins als Tether. Die Translokalisierung des Proteins und womdglich auch die
Induktion von Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und Peroxisomen scheint an den

metabolischen Zustand der Peroxisomen gekoppelt zu sein.

A pUm_Ptc5

‘D‘MTS| |[TMD| | PP2C | [pts[eFP]PTS}———

Olsaure

mCherry-PTS mCherry-PTS Merge

Abbildung 8: Die Ko-Lokalisierung von Um_Ptc5 mit Peroxisomen wird durch Olsiure verstiirkt. A) Schematische
Darstellung des Konstrukts zur Expression einer Variante von Um_Ptc5 mit C-terminaler GFP-PTS-Fusion am endogenen
Lokus. B) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das Protein Um_Ptc5-GFP-PTS (griin) unter Kontrolle
des endogenen Promotors exprimierten. Die Expression erfolgte in einem Stamm der aulerdem den peroxisomalen Marker
mCherry-PTS (magenta) exprimierte. Die Zellen wurden fiir vier Stunden in Glukose- oder Olsiure-haltigem Medium
inkubiert. Der Mafstab entspricht Spm.

2.2 Unterschiedliche Proteine mit dualen Lokalisierungssignalen konnen in
S. cerevisiae die Bildung von Kontaktstellen zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien beeinflussen

Nach der Charakterisierung von Um_Ptc5 als Modell eines Tethers mit konkurrierenden

Zielsteuerungssignalen, stellte sich die Frage nach der Verbreitung dieses neuartigen

Mechanismus. Fiir die systematische Untersuchung wurde S. cerevisiae als Modellorganismus

verwendet.

Neben Ptc5 konnten bereits weitere Proteine mit Signalen fiir Mitochondrien und Peroxisomen

identifiziert werden (Tabelle 1; Stehlik, 2019; Stehlik ez al., 2020). Fiir einige dieser Kandidaten
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wurde eine peroxisomale oder duale Lokalisation bereits beschrieben und erste Indizien fiir ihre

Fahigkeit zur Induktion von Organellkontakten lagen vor (Elgersma et al., 1995; Jones et al.,

1999; Petrova et al., 2004; Stehlik, 2019; Stehlik et al., 2020).

Tabelle 1: Liste mitochondrialer Proteine mit putativem PTS1. (Stehlik et al., 2020). Der P-Score beschreibt die
Wahrscheinlichkeit eines funktionellen PTS1 am C-Terminus. Ein positiver Wert spricht hierbei fiir eine peroxisomale
Lokalisierung (Neuberger et al., 2003a; Neuberger et al., 2003b). Fiir rot markierte Proteine konnte die vorhergesagte
peroxisomale Lokalisierung nicht experimentell bestitigt werden.

Vorhersage der Verifizierte
Name Putatives PTS1 P-Score peroxisomalen peroxisomale
Lokalisation Lokalisation
Cat2 ALENENKRKAKL 11,229 peroxisomal Elgersma et al., 1995
Ptc5 NPEATTKPKPRL 10,411 peroxisomal Stehlik et al., 2020
Mrp7 TARSRRAFLSKL 9,854 peroxisomal
Tes1 VYGSERDIRAKF 9,571 peroxisomal Jones et al, 1999
Mss2 KDSIKLLDKARL 9,328 peroxisomal Stehlik, 2019
Cit2 YKELVKNIESKL 9,312 peroxisomal Lewin et al, 1990
Pet309 RKSKRVLPVSKF 8,830 peroxisomal
Lys4 KGGLEGWVKSQL 8,383 peroxisomal
Nsa1 VAASKASKKSKI 7,400 peroxisomal
Mic10 FRSSAGLRSSKV 7,189 peroxisomal
Lys12 TQQVVDDVLSRL 7,008 peroxisomal
Dpi8 ATRRHLAHAPKL 6,028 peroxisomal Stehlik, 2019
Cta1 KHASELSSNSKF 4,375 peroxisomal Petrova et al, 2004
Mrs1 AGSSKFLKGAKI 2,750 peroxisomal
Mrpl37 QRIKQONNFLSQL 1,700 peroxisomal
Utp6 RYKILDLIISKL 0,611 peroxisomal
Rmil2 VKDRPRGKDARL 0,073 peroxisomal Stehlik, 2019
Pxp2 CGVSWKSGVVKL -1,169 unklar Stehlik et al., 2020
Atp8 RLYVSRLFISKL -5,777 unklar
Sod2 KEASRRFDAGKI -8,224 unklar
Min10 PISPIGNAGSQI -10,522 nicht peroxisomal
Dss1 DCLEGMLELEKL -16,365 nicht peroxisomal
Nde1 AKVYFLGRDSSI -17,919 nicht peroxisomal
Tma19 ATWKHGIVEEKI -20,006 nicht peroxisomal
Exg2 LAITIAALCASL -24,671 nicht peroxisomal
Cat5 ICRVAIWSAERI -32,755 nicht peroxisomal

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Thorsten Stehlik und
Jannik Harberding eine Reihe von Proteinen zunéchst hinsichtlich ihrer dualen Lokalisierung
analysiert. Hierfiir wurden Vektoren erstellt, die Fusionsproteine des jeweils zu untersuchenden
Proteins in Verbindung mit TagRFP, einer hellen monomeren RFP-Variante
(Merzlyak et al., 2007), einem HA-Tag (Field et al., 1988) und dem PTS1 des jeweiligen
Kandidatenproteins exprimierten. Die Expression des Fusionsproteins erfolgte iiber den starken

konstitutiven tef]-Promotor (Mumberg et al., 1995).
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Fiir diese Untersuchungen wurde ein Stamm verwendet, der ein Fusionsprotein aus Antl
(peroxisomaler ATP-Transporter) (Palmieri ef al., 2001; Van Roermund et al., 2001) und YFP
exprimiert, um die Peroxisomen visualisieren zu konnen und der als mitochondrialen Marker
auBBerdem ein Fusionsprotein aus Tim50 (Geissler et al., 2002) und mTurquoise2 (CFP,
Cranfill et al., 2016) exprimierte.

Zur Quantifizierung der Ko-Lokalisierung der Kandidatenproteine mit Peroxisomen wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient (PCC) zwischen dem RFP- und YFP-Signal bestimmt. Ein
hoher positiver Koeffizient deutet auf starke Korrelation und rdumliche Ndhe hin, wihrend ein
niedriger oder negativer Wert auf geringe oder keine Uberlappung hinweist
(Manders et al., 1992).

Das erste Kandidatenprotein, die putative Acyl-CoA Thioesterase Tesl, wurde bereits in
Peroxisomen nachgewiesen (Jones et al., 1999) und im mitochondrialen Proteom identifiziert
(Morgenstern et al., 2017). Die genaue Funktion von Tes1 ist noch nicht vollstindig aufgeklart,
Deletionsmutanten zeigen jedoch einen Wachstumsdefekt auf Olsdure-haltigem Medium
(Jones et al, 1999). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse des Fusionsproteins
Tes1-RFP-HA-PTS zeigte eine Lokalisation in Foci, die sowohl mit dem peroxisomalen
Marker Antl-YFP als auch dem mitochondrialen Marker Tim50-CFP {iberlappten. In
Apex5-Zellen waren keine peroxisomalen Tes]-RFP-HA-PTS-Foci erkennbar (Abb. 9A). Die
peroxisomale Lokalisation in Abhdngigkeit von Pex5 wurde durch die Bestimmung des PCC
quantifiziert und bestitigt (Abb. 9A, rechts).

Das zweite Kandidatenprotein Mss2 kdnnte an der Insertion von Cox2, einer Untereinheit der
Cytochrom-c-Oxidase, in die innere Membran der Mitochondrien beteiligt sein
(Broadley et al., 2001). Das Fusionsprotein Mss2-RFP-HA-PTS zeigte eine dhnliche zelluldre
Verteilung wie Tes1-RFP-HA-PTS. Es konnten sowohl peroxisomale als auch mitochondriale
Foci beobachtet werden. Die Quantifizierung der Korrelation des Signals von
Mss2-RFP-HA-PTS mit dem Signal von Antl-YFP zeigte, dass eine peroxisomale Lokalisation
des Fusionsproteins in Abwesenheit von Pex5 vollstindig ausblieb (Abb. 9B). In beiden Féllen
war aullerdem im wildtypischen Hintergrund im Vergleich zu einer Deletion von PEXS die

vermehrte Assoziation von Peroxisomen und Mitochondrien erkennbar (Abb. 9).
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Abbildung 9: Tes1-RFP-HA-PTS und Mss2-RFP-HA-PTS lokalisieren dual in Mitochondrien und Peroxisomen. A)
Links: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das Protein Tesl-RFP-HA-PTS unter Kontrolle des
konstitutiven tef]-Promotors exprimierten. Die Expression erfolgte in einem Stamm der au8erdem den peroxisomalen Marker
Antl-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50 (blau) exprimierte. Als Kontrolle wurde das Fusionsprotein
zusdtzlich in Apex5-Zellen exprimiert. Rechts: Quantifizierung der Korrelation des RFP und YFP-Signals mittels Pearson-
Korrelationskoeffizient (PCC). B) Siehe A), in diesen Zellen wurde jedoch das Fusionsprotein Mss2-RFP-HA-PTS exprimiert.
Weille Pfeile markieren Peroxisomen in engem Kontakt zu Mitochondrien. Der Mafistab entspricht Sum.

Das dritte untersuchte Kandidatenprotein war die Carnitin-Acetyl-CoA-Transferase Cat2. Das
Protein besitzt ein N-terminales MTS, gefolgt von einer Carnitin-Acetyl-Transferase-Doméne
(CAT) und einem PTS1 (Fig. 10A). Die duale Lokalisierung dieses Proteins wurde bereits in
fritheren Studien belegt und basiert auf dem Mechanismus der alternativen Initiation der
Transkription (Elgersma et al., 1995). Die mitochondriale Isoform wird in der mitochondrialen
Matrix vermutlich durch die beiden Proteasen MPP und Octl prozessiert (Abb. 10A;
Vogtle et al., 2009). Das Enzym katalysiert in den Peroxisomen den reversiblen Transfer von
Acetylgruppen auf Carnitin, wodurch Acetyl-Carnitin gebildet wird. Dieses Molekiil wird in
Mitochondrien {iberfiihrt, wo die Acetylgruppe durch die mitochondriale Isoform von Cat2
wieder auf CoA transferiert wird und in den Zitronensiurezyklus einfliet (Van Roermund et
al., 1995; Van Roermund et al., 1999).

In der fluoreszenzmikroskopischen Analyse des Fusionsproteins Cat2-RFP-HA-PTS lie3 sich

eine duale Lokalisierung bestitigen (Abb. 10B). Das hier als Kontrolle verwendete
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Fusionsprotein Cat2-RFP-HA, in welchem das PTS1 maskiert und demnach nicht-funktionell
ist, zeigte auch peroxisomale Foci — jedoch deutlich seltener (Abb. 10B). Ein
PTS1-unabhingiger Import von Cat2 ist bereits bekannt (Elgersma et al., 1995, J. Harberding,
personliche Mitteilung). Der Anteil von Peroxisomen in enger rdaumlicher Nidhe zu
Mitochondrien war in Anwesenheit des PTS1 deutlich erhoht (Abb. 10B und C). Zudem konnte
bei Uberexpression des Fusionsproteins Cat2-RFP-HA-PTS eine Reduzierung der Anzahl an
Peroxisomen pro Zelle beobachtet werden (Abb. 10B und 10C). Ein solcher Phinotyp resultiert
auch aus der Expression eines artifiziellen Tethers fiir Peroxisomen und Mitochondrien

(Shai et al., 2018).
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Abbildung 10: Die Uberexpression des dual lokalisierten Proteins Cat2-RFP-HA-PTS induziert Kontakte zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien. A) Cat2 besitzt ein N-terminales MTS, eine Acetyl-Carnitin-Transferase-Doméne (CAT)
und ein PTS1 (Elgersma et al., 1995). In Mitochondrien erfolgt wahrscheinlich die Prozessierung durch zwei verschiedene
mitochondriale Proteasen (MPP und Octl) (Vogtle et al., 2009). Es wurde eine duale Lokalisierung in Peroxisomen und
Mitochondrien beschrieben (Elgersma et al., 1995). B) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das Protein
Cat2-RFP-HA oder Cat2-RFP-HA-PTS unter Kontrolle des konstitutiven tef7-Promotors exprimierten. Die Expression erfolgte
in einem Stamm der auBlerdem den peroxisomalen Marker Antl-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50 (blau)
exprimierte. Der MaBstab entspricht Sum. C) Links: Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien in den in A gezeigten Zellen. Pxm: Peroxisomen in rdumlicher Néhe zu Mitochondrien; Pxr: Gesamtzahl der
Peroxisomen pro Zelle. Rechts: Quantifizierung der Anzahl an Peroxisomen pro Zelle in den in A) gezeigten Zellen.
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Das vierte Kandidatenprotein Pxp2 besitzt ein N-terminales MTS, ein C-terminales PTS1 sowie
eine putative Carboxymuconolacton-Decarboxylase-Doméne (CMD) (Abb. 11A) und
lokalisiert dual in Mitochondrien und Peroxisomen (Stehlik ez al., 2020).

Wihrend fiir das Enzym bisher noch keine genaue Funktion bekannt ist, zeigen
Deletionsmutanten einen Wachstumsdefekt auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Die
Uberexpression sowie die Depletion des Proteins fiihren auBerdem zu Verdnderungen der
intrazelluliren Aminosiurezusammensetzung (Nétzel et al., 2016).) Bei der Uberexpression
eines RFP-Fusionsproteins konnte in Abhangigkeit des PTS1 ein verstiarkender Effekt auf die
Ausbildung von Kontakten zwischen Peroxisomen und Mitochondrien beobachtet werden
(Stehlik et al., 2020).

Pxp2-RFP-HA-PTS zeigte in der fluoreszenzmikroskopischen Analyse, dhnlich wie die in
Abbildung 9 untersuchten Fusionsproteine, eine Akkumulation in Foci, die sowohl mit dem
peroxisomalen als auch mit dem mitochondrialen Marker ko-lokalisierten. Die peroxisomale
Lokalisation war auflerdem von der Anwesenheit des PTSI-Rezeptors Pex5 abhéngig
(Abb. 11B und C). Pxp2-RFP-PTS akkumuliert wie Tesl und Mssl im Mitochondrium in
distinkten Foci. Im Falle von Pxp2 war in Apex5-Zellen eine gleichmiBigere Verteilung von
Pxp2-RFP-HA-PTS in Mitochondrien erkennbar (Abb. 11B). Pxp2 koénnte also dhnlich wie
Um_Ptc5 an Kontaktstellen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien akkumulieren.
Vergleichbar zur Uberexpression von Cat2-RFP-HA-PTS (Abb. 10C) fiihrte die
Uberexpression von Pxp2-RFP-HA-PTS zu einer signifikanten Verringerung der Anzahl an

Peroxisomen pro Zelle (Abb. 11C).
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Abbildung 11: Die Uberexpression des dual lokalisierten Proteins Pxp2-RFP-HA-PTS induziert Kontakte zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien. A) Pxp2 enthdlt ein N-terminales MTS, eine putative Carboxymuconolacton-
Decarboxylase-Domine (CMD) und ein PTS1. Es lokalisiert dual in Mitochondrien und Peroxisomen (Stehlik ez al., 2020). B)
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das Protein Pxp2-RFP-HA-PTS unter Kontrolle des konstitutiven
tef1-Promotors exprimierten. Die Expression erfolgte in einem Stamm der auflerdem den peroxisomalen Marker Antl-YFP
(griin) und den mitochondrialen Marker Tim50 (blau) exprimierte. Als Kontrolle wurde das Fusionsprotein zusétzlich in Apex5-
Zellen exprimiert. Der Mafstab entspricht Sum. C) Links: Quantifizierung der Korrelation des RFP und YFP-Signals mittels
Pearson-Korrelationskoeffizient (PCC). Rechts: Quantifizierung der Anzahl an Peroxisomen pro Zelle in den in A) gezeigten
Zellen.

Die Fahigkeit zur Induktion von Kontaktstellen durch die hier untersuchten Kandidatenproteine
war abhdngig vom PTS1 bzw. vom PTS1-Rezeptor Pex5 (Abb. 10 und 11, Stehlik ez al., 2020).
Im Umkehrschluss miisste auch das MTS fiir die Kontaktausbildung relevant sein. Pxp2 wurde
mit einem N-terminalen RFP-HA-Tag unter Kontrolle des fefI-Promotors exprimiert wodurch
das N-terminale MTS von Pxp2 maskiert wird. Das Fusionsprotein RFP-HA-Pxp2 lokalisierte
im Zytosol, sowie in fokalen Strukturen, die mit dem peroxisomalen Marker Antl-YFP ko-
lokalisierten (Abb. 12A). Die Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen
und Mitochondrien lie keinen signifikanten Unterschied erkennen (Abb. 12B). Dies bestitigt
die Annahme, dass auch das MTS fiir die Ausbildung von Kontakten mittels dual lokalisierter

Proteine bedeutsam ist.
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Abbildung 12: Die Uberexpression des Proteins RFP-HA-Pxp2 hat keinen Einfluss auf die Kontaktausbildung zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das Protein RFP-HA-Pxp2 unter
Kontrolle des konstitutiven tef/-Promotors exprimierten. Die Expression erfolgte in einem Stamm, der auBlerdem den
peroxisomalen Marker Ant1-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50 (blau) exprimierte. Der Maf3stab entspricht
Sum. B) Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien in den in A gezeigten Zellen.
Pxwm: Peroxisomen in rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien; Pxt: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle.

Die Nutzung von fluoreszenzmarkierten Fusionsproteinen ermdglicht eine einfache
Visualisierung der Lokalisierung, kann jedoch auch die Translokation sowie die
Kontaktausbildung beeinflussen (Abb. 7 und 8). Um zunichst Einblicke in die subzellulédre
Verteilung zweier Kandidatenproteine unter physiologischen Bedingungen zu gewinnen,
wurden Stimme erzeugt, bei denen zu untersuchende Proteine an ihrem endogenen Lokus mit
einem dreifachen Myc-Tag gefolgt vom jeweiligen PTS des Proteins, markiert wurden. Aus
Zellen dieser Stimme wurden anschliefend Organellen isoliert. Im Zuge der Priparation
erfolgte die Inkubation in Olsiure-haltigem Medium, wodurch die B-Oxidation induziert wird
und die Dichte der Peroxisomen zunimmt. Dies verbessert die Trennung der Organellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Veenhuis et al., 1987; Cramer et al, 2015). Die isolierten
Organellen wurden dann in einem Dichtegradienten mittels Ultrazentrifugation separiert, die
gewonnenen Fraktionen auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel geladen und mittels Western Blot

analysiert. Als Marker fiir Mitochondrien diente das Membranprotein Porl
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(Mihara und Sato, 1985), als peroxisomaler Marker wurde Antl-YFP genutzt. Ein verstirktes
Signal war sowohl im Falle von Cat2-3xMyc-PTS als auch Pxp2-3xMyc-PTS in
mitochondrialen und peroxisomalen Fraktionen detektierbar (Abb. 13). Demnach lokalisierten

beide Proteine auch unter endogenen Bedingungen dual in Mitochondrien und Peroxisomen.

Dichte

O-POrT | - Por1

a-GFP —— e = | Ant1-YFP

O-MYC | s e e —— . —— v | Cat2-3xMyc-PTS

O-POor1 | cessammm e — - Por1
a-GFP e — —_—— - s s | Ant1-YFP
O-MyC | sy = : - we | Pxp2-3xMyc-PTS

Abbildung 13: Endogen markierte Varianten von Cat2 und Pxp2 lokalisieren dual in Mitochondrien und Peroxisomen.
Zellorganellen, die jeweils endogen Fusionsproteine aus Cat2 (oben) oder Pxp2 (unten) sowie einem dreifachen Myc-Tag und
dem jeweiligen PTS1 exprimieren, wurden mittels Dichtegradienten-Zentrifugation separiert und mittels Western Blot
detektiert. Die Dichte der Fraktionen nimmt von links nach rechts zu. Als mitochondriales Markerprotein diente Porl, als
peroxisomaler Marker wurde Antl-YFP nachgewiesen.

Neben der Lokalisation sollte auch der Einfluss der Proteine auf die Ausbildung von
Organell-Kontakten unter moglichst physiologischen Bedingungen untersucht werden. Dazu
wurden Vektoren generiert, die Fusionsproteine aus Cat2 oder Pxp2, einem dreifachen
Myc-Tag und dem PTSI1 des jeweiligen Proteins exprimieren. Da die Deletion eines einzelnen
Tethers hédufig die Bildung von Kontaktstellen zwischen Organellen nicht verhindert
(Shai et al., 2018), wurde hier auf die Nutzung des endogenen Promotors verzichtet und wie
zuvor der starke konstitutive tef/-Promotor genutzt. Die Konstrukte wurden stabil in den
leu2-Lokus eines Stamms integriert, der die zuvor beschriebenen peroxisomalen und
mitochondrialen = Markerproteine  exprimierte.  Zellen dieser Stimme  wurden
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Quantifizierung der Kontakte im Vergleich zum
Kontrollstamm zeigte in beiden Fillen eine Zunahme des Anteils an Peroxisomen in raumlicher
Néhe zu den Mitochondrien. Obwohl diese Zunahme im Falle von Cat2-3xMyc-PTS nicht
signifikant war, lie sich dennoch ein deutlicher Trend erkennen. Der Effekt war bei der

Uberexpression von Pxp2-3xMyc-PTS hingegen stirker ausgeprigt (Abb. 14).
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Abbildung 14: Die Uberexpression von Cat2-3xMyc-PTS oder Pxp2-3xMyc-PTS erhohen den Kontakt zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien. Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien bei
Uberexpression der Fusionsproteine Cat2-3xMyc-PTS oder Pxp2-3xMyc-PTS. Pxm: Peroxisomen in riumlicher Nihe zu
Mitochondrien; Pxt: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle.

Die Resultate der Untersuchungen zu dual lokalisierten Proteinen deuten darauf hin, dass die
Uberexpression solcher Proteine in S. cerevisiae zu einer verstirkten Assoziation von
Peroxisomen und Mitochondrien fiihrt. Diese Assoziation scheint von den entsprechenden

Zielsteuerungssignalen abhdngig zu sein.

2.3 Die Importmaschinerie fiir peroxisomale Matrixproteine ist fiir die
Ausbildung von Kontakten zwischen Peroxisomen und Mitochondrien

relevant

Bei den meisten bisher identifizierten Tether-Proteinen handelt es sich um Membranproteine,
die zwei Organellen miteinander verkniipfen konnen. Dies erfolgt entweder durch
Wechselwirkungen mit anderen Tether-Proteinen oder durch direkte Bindung an
Membranlipide der gegeniiberliegenden Membran (Eisenberg-Bord et al., 2016;
Kors et al., 2022). Die Beobachtung, dass auch Matrixproteine die Bildung von Kontakten
zwischen Peroxisomen und Mitochondrien beeinflussen, war daher iiberraschend. Die
Entstehung dieser Kontakte héngt sowohl von der Anwesenheit des PTS1 als auch vom
peroxisomalen Importrezeptor Pex5 ab (Abb. 10 und 11), sodass die Assoziation dieser
Organellen moglicherweise im Zuge des Imports von peroxisomalen Matrixproteinen vermittelt
wird. Naheliegend war daher die Analyse der Kontaktausbildung in Mutanten mit gestortem
peroxisomalen Importsystem.

Als PTS1-Rezeptor ist Pex5 in S. cerevisiae fir den Import des grofiten Teils der peroxisomalen
Matrixproteine verantwortlich. Wenn die Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien tiber die duale Lokalisierung von Proteinen vermittelt wird, sollte demnach die
Abwesenheit des Importrezeptors die Ausbildung von Kontakten beeinflussen. Daher wurde

eine Apex5-Mutante im Hinblick auf die Assoziation der Organellen untersucht. Der Stamm
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exprimierte Pex3-GFP, ein PMP, welches als peroxisomales Markerprotein diente. Zur
Visualisierung mitochondrialer Strukturen wurde Tim50-RFP exprimiert. In Abwesenheit von
Pex5 waren deutlich weniger Peroxisomen in enger rdumlicher Nidhe zu Mitochondrien zu
beobachten (Abb. 15A und B). Wihrend die Uberexpression des dual lokalisierten Proteins
Pxp2-RFP-HA-PTS zu einer verstiarkten Kontaktausbildung zwischen den beiden Organellen
fiihrte, lieB sich dieser Effekt in Apex5-Zellen nicht mehr beobachten (Abb. 15C).
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Abbildung 15: Die Deletion von PEXS verringert die Ausbildung von Kontakten zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Apex5-Zellen. Die Zellen exprimierten auflerdem den
peroxisomalen Marker Pex3-GFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50-RFP (magenta). Der Mafstab entspricht
Sum. B) Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien der in A) gezeigten Zellen. C)
Quantifizierung der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien in An- und Abwesenheit von Pex5 und bei
Uberexpression des Proteins Pxp2-RFP-HA-PTS. D) Quantifizierung der Anzahl an Peroxisomen pro Zelle in den in A)
gezeigten Zellen. Pxm: Peroxisomen in rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien; Pxr: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle.

Dieser Effekt konnte auch auf einer verringerten Anzahl von Peroxisomen durch fehlenden
Import von peroxisomalen Matrixproteinen beruhen. Die Quantifizierung der Anzahl von
Peroxisomen ergab jedoch den gegenteiligen Effekt (Abb. 15D), wobei auffiel, dass diese
deutlich kleiner erschienen (Abb. 15A). Interessanterweise war zudem die Beweglichkeit der

Peroxisomen in Apex5-Zellen erhoht (Video 1). Ein dhnliches Phdnomen ist im Zusammenhang
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mit reduzierteren peroxisomalen Kontakten bereits aufgefallen (David et al., 2013;
Costello et al., 2017). Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse auf eine Beteiligung des

PTS1-Rezeptors Pex5 an der Ausbildung von Kontakten, die durch Proteine mit dualen

[=]

Lokalisierungssignalen vermittelt werden, hin.

o

[=]

Video 1: Die Deletion von PEX5 erhoht die Beweglichkeit von Peroxisomen. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
Apex5-Zellen. Die Zellen exprimierten den peroxisomalen Marker Pex3-GFP. Die Aufnahme représentiert einen Zeitraum von
40 Sekunden. Der Malistab entspricht Sum.

2.4 Lysinmangel induziert den Kontakt zwischen Mitochondrien und
Peroxisomen
Peroxisomen erfiillen vielféltige Funktionen und sind unter anderem an der Synthese von
Aminoséuren beteiligt. In Hefen und anderen Pilzen erfolgt die Synthese von L-Lysin {iber den
a-Aminoadipinsdure-Weg und findet im Zellkern, im Zytosol, in Mitochondrien und in
Peroxisomen statt. Dabei katalysieren die Proteine Lys4 (Homoaconitase) und Lys12
(Homoisocitrat-Dehydrogenase) Teilschritte dieses Synthesewegs im Mitochondrium
(Al-Saryi et al., 2017). Interessanterweise konnten auch fiir diese mitochondrialen Proteine

PTS1-Motive vorhergesagt werden (Tabelle 1; Breitling et al., 2002; Stehlik et al., 2020).

2.4.1 Der Transit in Peroxisomen ist fiir die Ausbildung von Kontakten iiber Proteine
mit dualen Zielsteuerungssequenzen nicht essenziell

Um die Funktionalitdt der vorhergesagten peroxisomalen Zielsteuerungssequenzen in vivo zu

iiberpriifen, wurden die C-terminalen 12 Aminosduren der beiden Kandidatenproteine an RFP

fusioniert. Die Ko-Lokalisierung mit dem peroxisomalen Marker Ant1-YFP zeigte, dass beide

PTS1-Motive funktionell waren (Abb. 16).
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Abbildung 16: Die PTS1-Motive der Proteine Lys4 und Lys12 sind funktionell. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
von Zellen, die ein Fusionsprotein aus RFP und dem PTS des Proteins Lys4 oder Lys12 exprimierten (magenta). Die Zellen
exprimierten auflerdem den peroxisomalen Marker Antl-YFP (griin). Der Maf3stab entspricht Spm.

Wihrend das PTS1 von Lys4 und Lys12 den Import eines Reporterproteins in Peroxisomen
ermoglichen kann, wurden beide Proteine bisher nicht im peroxisomalen Proteom identifiziert.
Analog zur Vorgehensweise in Kapitel 2.2 wurden Stimme generiert, die Fusionsproteine von
Lys4 und Lys12 mit RFP-HA mit und ohne C-terminales PTS1, unter der Kontrolle des tefI-
Promotors sowie die beschriebenen Marker fiir Peroxisomen und Mitochondrien exprimierten.
Die mikroskopische Untersuchung ergab, dass alle Fusionsproteine in Mitochondrien
lokalisierten (Abb. 17). Eine eindeutige Translokalisierung in die Peroxisomen war nicht zu
beobachten.

Die Expression beider Varianten mit PTS1 fiihrte dennoch zu einer Erhohung der Kontakte
zwischen den Organellen (Abb. 17). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Translokalisierung in
die Peroxisomen fiir den Mechanismus der Kontaktausbildung tiber Proteine mit dualen
Lokalisierungssignalen nicht essenziell ist. Es scheint, als wiirde eine stiarkere Affinitdt zu den
Mitochondrien die Stirke des Kontakts zwischen beiden Organellen erhdhen. Bereits im Fall
von Ptc5 ist aufgefallen, dass eine Variante von Ptc5 ohne IMP-Spaltstelle die Assoziation der
Organellen stark erhoht. Auch dieses Fusionsprotein lokalisierte nur noch wenig in den

Peroxisomen (Stehlik et al., 2020).
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Abbildung 17: Die Uberexpression der mitochondrialen Proteine Lys12-RFP-HA-PTS und Lys4-RFP-HA-PTS erhiht
den Kontakt von Peroxisomen und Mitochondrien. A) links: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Zellen, die das
Protein Lys12-RFP-HA(-PTS) unter Kontrolle des konstitutiven tef1-Promotors exprimierten. Die Expression erfolgte in einem
Stamm, der auflerdem den peroxisomalen Marker Antl-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50-CFP (blau)
exprimierte. Rechts: Quantifizierung der Anzahl an Peroxisomen pro Zelle. Pxm: Peroxisomen in rdumlicher Néhe zu
Mitochondrien; Pxr: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle. B) Siehe A), in diesen Zellen wurde jedoch das Fusionsprotein
Lys4-RFP-HA(-PTS) exprimiert. Weille Pfeile markieren Peroxisomen in engem Kontakt zu Mitochondrien. Der Maf3stab
entspricht Spm.

2.4.2 Lys12 reguliert die Kontakte zwischen Peroxisomen und Mitochondrien in
Abhingigkeit der Lysin-Verfiigbarkeit

Da die Biosynthese von Lysin sowohl in Mitochondrien als auch Peroxisomen stattfindet,
konnten die Kompartimente wihrend der Synthese tliber Kontaktstellen miteinander verbunden
werden. Ein Mangel an Lysin fiihrt zur Induktion der Expression und Aktivitdt von Proteinen
diese Synthesewegs (Breitling er al., 2002), woriiber die Ausbildung von Kontaktstellen
induziert werden konnte.

Um die physiologische Regulation der Kontaktbildung analysieren zu konnen, wurden Stimme
erzeugt, bei denen entweder ein Konstrukt das fiir einen neunfachen Myc-Tag oder einen
neunfachen Myc-Tag gefolgt vom PTS1 von Lys12 codiert, am endogenen Lokus C-terminal
ins Genom integriert. Zellen dieser Stimme wurden anschlieBend in Medium mit und ohne

Lysin angezogen und biochemisch auf die Expression der Lysl2-Fusionsproteine hin



Ergebnisse | 35

untersucht. Dazu wurden Gesamtzellextrakte mit gleichen Zellmengen prapariert und mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte
anschlieBend durch einen Western Blot. Sowohl in Zellen, die das Fusionsprotein
Lys12-9xMyec als auch Lys12-9xMyc-PTS exprimierten, war bei Abwesenheit von Lysin eine
deutliche Zunahme der Proteinmenge der Fusionsproteine detektierbar (Abb. 18A).

Im nichsten Schritt wurden Zellen, in denen das PTS1 von Lys12 maskiert war, sowie Zellen
mit einem wildtypischen Allel in An- und Abwesenheit von Lysin angezogen und dann mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Beide Stimme exprimierten wiederum die zuvor genutzten
peroxisomalen und mitochondrialen Marker, um die Quantifizierung der Kontakte zwischen
beiden Organellen zu ermdglichen. In Abwesenheit von Lysin kam es im wildtypischen
Hintergrund zu einer Erhohung der Anzahl von Peroxisomen in rdumlicher Nihe zu
Mitochondrien. Dieser Effekt war nicht mehr zu beobachten, wenn das PTS1 von Lysl2
maskiert war (Abb. 18B). Die Wiedereinfiihrung des PTS1 in das Fusionsprotein fiihrte zur
Wiederherstellung des zuvor beobachteten Phénotyps (Abb. 18C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bildung von Kontakten iiber Proteine mit dualen
Zielsteuerungssequenzen einen dynamischen Prozess darstellt, der an den metabolischen
Zustand der Zelle gekoppelt ist. Uber diesen Mechanismus konnten ortlich getrennte

Reaktionen eines Stoffwechselwegs rdumlich verbunden werden konnten.
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Abbildung 18: Die Lys12-abhiingige Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien wird durch die
Verfiigbarkeit von Lysin beeinflusst. A) Biochemische Analyse der Proteinmenge von Lys12-9xMyc und Lys12-9xMyc-
PTS nach Inkubation in An- oder Abwesenheit von Lysin. Das Protein Porl diente als Mengenstandard B) Quantifizierung der
Kontakte zwischen Peroxisomen und Mitochondrien in wildtypischen Zellen und in Zellen, in denen das PTS1 von Lys12
maskiert ist. Die Inkubation erfolgte in Medium mit und ohne Lysin. C) Quantifizierung der Kontakte zwischen Peroxisomen
und Mitochondrien in wildtypischen Zellen und Zellen, die das Fusionsprotein Lys12-9xMyc bzw. Lys12-9xMyc-PTS vom
endogenen Lokus aus exprimierten. Die Zellen wurden in Abwesenheit von Lysin angezogen. Pxm: Peroxisomen in raumlicher
Néhe zu Mitochondrien; Pxr: Gesamtzahl der Peroxisomen pro Zelle.

2.5 Identifikation weiterer Faktoren, die an der dualen Lokalisation von Ptc5
beteiligt sind
In einem zweiten Teilprojekt sollten Faktoren identifiziert werden, die an der
Translokalisierung von Ptc5 aus den Mitochondrien in die Peroxisomen beteiligt sind. Dieser
Prozess hidngt sowohl von der mitochondrialen Prozessierung als auch dem peroxisomalen
Import ab und konnte die rdumliche Ndhe zwischen Peroxisomen und Mitochondrien
bendtigen. Zu diesem Zweck wurde in Zusammenarbeit mit Thorsten Stehlik, Einat Zalckvar
und Maya Schuldiner ein mikroskopischer Hochdurchsatz-Screen durchgefiihrt, der auf die

Identifizierung von Mutanten abzielte, in denen die peroxisomale Translokalisierung von Ptc5
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gestort ist. Zundchst wurde ein haploider Hefestamm erzeugt, der den peroxisomalen Marker
Pex3-GFP und das Fusionsprotein Ptc5-RFP-PTS exprimierte. Mithilfe der Synthetic Genetic
Array (SGA) -Technologie (Baryshnikova et al., 2010) wurde dieser Stamm in eine
Deletionsbibliothek (Giaever et al., 2002) und in die DAmP-Bibliothek eingekreuzt, die
hypomorphe Allele essenzieller Gene enthilt (Breslow et al., 2008). Uber einen mehrstufigen
Selektionsprozess wurden haploide Mutanten, die sowohl eine definierte Deletion als auch
beide Fluoreszenzmarker besitzen, isoliert. AnschlieBend erfolgte die Untersuchung der

intrazelluldren Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS mittels automatisierter Bildgebung (Abb. 19).

[mts | [TmMD| | PP2C | |PTs1 PTS1

Ptc5-RFP-PTS NatNT2

Deletionsbibliothek
+

DAmP-Bibliothek

Ptc5-RFP-PTS

in leu2 locus
+

|

automatisierte Bildgebung

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Screens zur Identifizierung von Faktoren mit ReleVanz fiir die
peroxisomale Translokalisation von Ptc5. Ein haploider Stamm, der Ptc5-RFP-PTS und Pex3-GFP exprimierte, wurde
mittels SGA-Technologie in die angegebenen Hefebibliotheken (Giaever et al., 2002; Breslow et al., 2008) eingekreuzt.
Haploide Nachkommen, die beide Fusionsproteine im Hintergrund einer Gendeletion exprimierten, wurden mit automatischer
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. MTS: mitochondrial targeting signal, TMD: Transmembrandomine, PP2C: Protein-
Phosphatase Typ 2C, PTS1: peroxisomal targeting signal 1.

Mit Hilfe dieses Screens konnte eine Vielzahl von Genen identifiziert werden, deren Deletion
die peroxisomale Lokalisierung von Ptc5 ganz oder teilweise verhinderte (Tabelle Al,
Abb. 20). Zu diesen Genen gehorten erwartungsgemall viele Peroxine, die an der Biogenese
von Peroxisomen beteiligt sind (Tabelle Al). Neben diesen Genen, konnte auch SOM]I
identifiziert werden. Das Protein Soml ist Teil des mitochondrialen IMP-Komplexes
(Jan et al., 2000), der fiir die Ptc5-Prozessierung zustindig ist (Stehlik et al., 2020). Die

Identifikation dieser Kandidatengene spricht fiir die Validitit des Screeningverfahrens.
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Die identifizierten Mutanten wurden zur Validierung der Daten nochmals manuell generiert
und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 20A und A2). Hierbei wurde neben dem
wildtypischen Ausgangsstamm eine Acog9-Mutante, die keinen Einfluss auf die Lokalisation
von Ptc5 hat (Stehlik ez al., 2020), als Kontrolle verwendet.

Sowohl in Apex5-Mutanten als auch AimpI-Mutanten ist bereits beobachtet worden, das Ptc5-
RFP-PTS in den Mitochondrien akkumuliert (Stehlik et al., 2020). Auch der fiir Asoml-
Mutanten beobachtete Phénotyp lie sich mittels manueller Fluoreszenzmikroskopie
verifizieren (Abb. 20A und A2).

Auch die Deletion von PEX34 schien einen Einfluss auf die Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS
zu haben. Pex34 wurde bereits als Tether-Protein zwischen Mitochondrien und Peroxisomen
identifiziert (Shai et al., 2018). Obwohl sich in Apex34-Zellen bei der visuellen
Charakterisierung eine Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS in mitochondrialen Strukturen
beobachten lieB (Abb. 20A und A2), konnte diese durch die Quantifizierung des PCCs nicht
bestitigt werden (Abb. 20B). Dieser Widerspruch konnte auf die besonders grofen
Peroxisomen in Apex34-Mutanten zuriickzufiihren sein (Abb. 20A und A2; vgl.
Tower et al., 2011).

Ein weiteres identifiziertes Kandidatengen war DJPI (Abb. 20), dass flir ein ER-assoziiertes
Chaperon kodiert und von dem bereits eine Beteiligung am peroxisomalen Import bekannt ist
(Hettema et al., 1998). Auch die Deletion von GUT, einer mitochondrialen Glycerol-Kinase
(Pavlik et al., 1993), fiihrte zu einer signifikanten Verringerung der peroxisomalen Lokalisation
von Ptc5-RFP-PTS (Abb. 20 und A2). Von besonders hohem Interesse war die Identifikation
von MDM10 als Kandidatengen mit ReleVanz fiir die peroxisomale Translokalisierung (Abb.
20 und A7).
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Abbildung 20: Identifikation weiterer Faktoren der Translokalisation von Ptc5. A) Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der identifizierten Mutanten, in denen die peroxisomale Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS beeintrichtig ist. Die
Zellen exprimierten Ptc5-RFP-PTS (magenta) unter Kontrolle des konstitutiven tef/-Promotors sowie den peroxisomalen
Marker Pex3-GFP (griin). Der Mal3stab entspricht Sum. B) Quantifizierung der Korrelation des RFP- und GFP-Signals mittels
Pearson-Korrelationskoeftizient (PCC).
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2.6 Die subzellulire Verteilung dual lokalisierter Proteine wird durch den

ERMES-Komplex reguliert

2.6.1 Die Depletion des ERMES-Komplexes beeinflusst den mitochondrialen Import
Mdm10 ist als Komponente des ERMES-Komplexes an der Ausbildung von Kontakten
zwischen den Mitochondrien und dem ER beteiligt (Kornmann et al., 2009, Kornmann et al.,
2010; Kornmann et al., 2011). Zusétzlich wurde beobachtet, dass Mdm10 mit dem SAM-
Komplex assoziiert ist und {iber diese Interaktion an der Integration von Carrier-Proteinen in
die innere mitochondriale Membran beteiligt ist (Meissinger et al., 2004; Chan et al., 2008;
Yamano et al., 2010; Ellenrieder et al., 2016)

Zunichst stellte sich die Frage, ob der beobachtete Phénotyp spezifisch von Mdm10 abhingt
oder auch bei Depletion anderer Komponenten des ERMES-Komplexes auftritt. Dieser setzt
sich neben Mdm10 aus Mdm12, Mdm34 und Mmm1 zusammen (Kornmann et al., 2009). Die
Depletion aller ERMES-Komponenten fiihrte zu einer verringerten Ko-Lokalisation von
Ptc5-RFP-PTS mit dem peroxisomalen Marker Antl-YFP (Abb. 21A). Der Effekt war in
Amdm10-Mutanten am stirksten und in Ammml-Mutanten am schwichsten ausgepriagt
(Abb. 21B). Demnach ist die verringerte peroxisomale Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS nicht
nur von Mdm10 abhéngig, sondern in allen ERMES-Mutanten beeintrachtigt.
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Abbildung 21: Die peroxisomale Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS hiingt vom ERMES-Komplex ab. A)
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung verschiedener ERMES-Mutanten. Die Zellen exprimierten Ptc5-RFP-PTS (rot)
unter Kontrolle des konstitutiven fef7-Promotors sowie den peroxisomalen Marker Antl-YFP (griin) und den mitochondrialen
Marker Tim50-CFP (blau). Der Mafistab entspricht Sum. B) Quantifizierung der Korrelation des RFP- und YFP-Signals mittels
Pearson-Korrelationskoeftizient (PCC) in den in A) gezeigten Zellen.
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Die fehlende peroxisomale Lokalisierung von Ptc5 in ERMES-Mutanten kénnte verschiedene Ursachen
haben. Denkbar wire eine Storung des initialen mitochondrialen Imports, der anschlieBenden
Translokalisierung oder des peroxisomalen Imports per se. Ersteres wurde durch die Untersuchung der
Prozessierung von Ptc5 in ERMES-Mutanten analysiert (Stehlik et al., 2020). Hierfir wurde ein
Konstrukt verwendet, das die Expression eines Fusionsproteins aus den ersten 201 Aminosduren von
Ptc5, RFP und einem HA-Tag vermittelt (Abb. 22A; Ptc5"2°'-RFP-HA). Wie bei den meisten
mitochondrialen Proteinen erfolgt die Prozessierung von Ptc5 in Mitochondrien zundchst durch die
MPP, wodurch die Prasequenz entfernt wird (Vogtle et al., 2009). Ptc5 weist zusitzlich zwischen
Position 81 und 84 eine IMP-Schnittstelle mit der Sequenz LSDL auf. Die Spaltung erfolgt zwischen
Aminosdure 83 und 84 (Abb. 22A; Stehlik er al., 2020). Proteine aus Zellen unterschiedlicher
genetischer Hintergriinde, die Ptc5'2°!-RFP-HA exprimierten, wurden prépariert und Ptc5'-2*!-RFP-HA
mittels Western Blot nachgewiesen. Wiahrend in wildtypischen Zellen nahezu ausschlieBlich die
vollstindig prozessierte Form des Proteins Ptc5'2"'-RFP-HA detektierbar war (m), akkumulierte bei
Deletion von /MP] eine intermedidre Form (i), die von MPP, jedoch nicht vom IMP-Komplex,
prozessiert wurde (Stehlik et al., 2020). In allen ERMES-Mutanten war auflerdem ein Anteil der
unprozessierten Form des Fusionsproteins nachweisbar (p) (Abb. 22B). Diese Ergebnisse weisen auf

einen beeintrachtigten mitochondrialen Import von Ptc5 in ERMES-Mutanten hin.
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Abbildung 22: Die Depletion von ERMES-Komponenten verhindert die vollstindige Prozessierung von PtcS. A)
Schematische Darstellung des trunkierten Fusionsproteins Ptc5'2!-RFP-HA. Die MPP-Schnittstelle wird durch einen grauen
Pfeil, die Impl-Schnittstelle durch einen weilen Pfeil markiert. B) Biochemische Analyse der Prozessierung von
Ptc5'21-RFP-HA in ERMES-Mutanten mittels Western Blot. Als Kontrolle wurde das Konstrukt in einen Stamm mit
wildtypischem Hintergrund sowie eine imp-Mutante transformiert. p: Préprotein, i: intermediate Isoform; m: matures Protein.

Diese Ergebnisse warfen die Frage auf, ob der ERMES-Komplex einen generellen Einfluss auf
den mitochondrialen Import haben kénnte. Daher wurde die Prozessierung und damit indirekt
der initiale mitochondriale Import fiir zufdllig gewéhlte mitochondriale Proteine in
Amdmli10-Mutanten untersucht. Dafiir wurden Stimme erzeugt, die C-terminale
GFP-fusionierte Varianten der mitochondrialen Proteine Isul, Isa2, Cytl, Mrp20 oder Mrps17
exprimierten (Huh ef al., 2003) und in denen zusétzlich MDM 10 deletiert wurde. AnschlieBend



Ergebnisse | 43

erfolgte die biochemische Untersuchung der Prozessierung mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und Western Blot.

In Folge der Deletion von MDM 10 war bei vielen dieser Proteine eine veridnderte Prozessierung
erkennbar (Abb. 23). Dies deutet darauf hin, dass Mdm10 einen generellen Einfluss auf den

mitochondrialen Import und die Prozessierung von Proteinen in Mitochondrien hat.

Isu1-GFP Isa2-GFP Cyt1-GFP Mrp20-GFP Mrps17-GFP
(kDa) Kontrolle Amdm10  Kontrolle Amdm10  Kontrolle Amdm10  Kontrolle Amdm10  Kontrolle Amdm10
70
55 —
— - - M o-GFP
- @ — 55 —
10 | . _— 55 -

Abbildung 23: Mdml10 beeinflusst den Import und die Prozessierung mitochondrialer Proteine. Biochemische
Untersuchung von Zellen, die C-terminal GFP-markierte Varianten mitochondrialer Proteine in einem wildtypischen
Hintergrund oder einer Amdm10-Mutante exprimierten.

Falls die verminderte peroxisomale Lokalisation von Ptc5 in ERMES-Mutanten auf einen
gestorten Import zuriickzufilhren ist, sollte dieser Phidnotyp auch in Mutanten der
mitochondrialen Importmaschinerie auftreten. Im Hochdurchsatz-Screen konnten solche
Mutanten jedoch nicht identifiziert werden. Um falsch negative Ergebnisse auszuschlielen,
wurde die peroxisomale Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS in verschiedenen Mutanten des
mitochondrialen Imports und der mitochondrialen Biogenese untersucht. Zu diesem Zweck
wurden Gene fiir verschiedene Komponenten der mitochondrialen Importmaschinerie und
Biogenese deletiert. Dazu zdhlten die offenen Leserahmen von Tom70, einem zentralen Protein
des TOM-Komplexes, das an der Erkennung nahezu aller mitochondrialen Préproteine beteiligt
ist (Young et al., 2003), von Tom22, das als Rezeptor, als Organisator des TOM-Komplexes
und Verbindungselement zwischen dem TOM- und TIM-Komplex fungiert (Honlinger et al.,
1995; Bolliger et al., 1995; Mayer et al., 1995; Van Wilpe et al., 1999; Chacinska et al., 2003),
und Fzol, einem Mitofusin, dessen Fehlen zu einer gestdrten mitochondrialen Morphologie
fiihrt (Hermann et al., 1998). Die Deletion wurde in einem Stamm durchgefiihrt, der sowohl
Ant1-YFP als auch Tim50-CFP exprimierte. Zudem wurde ein Vektor, der die Expression von
Ptc5-RFP-PTS vermittelt, in die Zellen transformiert.

AnschlieBend erfolgte die Untersuchung mittels Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 24A). Die Ko-
Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS mit dem peroxisomalen Marker Antl-YFP war in allen
Mutanten deutlich erkennbar. Eine verstirkte Retention von Ptc5-RFP-PTS in Mitochondrien
wurde hingegen nicht beobachtet. In Abwesenheit von Tom70 war ein abgeschwéchtes Signal
des Fusionsproteins zu erkennen, dennoch ko-lokalisierte Ptc5-RFP-PTS auch in diesen Zellen

mit dem peroxisomalen Marker (Abb. 24A).
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Auch in diesen Mutanten wurde die biochemische Analyse der Prozessierung von
Ptc5!2°.RFP-HA mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot
durchgefiihrt. Die Deletion von FZOI fiihrte zu einer Anreicherung des unprozessierten
Préproteins, wahrend in den Mutanten der Importmaschinerie beziiglich der Prozessierung kein
Unterschied zur wildtypischen Kontrolle erkennbar war (Abb. 25B). Die biochemische Analyse
bestdtigte die vorherige Beobachtung, dass die Deletion von TOM70 zu einer Reduktion der
Proteinmenge von Ptc5-Fusionsproteinen fiithrt (Abb. 25). Die Resultate dieser Untersuchungen
zeigen, dass ein gestorter mitochondrialer Import nicht ausreicht, um die peroxisomale
Lokalisation von Ptc5 zu unterbinden. Der beobachtete Phianotyp in ERMES-Mutanten scheint

demnach auf eine andere Weise begriindet zu sein.
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Abbildung 24: Ein mitochondrialer Importdefekt verhindert die peroxisomale Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS nicht.
A) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS in Mutanten des mitochondrialen Imports
und der Morphogenese. Die Zellen exprimierten neben PtcS-RFP-PTS (rot) unter Kontrolle des konstitutiven fef7-Promotors
den peroxisomalen Marker Antl-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50-CFP (blau). Der Mafistab entspricht
5um. B) Biochemische Analyse der Prozessierung von Ptc5'-2°I-RFP-HA in den in A) gezeigten Mutanten. p: Priprotein, i:
intermediate Isoform; m: matures Protein.
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2.6.2 Der ERMES-Komplex reguliert die intrazellulire Verteilung dual lokalisierter
Proteine
Die Identifizierung des ERMES-Komplexes als wichtiger Faktor fiir die subzelluldre
Verteilung von Ptc5 warf die Frage nach seinem Einfluss auf andere Proteine mit dualen
Zielsteuerungssequenzen auf.
Das Fusionsprotein Cat2-RFP-HA-PTS zeigte in Abwesenheit von Mdm10 eine verringerte
Ko-Lokalisation mit dem peroxisomalen Marker Antl-YFP, dhnlich der bereits beobachteten
Lokalisierung von Ptc5-RFP-PTS. Stattdessen akkumulierte es in Mitochondrien (Abb. 25A
und A3A). Interessanterweise wurde bei anderen analysierten Proteinen ein gegenteiliger Effekt
beobachtet. Sowohl Pxp2-RFP-HA-PTS (Abb. 25B und A3B), Tes1-RFP-HA-PTS (Abb. 25C
und A4A) als auch Mss2-RFP-HA-PTS (Abb. 25D und A4B) zeigten in Amdm10-Zellen eine
Ko-Lokalisation mit dem peroxisomalen Marker Antl-YFP, wéhrend eine mitochondriale
Lokalisation selten zu beobachten war.
Um Einblicke in den Mdm10-abhidngigen Import und die Prozessierung dieser Proteine zu
erhalten, wurde analog zum bisherigen Vorgehen eine biochemische Analyse durchgefiihrt.
Weder fiir Pxp2-RFP-PTS noch Tesl-RFP-HA-PTS oder Mss2-RFP-HA-PTS lielen sich
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot in Kontroll- und Amdm10-
Zellen unterschiedlich prozessierte Varianten nachweisen (Abb. 26D). Die Ergebnisse konnten

auf einen ungewohnlichen mitochondrialen Import dieser Proteine hindeuten.
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Abbildung 25: Die subzellulire Verteilung dual lokalisierter Proteine wird durch Mdm10 beeinflusst. A)
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Cat2-RFP-HA-PTS (rot) in Amdml10-Zellen. Die Zellen
exprimierten aullerdem den peroxisomalen Marker Ant1-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50-CFP (blau). Der
Malistab entspricht Sum. B) Wie in A). Die Zellen exprimierten Pxp2-RFP-HA-PTS (rot). C) Wie in A). Die Zellen
exprimierten Tes]-RFP-HA-PTS (rot). D) Wie in A). Die Zellen exprimierten Mss2-RFP-HA-PTS. E) Biochemische Analyse
der Prozessierung der in B) — D) untersuchten Fusionsproteine.
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Wihrend die Anzahl mitochondrialer Pxp2-RFP-HA-PTS-Foci in  Amdmli(0-Mutanten
signifikant reduziert war, blieb die Assoziation dieser Foci mit peroxisomalen Strukturen
unbeeinflusst (Abb. 26). Die Verringerung der mitochondrialen Lokalisation von Pxp2 in

Abwesenheit von Mdm10 scheint die Kontaktausbildung also nicht génzlich zu verhindern.
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Abbildung 26: Die Assoziation zwischen Peroxisomen und Mitochondrien iiber Pxp2 hiingt nicht von Mdm10 ab. Links:
Quantifizierung der mitochondrialen Pxp2-RFP-HA-PTS-Foci pro Zelle in Kontrollzellen und Amdm10-Mutanten. Rechts:
Quantifizierung des Anteils mitochondrialer Pxp2-RFP-HA-PTS-Foci in Kontakt mit Peroxisomen in Kontrollzellen und
Amdm10-Mutanten.

Die Akkumulation von Proteinen an MCS ist ein charakteristisches Merkmal ihrer Funktion als
Tether. Pxp2, Tesl und Mssl zeigten eine ungleichmiflige Verteilung in mitochondrialen
Strukturen und sammelten sich in distinkten fokalen Bereichen innerhalb der Mitochondrien an
(Abb. 25B-D). Dabei konnte es sich um Kontaktstellen handeln. Es wurde bereits beobachtet,
dass ein synthetischer Tether fiir Mitochondrien und Peroxisomen in unmittelbarer Nihe zum
ERMES-Komplex lokalisiert ist (Shai et al., 2018). In einem weiteren Schritt wurde die
Lokalisation des Fusionsproteins Pxp2-RFP-HA-PTS im Vergleich zu Mmml untersucht.
Hierzu wurde der offene Leserahmen fiir das Fluoreszenzprotein mNeonGreen
(Shaner et al., 2013) am endogenen Lokus C-terminal in MMM] inseriert und der zuvor
verwendete Vektor zur Expression von Pxp2-RFP-HA-PTS in die Zellen transformiert.
AnschlieBend wurde eine fluoreszenzmikroskopische Analyse durchgefiihrt. Die Untersuchung
ergab, dass 38 +/- 5% der Pxp2-RFP-HA-PTS-Foci mit dem Signal von Mmm1-mNeonGreen
iiberlappten oder sich in direkter rdumlicher Néhe dazu befanden (Abb. 27). Die Ergebnisse
zeigen, dass Proteine, die die Kontaktausbildung zwischen Mitochondrien und Peroxisomen
induzieren konnen, in rdumlicher Ndhe zum ERMES-Komplex akkumulieren. Der ERMES-
Komplex scheint ein wichtiger Faktor fiir die Determination der intrazelluldren Verteilung von
Proteinen mit dualen Zielsteuerungssignalen zu sein und beeinflusst interessanterweise

unterschiedliche Arten von dual lokalisierten Proteinen auf verschiedene Weise.
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Pxp2-RFP-HA-PTS

Abbildung 27:  Pxp2-RFP-HA-PTS akkumuliert in ridumlicher Nihe 2zu  Mmml-mNeonGreen.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Pxp2-RFP-HA-PTS (magenta) und Mmm1-mNeonGreen
(griin). Der Mafstab entspricht Spm.

2.7 Der ERMES-Komplex ist an der Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen
und Mitochondrien beteiligt

2.7.1 Der peroxisomale Import ist durch die Depletion des ERMES-Komplexes leicht
beeintriachtigt

Die bisher erzielten Ergebnisse zeigen die ReleVanz von ERMES fiir die subzelluldre
Verteilung von Ptc5 und anderen Proteinen mit dualen Zielsteuerungssequenzen fiir
Mitochondrien und Peroxisomen. Der beobachtete Phénotyp fiir Ptc5 lésst sich nicht allein auf
einen Defekt des mitochondrialen Imports zurilickfiihren. Alternativ konnte eine
Beeintrachtigung des peroxisomalen Imports den Transit von Ptc5 verhindern. Daher wurde im
ndchsten Schritt der Einfluss des ERMES-Komplexes auf die Effizienz des peroxisomalen
Imports untersucht.

Tatsdchlich akkumulierte RFP-PTS, ein Marker fiir die peroxisomale Matrix, in Amdml0-
Mutanten verstdrkt im Zytosol (Abb. 28A) Die Quantifizierung bestétigte die Abnahme der
Korrelation zwischen dem RFP- und dem YFP-Signal nach der Deletion von MDMI10
(Abb. 28B). Eine deutliche Ko-Lokalisierung mit Peroxisomen war jedoch immer noch

erkennbar (Abb. 28).
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Abbildung 28: Der peroxisomale Import ist in Abwesenheit von Mdm10 leicht beeintriichtigt. Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der Lokalisation von RFP-PTS (magenta) und Antl-YFP (griin) in wildtypischen und Amdm10-Zellen. Der
Malistab entspricht Sum.

AuBlerdem wurde ein Konstrukt generiert, das die Expression einer N-terminal trunkierten
Variante des Proteins PtcS5 ohne MTS, fusioniert an ein RFP sowie das PTSI1
(Ptc521"83_RFP-PTS) vermittelt. Als Kontrolle wurde ein Konstrukt fiir die Expression des
Fusionsproteins Ptc5-RFP-PTS genutzt. Die Expression erfolgte in Amdm 10-Mutanten, die den
peroxisomalen Marker Antl-YFP sowie den mitochondrialen Marker Tim50-CFP
exprimierten.

Wiéhrend Ptc5-RFP-PTS bei Depletion von Mdml0 eine vornehmlich mitochondriale
Lokalisierung aufwies (vgl. Abb. 21 und 24) und in Amdmi0-Zellen weniger als 25% des
Signals von Ptc5-RFP-PTS mit dem von Peroxisomen ko-lokalisierten, war bei Expression der
N-terminal verkiirzten Variante ein Anteil von fast 75% des Gesamtsignals in peroxisomalen
Strukturen zu finden (Abb. 29). Die Ergebnisse zeigen, dass die mitochondriale Anreicherung
von Ptc5-RFP-PTS vermutlich nicht nur auf einen beeintrichtigten peroxisomalen Import

zurickzuzufihren ist.
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Abbildung 29: Die Depletion von Mdml10 verhindert den peroxisomalen Import von PtcS nicht. Oben:
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS (rot) oder Ptc541-#83-RFP-PTS (rot) in Amdm10-
Zellen. Die Visualisierung von Peroxisomen erfolgte durch das Markerprotein Antl-YFP (griin), mitochondriale Strukturen
wurden durch Tim50-CFP (blau) visualisiert. Der Malistab entspricht 5Sum. Unten: Quantifizierung des Anteils des
peroxisomalen Signals von Ptc5-RFP-PTS oder Ptc52!83-RFP-PTS am Gesamtsignal.

2.7.2 In ERMES-Mutanten akkumulieren kleine Peroxisomen

Wihrend der experimentellen Untersuchungen wurde beobachtet, dass in ERMES-Mutanten
die Anzahl der Peroxisomen erhdht ist. Ein solcher Phdnotyp wurde bereits in vorangegangenen
Studien flir Mutanten beobachtet, denen Komponenten des ERMES-Komplexes fehlten
(Cohen et al., 2014, Esposito et al., 2019).

In sdmtlichen untersuchten Mutanten war den Erwartungen entsprechend im Vergleich zur
wildtypischen Kontrolle eine deutliche Zunahme der Anzahl an Peroxisomen festzustellen,
wobei dieser Phénotyp bei der Deletion von MDMI(0 am deutlichsten ausgeprdgt war
(Abb. 30A). Zusitzlich zeigte sich in diesen Mutanten eine deutliche Erhéhung der Mobilitit

der Peroxisomen (Video 2).
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Video 2: Die Deletion von MDM10 erhoht die Beweglichkeit von Peroxisomen. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von Amdm10-Zellen. Die Zellen exprimierten den peroxisomalen Marker mCherry-PTS. Die Aufnahme représentiert einen
Zeitraum von 40 Sekunden. Der Mafstab entspricht Spum.

Beide Phinotypen wurden zuvor bereits in Apex5-Zellen beobachtet (Abb. 15; Video 1).
Vergleichbar zu Apex5-Mutante war auch in ERMES-Mutanten eine signifikante Abnahme des
Anteils an Peroxisomen in unmittelbarer rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien festzustellen
(Abb. 30B). Der ERMES-Komplex scheint demnach fiir die Regulation der Anzahl von
Peroxisomen als auch an der Ausbildung von Kontakten zu Mitochondrien beteiligt zu sein.
Die erhohte Proliferation und Beweglichkeit konnten also eine generelle Folge verminderter
Kontakte sein. Ahnliches wurde bereits fiir Pex30, einem Tether zwischen den Peroxisomen

und dem ER, festgestellt (David et al., 2013).
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Abbildung 30: Der ERMES-Komplex ist an der Proliferation von Peroxisomen und deren Kontaktausbildung zu
Mitochondrien beteiligt. A) Quantifizierung der Anzahl an Peroxisomen pro Zelle in wildtypischen Zellen und ERMES-
Mutanten. B) Quantifizierung des Anteils von Peroxisomen in enger rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien in wildtypischen
Zellen und ERMES-Mutanten.
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2.7.3 Die Expression eines kiinstlichen Tethers supprimiert den Phanotyp von ERMES-
Mutanten

Wiéhrend die Depletion von Komponenten des ERMES-Komplexes den Anteil von
Peroxisomen in rdumlicher Ndhe zu Mitochondrien reduziert und die Anzahl der Peroxisomen
pro Zelle erhoht (Abb. 30) konnte der gegenteilige Effekt bei der Uberexpression von Proteinen
mit dualen Zielsteuerungssequenzen fiir Peroxisomen und Mitochondrien beobachtet werden
(Kapitel 2.2 — 2.4). Eine verstirkte Kontaktausbildung fithrt demnach zu weniger, jedoch eher
grofBeren Peroxisomen, wéahrend fehlende Kontaktausbildung den umgekehrten Effekt hat.

Um die Funktion des ERMES-Komplexes im Hinblick auf die Ausbildung von Kontakten
zwischen beiden Organellen nachzuweisen, wurde ein synthetischer Tether generiert (Abb. 31).
Der kiinstliche Tether besteht aus den ersten 30 Aminosiduren des mitochondrialen
Membranproteins Tom70 und dem C-terminalen Teil des peroxisomalen Proteins Pex15. Der
N-terminale Bereich von Tom70 codiert fiir eine TMD und ist sowohl fiir die Lokalisation als
auch die Verankerung des Proteins in der OMM verantwortlich (McBride et al., 1992;
Shore et al., 1995). Die C-terminale Doméne des PMP Pex15 verfiigt ebenfalls {iber eine TMD
und ein peroxisomale Zielsteuerungssequenz (mPTS) (Elgersma et al., 1997). Als
Verbindungsstruktur der mitochondrialen und peroxisomalen Ankerdomanen wurde Protein A

gewihlt.

\ [

HzN“ Tom70'-30 [ Protein A | Pex15%433 ]—COOH

Mito / Tom70-ProteinA-TApex1s \ Px
Abbildung 31: Schematische Darstellung des synthetischen Tethers fiir Peroxisomen und Mitochondrien. Das
Fusionsprotein setzte sich aus den ersten 30 Aminosduren des mitochondrialen Membranproteins Tom70 (mit TMD und

mitochondrialem Lokalisierungssignal) und dem C-terminalen Teil von Pex15 als peroxisomaler Anker zusammen. Als
Verbindungsstruktur diente Protein A. Mito: Mitochondrium; Px: Peroxisom.

Als Kontrolle wurde ein dhnliches Konstrukt, jedoch ohne die C-terminale Pex15-Doméne
generiert, sodass keine Insertion in die peroxisomale Membran erfolgen kann. Beide Konstrukte
wurde anschlieBend stabil in den /eu2-Lokus von Amdmli(O-Mutanten integriert, und die
subzelluldre Lokalisierung von RFP-PTS fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Die Expression des synthetischen Tethers fiihrte zu einer deutlich verringerten Anzahl an
Peroxisomen, wiahrend die Expression des Kontrollproteins in Amdmi(0-Mutanten keinen
Effekt hatte. Die Peroxisomen waren bei Expression des kiinstlichen Tethers stark vergrofert,
sodass sogar die Unterscheidung zwischen der Matrix (RFP-PTS) und der peroxisomalen

Membran (Ant1-YFP) moglich war (Abb. 32).
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Abbildung 32: Ein synthetischer Tether zwischen Mitochondrien und Peroxisomen unterdriickt die Akkumulation
kleiner Peroxisomen in Abwesenheit von Mdm10. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Amdml0-Zellen bei
Expression eines synthetischen Tethers fiir Mitochondrien und Peroxisomen. Die Visualisierung der peroxisomalen Membran
erfolgte durch das Markerprotein Antl-YFP (griin), die der peroxisomalen Matrix durch das Protein RFP-PTS (rot) und
mitochondriale Strukturen wurden durch TimS0-CFP (blau) visualisiert. Der Malistab entspricht Sum.

AnschlieBend wurde die subzelluldre Lokalisation dual lokalisierte Proteine bei Expression des
synthetischen Tethers analysiert. Falls die fehlende Translokalisierung von Ptc5 aus den
Mitochondrien in die Peroxisomen durch die Abwesenheit von Kontaktstellen hervorgerufen
wird, sollte sich dieser Effekt durch die Expression des synthetischen Tethers unterdriicken
lassen.

Tatsédchlich lieB sich diese Hypothese bestétigen. In Zellen, die das funktionelle Tetherprotein
exprimierten, wurde Ptc5-RFP-PTS vermehrt in Strukturen detektiert, die auch das
peroxisomale Membranprotein Pex3-GFP enthielten. Bei Expression des Kontrollproteins war
dieser Phdnotyp nicht zu beobachten und Ptc5-RFP-PTS lokalisierte vornehmlich in
mitochondrialen Strukturen. Die Ko-Lokalisierung mit Pex3-GFP war deutlich reduziert
(Abb. 33). Diese Untersuchungen zeigen, dass der Transit von Ptc5 durch die artifizielle
Etablierung der rdumlichen Ndhe von Mitochondrien und Peroxisomen in Amdm1(-Mutanten
ermdglicht werden kann. Eine Funktion von ERMES scheint also die Ausbildung von

Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und Peroxisomen zu sein.
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Abbildung 33: Ein synthetischer Tether fiir Mitochondrien und Peroxisomen verstirkt die peroxisomale Lokalisierung
von Ptc5-RFP-PTS in Amdm10-Mutanten. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS
(magenta) in Amdml0-Zellen, die den synthetischen Tether Tom70'-’-ProteinA-Pex15ta oder ein Kontrollprotein
exprimierten. Als peroxisomaler Marker diente das Fusionsprotein Pex3-GFP (griin). Der Mafistab entspricht Spym. Unten:
Quantifizierung des peroxisomalen Anteils des Signals von Ptc5-RFP-PTS bezogen auf das Gesamtsignal.

Im Gegensatz zur Lokalisierung von Ptc5 befand sich das dual lokalisierte Protein
Pxp2-RFP-HA-PTS in Amdml0-Zellen vermehrt in Peroxisomen (Abb. 25B). Auch die
Lokalisierung von Pxp2-RFP-PTS wurde in Anwesenheit eines synthetischen Tethers in
Aamdm10- und Amdm34-Zellen untersucht. Bemerkenswert war die Beobachtung, dass
Pxp2-RFP-HA-PTS vermittelt durch den synthetischen Tether in Amdm34-Zellen, eine
Akkumulation in Foci an den Grenzflachen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien aufwies
(Abb. 36, AS). Dies legt nahe, dass Proteine mit dualen Zielsteuerungssequenzen dazu neigen,

an solchen Kontaktstellen zu akkumulieren.
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Abbildung 34: Pxp2-RFP-HA-PTS lokalisiert an Grenzflichen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Pxp2-RFP-HA-PTS (rot) in ERMES-Mutanten, die einen
synthetischen Tether fiir Peroxisomen und Mitochondrien exprimierten. Die Visualisierung von Peroxisomen erfolgte durch

das Markerprotein Antl-YFP (griin) und mitochondriale Strukturen wurden durch Tim50-CFP (blau) visualisiert. Der Maf3stab
entspricht Spm.
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2.7.4 Genetische Interaktion zwischen PEX5 und MDM10

Im experimentellen Verlauf dieser Studie wurde festgestellt, dass Mutanten mit gestortem
Import in Peroxisomen oder Mitochondrien eine erhdhte Anzahl von kleinen, hoch mobilen
Peroxisomen aufweisen. Dies galt sowohl in Abwesenheit des PTS1-Rezeptors Pex5 (Abb. 15A
und 15D, Video 1) als auch in Abwesenheit von Mdm10 (Abb. 30A, Video 2), welche zu einem
verminderten mitochondrialen Import fithrte (Abb. 22 und 23).

Um den Zusammenhang dieser Phdnotypen zu iiberpriifen, wurden Apex5Amdmli0-
Doppelmutanten erzeugt. Die gleichzeitige Deletion beider Gene verstdrkte den Phianotyp der
Einzelmutanten nicht (Abb. 35). Die Anzahl der Peroxisomen wird demnach von Pex5 und
Mdm10 in einer gegenseitigen Abhéngigkeit beeinflusst. Pex5 bendtigt Mdm10 oder dessen
indirekte Funktion flir das Tethering und umgekehrt. Diese Beobachtung unterstiitzt die
Theorie, dass Proteine mit dualen Zielsteuerungssequenzen abhingig von den Importfaktoren

beider Partnerorganellen als Tether zwischen Organelle fungieren.
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Abbildung 35: PEX5 und MDMI10 zeigen im Kontext der Akkumulation kleiner Peroxisomen eine genetische
Interaktion. Links: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung peroxisomaler Strukturen in Adpex5, Amdmi0 und
Amdm10 Apex5-Zellen. Die Visualisierung von Peroxisomen erfolgte durch das Markerprotein Pex3-GFP. Der Mafstab
entspricht Sum. Rechts: Quantifizierung der Anzahl an Peroxisomen pro Zelle in Zellen der links gezeigten Stdimme.
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3 Diskussion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Proteine mit Zielsteuerungssequenzen fiir
Mitochondrien und Peroxisomen zur Ausbildung von Kontaktstellen zwischen beiden
Organellen beitragen kdnnen. Die Ausbildung dieser Kontakte und die subzelluldre Verteilung
dual lokalisierter Proteine hing vom metabolischen Zustand der Zellen ab. Entscheidend fiir die
Ausbildung der Kontaktstellen war das Vorhandensein beider Zielsteuerungssignale in den
untersuchten Proteinen und der peroxisomalen Importmaschinerie fiir Matrixproteine. In einem
Hochdurchsatzscreen wurde eine Komponente des ERMES-Komplexes als ein entscheidender
Faktor fiir die Translokalisierung der Phosphatase Ptc5 von Mitochondrien in Peroxisomen
identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Proteinkomplex nicht nur den
mitochondrialen Proteinimport beeinflusste, sondern dariiber hinaus wesentlich zur Bildung

von Kontaktstellen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien beitrug.

3.1 Proteine mit MTS und PTS1 fungieren als dynamische Tether zwischen

Peroxisomen und Mitochondrien

3.1.1 Proteine mit konkurrierenden Lokalisationssignalen zeigen charakteristische
Merkmale molekularer Tether

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung von Organell-Kontaktstellen mit unterschiedlichen
zelluldren Funktionen immer klarer. Fiir die Bildung solcher Kontaktstellen spielen molekulare
Tether eine Schliisselrolle. Sie sind mannigfaltig und treten sowohl als einzelne Molekiile als
auch als Multiproteinkomplexe auf (Prinz et al., 2014, Eisenberg-Bord et al., 2016). Der
iiberwiegende Teil der bisher identifizierten Tether weist Doménen auf, die direkt oder indirekt
eine Verankerung in den Membranen der Partnerorganellen ermdglichen. Dabei kann es sich
um Transmembrandoméinen oder Doméanen handeln, die eine direkte feste Membranassoziation
erlauben (Eisenberg-Bord et al., 2016).

Das Protein Numl aus S. cerevisiae ist ein Beispiel fiir einen Tether, der {iber beide Wege mit
Membranen assoziiert ist. Als Teil des MECA (mitochondria-ER-cortex anchor) spielt Num1
eine Rolle bei der Ausbildung von Kontakten zwischen Mitochondrien, der Plasmamembran
(PM) und dem ER (Cerveny et al., 2007; Tang et al., 2012; Klecker et al., 2013; Lackner et al.,
2013). Die N-terminale Coiled-Coil-Doméne interagiert dabei direkt mit der &uBeren
mitochondrialen Membran, wihrend die C-terminale Pleckstrin-Homologie-Domine an

spezifische Komponenten der PM bindet (Tang et al., 2009; Jong et al., 2004). Die Assoziation
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mit dem ER erfolgt durch die Interaktion mit dem integralen ER-Protein Scs2 (Chao et al.,
2014; Omer et al., 2018).

Auch Inpl ist ein Tether, der iiber die Interkation mit dem peroxisomalen Protein Pex3 mittels
C-terminalem LNYLL-Motiv und der direkten Bindung an spezifische Phospholipide der PM
iiber seine N-terminale Doméne, eine Verkniipfung zwischen Peroxisomen und der PM
vermittelt. Diese Verbindung ist fiir die Retention der Peroxisomen in der Mutterzelle wiahrend
der Zellteilung erforderlich (Hulmes et al., 2020; Krikken et al., 2020).

Da verschiedene molekulare Mechanismen die Assoziation von Organellen beeinflussen
koénnen, werden Tether nach funktionellen Merkmalen definiert. Gemal3 dieser Definition muss
ein Tether an Kontaktstellen akkumulieren, strukturelle Merkmale aufweisen, die die Ausiibung
einer Zugkraft zwischen den Organellen ermoglichen, und die Bildung von MCS in vivo oder
in vitro fordern (Eisenberg-Bord ef al., 2016). Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine mit
MTS und PTS1 erfiillen diese Kriterien zumindest teilweise und konnen als Tether zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien fungieren. Im Verlauf dieser Arbeit wurden drei prinzipielle
Typen von Proteinen mit dualen Zielsteuerungssequenzen identifiziert, die sich in ihren
Lokalisationsmechanismen unterscheiden (Abb. 36). Nachfolgend werden diese Typen

detailliert beleuchtet und im Hinblick auf ihre Funktion als molekularer Tether diskutiert.
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Ptc5 Proteine mit dualen Lys12
Zielsteuerungssequenzen (z.B. Pxp2)
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Abbildung 36: Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen als Tether zwischen Mitochondrien und Peroxisomen. Links:
Waihrend des Transits zwischen Mitochondrien und Peroxisomen tragt Ptc5 zur Ausbildung von Kontakten zwischen beiden
Organellen bei. Nach der Prozessierung durch die Peptidase Imp1 wird Ptc5 iiber die peroxisomale Importmaschinerie fiir
Matrixproteine in Peroxisomen importiert oder verbleibt im Intermembranraum (Stehlik ez al., 2020). Mitte: Weitere Proteine
mit dualen Zielsteuerungssignalen, wie Pxp2, tragen zur Bildung von Kontakten zwischen Peroxisomen und Mitochondrien
bei und zeigen eine duale Lokalisierung in beiden Organellen. Rechts: Das mitochondriale Protein Lys12 enthélt ein PTSI,
iber dessen Erkennung der Kontakt zwischen Peroxisomen und Mitochondrien beeinflusst werden kann.

Ptc5 aus der Béckerhefe wird in den Mitochondrien durch Imp1 prozessiert und anschlieend
in die Peroxisomen tiberfiihrt. Die Prozessierung fithrt zum Verlust der Verankerung in den
Mitochondrien, was hochstwahrscheinlich die Fahigkeit Kontakte zwischen beiden Organellen
zu induzieren beeintrichtigt. Diese Annahme wird durch friihere Forschungsergebnisse
gestiitzt. In einer Studie wurde gezeigt, dass eine Variante von Ptc5 ohne TMD und Impl-
Spaltstelle die  Kontakte zwischen Peroxisomen und Mitochondrien erhdht
(Stehlik et al., 2020). Dies legt nahe, dass die beim Import in die mitochondriale Matrix
entstehende Kraft, zusammen mit der wahrscheinlich synchronen Bindung an PexS5 {iber das C-
terminale PTS1, ausreicht, um die Ausbildung von Kontakten zwischen den Organellen zu
induzieren.

Zwei Proteine der Lysinbiosynthese weisen eine dhnliche Struktur auf. Eines dieser Proteine,
Lys12, fungiert als Tether (Abb. 36). In Abwesenheit von Lysin nahmen Kontakte zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien nur dann zu, wenn das PTS1 in Lys12 zuginglich war (Abb.
18). Unter diesen Bedingungen war die Expression des Proteins erhoht (Abb. 18A). Es wurde
jedoch keine Translokation in die Peroxisomen beobachtet (Abb. 17). Lys12 erfiillt somit zwei

der drei oben genannten Kriterien eines Tether: In Abhidngigkeit seiner intrazelluldren
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Konzentration induziert es Kontakte und weist mit seinem MTS und PTS einen strukturellen
Aufbau auf, der eine zumindest tempordre Verankerung in Organellen ermdglicht. Es wurden
jedoch keine fokalen Strukturen innerhalb der Mitochondrien beobachtet (Abb. 17). Daher kann
das dritte Kriterium - eine spezifische Lokalisierung an Kontaktstellen (Eisenberg-
Bord et al., 2016) - nach den bisherigen Untersuchungsergebnissen nicht als erfiillt betrachtet
werden. In Anbetracht der katalytischen Funktion des Proteins in der Lysinbiosynthese ist die
verteilte Lokalisation in der mitochondrialen Matrix nicht iiberraschend. Mdglicherweise
fungiert nur der unter Lysin-Mangel neusynthetisierte Anteil von Lysl12 als Tether. Eine
mogliche Regulation der Lokalisation konnte durch die Untersuchung einer endogen
fluoreszenz-markierten Variante in An- und Abwesenheit von Lysin aufgedeckt werden
(vgl. Abb. 7 und 8).

Um_Ptc5 zeigt im Gegensatz zu seinem Ortholog in S. cerevisiae eine konstitutive Funktion als
Tether, insbesondere wenn es durch Uberexpression hochabundant und mit einer C-terminalen
GFP-Fusion vorlag (Abb. 5 und 6). Die beiden Proteine unterscheiden sich jedoch in der
Struktur ihrer N-Termini. Bisher konnte beispielsweise keine Prozessierung von Um_Ptc5
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), was die Moglichkeit einer langeren Verankerung
in der IMM nahelegt. Die verstirkte mitochondriale Verankerung konnte wiederum eine
Voraussetzung dafiir sein, eine Zugkraft zwischen den Organellen auszuiiben.

Im Fall von Um_Ptc5 akkumulierten die untersuchten Varianten in Foci an den Grenzflichen
der Organellen, womit das Kriterium einer Kontaktstellen-spezifischen Lokalisierung erfiillt ist
(Eisenberg-Bord et al., 2016). Interessanterweise wurden diese Foci bei der Untersuchung der
endogen markierten Varianten nur nach Inkubation in Olsiure beobachtet (Abb. 7 und 8). Dies
deutet darauf hin, dass diese Lokalisierung — und mdglicherweise die damit verbundene
Ausbildung einer Kontaktstelle — je nach Aktivitit und Proliferation der Peroxisomen variiert.
Die ultrastrukturelle Analyse von Kontaktstellen nach Uberexpression von Um_Ptc5 unterstiitzt
die hier vorgeschlagene Funktion, da die ermittelte mittlere Distanz von 65 nm zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien (Abb. 6C) im typischen Bereich einer Kontaktstelle von 10-
80 nm liegt (Eisenberg-Bord et al., 2016; Scorrano et al., 2019).

Pxp2, Tesl und Mss2 unterscheiden sich von den zuvor besprochenen Proteinen, da sie
moglicherweise nicht dem konventionellen mitochondrialen Importweg folgen und nicht von
der Matrixprotease MPP prozessiert wurden (Abb. 25C). Sie lokalisierten nicht gleichmiBig
verteilt in den Mitochondrien, sondern hauptsdchlich in Foci, die oft mit peroxisomalen
Strukturen assoziiert waren (Abb. 9 und 11). In Zellen, die aufgrund des synthetischen Tethers

vergroferte Peroxisomen aufwiesen, sammelte sich Pxp2-RFP-HA-PTS deutlich in Foci an den
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Verbindungspunkten zwischen Peroxisomen und Mitochondrien an (Abb. 34). Aullerdem war
in Abwesenheit von Pex5 eine regelméfigere Verteilung von Pxp2-RFP-HA-PTS in den
Mitochondrien zu beobachten (Abb. 11). Die Bildung von Kontaktstellen durch Proteine mit
dualen Zielsteuerungssignalen hing also von deren Interaktion mit den Importfaktoren der
Organellen ab (Abb. 11, 12 und 15).

Auf Seiten der Peroxisomen kdnnte die starke Interaktion der WxxxY-Motive von Pex5 mit der
luminalen Doméne von Pexl14 die Zugkraft zur Ausbildung der Kontakte vermitteln
(Gao et al., 2022; Skowyra und Rapoport, 2022). Dafiir spricht, dass in Apex5-Mutanten
kleine, hochmobile Peroxisomen vorhanden waren (Video 1), wihrend die Uberexpression der
in dieser Arbeit untersuchten Proteine zu wenigeren und gréfleren Peroxisomen fiihrte, die an
Mitochondrien fixiert zu sein schienen (Abb. 9 bis 11).

Auch in Sdugetieren konnte bereits ein Beispiel charakterisiert werden, bei dem konkurrierende
Zielsteuerungssignale eines Proteins zur Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien fiihren. In Leydig-Zellen wird iiber alternatives Spleiflen eine Isoform der
Enoyl-CoA-A-Isomerase 2 (ACBD2/ECI2) generiert, die sowohl ein N-terminales MTS als
auch ein PTS1 besitzt. Dieses Protein induziert, wahrscheinlich iiber die Interaktion mit dem
mitochondrialen Importrezeptor TOMM20 und PEXS5, die Kontaktausbildung zwischen
Mitochondrien und Peroxisomen (Fan et al., 2016).

In S. cerevisiae wurde kiirzlich ein dhnlicher Mechanismus zur Bildung von Kontaktstellen
zwischen der Kernmembran und Mitochondrien identifiziert. Hieran beteiligt ist das Protein
Cnml, welches 1{iber zwei N-terminale TMDs sowie interne mitochondriale
Zielsteuerungssignale (iMTS) verfiigt und durch die Interaktion mit Tom70 Kontaktstellen
zwischen der Kernmembran und Mitochondrien ausbildet (Eisenberg-Bord et al., 2021). Die
grundlegende Struktur dieses Proteins dhnelt stark den hier charakterisierten Proteinen mit
dualen Zielsteuerungssignalen fiir Peroxisomen und Mitochondrien. Die Kontaktausbildung
iiber Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen konnte daher ein weit verbreitetes Prinzip in

eukaryotischen Zellen sein (Abb. 37).
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Abbildung 37: Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen fungieren als Tether zwischen verschiedenen Organellen.
Das Protein Cnml besitzt zwei N-terminale Transmembrandoménen (TMD) sowie interne mitochondriale
Zielsteuerungssignale (iMTS) und induziert Kontakte zwischen der Kernhiille und Mitochondrien (Eisenberg-Bord et al.,
2021). MTS-PTS-Proteine besitzen N-terminale mitochondriale Zielsteuerungssignale und ein C-terminales PTS1 und
induzieren Kontakte zwischen Peroxisomen und Mitochondrien. Mito: Mitochondrium; Px: Peroxisom.

Generell konnten dual lokalisierte Proteine eine wesentliche Bedeutung fiir die Bildung von
Membrankontaktstellen haben. Interessanterweise sind die meisten Proteine, die bisher in
genomweiten Screens als putative Tether flir Peroxisomen und Mitochondrien identifiziert
wurden vermutlich dual lokalisiert (Cohen et al., 2014; Mattiazzi-Usaj et al., 2015;
Shai et al., 2018) und zeigen daher moglicherweise eine Tendenz an Kontaktstellen zu

akkumulieren.

3.1.2 Die Regulation der Kontaktausbildung iiber Proteine mit dualen
Zielsteuerungssignalen in Abhéngigkeit des metabolischen Zustands der Zelle

Die Bildung einer Membrankontaktstelle erfolgt hédufig durch mehrere Tether
(Prinz et al., 2014, Eisenberg-Bord et al., 2016). Um die Kontakte zwischen dem ER und der
PM in S. cerevisiae zu reduzieren, ist es beispielsweise erforderlich sechs im ER lokalisierte
Proteine zu eliminieren (Manford et al., 2012; Stefan et al., 2013). Die Bildung einer
Kontaktstelle durch redundante Faktoren deutet auf ihre wesentliche Bedeutung fiir die
Physiologie der Zelle hin. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zahlreiche Proteine mit
dualen Lokalisierungssignalen die Bildung von Kontakten beeinflussen konnen. Vermutlich ist
fiir die Ausbildung einer Kontaktstelle die Summe aller Krifte der beteiligten Einzelproteine
relevant.

Die Redundanz ermdglicht aullerdem ein hohes Mall an regulatorischer Flexibilitit,
beispielsweise in Anpassung an Umwelt- oder Stressbedingungen. Unter Stressbedingungen
wie Hypoxie und Néhrstoffmangel nimmt in humanen Zellen der Abstand zwischen
Mitochondrien und dem ER zu (Sood et al., 2014; Wu et al., 2016). Die Assoziation beider
Organellen ist auch an den Metabolismus von Fettsduren gekoppelt. Bei erhohter Aktivitét der
B-Oxidation, die in Sdugetieren sowohl in Peroxisomen als auch Mitochondrien stattfindet,
stehen die Organellen in engem Kontakt. Die Anwesenheit von Glukose hingegen inhibiert die

Assoziation der Organellen (Theurey et al., 2016). Auch in S. cerevisiae zeigt sich eine



Diskussion | 64

Erhohung der Kontakte zwischen Peroxisomen und Mitochondrien wihrend des Wachstums
auf Olsdure (Shai et al., 2018). Da die B-Oxidation in diesem Organismus ausschlieBlich in den
Peroxisomen stattfindet und das resultierende Acetyl-CoA zur Einspeisung in den
Zitronensdurezyklus in die Mitochondrien transportiert werden muss (Poirier et al., 2006), ist
die Assoziation der beiden Organellen unter diesen Bedingungen von Vorteil. Die
Uberexpression des Proteins Pex34, das als Tether zwischen Peroxisomen und Mitochondrien
fungiert, verstérkt den Transfer von Acetyl-Carnitin und insbesondere Citrat (Shai et al., 2018).
Dabei handelt es sich um Molekiile, die in Hefe dem Transport von Acetyl-CoA von
Peroxisomen in die Mitochondrien dienen (Van Roermund et al., 1995).

Einige der hier untersuchten Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen sind ebenfalls am
Transfer von Molekiilen der B-Oxidation beteiligt. In Gegenwart von Olsiure kommt es zur
Induktion von CAT2 und TES! (Smith et al., 2002). Die verstirkte Expression dieser Proteine
konnte nicht nur den erhéhten Bedarf ihrer enzymatischen Aktivitdt kompensieren, sondern
gleichzeitig zur Verstirkten Kontaktausbildung und zum effizienten Transfer von
Intermediaten beitragen. Daher wiére die systematische Untersuchung der Kontakte nach
Inkubation in Olsdure und bei Uberexpression der Kandidatenproteine interessant. Die
manuelle Quantifizierung in Anwesenheit von Olsidure erwies sich aufgrund stark
fragmentierter Mitochondrien jedoch als schwierig (Daten nicht gezeigt, vgl. Kuravi et al.,
2008). Hier konnte ein Split-Venus-System genutzt werden. Dabei werden abundante
Membranproteine der Partnerorganellen mit dem N- oder C-terminalen Teil des
Fluoreszenzproteins fusioniert. Kommen beide Teile in enge rdumliche Néhe bilden sie einen
funktionellen Fluorophor, was die Detektion und Quantifizierung von Kontaktstellen
ermOglicht (Shai et al., 2018; Yang et al., 2018; Cieri et al., 2017).

Wihrend der peroxisomalen B-Oxidation ist eine effiziente Regeneration von NAD'
unerlésslich (Poirier ef al., 2006). In diesem Zusammenhang spielen die Enzyme Mdh3 und
Gpdl eine entscheidende Rolle fiir die Aufrechterhaltung des peroxisomalen
Redoxgleichgewichts (Freitag et al., 2012; Al-Saryi et al., 2017). Die Aktivitidt von Gpdl in
Peroxisomen wird durch seine Dephosphorylierung gesteigert, wobei Ptc5 als katalytisches
Enzym dieser Reaktion identifiziert wurde (Jung et al., 2010; Stehlik ez al., 2020).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ptc5 in U. maydis die Assoziation zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien erhéhen kann (Abb. 5 und 6) und dessen Lokalisation in
Abhingigkeit von Olséure reguliert wird (Abb. 7 und 8). Eine hohere Abundanz des Proteins
in Peroxisomen konnte unter Bedingungen, die die Regeneration von Redox-Kofaktoren

erfordern, von Vorteil sein. Hierfiir spricht auch, dass die gleichzeitige Deletion von PTC5 und
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MDH3 in S. cerevisiae zu einem synthetischen Wachstumsdefekt fiihrt (T. Stehlik, personliche
Mitteilung).

Auch fiir die Herstellung von Lysin ist die Regeneration von NAD" in den Peroxisomen
notwendig. Der letzte Schritt dieser Synthese, die Spaltung von Saccharopine in L-Lysin und
2-Ketoglutarsiure durch die Saccharopin-Dehydrogenase Lys1 erfordert NAD" und erfolgt in
Peroxisomen. Der Reaktionsweg findet teilweise auch in Mitochondrien statt (Al-Saryi et al.,
2017). Das mitochondriale Protein Lys12 ist nicht nur selbst an der Biosynthese von Lysin
beteiligt, sondern regulierte die Assoziation dieser Organellen in Abhéngigkeit der Aktivitat
dieses Reaktionswegs (Abb. 18). Ein Wachstumsdefekt bei Lysin-Mangel in Folge der
Blockade dieses Mechanismus durch die Maskierung des PTS1 von Lys12 konnte jedoch nicht
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Es ist moglich, dass ein redundanter Mechanismus
iiber das Protein Lys4, das dhnliche Eigenschaften wie Lys12 aufwies (Abb. 17), die Detektion
eines moglichen Phinotyps erschwert. Zudem ist selbst die Deletion von PEX5 nicht
ausreichend, um in Abwesenheit von Lysin einen Wachstumsphénotyp auszuldsen (Al-Saryi et
al., 2017). Die Biosynthese funktioniert folglich auch im Zytosol. Verstirkte Kontakte der
beteiligten Organellen konnten unter kombinierten Stressbedingungen von groBerer Bedeutung
sein. So kénnte sich ein mdglicher Phinotyp z.B. in Anwesenheit von Olsdure und unter Lysin-
Mangelbedingungen bemerkbar machen, da hier sowohl ein effizienter Austausch von
Intermediaten der B-Oxidation und Lysinbiosynthese als auch die Aktivitdt von Ptc5 in
Peroxisomen zur Aufrechterhaltung des peroxisomalen Redoxgleichgewichts erforderlich sein
konnte.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf ein interessantes, bisher teilweise
spekulatives Tether-Modul hin, das die Kontaktausbildung zwischen Mitochondrien und
Peroxisomen mit der Lysinbiosynthese verbindet. Die Expression von Lys12 und vermutlich
auch Lys4 wurden in Abwesenheit von Lysin induziert und verstérkten die Kontakte zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien (Abb. 17 und 18). Hierdurch kann Ptc5 -effizienter
translokalisieren und Gpd1 aktivieren (siche auch nichstes Kapitel). Dies trigt wiederum zur
Regeneration von NAD" in Peroxisomen bei (Abb. 38). Ob auch der Transport von

Intermediaten in die Peroxisomen vereinfacht wird, bleibt abzuwarten.
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Abbildung 38: Model zur durch Lysinmangel induzierten Bildung von Kontakten zwischen Peroxisomen
und Mitochondrien. In Abwesenheit von Lysin, wird die Expression von Lys12 und vermutlich auch Lys4
induziert, was zu einer verstirkten Kontaktausbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien fiihrt und die
Translokation von Ptc5 aus den Mitochondrien in Peroxisomen erleichtern kdnnte. In Peroxisomen
dephosphoryliert Ptc5 das Enzym Gpdl (Jung et al., 2010, Stehlik et al., 2020), was die Regeneration von NAD"
fordert. NAD" wird fiir den letzten Schritt der Lysinbiosynthese von Lysl als Redoxcoenzym bendtigt (Al-Saryi
et al., 2017). Ptc5: Protein-Phosphatase Typ 2C; Gpdl: Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase 1; Lysl:
Saccharopin-Dehydrogenase.
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3.2  Der ERMES-Komplex beeinflusst die Ausbildung von Kontakten zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien indirekt oder direkt
Eine wichtige Kontaktstelle eukaryotischer Zellen findet sich zwischen Mitochondrien und dem
ER. Diese als MAMs (mitochondria-associated ER membranes) bezeichneten Regionen sind
fur eine Reihe essenzieller Funktionen der Zelle relevant, zu denen insbesondere der Transfer
von Calcium-Ionen, die Regulation der Apoptose aber auch die Synthese und der Transfer von
Phospholipiden gehdren (Raturi ef al., 2013; Marchi et al., 2014).
Obwohl in Sdugetieren bereits viele Proteine identifiziert wurden, die an der Aufrechterhaltung
der Verbindung zwischen dem ER und den Mitochondrien beteiligt sind, sind in Hefe bisher
wesentlich weniger Interaktoren dieser Kontaktstellen bekannt (Zung und Schuldiner, 2020).
Eine Schliisselrolle bei der Etablierung von Kontaktstellen zwischen dem ER und
Mitochondrien spielt der ERMES-Komplex (Kornmann et al., 2009, 2010, 2011), der als einer
der am besten charakterisierten Tether zwischen Mitochondrien und dem ER gilt.
Zusitzlich zu seiner Rolle als Tether ist er an zahlreichen zelluldren Funktionen beteiligt. Er
beeinflusst beispielsweise die Verteilung von Mitochondrien wéhrend der Zellteilung
(Boldogh et al., 2003; Murley et al., 2013) und ist in die Replikation des mitochondrialen
Genoms (Hobbs et al., 2001; Meeusen und Nunnari, 2003) sowie Mitophagie
(Bockler et al., 2014) involviert. Das Protein Mdm10 ist zudem mit dem SAM-Komplex
assoziiert und spielt tiber diese Interaktion eine Rolle in der Biogenese von Tom40 und Tom?22
(Meissinger et al., 2004; Chan et al., 2008; Yamano et al., 2010; Ellenrieder et al., 2016). In
diesem Prozess konkurriert Mdm10 mit Tom40 um die Bindung an den SAM-Komplex, was
zur Freisetzung von Tom40 fiihrt (Yamano et al., 2010). Gleichzeitig ermoglicht Mdm10 durch
die Bildung eines Kanals die Insertion von Tom22 in die OMM (Ellenrieder et al., 2016).
Der ERMES-Komplex spielt ebenfalls eine Rolle beim direkten Transfer von Phospholipiden
zwischen dem ER und den Mitochondrien. Die Komponenten des ERMES-Komplexes, mit
Ausnahme von Mdm10, verfiigen iiber lipidbindende SMP (synaptotagmin-like mitochondrial
lipid-binding protein) -Doménen. Mutationen in MMM oder MDM 1?2 beeintrachtigen diesen
Transfer, haben jedoch nur geringe Auswirkungen auf die Membranzusammensetzung der
Mitochondrien (Elbaz-Alon et al., 2014; Honscher et al., 2014; Lahiri et al., 2014; Kawano et
al., 2018). Die kiirzlich aufgedeckte Struktur des ERMES-Komplexes zeigt, dass er durch die
Bildung einer hydrophoben Rinne den Transfer von Lipiden ermdglichen kann (Wozny et al.,

2023).
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3.2.1 Die Rolle des ERMES-Komplexes in der Regulation der subzelluliren Verteilung
von Proteinen mit dualen Zielsteuerungssignalen
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass der ERMES-Komplex eine entscheidende Rolle
beim Import verschiedener Proteine in die Mitochondrien spielt (Abb. 23). In ERMES-
Mutanten lokalisierte Ptc5 {iberwiegend in den Mitochondrien und wies eine unvollstindige
Prozessierung auf (Abb. 20, 21 und 22). Es waren verschiedene Szenarien denkbar, um die
gestorte peroxisomale Translokation von Ptc5 bei Depletion von ERMES-Komponenten zu
erklaren. Einerseits konnte die Abwesenheit von ERMES-Untereinheiten dazu fiihren, dass
Ptc5 von mitochondrialen Rezeptoren schlechter erkannt oder durch eine unvollstindige
Assemblierung von Tom40-Kanélen weniger effizient importiert wird und daher ldnger an der
mitochondrialen Membran verweilt. Angesichts der Lokalisation der mitochondrialen
Peptidasen an der inneren Membran oder in der mitochondrialen Matrix (Gakh et al., 2002)
konnte dies die unvollstindige Prozessierung und Retention von Ptc5 in Mitochondrien
erkléren.
Die Abwesenheit von Tom70, einem Rezeptor fiir Chaperon-Préprotein-Komplexe, fiihrte zu
einer drastischen Reduzierung der Proteinmenge von Ptc5 (Abb. 24B). Die ausbleibende
Erkennung von Ptc5 an Mitochondrien fiihrt moglicherweise zu einer ldngeren Verweildauer
und verstédrkten Degradation des Proteins im Zytosol. Des Weiteren zeigten Afom70-Mutanten,
dhnlich wie Amdm10-Mutanten, kleine Peroxisomen und ein deutlich schwicheres Signal des
peroxisomalen Markers Antl-YFP (Abb. 24A), der an die Phanotypen einer Deletion von PEXS
oder MDM 10 erinnerte. Interessanterweise rekrutieren Tom70 und dessen Paralog Tom71 das
Protein Lam6, das einen wichtigen Regulator verschiedener Kontaktstellen darstellt (Elbaz-
Alon et al., 2015). Allerdings erschien die peroxisomale Translokalisierung von Ptc5 in
Atom70-Mutanten unverdndert (Abb. 24A). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein
gestorter mitochondrialer Import die Translokalisierung von Ptc5 aus den Mitochondrien in die
Peroxisomen nicht verhindert (siehe auch Kapitel 3.2.2).
Es war weiterhin denkbar, dass der peroxisomale Import in ERMES-Mutanten gestort sein
konnte. Sowohl RFP-PTS als auch eine Variante von Ptc5 ohne MTS lokalisierten in
Amdm10-Mutanten in Peroxisomen (Abb. 28 und 29), sodass dies keine Erklarung fiir die
mitochondriale Retention von Ptc5 darstellt.
Eine zweite Gruppe von Proteinen zeigte in Amdm10-Mutanten den gegensitzlichen Phénotyp
und eine hauptsichlich peroxisomale Lokalisation (Abb. 25B-D). Prozessierungsdefekte
konnten fiir diese Kandidaten nicht beobachtet werden, was auf ungewohnliche mitochondriale

Zielsteuerungssignale hinweist (Abb. 25E). Es ist denkbar, dass Proteine dieser Gruppe
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mitochondriale Zielsteuerungssignale aufweisen, die lediglich ineffizient durch Rezeptoren der
mitochondrialen Importmaschinerie erkannt werden. Eine plausible Hypothese wire, dass
solche Proteine durch den Rezeptor Tom22, dessen Biogenese von Mdml0 abhéngt
(Ellenrieder ef al., 2016) erkannt werden. In Abwesenheit von Mdm10 konnten diese Proteine
direkt in Peroxisomen importiert werden. Das Fusionsprotein Pxp2-RFP-HA-PTS zeigte eine
hiufige Ko-Lokalisation mit Mmm1 (Abb. 27), was einen Hinweis auf eine mogliche direkte
Beteiligung des ERMES-Komplexes am mitochondrialen Import des Proteins liefert. Mdm10
bildet hydrophobe Kanile in der OMM, die fiir die Insertion von Tom22 genutzt werden
(Ellenrieder et al., 2016). Es wire denkbar, dass iiber einen solchen Kanal auch andere Proteine
die mitochondriale Membran durchqueren kdnnen.

Die Interaktion von Mdm10 mit dem SAM-Komplex und den ERMES-Komponenten erfolgt
iiber unterschiedliche Bindungsstellen des Proteins. Es wurden Mutanten identifiziert, bei
denen entweder die Funktion von Mdm10 im mitochondrialen Proteinimport oder als Teil des
ERMES-Komplexes beeintrdchtigt ist (Ellenrieder et al., 2016). Eine detaillierte
Charakterisierung dieser Mutanten konnte tiefere Einblicke in die Ursachen der reduzierten

peroxisomalen Translokalisierung von PtcS in ERMES-Mutanten ermoglichen.

3.2.2 Der ERMES-Komplex als Tether zwischen Mitochondrien und Peroxisomen

Die Wiederherstellung der Translokation von Ptc5 in Amdmli0-Zellen durch die Expression
eines synthetischen Tethers (Abb. 33) sowie die Suppression des Phénotyps der kleinen
Peroxisomen (Abb. 32) legen nahe, dass der ERMES-Komplex eine Funktion in der Etablierung
von Kontaktstellen zwischen Peroxisomen und Mitochondrien hat.

Die Zunahme der Anzahl von Peroxisomen pro Zelle in Abwesenheit bestimmter ERMES-
Untereinheiten sowie die Ko-Lokalisation von Komponenten des Komplexes mit Peroxisomen
wurden bereits von anderen Gruppen beobachtet und auf eine Rolle des ERMES-Komplexes
bei der Etablierung von MCS zwischen Peroxisomen und Mitochondrien zuriickgefiihrt
(Cohen et al., 2014; Esposito et al., 2019).

Offen bleibt die Frage, ob der Einfluss des Komplexes auf die Bildung von Kontaktstellen
zwischen Mitochondrien und Peroxisomen auf direkten (etwa die fehlende Interaktion von
ERMES-Komponenten mit peroxisomalen Membranproteinen) oder indirekten Ursachen
basiert. Die Akkumulation kleiner Peroxisomen wurde sowohl in Amdm 10- als auch in Apex5-
Mutanten beobachtet. Die gleichzeitige Abwesenheit beider Faktoren fiihrte hingegen nicht zu
einer Verstarkung des Phénotyps (Abb. 35). Diese Beobachtung legt nahe, dass beide Faktoren

iiber einen gemeinsamen Weg zur Akkumulation kleiner Peroxisomen in Zellen beitragen
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konnten. Mdoglicherweise erfolgt diese Verkniipfung im Zusammenhang mit der Ausbildung
von Kontakten {iber Proteine mit dualen Zielsteuerungssignalen, die in Apex5-Mutanten ihre
Affinitit zu den Peroxisomen und in Amdm(-Mutanten ihre Affinitit zu den Mitochondrien
verlieren. Fiir die indirekte Funktion von Mdm10 in diesem Prozess spricht, dass in Amdm10-
Mutanten die mitochondrialen Pxp2-RFP-HA-PTS-Foci nicht mehr zu beobachten waren
(Abb. 25B). Die Expression eines kiinstlichen Tethers fiihrte hingegen zur Bildung von
Pxp2-RFP-HA-PTS-Foci an den Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und Peroxisomen
(Abb. 34).

Eine physikalische Interaktion zwischen Mdm34 und Pex11 konnte von anderen Autoren
bereits nachgewiesen werden (Mattiazzi-Usaj et al., 2015), was eine direkte Funktion von
ERMES fiir die Kontaktbildung zwischen Peroxisomen und Mitochondrien impliziert. Jedoch
konnte Ptc5-RFP-PTS auch in Abwesenheit von Pex11 in die Peroxisomen translokalisieren
(vorldufige Daten). Mdoglicherweise existieren weitere ERMES-Interaktionspartner auf der
Seite der Peroxisomen oder die diskutierte indirekte Funktion ist fiir den peroxisomalen
Phinotyp der ERMES-Mutanten ausschlaggebend. Hierfiir spricht auch, dass die
Uberexpression des dual lokalisierten Proteins Mss2 den peroxisomalen Phinotyp von

ERMES-Mutanten supprimiert (Abb. 25D).

3.2.3 Der ERMES-Komplex als Knotenpunk zwischen Peroxisomen, Mitochondrien
und dem ER

Peroxisomen sind nicht nur funktionell eng mit Mitochondrien verkniipft, sondern kooperieren
auch mit dem ER. Ihr evolutiondrer Ursprung ist mit beiden Organellen verbunden. Sowohl das
ERAD (endoplasmic reticulum associated protein degradation) -System des ER
(Gabaldon et al., 2006; Schliiter et al., 2006; Bittner et al., 2022) als auch mitochondriale
Prozesse, einschlieBlich Fettsdureabbau und Teilungsmechanismen (Koch et al., 2005; Kuravi
et al., 2006; Motley et al., 2008; Schrader et al., 2022), teilen entscheidende Komponenten mit
Peroxisomen. Beide Organellen spielen eine Rolle fiir die Biogenese der Peroxisomen
(Bittner et al., 2022). Der ERMES-Komplex konnte wie bereits vorgeschlagen einen
Knotenpunkt zwischen allen drei Organellen darstellen (Shai et al., 2019, Esposito et al., 2019).
In Leberzellen von Miusen wurden bereits komplexe Netzwerke beobachtet, liber die der
Kontakt zwischen Peroxisomen, Mitochondrien und dem ER insbesondere wihrend dem Abbau
von Fettsduren realisiert wird (Ilacqua et al., 2022). Auch in Hefe wurden potenzielle 7riple
Junctions zwischen weiteren Organellen postuliert (Eisenberg-Bord et al., 2018; Joshi et al.,

2018; Hariri et al., 2019).
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Die strukturelle Charakterisierung des ERMES-Komplexes zeigte, dass stabile
Lipid-transferierende  Briicken zwischen dem ER und Mitochondrien entstehen
(Wozyn et al., 2023). Interessanterweise wurden auch Peroxisomen in der Nihe dieser
Strukturen beobachtet und es gibt Hinweise auf eine mogliche Dimerisierung von ERMES-
Komplexen (Wozny et al., 2023). Diese Erkenntnisse legen nahe, dass der ERMES-Komplex
eine entscheidende Rolle bei der Bildung von Kontaktstellen zwischen Peroxisomen,
Mitochondrien und dem ER spielt.

Im Zusammenhang mit der Interaktion zwischen Peroxisomen, Mitochondrien und dem ER
konnte Pex11 eine wichtige Rolle spielen. Neben der Interaktion mit Mdm34 (Mattiazzi-Usaj
et al., 2015) ist Pex11 in Hansenula polymorpha gemeinsam mit Proteinen der Pex23-Familie
an der Bildung von MCS zwischen Peroxisomen und dem ER beteiligt (Wu et al., 2020).
Durch die Vielzahl redundanter Tether konnte eine hochdynamische Verbindung zwischen
Peroxisomen, Mitochondrien und dem ER entstehen {iber die der Lipid- und Proteintransfer
sowie der Austausch von Intermediaten reguliert werden. Diese spezielle Form der
Kontaktausbildung konnte ein Schliisselelement fiir die Koordination komplexer zelluldrer

Prozesse unter spezifischen metabolischen Bedingungen darstellen.
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4 Material und Methoden

4.1 Mikroorganismen, Materialien und Chemikalien

4.1.1 Verwendete Mikroorganismen

E. coli-Stamme

Fiir alle in dieser Arbeit mit E. coli durchgefiihrten Klonierungen wurde der Stamm Topl10
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Dieser Stamm besitzt folgende genetische Marker: Top10
(Invitrogen) Marker: F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG

U. maydis-Stimme
Die folgende Tabelle listet alle hier verwendeten U. maydis Staimme auf. Alle unten

genannten Stimme basieren auf dem Stamm Bub8 (Weinzierl et al., 2002).

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete U. maydis-Stimme

Stamm Genotyp Resistenz Referenz
Bub8 a2 b4 - Weinzierl et al. (2002)
Bub8 mCherry-SKL a2 b4 Potef :mcherry-SKL Hyg Freitag et al. (2012)
a2 b4 Potef :mcherry-SKL )
TSUM325 Hyg, Nat T. Stehlik
Um_ptc5-gfp-ptspics
a2 b4 Potef :mcherry-SKL
TSUMS568 AUm_pte5 ip®Potef:Um_ptc5- | Hyg, Nat, Cbx T. Stehlik
gfvlip®
a2 b4 Potef :mcherry-SKL
TSUM569 AUm_ptc5 ip®[Potef:Um_ptc5- | Hyg, Nat, Cbx T. Stehlik
gfp-ptspes]ip®
a2 b4 Potef :mcherry-SKL
AUm pteS ip®[Pum ptce5:1- Hyg, Gent,
TSUM669 picd i {Pum_p ve T. Stehlik
116-Um_ptc5-gfp-117-765- Cbx

UM ptc5]ip®
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8. cerevisaise-Stimme

Die in dieser Arbeit verwendeten S. cerevisiae Stimme waren Derivate von BY4741 (Genotyp:
MATa; his3A1; leu2A0; met1540; ura3A0) oder BY4742 (Genotyp MATa, his3A41; leu2A0;
lys240; ura340) (Mortimer und Johnston, 1986; Euroscarf). Deletionsmutanten wurden jeweils

in Triplikaten, zumindest aber in Duplikaten generiert und analysiert.

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae -Stimme

Stamm Genotyp Referenz
BY4741 MATa his3A1 leu2A40 met1540 ura3A0 Brachmann et al (1998)
BY4742 MATo his341 leu2A0 lys240 ura3A0 Brachmann et al (1998)
Y10732 impl::kanMX4 Euroscarf
Y13319 fzol::kanMX4 Euroscarf
YY22945 tom22::kanMX4 Euroscarf
YY2294 tom70::kanMX4 Euroscarf

impl::kanMX4
YTS229 T. Stehlik
Preri-PTC5" -RFP-HA

YTS230 Preri-PTC5"" .RFP-HA T. Stehlik

YTS323 antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4 T. Stehlik
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4

YTS324 P s T. Stehlik

Preri-PXP2-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4
YTS325 P T T. Stehlik
Preri-PXP2-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4

YTS327 mdm10::hph T. Stehlik
Preri-MSS2-RFP-HA-PTS
YTS548 antl-yfp::NAT tim50-cfp::hph T. Stehlik

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YTS364 I s T. Stehlik
mdm10::hph
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antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4

YTS366 T. Stehlik
mdm34.::hph
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YTS370 mdmi0::hph T. Stehlik

Preri-PXP2-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp::kanMX4
YTS370 mdm10::hph T. Stehlik
Preri-MSS2-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YTS373 mdm10::hph T. Stehlik
Preri-PTC5-RFP-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YTS378 mdm34.::hph T. Stehlik
Preri-PTC5-RFP-PTS

can]A N .‘PSTEz—SpH]S5 lyp]A N .‘PSTEg—LEUZ

YTS385 pex3-gfp::hph leu2:: Prgri-Ptc5-rfp-ptspics- T. Stehlik
Tcyci-NAT
antl-yfp::NAT tim50-cfp::hph kanMX4-Pgari-
YTS429 Wb Toh o T. Stehlik
pex>s
YTS450 antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4 som1::hph T. Stehlik

antl-yfp::NAT tim50-cfp.:hph kanMX4-Pgay -
MB4316 P Ip:chp o T. Stehlik
pex5 leu2: :Preri-pte 5 ™-rfp-ptspies-Teye-HIS3

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YTS550 P Z T. Stehlik
mmml ::hph

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YTS551 P I T. Stehlik
leu2::Preri-Tom70""-proteinA-Tcyci-URA3

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4

YTSS553 leu2::Preri-Tom 70" -proteinA-pex1537-%- T. Stehlik
Tcyei-URA3
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :-kanMX4
YTS555 P s T. Stehlik
mdm1i2::hph
antl-yfp::NAT tim50-cfp::hph pxp2-
YTS557 P Ip:-hph pp T. Stehlik

3xmyc::kanMX4

antl-yfp: :NAT tim50-cfp: :hph pxp2-3xmyc-
YTS559 P Jp:hph pp 4 T. Stehlik
ptSPxPZ-'.'kanMX4
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antl-yfp::NAT tim50-cfp.:hph cat2-3xmyc-
YTS563 WP Jp-hp 4 T. Stehlik
Ptscar: -kanMX4

antl-yfp::NAT tim50-cfp.:hph leu?::Prer;-
YTS567 P Ipichp . T. Stehlik
cat2-3xmyc-ptsca-Teye-HIS3

antl-yfp::NAT tim50-cfp.:hph leu?::Prer;-
YTS571 P Ipichp . T. Stehlik
PXp2-3xmyc-ptspepr- Teye-HIS3

YTS616 antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4 pex5::hph T. Stehlik

antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4 pex5::hph
YTS675 WP T P P T. Stehlik
Preri-PXP2-RFP-HA

antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4
YTS678 P s T. Stehlik
Preri-TES1-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YTS681 leu2: :Preri-Tom70""-proteinA-Tcyci-URA3 T. Stehlik
mdm10::hph

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YTS685 leu2::Preri-Tom70"-proteinA-Teyci-URA3 T. Stehlik
mdm34::hph

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YTS689 leu2::Preri-Tom 70" -proteinA-pex1537-%- T. Stehlik
TCYC]-URA3 mdm]O::hph

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YTS693 leu2::Preri-Tom 70" -proteinA-pex 1532735 T. Stehlik
Teyer-URA3 mdm34::hph

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YEB32 mdm10::hph diese Arbeit
PADHI'tagRFP'PTSPGK (P. chrysogenum)

antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4
YEB38 P e diese Arbeit
PADHI'tagRFP'PTSPGK (P. chrysogenum)

YEBS1 isul-gfp: - HIS3MX6 Huh et al (2003)
YEBSS isa2-gfp: - HIS3MX6 Huh et al (2003)
YEB67 cytl-gfp::HIS3MX6 Huh et al (2003)

YEB73 mrp20-gfp::HIS3MX6 Huh et al (2003)
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YEB78 mrpsi7-gfp:: HIS3SMX6 Huh et al (2003)
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YEB173 mdm10::hph diese Arbeit
Preri-PTC5*"-RFP-HA-PTS
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB174 mmml::hph diese Arbeit
Preri-PTC5""'-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB175 mdm10::hph diese Arbeit
Preri-PTC5"""-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YEB176 mdml2::hph diese Arbeit
Prer-PTC5™"-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YEB177 mdm34::hph diese Arbeit
Prer-PTC5™"-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB178 mmml::hph diese Arbeit
Prepi-PTC5-RFP-HA-PTS
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB179 mdm1i2::hph diese Arbeit
Prepi-PTC5-RFP-HA-PTS
YEB192 isul-gfp::HIS3MX6 mdm10::URA3 diese Arbeit
YEB180 Isa2-gfp::HIS3MX6 mdm10::URA3 diese Arbeit
YEBI183 cytl-gfp::HIS3MX6 mdm10::URA3 diese Arbeit
YEB186 mrp20-gfp.::HIS3MX6 mdm10::URA3 diese Arbeit
YEB190 mrpsl7-gfp::HIS3MX6 mdm10::URA3 diese Arbeit
antl-yfp::NAT tim50-cfp::hph ctal-3xmyc-
YEB209 P Ipichp 4 diese Arbeit
Ptscur: kanMX4
antl-yfp::NAT tim50-cfp::hph tesl-3xmyc-
YEB222 P fpichp 4 diese Arbeit

ptSTexI N kanMX4
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YEB320 mmml-mNeonGreen.:hph diese Arbeit

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YEB343 leu2::Preri-Tom70""-proteinA-Tcyci-URA3 diese Arbeit

mdm10::hph Prer-PXP2-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4

VEB344 leu2::Preri-Tom 70" -proteinA-pex1537-%- diese Arbeit
Tcyei-URA3 mdml0: :hph Preri-PXP2-RFP-
HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4

YEB345 leu2::Preri-Tom70"-proteinA-Teyci-URA3 diese Arbeit
mdm34::hph Prer;-PXP2-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4

VEB346 leu2::Preri-Tom 70" -proteinA-pex 153735 diose Arbeit
Teyer-URA3 mdm34::hph
Preri-PXP2-RFP-HA-PTS

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4

VEB347 leu2::Preri-Tom70""-proteinA-Tcyci-URA3 dicse Arbeit
mdm10::hph

Pupri-tagRFP-PTSpck (p. chrysogenum)

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
VEB348 leu2::Preri-Tom 70" -proteinA-pex1537-%- diese Arbeit

Teyver-URA3 mdmli0::hph

Pupri-tagRFP-PTSpck (p. chrysogenum)
YEB364 mdm10::URA3 diese Arbeit
YEB398 URA3::Prpui-mCherry-PTS1 tim50-cfp::hph diese Arbeit
YEB426 URA3::Prpai-mCherry-PTS1 mdm10::hph diese Arbeit
YEB530 pex3-gfp.:hph diese Arbeit
YEBS532 pex3-gfp::hph pex5::NAT diese Arbeit
YEB544 pex3-gfp::hph mdm10::URA3 diese Arbeit
YEB546 pex3-gfp::hph pex5::NAT mdm10::URA3 diese Arbeit
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YEB552 pex3-gfp::hph tim50-yoTagRFP: :spHIS5 diese Arbeit
ex3-gfp::hph tim50-yoTagRFP::spHISS
YEB554 P &lp=:hp yoras P diese Arbeit
pex5::NAT
canlA::Psre-spHISS lyp1A:: Psres-LEU2
ex3-ofp::hph leu?2::Prer-Ptc5-rfp-ptspics-
YEB564 pex3-glp::hp e Ippisres diese Arbeit
Tcyc1—NAdem] 0.‘:kanMx4 hiS3.‘.‘PTEF1—
Tom?70""-proteinA-pex157% -Tceyc;-URA3
can]A N .‘PSTEz—SpH]S5 lyp]A.‘ .‘PSTEg—LEUZ
ex3-ofp::hph leu?2::Prep-Ptc5-rfp-ptspics-
YEB566 pex3-gip:hp reri-PICO-T]p-pishes diese Arbeit
Tcyc1—NAdem] 0.‘:kanMx4 hiS3.‘.‘PTEF1—
Tom70""-proteinA-Tcyci-URA3
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB647 P s diese Arbeit
Preri-RFP-HA-PTSs4
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB648 P s diese Arbeit
Preri-RFP-HA-PTS} 512
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB686 P Z diese Arbeit
Preri-LYS4-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4
YEB688 P s diese Arbeit
Prepi-LYS4-RFP-HA-PTS
antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4
YEB690 P s diese Arbeit
Preri-LYS12-RFP-HA
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YEB692 I s diese Arbeit
Prer-LYS12-RFP-HA-PTS
antl-yfp::NAT tim50-cfp::hph LYS12-
YEB713 I Jp::hp diese Arbeit
9xMyc: :kanM X4
antl-yfp::NAT tim50-cfp.::hph LYS12-9xMYC-
YEB760 M Tp::hp diese Arbeit
PTSLysjz.‘.' URA3.‘.‘kanMX4
YEB763 antl-yfp::hph tim50-cfp.::NAT fzol: :kanMX4 diese Arbeit
antl-yfp::hph tim50-cfp::NAT
YEB764 yp=hp s diese Arbeit
tom22::kanMX4
antl-yfp::hph tim50-cfp::NAT
YEB765 Mphp e diese Arbeit
tom70::kanMX4
antl-yfp::NAT tim50-cfp. :kanMX4
YEB766 P s diese Arbeit

P TEF1 -RFP: —Pxp2
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YEB785

URA3.‘ .'PTDHJ—mCherry—PTS]

diese Arbeit

YEBS818

canlA::Psre-spHISS lyplA::Psres-LEU2
pex3-gfp::hph leu2:: Preri-PtcS5-rfp-ptspics-
Tever-NAT pex34::kanM X4

diese Arbeit

YEB&36

antl-yfp::hph tim50-cfp.::NAT fzol: :kanMX4
Prer-PTC5?"-RFP-HA

diese Arbeit

YEB&837

antl-yfp::hph tim50-cfp::NAT
tom22::kanMX4
Preri-PTCS " _RFP-HA

diese Arbeit

YEBS38

antl-yfp::hph tim50-cfp::NAT
tom70::kanMX4
Prer-PTC5"-RFP-HA

diese Arbeit

YJHO8

canlA::Psre-spHISS lyplA::Psres-LEU2
pex3-gfp::hph leu2:: Preri-PtcS5-rfp-ptspics-
Teyer-NAT pex5::kanMX4

J. Harberding

YJHI12

canlA::Psre-spHISS lyp1A:: Psres-LEU2
pex3-gfp::hph leu2:: Preri-Ptc5-rfp-ptspes-
TCYCJ—NATgut]::kanMX4

J. Harberding

YJHI18

can]A N .‘PSTEz—SpH]S5 lyp]A N .‘PSTEg—LEUZ
pex3-gfp::hph leu2::Preri-Ptc5-rfp-ptspes-
Tcyci-NAT soml : :kanMX4

J. Harberding

YJH19

can]A N .‘PSTEz—SpH]S5 lyp]A N .‘PSTEg—LEUZ
pex3-gfp::hph leu2:: Prer1-PtcS-rfp-ptspics-
Teyer-NAT coq9: :kanMX4

J. Harberding

YJH20

canlA::Psre-spHISS lyplA::Psres-LEU2
pex3-gfp::hph leu2:: Preri-PtcS-rfp-ptspics-
Tevei-NAT mdm10: :kanMX4

J. Harberding

YJH21

A: .'PSTEQ-SpH[S.S lyp]A . .'PSTE3-LEU2 pex3-
gfp.‘ N hph leu?2: .‘PTEF1—PIC5—I’ﬁ9—ptSPtcj— Teyer-
NAT impl ::kanM X4

J. Harberding

YJH26

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
Prep-TESI-RFP-HA-PTS

J. Harberding

YJH34

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
Preri-CAT2-RFP-HA-PTS

J. Harberding

YJH35

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
Preri-CAT2-RFP-HA

J. Harberding
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can]A N .‘PSTEz—SpH]S5 lyp]A N .‘PSTEg—LEUZ

YIH53 pex3-gfp::hph leu2:: Preri-Ptc5-rfp-ptspes- J. Harberding
TCYC]-NA T d]p] N .'kanMX4

antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanM X4
YJH102 mdm10::hph J. Harberding
Preri-CAT2-RFP-HA-PTS
antl-yfp::NAT tim50-cfp: :kanMX4
YJH106 mdm10::hph J. Harberding
Prepi-TESI-RFP-HA-PTS

4.1.2 Vektoren
In der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide mit

entsprechender Referenz dargestellt.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Vektoren

Name Genotyp Herkunft
pJET1.2 ori bla Eco47IR Thermo Fisher
pCT310 HIS3 ARS/CEN Pu1i-YFP-p14°"??_TEV?#T0P | Renicke et al (2013a)

pCT310-URA URA3 ARS/CEN Pgupi-YFP-p 4P - TEV?4T0F T. Stehlik
Renicke et al
pCT320 PRS315 Pupmi-tagRFP
(2013b)

pYM4 3xMyc KanMX4 Janke et al (2004)
pKS133 pFA6 hphNT1 Janke et al (2004)
pKS134 pFAG6 NatNT2 Janke et al (2004)
pYM25 yeGFP hphNT1 Janke et al (2004)
pYMI18 9xMyc KanMX4 Janke et al (2004)

pYM30 ECFP KanMX5 Janke et al (2004)
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pUG72 PFAG6 loxP-Priugas-kiURA3-Trivras-loxP Giildener et al (2002)
pJA48 Ppri-tagRFP-PTSpck (p. chrysogenum) in pCT320 Freitag et al (2012)
pMSI151 pFA6a mNeonGreen-hph M. Skruzny
pMS158 pFA6a mTurquoise2-natNT2 M. Skruzny
pJAS12 LEU2 HDEL-RFP J. Audhya
mtGFP LEU2 mt-GFP J. Nunnari
pCR124 OriR bla yomTagRFP-T::spHIS5 C. Renicke
pLNDS3 URA3 Prpui-mCherry-PTS1 L. Dimitrov
pTS72 Preri-PTC5-RFP-PTS in pCT310 Stehlik et al (2020)
pTS97 Prepi-PTC5""-RFP-HA in pCT310 Stehlik et al (2020)
pTS252 Prerpi-PTCS5 A'*83-RFP-PTS in pCT310 Stehlik et al (2020)
pTS295 Prepi-PXP2-RFP in pCT310 Stehlik et a/ (2020)
pTS296 Preri-PXP2-RFP-HA-PTS in pCT310 Stehlik et al (2020)
pTS310 Preri-MSS2-RFP-HA-PTS in pCT310 T. Stehlik
pJH12 Preri-CAT2-RFP-HA in pCT310 J. Harberding
pJHI1 Preri-CAT2-RFP-HA-PTS in pCT310 J. Harberding
pJHO8 Preri-TESI-RFP-HA-PTS in pCT310 J. Harberding
pTS332 Preri-PTC5-RFP-PTS-Tcyci-NatNT2 in pJETI.2 T. Stehlik
pTS378 Preri-TOM70""-ProteinA in pCT310-URA T. Stehlik
STS379 Preri-TOM70""-ProteinA-PEX15°7% in T Stehik

pCT310-URA
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pTS392 Preri-CAT2-3xMyc -PTS in pCT310 T. Stehlik

pTS393 Prer-PXP2-3xMyc -PTS in pCT310 T. Stehlik

pEB84 Preri-LYS4-RFP-HA-PTS in pCT310 diese Arbeit
pEB85 Prepi-LYS4-RFP-HA in pCT310 diese Arbeit
pEB86 Prepi-LYS12-RFP-HA-PTS in pCT310 diese Arbeit
pEB87 Preri-LYS12-RFP-HA in pCT310 diese Arbeit
pEB&9 Preri-RFP-HA-PTSyys in pCT310 diese Arbeit
pEB90 Preri-REP-HA-PTSyys12 in pCT310 diese Arbeit
pEB105 Preri-RFP-Pxp2 in pCT310 diese Arbeit

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit hergestellte Plasmide aufgelistet.

pEB84: P1eri-LYS4-RFP-HA-PTS

Dieses Plasmid enthélt den ORF von /ys4 gefolgt von tagRFP-HA-PTSys4. Zur Herstellung
wurde /ys4 mit MK274 und MK275 und fagRFP mit MK276 und MM419 amplifiziert. Der
Primer MM419 enthilt die Sequenz des PTS1 von lys4. Gleichzeitig wurden Uberhinge fiir
eine Gibson Assembly eingefiigt. Das Plasmid pJH11 wurde mit BamHI und Xhol verdaut. Der
geschnittene Vektor und die amplifizierten Fragmente wurden mittels Gibson Assembly
zusammengefiigt. Die Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde mittels

Restriktionsverdau und Sequenzierung verifiziert.

pEBS8S: Preri-LYS4-RFP-HA

Dieses Plasmid enthilt den ORF von lys4 gefolgt von tagRFP-HA. Zur Herstellung wurde /ys4
mit MK274 und MK275 und tagRFP mit MK276 und MM420 amplifiziert. Gleichzeitig
wurden Uberhiinge fiir eine Gibson Assembly eingefiigt. Das Plasmid pJH11 wurde mit BamHI
und Xhol verdaut. Der geschnittene Vektor und die amplifizierten Fragmente wurden mittels
Gibson Assembly zusammengefiigt. Die Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde

mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung verifiziert.
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pEBS86: Prri-LYS12-RFP-HA-PTS

Dieses Plasmid enthédlt den ORF von /ysi2 gefolgt von tagRFP-HA-PTSLysi12. Zur Herstellung
lys4 mit MK278 und MK279 und tagRFP mit MK276 und MM421 amplifiziert. Der Primer
MM421 enthilt die Sequenz des PTS1 von lysi2. Gleichzeitig wurden Uberhinge fiir eine
Gibson Assembly eingefiigt. Das Plasmid pJH11 wurde mit BamHI und Xhol verdaut. Der
geschnittene Vektor und die amplifizierten Fragmente wurden mittels Gibson Assembly
zusammengefiigt. Die Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde mittels

Restriktionsverdau und Sequenzierung verifiziert.

pEBS87: Preri-LYS12-RFP-HA

Dieses Plasmid enthélt den ORF von lys /2 gefolgt von tagRFP-HA. Zur Herstellung wurde /ys4
mit MK278 und MK279 und tagRFP mit MK276 und MM420 mit amplifiziert. Gleichzeitig
wurden Uberhiinge fiir eine Gibson Assembly eingefiigt. Das Plasmid pJH11 wurde mit BamHI
und Xhol verdaut. Der geschnittene Vektor und die amplifizierten Fragmente wurden mittels
Gibson Assembly zusammengefiigt. Die Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde

mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung verifiziert.

PEB89: Prgri- RFP-HA-PTSy

Dieses Plasmid enthidlt den ORF von tagRFP-HA mit dem PTSI1 von lys4. Zur Herstellung
wurde tagRFP mit MM422 und MM419 amplifiziert. Der Primer MM419 enthélt die Sequenz
des PTS1 von lys4. Gleichzeitig wurden Uberhinge fiir eine Gibson Assembly eingefiigt. Das
Plasmid pJH11 wurde mit BamHI und Xhol verdaut. Der geschnittene Vektor und die
amplifizierten Fragmente wurden mittels Gibson Assembly zusammengefiigt. Die
Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde mittels Restriktionsverdau und

Sequenzierung verifiziert.

PEB90: Prgri- RFP-HA-PTSy12

Dieses Plasmid enthilt den ORF von tagRFP-HA mit dem PTS1 von /ysi2. Zur Herstellung
wurde tagRFP mit MM422 und MM421 amplifiziert. Der Primer MM421 enthélt die Sequenz
des PTS1 von lys12. Gleichzeitig wurden Uberhinge fiir eine Gibson Assembly eingefiigt. Das
Plasmid pJH11 wurde mit BamHI und Xhol verdaut. Der geschnittene Vektor und die
amplifizierten Fragmente wurden mittels Gibson Assembly zusammengefiigt. Die
Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde mittels Restriktionsverdau und

Sequenzierung verifiziert.
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pEB105: Preri- RFP-Pxp2

Dieses Plasmid enthidlt den ORF von tagRFP-HA gefolgt von pxp2. Zur Herstellung wurde
tagRFP mit MMS553 und MM554 und pxp2 mit MM555 und MM556 amplifiziert. Gleichzeitig
wurden Uberhiinge fiir eine Gibson Assembly eingefiigt. Das Plasmid pJH11 wurde mit BamHI
und Xhol verdaut. Der geschnittene Vektor und die amplifizierten Fragmente wurden mittels
Gibson Assembly zusammengefiigt. Die Amplifizierung erfolgte in E. coli. Das Plasmid wurde

mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung verifiziert.

4.1.3 Oligonukleotide (Primer)

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide und deren
Verwendung aufgelistet. Sie wurden von der Firma ,Sigma-Aldrich Biotechnology, L.P. Und
Sigma-Aldrich Co.° synthetisiert. Die Nukleotidsequenz ist jeweils in 5 nach 3°-Richtung

angegeben.

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung

atgattacgccaagcgcgcaattaa

MJ484 ccctcactaaagggaacaaaagct .
ggatcccccacacaccatage Amplifikation des TEFI Promotors mit Uberhang zu

pCT310

ggatcctttgtaattaaaacttagatt

MK273 agattgctatgc

tttatattgactttcgtgtacattgatca
ML468 catcgactgttctattcggctcctatgt
tgtgtgg Amplifikation von Integrationskassetten basierend auf
cctttacatcctectttttctecttettgat | pCT310 zur Integration in den /eu2-Lokus von S288C
ML593 aaatgtatgtagattgcgttaactatg
cggcatcagagc

aagaatatactaaaaaatgagcag
ML754 gcaagataaacgaaggcaaagg
cgttggccgattcattaatg Amplifikation von Integrationskassetten basierend auf
acatgtatatatatcgtatgctgcagc | pCT310 zur Integration in den Ais3-Lokus von S288C
ML755 tttaaataatcggtgtcataactatgc
ggcatcagagc

tatacgttaggaaaaagacacgaa
ML121 cagagaagaccgatcttgatgcgta S1 (Janke et al (2004)) Primer fiir mdm 10
cgctgcaggtcgac

taacctgtatattaaaacctttattttat
ML122 ttcacattactcatcaatcgatgaatt S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir mdm10
cgagctcg

Forward Primer zur Verifikation von mdm10-

MLO095 tgcaaaataaccctatggagg Knockouts
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taacggttgaaacagatcataagct

ML399 ggcttcaactaatccaaatgcgtac S1 (Janke et al (2004)) Primer fir mdmi2
gctgcaggtcgac
gtttttttatgtagacactattttcaaac
ML400 tatctttgttaaattaatcgatgaattc S2 (Janke et a/ (2004)) Primer fir mdm12
gagctcg
Forward Primer zur Verifikation von mdm12-
ML096 atacgtatgatcagtatctttacagg Knockouts
tataacaaaaaaaacacaactgca
ML134 agaaacttcagcatcgtcatgcgta S1 (Janke et al (2004)) Primer fiir mdm34
cgctgcaggtcgac
gtatgtatttgtgtagttatgtacttaga
ML135 tatgtaacttaatttaatcgatgaattc S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir mdm34
gagctcg
Forward Primer zur Verifikation von mdm34-
ML141 cagataaacgatgcaatcagg Knockouts
ctttgagagagtcaatataatacctg
ML132 tagcctttttctgaaaatgcgtacgct S1 (Janke et al (2004)) Primer fiir mmm1
gcaggtcgac
aagataggaaaaagatagaacaa
ML133 aaaatttgtacataaatatttaatcga S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir mmm1
tgaattcgagctcg
tggccacgtagtaaaaatacgaga
ML987 gaagaaaagcctacagagttacgt S3 (Janke et al (2004)) Primer fiir mmm1
acgctgcaggtcgac
Forward Primer zur Verifikation von mmm1-
MLI101 aaaatcgggaatctggaattacg Knockouts
tcttttttcctaaagcacaacggaca
Antl _S3 | acgcaagctggcttccactcgtacg S3 (Janke et al (2004)) Primer flir antl
ctgcaggtcgac
tgagaatccttactattactgaaata
Antl_S2 | agcacattgcgtttagaatatcgatg S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir ant]
aattcgagctcg
acgccttatttgaagaggaaaaga
MJ789 aaaagaagaagattgctgaatcca S3 (Janke et al (2004)) Primer fiir tim50
aacgtacgctgcaggtcgac
tacacacatagatacgtagatacat
MJ790 gagaagagggtttacatgaaaatta S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir tim50
atcgatgaattcgagctcg
gtatacagcaactttggcgtctccag
MK?723 | ctegttttccttcaagectcgtacgetg S3 (Janke et al (2004)) Primer fiir pex3
caggtcgac
tatatatatattctggtgtgagtgtcag
MK724 | tacttattcagagattaatcgatgaat S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir pex3
tcgagctcg
tcctatttttggatatatatacatcaat
MK230 aaacaatatatcataacacatgcgt S1 (Janke et al (2004)) Primer fiir pex5
acgctgcaggtcgac
atgaatttgggcagtgatgcgagaa
MK231 cataaaattgcggagaaccatatca S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir pex5

atcgatgaattcgagctcg
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MK?235 gagccattttgctttgatgg Forward Primer zur Verifikation von pex5-Knockouts
aaagaggagatgaataaaagtaa
MK653 | aggaagaagaaaagaaagttgac S1 (Janke et a/ (2004)) Primer fiir pex34
gtacgctgcaggtcgac
ttgaaggagctgggcttacagaact
MK652 aaattcgttcaagcataaaaatcga S2 (Janke et a/ (2004)) Primer fiir pex34
tgaattcgagctcg
Forward Primer zur Verifikation von mdm34-
MK645 gactgttgttgatgtgtctgc Knockouts
catatattatgagcataacgagtgg
ML630 ccgatcggcaaaggggcttaatcg S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir pxp2
atgaattcgagctcg
tctcagtggtgtggtgttagttggaaa
ML663 tctggtgttgtaaaattgcgtacgctg S3 (Janke et al (2004)) Primer fiir pxp2
caggtcgac
gtcactcattcatttatttattcgtttctat
MMS500 | tttcctattatatgctctaatcgatgaat S2 (Janke et al (2004)) Primer fiir lys12
tcgagctcg
gtggtaaggcttctactcaacaagtc
MMS501 | gttgacgacgttttgtcgagattacgt S3 (Janke et al (2004)) Primer fiir lys12
acgctgcaggtcgac
gaacaaaaattaatctcagaagaa
MMS551 gzgtatgg?:ggttg;;g;zggat%fgg g S 1I(J ankp et al (2004)) Primer angepasst fiir die
nsertion des P7Sz,:2am endogenen Lokus
agattatgacgtacgctgcaggtcg
ac
ccltaattaacccggggatetctiga S2 (Janke et al (2004)) Primer angepasst fiir die
MMS552 | atgatcgttccactttttaatcgatgaa I .
nsertion des PTS.,s:2am endogenen Lokus
ttcgagctcg
caatctaatctaagttttaattacaaa
MMS553 | ggatccatgtctgaattaattaaaga .
aaatatgc Amplifikation von fagRFP-HA mit Uberhdngen zu
PTEFl
MMS554 Cgcatagtcaggaacatcgt
MMS555 gtgacataactaattacatgactcga
gttacaattttacaacaccagatttc Amplifikation von pxp2 mit Uberhiingen zu HA und
cccatacgatgttcctgactatgcga pCT310
MM556
tgaaccagatactaaatgc
aagaaagcatagcaatctaatcta
MK274 agttttaattacaaaggatccatgct
acgatcaaccacatttac Amplifikation von lys4 mit Uberhéingen zu Prgr; und
catatataatttcatatgcatattttcttt tagRFP-HA
MK275 aattaattcagacattagttgggattt
gacccaacc
MK276 | Algictgaattaattaaagaaaatat Amplifikation von tagRFP-HA

gcatatg
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aagaaagcatagcaatctaatcta
MK278 agttttaattacaaaggatccatgttt
agatctgttgctactagattatc | Primer zur Amplifikation von ys/2 mit Uberhingen zu
catatataatttcatatgcatattttcttt Preriund tagRFP-HA
MK279 aattaattcagacattaatctcgaca
aaacgtcgtc
gtgacataactaattacatgactcga
MMA419 gctataatctcgacaaaacgtcgtc Amplifikation von tagRFP-HA mit PTS 11y mit
aacgacttgttgagtcgcatagtcag Uberhédngen zu pCT310; Fiir-Primer: MK276
gaacatcg
MM420 gtgacataactaattacatgactcga| Amplifikation von tagRFP-HA mit Uberhiingen zu
gtcacgcatagtcaggaacatcg pCT310; Fiir-Primer: MK276
gtgacataactaattacatgactcga
MM421 gttatagttgggatttgacccaacctt Amplifikation von tagRFP-HA mit PTS11ys1> mit
ccaagcctcctttcgcatagtcagg Uberhingen zu pCT310; Fiir-Primer: MK276
aacatcg
MMA422 ;32%22?;232:&::&:2:32 Amplifikation von tagRFP-HA mit Uberhéingen zu
aaatatg Prer

4.1.4 Labormaterialien und Gerite

Spezielle Gerdte fiir bestimmte Methoden sind in der jeweiligen Methodenbeschreibung

aufgefiihrt. Zur Zentrifugation von Reaktionsgefdlen (1,5 und 2 ml) diente eine Heraeus

Biofuge pico und der Zentrifugation groferer Reaktionsgefdfle (15 und 50 ml) eine Heraeus

Multifuge. Der Erwdrmung von Reaktionsgefdflen auf eine definierte Temperatur dienten

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg).

Weitere allgemeinen Materialen sind mit ihren Bezugsquellen untenstehend gelistet:

Blottingpapier (Roth)

Cryo-Rohrchen (Sarstedt)
Reaktionsgefafie (1,5 ml, 2 ml,15 ml, 50 ml; Sarstedt)
Kunststoff-Kiivetten (Sarstedt)

Petrischalen (Sarstedt)

Pipettenspitzen (Sarstedt)
PVDF-Membran (Roth)

Sterile Spritzen und Kaniilen (Braun)

Sterilfilter (Sarstedt)
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4.1.5 Kits

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Fertigkits

Kit Bezugsquelle Verwendung

ZR Plasmid Miniprep-Classic Kit Zymo Research (Kalifiirnien, USA) | Prdparation von Plasmid-DNA
aus Escherichia coli

Gel/PCR DNA Fragment Extraction Geneaid (Hamburg) Elution von DNA-Fragmenten
Kit aus Agarose-Gelen

4.1.6 Chemikalien
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden vornehmlich von Difco (Augsburg),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen und waren

von der Qualitét liberwiegend p.a..

4.1.7 Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von Fermentas/Thermo Scientific (St. Leon-Rot) oder New
Englund Biolabs (NEB; Frankfurt) bezogen. Fiir die DNA-Amplifikation kamen die
Polymerasen Phusion Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase (Finnzymes/NEB, Frankfurt),
oder die KOD Extreme Polymerase (Novagen/Merck, Darmstadt) zum Einsatz. Der
enzymatische Abbau von RNA bzw. DNA erfolgte unter Verwendung von RNase A von
AppliChem (Gatersleben). Fiir den Gibson-Mix wurde die T4 DNA Ligase (Roche; Mannheim)
verwendet. Bakterielle Zellwénde wurden mit Lysozym (Roche) degradiert. Fiir den Abbau der
Zellwiande von U. maydis wurden Lysing enzymes aus Trichoderma harzianum (Sigma-

Aldrich) und fiir die Zellwénde von S. cerevisiae wurde Lyticase (Sigma-Aldrich) eingesetzt.

4.1.8 Puffer, Losungen und Nihrmedien

Standardlosungen und Puffer wurden nach Sambrook et. al., 1989 hergestellt. Die benotigten
Puffer fiir die einzelnen Methoden sind in der Beschreibung der Methoden aufgefiihrt. Falls
erforderlich wurden die Puffer, Losungen und Ndhrmedien vor ihrer Verwendung in einem

Autoklav bei 121°C fur 20 min autoklaviert oder mit Hilfe eines Sterilfilters sterilisiert.
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4.1.9 Antibiotika

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika

Antibiotika Endkonzentration
Ampicillin 100 pg / ml
Geneticin (G418) 200 - 400 pg/ ml
Hygromycin B 200 - 300 pg / ml

Nourseothricin 150 pg / ml

4.2  Kultivierung von Mikroorganismen

4.2.1 Kultivierung von E. coli

E. coli wurde als Fliissigkultur in autoklaviertem dYT-Medium bei 37°C angezogen. Falls
notig, wurde dem Medium 100 pug/ml Ampicillin zugegeben. Zur Kultivierung auf Festmedium
wurde dYT-Agar verwendet. Zur Selektion auf positive Transformanden wurde dem Agar
100pg/ml Ampicillin zugegeben. Zur Lagerung wurden dichtgewachsene E. coli-Kulturen in

dYT-Glycerin (50:50) gemischt und bei -80°C eingefroren.

dYT-Flissigemedium

16 g/l Trypton

10 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCL

falls erforderlich: 100 pg/ml Ampicillin

dYT- Glycerin
dYT-Medium

80% (v/v) 87% Glycerin

dYT-Agar
dYT mit 2,0 % (w/v) Agar
falls erforderlich: 100 pg/ml Ampicillin
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4.2.2 Kultivierung von U. maydis

Die Kultivierung von U. maydis erfolgte in YEPS-light Fliissigmedium auf einem Schiittler bei
200 Upm und 30°C. Fiir Medien mit bestimmten Kohlenstoff- oder Stickstoffquellen wurden
YNB-Medium die entsprechenden Zusatzstoffe beigemischt Zur Kultivierung auf Festmedien
wurde Potato-Dextrose (PD)-Agar sowie Regenerationsagar-light verwendet. Den Festmedien
wurden gegebenenfalls das Antibiotikum Carboxin (2 pg/ml) zugegeben. Die dauerhafte
Lagerung von U. maydis-Kulturen erfolgte unter Zugabe von 50% NSY-Glycerin zu einer dicht
gewachsenen Kultur bei -80°C. Falls nicht anders angegeben, wurden Kulturen aus
logarithmischen Wachstumsphase mit einer ODgoo zwischen 0,7 bis 1 verwendet.

YEPS-light Fliissigmedium

10 g/l Hefeextrakt

4 g/l Pepton
0,4 % (w/v) Saccharose

YNB-Medium
1,7 g/l Yeast Nitrogen Base

0,2 % (w/v) Ammoniumsulfat

Zusitze:

1,0 % (w/v) Glukose oder/und
0,1% (v/v) Olsdure

0,05% (v/v) Tween40

PD-Agar
24 ¢/1 Potato-Dextrose Broth
2,0 % (w/v) Agar

NSY-Glycerin

0,8 % (w/v) Nutrient Broth
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Sucrose

80% (v/v) 87% Glycerin
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4.2.3 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in YPD- oder SC-Medium mit entsprechendem
Selektionsdruck auf einem Schiittler bei 180 Upm und 30°C. Die dauerhafte Lagerung erfolgte
unter Zugabe von 50% NSY-Glycerin zu einer dicht gewachsenen Kultur bei -80°C. Falls nicht
anders angegeben, wurden Kulturen aus logarithmischen Wachstumsphasen mit einer ODsoo

zwischen 0,7 bis 1 verwendet.

YPD-Medium

2% (w/v) Pepton

1% (w/v) Hefeextrakt

2% (w/v) Glucose (nach dem Autoklavieren)

in H2Owiq: pH 6,0

Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar



SC-Medium

0,17% (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o Aminosiuren

0,2% (w/v) Ammoniumsulfat

2% (w/v) Glucose (nach dem Autoklavieren)

0,0147% (w/v) Dropout-Mix aus:

2g
2g
02¢g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g
2g

L-Adenin,
L-Alanin,
p-Aminobenzoesdure,
L-Arginin,
L-Asparaginsdure,
L-Asparagin,
L-Cystein,
L-Glutaminsédure,
L-Glutamin,
L-Glycin,

Inositol,
L-Isoleucin,
L-Lysin,
L-Phenylalanin,
L-Prolin,

L-Serin,
L-Tryptophan,
L-Threonin,

L-Valin
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Folgende Aminosduren wurde dem Medium nach dem Autoklavieren in Losung zugegeben:

0,04% (W/v)
0,08% (W/v)
0,04% (W/v)

L-Histidin
L-Leucin

Uracil

je nach Selektionsbedingung wurden einzelne dieser Komponenten nicht zugesetzt

in H2Owiq: pH 6,0

Festmedium: 2% (w/v) Bactoagar
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4.3  Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch-kompetenter Top10-E. coli-Zellen erfolgte nach der Methode nach
Hanahan et al., 1991. Die Zellen wurden zunéchst in magnesiumfreien SOB-Medium bis zu
einer ODgoo zwischen 0,3 bis 0,4 angezogen. Danach wurden die Zellen in eiskalte 50 ml
Falcon-tubes iiberfiihrt und zentrifugiert (4000 Upm, 10 min, 4°C). Die sedimentierten Zellen
wurden in 20 ml eiskaltem CCMBS80-Puffer resuspendiert und fiir 20 min in einem Eis-
Wasserbad inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (4000 Upm, 10 min, 4°C) wurden die
sedimentierten Zellen in 4ml CCMBB80-Puffer resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C

eingefroren.

SOB-Medium
20 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

CCMB80-Puffer

10 mM KAc pH 7,0

80 mM CaCl;

20 mM MnCl,

10 mM MgCl,

10 % Glycerin

in H2Owig: pH 6,4 mit 0,1 M HCI einstellen und steril filtrieren

Zur Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurde 20 pl eines
Gibsonreaktionsansatzes oder 1 pl einer Plasmidldsung mit einem Aliquot (ca. 50ul) chemisch-
kompetenter Zellen gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 1
min bei 42°C wurden die Zellen 2 min lang auf Eis abgekiihlt. Der Transformationsansatz

wurde dann auf Selektivmediumplatten ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.
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4.3.2 Transformation von S. cerevisiae

S. cerevisiae wurde bis zu einer ODgoo von 1,0 in YEPD kultiviert. Es wurden die Zellen einer
20 ml Kultur geerntet (3.000 Upm, 5 min). AnschlieBend wurden die Zellen in 15 ml SORB
aquilibriert, erneut abzentrifugiert und in 180 pul SORB aufgenommen. Dann wurden 20 pl einer
denaturierten DNA-L6sung (10 mg/ml salmon sperm DNA) zugegeben. Die so behandelten

Zellen wurden direkt transformiert oder bei 80°C mehrere Monate aufbewahrt.

SORB

100 mM Lithium-Acetat

1 mM Na2-EDTA

1 M Sorbitol

10 mM Tris-HCI, pH 8,8

in H2Owiq: pH 8,0 und steril filtrieren

Li-PEG

100 mM Lithium-Acetat

1 mM Na2-EDTA

40% PEG3350

in 10 mM Tris-HCI, pH 8,8

in H2Owiq: pH 8,0 und steril filtrieren

Fiir die Transformation wurden 50 pl kompetente Zellen mit bis zu 10 pl Plasmid-Losung (etwa
1 pg DNA) und 200 pl Li-PEG fiir 30 min bei RT inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 15-
30 min bei 42°C wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (2.000 Upm, 3 min). Bei
Selektion durch Auxotrophie wurden die Zellen in H2Oyiq resuspendiert und auf entsprechendes
SC-Selektionsmedium ausplattiert. Fiir eine Antibiotika-vermittelte Selektion wurden die
Zellen in 1 ml YPD resuspendiert und nach mindestens vierstiindiger Inkubation bei 30°C
wurde auf YPD-Medium mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen. AnschlieBend wurden
die Platten zwei bis vier Tage bei 30°C inkubiert. Genomische Integrationsereignisse wurden

durch PCR-Analyse verifiziert.
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4.3.3 Synthetic Genetic Array (SGA)

Die Generierung von Hefe-Bibliotheken zur Identifizierung von Faktoren der peroxisomalen
Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS erfolgte in Kooperation mit Thorsten Stehlik, Einat Zalckvar
und Maya Schuldiner am Weizmann-Institut fiir Wissenschaften in Rehovot.

Ein  SGA-kompatibler Reporterstamm (YTS385) wurde automatisiert in eine
Deletionsbibliothek (Giaever et al., 2002) und die DAmP-Bibliothek (Breslow et al., 2008)
eingekreuzt. Hefemanipulationen fiir den Hochdurchsatzscreen wurden auf einem RoToR
Bench-Top-Kolonie-Arrayer (Singer Instruments) durchgefiihrt. Die Kreuzungen fanden auf
Vollmedium (YPD) statt, die Auswahl von diploiden Zellen erfolgte auf SD-
Mononatriumglutamat (MSG)-Platten, die Geneticin (Formedium, 500 pg ml-1),
Nourseothricin (WERNER BioAgents "ClonNat", 200 pg ml—1) und Hygromycin B
(Formedium, 500 pg ml—1) enthielten. Nach der Ubertragung der Zellen auf Platten mit
stickstoffarmem Medium wurde die Sporulation fiir 7 Tage induziert. Haploide Zellen mit den
gewiinschten Mutationen wurden selektioniert, indem die Zellen auf SD MSG-Platten mit
Geneticin, Nourseothricin und Hygromycin B {ibertragen wurden. Die Platten enthielten
auBBerdem die toxischen Aminosdurederivate CanaVanin und Thialysin (Sigma-Aldrich), um

gegen verbleibende diploide Zellen zu selektieren.

4.3.4 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA
Restriktionsendonukleasen konnen aufgrund ihrer Schnittstellen-Spezifitit dazu benutzt
werden, einen Vektor zu analysieren. Fiir solche Analysen wurde zunichst die einzusetzende

Menge des jeweiligen Enzyms berechnet:

Grofde von A x Schnittstellen im Vektor
GroRe des Plasmids (kb)x Schnittstellen in A

Enzymmenge fiir 1 pg DNA =

Eine Einheit (U) schneidet 1 pg A-DNA bei 37°C in einer Stunde vollstindig. Die verwendeten
Enzyme lagen in der Regel in einer Konzentration von 10 U/ul vor. Um eine Restriktion
durchfiihren zu kdnnen, benétigt man auBBerdem einen fiir das Enzym spezifischen Puffer (10x),
der dem Ansatz zugefiigt werden musste. Das Volumen des Restriktionsansatzes war abhingig

von der eingesetzten Menge an DNA.
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4.3.5 Gibson Assembly

Die Gibson-Assembly ermdglicht die Fusion von mehreren DNA-Fragmenten, unabhéngig von
der Sequenz oder Lénge der Fragmente (Gibson et al., 2009). Grundlegend finden drei
enzymatische Vorgédnge statt: Im ersten Schritt verdaut die T5-Exonuklease die DNA-
Fragmente und fiihrt zu einzelstringigen 3’-Uberhingen. Diese ermdglichen das Annealing von
Fragmenten mit komplementdren Sequenzbereichen. Im zweiten Schritt fiillt die Phusion-
DNA-Polymerase die Liicken zwischen den zusammengefiigten Fragmenten auf. Im dritten und
letzten Schritt verbindet die Tag-DNA-Ligase die freien 5’-Phosphatgruppen und 3’-

Hydroxylgruppen der einzelnen Basen und fiigt so die Fragmente zusammen.

Fiir eine Gibson-Assembly-Reaktion wurden die entsprechenden Produkte in dquimolaren
Mengen einem Ansatz von 5 pl zusammengefiigt und zu 15 pl des 1,33x-konzentrierten

Gibson-Assembly-Mastermix gegeben. Die Reaktion erfolgte fiir 60 Minuten bei 50°C.

Gibson-Assembly-Mastermix

5x Isothermaler Reaktionspuffer
10 U/ul T5 Exonuklease

2 U/ul Phusion-DNA-Polymerase
40 U/ul Tag-DNA-Ligase
H>Opig ad 1,2 ml

Ansatz fur eine Reaktion

15 pl Gibson-Assembly-Mix (1,33x)

1-4 pl zu inserierendes DNA-Fragment, bei Bedarf mehrere unterschiedliche Fragmente
1 ul verdauter Vektor
H>Ovigad 20 pl

4.3.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA wurde anhand des Vergleiches mit einem Mengenstandard (A-
DNA in definierter Konzentration, 50 bzw. 100 ng DNA) im Agarosegel unter UV-Licht
abgeschitzt.
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4.3.7 DNA-Sequenzierungen
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten und Plasmiden erfolgte nach der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al, 1977) und wurde von der Firma MWG Eurofinns

durchgefiihrt, indem die entsprechenden Fragmente im folgenden Ansatz eingeschickt wurden:

5 ul DNA des Fragments/Plasmids
2 ul forward oder reverse Primer

10 ul H,0

4.3.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese wurden Nukleinsiuren in einem elektrischen Feld groBenspezifisch
aufgetrennt (Sharp et al. 1973). Hierbei wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung in
Richtung Anode. Die Agarosekonzentration der verwendeten Gele lag in der Regel bei 1,0%.
Zur Herstellung der Agarosegele wurde die jeweilige Menge an Agarose in 1x TAE-Puffer
durch Auftkochen geldst und mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt. Das
fliissige Gel wurde in eine etwa 1 cm hohe Gelform (Mafle 10 x 12 cm) mit eingestecktem
Kamm gegossen. Nach dem Erstarren wurde der Kamm gezogen und das feste Agarosegel in
eine daflir vorgesehene Gelkammer transferiert und mit 1x TAE-Puffer bedeckt. Die DNA
wurde in Auftragspuffer aufgenommen und auf der Kathodenseite in die Taschen des Gels
geladen. Bei einer Stromstérke von 120 mA bzw. 130 V wurde die DNA der Grofle nach
aufgetrennt. Als GroBenstandard diente der Generuler™ DNA-Ladder-Mix der Firma
Fermentas. Die DNA-Banden wurden nach Abschluss der Elektrophorese durch UV-Licht (304
nm) sichtbar gemacht und fotografiert (Geldokumentationssystem: GelDoc-EZ Imager,

BioRad, Miinchen).

50x TAE-Puffer
2 M Tris-Base

2 M Acetat

50 mM EDTA
in H2Obid

Als Auftragspufter wurde der 6x-Ladepuffer der Firma Fermentas benutzt.
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4.3.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR-Reaktion (Mullis et al. 1986; Bell, 1989) ist eine Methode, die zur Amplifikation von
spezifischen, doppelstrangigen DNA-Fragmenten eingesetzt wird. Durch den Einsatz einer
thermostabilen Polymerase werden mit Hilfe von Primern (Oligonukleotide) und dNTPs
spezifische DNA-Fragmente amplifiziert. In dieser Arbeit wurde die Phusion-DNA-
Polymerase benutzt. Dieses hitzestabile Enzym besteht aus einer DNA-Bindedoméne, die mit
einer Pyrococcus-dhnlichen Proofreading-Polymerase fusioniert wurde. Die PCR-Reaktion
lauft in vier charakteristischen Schritten ab. Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA
durch Erhitzen auf 98°C denaturiert und in einzelstrangige DNA iiberfiihrt. Im darauffolgenden
Schritt, dem Annealing, binden die spezifischen PCR-Primer bei einer Temperatur zwischen 50
bis 65°C an die einzelstrdngige DNA. Es folgt die Elongation, bei der die Polymerase bei 72°C,
ausgehend von dem Primer und der Matrizen-DNA, neue, komplementire DNA-Stringe
synthetisiert. Durch eine erneute Denaturierung der DNA bei 98°C beginnt der PCR-Zyklus
von vorne. Nach Abschluss jedes Zyklus wird die Ziel-DNA vervielfacht, wodurch sich bei
einer groBen Anzahl an Zyklen bereits aus wenigen Mengen Gesamt-DNA eine erhebliche
Menge Ziel-DNA synthetisieren ldsst. Standard-PCRs mit der Phusion-Polymerase wurden in
einem Endvolumen von 50 pl angesetzt (Bestandteile siche unten). Die Parameter der
Annealing-Temperatur und der Elongationszeit sind variabel und kdnnen je nach Primer und
GroBe der zu amplifizierenden DNA verdndert werden. PCR-Reaktionen wurden in einem

TPersonel Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt.

Phusion-Polymerase
1 ng - 300 ng Matrizen-DNA
250 uM dNTPs (1:1:1:1 Verhéltnis)

1 uM Oligonukleotid forward
1 uM Oligonukleotid reverse
1 x konzentrierter Phusion GC-Puffer (Finnzymes)

0,5 U Phusion-Polymerase

Programm: 98°C/1 min — (98°C/30 s - 50-65°C/15 s - 72°C/ x min) x 32 - 72°C/5 min (Ansatz
zwischen 20 und 50 pl)
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KOD Extreme Polymerase

1 ng - 300 ng Matrizen-DNA

250 uM dNTPs (1:1:1:1 Verhéltnis)

1 uM Oligonukleotid 1

1 uM Oligonukleotid 2

1 x konzentrierter KOD-Puffer (Novagen)

1 U KOD-Extreme Polymerase

Programm: 94°C/2 min — (94°C/30 s - 50-65°C/15 s - 68°C/x min) x 32- 68°C/10 min

4.3.10 Exzision von Agarose-Gel-Fragmenten
Zur Isolation spezifischer Fragmente aus Agarosegelen wurden die entsprechenden Banden
ausgeschnitten und die DNA mithilfe des ,,Gel/PCR Fragment Extraktions-Kit*“ der Firma

Geneaid den Herstellerangaben entsprechend extrahiert.

4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Priparation von Proteinen

Die Proteinextrakte aus S. cerevisiae wurden nach Kushnirov (2000) hergestellt. Dabei wurde
die bendtigte Menge Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur abzentrifugiert (13000
U/min, 1 min), in 200 pl einer Lésung vom 0,1 M Natriumhydroxid resuspendiert und fiir 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine erneute Pelletierung der Zellen,
und einer Denaturierung bei 95°C fiir 5 min in Gegenwart von SDS-Probenpuffer (Zellmaterial
dquivalent zu 2 ODeoo pro 25 pl SDS-Probenpuffer). Die Zellriickstinde wurden durch
Zentrifugation (13000 Upm, 1 min) pelletiert und der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefi
iiberfiihrt. Die Proteinextrakte wurden bei -80°C gelagert.

SDS-Probenpuffer

2% (w/v) SDS

6% (v/v) Glycerin

0.025% (w/v) Bromphenolblau

50 mM Dithiothreitol in 50 mM Tris-HCI, pH 6.8
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4.4.2 Auftrennung von Proteinen mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung von Proteinen wurde die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970) angewandt. Hierbei erhalten Proteine durch
Bindung an SDS eine negative Ladung und koénnen dadurch in einem elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Die Gele bestanden aus zwei Schichten. Die untere Schicht stellt das
Trenngel dar, welches die Proteine nach ihrer jeweiligen MolekiilgroBe auftrennt. Bei der
oberen Schicht handelte es sich um das Sammelgel, in dem die Proteine vor dem Eintritt in das
Trenngel konzentriert waren. Das fertige Gel wurde in eine Gelkammer (Mini Protean System;
Bio-Rad) gesetzt und diese mit SDS-Laufpuffer befiillt. Die Molekiilmassen der aufgetragenen
Proteine wurden mit Hilfe des Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Science)

bestimmt. Die Auftrennung erfolgte bei 20 - 25 mA pro Gel.

SDS-Laufpuffer
200 mM Glycin
0,2 % w/v) SDS
in 25 mM Tris-HCI, pH 8,8

Sammelgel

5 % (v/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

in 125 mM Tris-HCI pH 6,8

0,1 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

0,05 % (v/v) TEMED

Trenngel

8 bis 10 % (v/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

in 375 mM Tris-HCI pH 8,8

0,1 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

0,05 % (v/v) TEMED
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4.4.3 Transfer und Nachweis von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

Die im Gel aufgetragenen Proteine wurden mithilfe des Wet-Transfer-System (Bio-Rad) auf
eine PVDF-Membran {iibertragen. Zur Aktivierung wurde die Membran kurz in Methanol
gelegt. Das Gel wurde moglichst luftblasenfrei auf die Membran gelegt und anschliefend mit
je drei in Western-Transfer-Puffer getrankten Whatman-Papieren oben und unten beschichtet
und zwischen ebenfalls in Transfer-Puffer getrankte Schwimme gelegt. Der Stapel wurde dann
in einer Kassette befestigt und in die mit Western-Transfer-Puffer gefiillte Wet-Blot Apparatur
eingelegt. Diese Apparatur wurde auf Eis gestellt und die Proteine bei 35 V {iber Nacht auf die

Membran transferiert.

Western-Transfer-Puffer

200 mm Glycin
20 % (v/v) Methanol
in 25 mM Tris-HCI; pH 10,4

Die transferierten Proteine wurden auf der Membran mithilfe von Antikorpern detektiert.
Zunichst wurde die Membran in Blockierlosung (TBS-T mit 5% Milchpulver) fiir 30 min bei
Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden Antikérper (verdiinnt zwischen
1:1000 — 1:5000) in TBS-T (5% Milchpulver) und fiir 2 h bei Raumtemperatur schwenkend
inkubiert. Danach wurde die Membran flinfmal fiir 30 Sekunden unter starkem Schiitteln mit
TBS-T gewaschen, der sekundédre, HRP (horse raddish peroxidase) gekoppelte Antikorper in
einer 1:20000 Verdiinnung in Blockierlosung zugefiigt und fiir 45 min mit der Membran
schwenkend inkubiert. Die Membran wurde erneut fiinfmal fiir 30 Sekunden unter starkem
Schiitteln mit TBS-T gewaschen und der Western Blot ausgelesen. Zur Entwicklung wurde die
Membran mit Super Signal™ West Pico (Thermo Fisher Scientific) oder Super Signal™ West
Femto (Thermo Fisher Scientific) 3 min inkubiert. Die Signale wurden mit einem Chemocam
Imaging System (Intas, Gottingen) aufgenommen und mit ImageJ (Schneider ef al., 2012)

ausgewertet.

TBS-T
0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS

Primére Antikorper

Anti-GFP (Torrey Pines; 1:5000)
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Anti-Porl (R. Lill, pers. Mitteilung; 1:1000)
Anti-tagRFP (Evrogen; 1:1000)

Anti-HA (Invitrogen; 1:3000)

Anti-Myc (Cell Signaling Technology; 1:2000)

Sekundire Antikdrper
Ziege-Anti-Maus-HRP (1:10.000 — 1:50.000; ThermoFisher).
Ziege-Anti-Hase-HRP (1:10.000 — 1:50.000; ThermoFisher)

4.4.4 Subzellulire Fraktionierung

Die biochemische Analyse der Proteinlokalisierung mittels Dichtegradienten-Zentrifugation
wurde nach einem gednderten Protokoll von Cramer et al. (2015) durchgefiihrt. Zunichst wurde
nach Schritten 1-16 ein ,,post nuclear supernatant™ (PNS) gewonnen. Anschliefend wurde die
Konzentration des PNS mittels Photometer bestimmt und durch Zugabe von Lysis-Puffer auf
eine ODgoo von 1 eingestellt und Portionen von 1000 pl bei -80°C gelagert. Fiir die
Dichtegradienten wurde ein Aliquot auf Eis aufgetaut und zentrifugiert (13000 Upm, 5 min,
4°C). Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet anschlieBend in 210 pl Lysis-Puffer
resuspendiert. Der Dichtegradient setzt sich zusammen aus Schichten von 333 ul 35%, 666 pl
30%, 666 pul 25% und 333 pl 20% NycoDenz (gelost in Gradientenbuffer A), die in 3 ml
Polycarbonatréhrchen (Beckman Coulter, Brea) vorsichtig iibereinandergeschichtet wurden.
AnschlieBend wurde der Gradient mit 200 ul des jeweiligen PNS {iberschichtet und in einer
Beckman L7-65 Ultrazentrifuge mit einem Sorwall TST 60.4 Schwenkrotor zentrifugiert
(35000 Upm, 90 min, 4°C). Dann wurden 12 Fraktionen zu je 182 ul vorsichtig von der
Oberfliche des Gradienten abgenommen und mit einer entsprechenden Menge Protein-

Probenpuffer gemischt oder direkt bei -80°C gelagert.
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Lysis-Puffer
0,5 mM Naz-EDTA

1 mM KC1 0,6 M Sorbitol

Protease-Inhibitoren:

1 pg/mL Antipain

1 pg/mL Aprotinin

0,2 mg/mL Benzamidinehydrochlorid
1 pg/mL Bestatin

1 pg/mL Chymostatin

1 pg/mL Leupeptin

0,2 mg/mL NaF

1 pg/mL Pepstatin

10 pg/mL PMSF

Gradientenpuffer A (ohne Sucrose)
1 mM Na2-EDTA

1 mM KCl

0.1 % (v/v) ethanol

in 5 mM MES; pH 6, eingestellt mit KOH

DTT Puffer
10 mM Dithiotreitol (direkt vor Benutzung zugesetzt)
in 100 mM Tris

Sorbitol-Puffer zur Spheroplastierung
1,2 M Sorbitol
in 20 mM MES, pH 7,4




Material und Methoden | 104

4.5 Mikroskopie

4.5.1 Epifluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von U. maydis erfolgte mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops des Typs Axioskop 2 (Firma Zeiss). Die Anregung der
unterschiedlichen Chromophore erfolgte mittels zur Wellenldange passender Filter (Tabelle 11).
Die zu untersuchenden Zellen wurden in einem Volumen von 4 pl auf einen mit einer ca. 0,5
mm dicken Wasseragarschicht (1%) bedeckten Objekttriger aufgetropft. AnschlieBend wurde
das Deckglas aufgelegt. Der Wasseragar diente zur Fixierung der Zellen an ihrer Position, um
unscharfe Bilder zu vermeiden. Vergleichsfotos wurden im Durchlicht gemacht. Die
Dokumentation der Aufnahmen erfolgte mit einer Kamera der Firma Zeiss (Typ MegaFire) und
der Software Volocity (Improvision). Die Aufnahme von Videos erfolgte iiber einen Zeitraum
von 60 Sekunden mit 2 Frames pro Sekunde. Gezeigt werden die mittleren 80 Frames, welche
einen Zeitraum von 40 Sekunden reprédsentieren Die Proteinlokalisierung wurde mithilfe von
dekonvolierten Z-Stapeln der entsprechenden Fluoreszenzkandle bestimmt. Die
Punktspreizfunktionen (PSF), die fiir die Dekonvolution erforderlich waren, wurden unter
Verwendung des Richards und Wolf-Modells mit dem ImageJ-Plugin "PSF Generator" erstellt
(Kirshner et al., 2013). Die Dekonvolution der einzelnen Z-Stapel wurde dann mit dem ImagelJ-
Plugin "DeconvolutionLab" durchgefiihrt, wobei der Richardson-Lucy-Algorithmus mit 25

Wiederholungen angewendet wurde (Vonesch und Unser, 2008).

4.5.2 SIM

Zur Visualisierung von U. maydis-Zellen mittels SIM wurden 5 pl logarithmisch wachsender
Zellen auf Objekttriager aufgetragen und mit einer 1%igen YNB-Agarose bedeckt. SIM-Bilder
wurden mit einem Zeiss ELYRA PS.1-Mikroskop und einer UNDOR iXon 987 EMCCD-
Kamera (Belichtungszeit: 50 ms, Verstirkung: 5) unter Verwendung eines Alpha Plan-
Apochromat 100x/1,46 Oil DIC M27 Elyra-Objektivs mit 488 nm (HR Diode 488-200, 3%)
und 564 nm (HR DPSS 561-200, 5%) Laserlinien als Anregungsquellen aufgenommen. Pro
Ebene wurden 15 Bilder (3 Rotationen, 5 Phasen) gesammelt. Die Software ZEN (Zeiss) wurde

zur Verarbeitung der SIM-Rekonstruktionen verwendet.
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453 TEM

Zur Visualisierung von U. maydis-Zellen mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
wurden 50 ml logarithmisch wachsender Zellen geerntet und unter Druck eingefroren
(Wohlwend HPF Compact 02). Nach der Gefriersubstitution (Aceton mit 0,25%
Osmiumtetroxid, 0,2% Uranylacetat und 5% Wasser) (Leica AFS2) wurden die Zellen in
Epon812-Ersatzharz eingebettet (Fluka). Eingebettete Zellen wurden zu 100 nm diinnen
Schnitten (Leica EM UC7 RT) verarbeitet, die zur Immunmarkierung mit Anti-mCherry
(A121603; antibodies.com; Verdiinnung 1:100) verwendet wurden. Als sekundarer Antikorper
wurde ein mit Goldpartikeln gekoppelter Kaninchen-Anti-Ziege-Antikdrper (Aurion,
Verdiinnung 1:100) verwendet. AnschlieBend wurde ein Silberverstirkungsverfahren
durchgefiihrt und die Schnitte wurden mit 2% Uranylacetat und 0,5% Bleicitrat nachgefarbt.
Die Analyse der Proben wurde mit einem JEOL JEM2100 TEM durchgefiihrt, das mit einer 2k
CCD TVIPS (Gauting) F214-Kamera ausgestattet war.

4.6  Statistische Auswertung

Mikroskopische Daten wurden in drei unabhéingigen Replikaten gesammelt. Pro Kultur wurden
mindestens fiinf Bilder quantifiziert. Der Pearson-Korrelationskoeffizient wurde mit Volocity
5.5.2 berechnet. Superplots und Student's t-Tests wurden mit RStudio 1.2.1335 und R 3.6.0
durchgefiihrt. Blots sind wie folgt strukturiert: Mittellinie: Mittelwert; Fehlerbalken:
Standardfehler des Mittelwerts; grofe Kreise: Mittelwert der Experimente; kleine Kreise:
Datenpunkte der Experimente. P-Werte wurden mit einem ungepaarten, zweiseitigen Student's
t-Test berechnet. Fiir Daten mit mehreren Vergleichen wurde mit dem Programm GraphPad
Prism (8.0.2) ein 1-Wege-Anova in Verbindung mit einem Tukey-Post-Test durchgefiihrt. Zur
Quantifizierung von Kontakten zwischen Mitochondrien und Peroxisomen wurden fiinf Bilder
pro Stamm mit mindestens fliinf Zellen aus 3 unabhingigen Experimenten analysiert.
Peroxisomen wurden als Mitochondrien-assoziiert gezdhlt, wenn keine schwarzen Pixel
zwischen den fluoreszierenden Signalen der jeweiligen Markerproteine erkennbar waren. Zur
Berechnung der Pearson-Korrelationskoeffizienten enthielten alle analysierten Bilder zehn oder
mehr Zellen. Die Auswertung wurde ohne Kenntnis der Genotypen durchgefiihrt. Fiir die
Quantifizierungen von Signalintensititen wurde die Intensitit des peroxisomalen Signals im
Verhiltnis zum Gesamtsignal pro Zelle mit ImagelJ (Schneider ef al., 2012) quantifiziert. Alle

Experimente wurden zumindest in Triplikaten durchgefiihrt.
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6 Anhang

mCherry-PTS

Um_Ptc5-GFP-PTS Um_Ptc5-GFP

Abbildung Al: Einzelkaniile der Fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung aus Abb. SA. Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von Stammen, die Um_Ptc5-GFP oder Um_Ptc5-GFP-PTS (griin) unter Kontrolle des starken konstitutiven otef-
Promoters exprimieren. Die Expression erfolgte in einem Stamm der auBerdem den peroxisomalen Marker mCherry-PTS
(magenta) exprimierte. Der MafBstab entspricht Sum.

Ptc5-RFP-PTS Merge

Acoq9
(wildtype phenotype) Kontrolle

Apex5
(no px targeting)

Abbildung A2: Einzelkaniile der Fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung aus Abb. 20A. Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der identifizierten Mutanten, in denen die peroxisomale Lokalisation von Ptc5-RFP-PTS beeintrichtig ist. Die
Zellen exprimierten Ptc5-RFP-PTS (magenta) unter Kontrolle des konstitutiven tefl-Promotors sowie den peroxisomalen
Marker Pex3-GFP (griin). Der Maf3stab entspricht Spm.
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Tabelle Al: Liste der im Hochdurchsatzscreen identifizierten Kandidatengene mit Einfluss auf die peroxisomale Lokalisation

von Ptc5-RFP-PTS.

Gen Beschreibung (Lokalisierung und Funktion des Genprodukts)
CNL1 Zytosol; Untereinheit des BLOC-1-Komplexes, beteiligt an der Endosomenreifung
DJP1 ER; Chaperon, das am Protein-Targeting beteiligt ist (ER-SURF)

ERI1 ER; Beteiligt an der Biosynthese von GPI-Ankern

GCD2 Cytosol; Untereinheit des Translationsinitiationsfaktors elF2B

GUT1 Mitochondrien; Glycerinkinase

IMP1 Mitochondrien; Untereinheit des IMP-Komplexes

LRP1 Zellkern; Mit dem Exosom assoziiertes nukleinsdurebindendes Protein
MDL2 Mitochondrien; ABC-Transporter der inneren Membran

MDM10 Mitochondrien; Untereinheit des ERMES- und des SAM-Komplexes
MET7 Zytosol/Zellkern; Folylpolyglutamat-Synthetase

OPI3 ER/Mitochondrien; Metylen-Fettsaure-Phospholipid-Synthase

PEX1 Peroxisom; AAA-ATPase

PEX10 Peroxisom; E3-Ubiquitin-Ligase

PEX12 Peroxisom; C3HC4-Typ-RING-Finger-Peroxin und E3-Ubiquitin-Ligase
PEX13 Peroxisom; Komponente des Importomer-Komplexes

PEX14 Peroxisom; Komponente des Importomer-Komplexes

PEX15 Peroxisom; Erfurderlich fir die Peroxisombiogenese

PEX19 Peroxisom; Chaperon und Importrezeptor fir PMPs

PEX2 Peroxisom; RING-Finger-Peroxin und E3-Ubiquitin-Ligase

PEX4 Peroxisom; Ubiquitin-Konjugase

PEX5 Peroxisom; PTS1-Importrezeptor

PEX6 Peroxisom; AAA-ATPase

PEX8 Peroxisom; Intraperoxisomaler Organisator der peroxisomalen Importmaschinerie
SAMA4 Cytosol/Zellkern; S-Adenosylmethionin-Homocystein-Methyltransferase
SOM1 Mitochondrien; Untereinheit des IMP-Komplexes

SWR1 Zellkern; Swi2/Snf2-verwandte ATPase

VAM3 Vakuole; Syntaxin-ahnliche t-SNARE

YDL023C nicht charakterisierter ORF, Giberlappt mit GDP1

YIM2 nicht charakterisierter ORF, Gberlappt mit IMP1

YKRO78W  Zytosol; uncharakterisiert

YNL226W nicht charakterisierter ORF, tGberlappt mit JJJ1
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Cat2-RFP-HA-PTS Tim50-CFP

Kontrolle

Amdm10

Pxp2-RFP-HA-PTS

Kontrolle

Amdm10

Abbildung A3: Einzelkanile der Fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung aus Abb. 25A und B.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Cat2-RFP-HA-PTS (rot) in Amdm10-Zellen. Die Zellen
exprimierten aulerdem den peroxisomalen Marker Ant1-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker TimS0-CFP (blau). Der
Malfistab entspricht Sum. B) Wie in A). Die Zellen exprimierten Pxp2-RFP-HA-PTS (rot).
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A Tes1-RFP-HA-PTS Tim50-CFP

Amdm10 Kontrolle

Kontrolle

Abbildung A4: Einzelkanile der Fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung aus Abb. 25C wund D.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Tesl-RFP-HA-PTS (rot) in Amdm10-Zellen. Die Zellen
exprimierten aullerdem den peroxisomalen Marker Ant1-YFP (griin) und den mitochondrialen Marker Tim50-CFP (blau). Der
Malistab entspricht Sum. B) Wie in A). Die Zellen exprimierten Mss2-RFP-HA-PTS (rot).
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Pxp2-RFP-HA-PTS Tim50-CFP

Pxp2-RFP-HA-PTS

Abbildung AS: Einzelkanile der Fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung aus Abb. 35. Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der Lokalisation von Pxp2-RFP-HA-PTS (rot) in ERMES-Mutanten, die einen synthetischen Tether fiir
Peroxisomen und Mitochondrien exprimierten. Die Visualisierung von Peroxisomen erfolgte durch das Markerprotein
Antl-YFP (griin) und mitochondriale Strukturen wurden durch Tim50-CFP (blau) visualisiert. Der Mafstab entspricht Spum.

>

Amdm10
Tom70-ProteinA-TApgy15

Amdm10
Tom70-ProteinA

Amdm34
Tom70-ProteinA-TApgyx1s

Amdm34
Tom70-ProteinA
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