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1 Einleitung 

1.1 Mitochondrien  

1.1.1 Wichtige Funktionen und Biogenese 

Die Vorläufer der Mitochondrien waren laut der Endosymbiontentheorie aerobe lebende 

-Proteobakterien die dann vor etwa 1,5 Milliarden Jahren von einer anaeroben proto-

eukaryotischen Zelle aufgenommen wurden (Margulis, 1981; Gray, 1992). Dafür spricht der 

charakteristische Aufbau des Mitochondriums mit einer äußeren und inneren Membran, sowie 

das Mitochondrien über ein eigenes Genom, die mitochondriale DNS (mtDNS) mit einer 

eigenen Proteinsynthese verfügen (Nass und Nass,1963). Im Laufe der Evolution sind die 

meisten der Gene jedoch in den Kern der Wirtszelle transferiert worden (Andersson et al., 

1998; Karlberg et al., 2000). So kann je nach Spezies die Größe und Anzahl der verbliebenen 

Gene stark variieren (Burger, 2003). Dies lässt sich gut veranschaulichen, wenn man zum 

Beispiel die humane mtDNS mit der in S. cerevisiae vergleicht. Die humane mtDNS besteht aus 

16.569 Basenpaaren und beinhaltet 37 Gene. Davon kodieren 13 Gene Untereinheiten aus der 

Atmungskette und 22 Gene beinhalten tRNAs und 2 rRNAs (Scheffler, 1999). In S. cerevisiae 

hingegen, ist das mitochondriale Genom mit 85.779 Basenpaaren viel größer. Hier beinhaltet 

das Genom 42 Gene aus 18 Untereinheiten aus der Atmungskette und 24 tRNAs (Zamaroczy 

und Bernardi, 1985; Foury et al., 1998). 

Zusätzlich zur Energiegewinnung über den Zitronensäurezyklus und die oxidative 

Phosphorylierung, (Mitchell, 1961; Hatefi, 1985; Saraste, 1999) haben Mitochondrien auch 

tragende Rollen am Lipidstoffwechsel und im Aminosäuremetabolismus (Scheffler, 2007). Sie 

sind außerdem maßgebend im Calcium-Haushalt (Pozzan et al., 1994) und im 

Eisenstoffwechsel (Lill und Mühlenhoff, 2006). Eine weitere essentielle Funktion ist die 

Regulation des programmierten Zelltods (Bernardi et al., 1999). In S. cerevisiae konnten bis 

jetzt ungefähr 1000 unterschiedliche Proteine identifiziert werden (Reinders und Sickmann, 

2007), die am Aufbau und Funktion der Mitochondrien beteiligt sind. Davon wird der 

Hauptteil, circa 99% der Proteine, von der genomischen DNS kodiert und an den zytosolischen 

Ribosomen translatiert. Anschließend ist für den Import der Proteine in die Mitochondrien ein 

komplexes Zusammenspiel verschiedener Proteinkomplexe verantwortlich (Mokranjac und 

Neupert, 2009). Aufgrund bioinformatischer Studien können etwa 30 % aller mitochondrialer 

Proteine als integrale Membranproteine klassifiziert werden. Diese Proteine müssen nach dem 

Import in die Mitochondrien gezielt in die äußere oder innere Membran der Mitochondrien 

insertiert werden (Becker et al., 2009). Der Transportweg über, beziehungsweise in die äußere 
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Membran der Mitochondrien führt für fast alle Proteine über den TOM-Komplex (translocase 

of the outer membrane of mitochondria) (Neupert und Herrmann, 2007). Nur carboxyterminal-

verankerte Proteine der Außenmembran verhalten sich anders. Deren Insertion ist offenkundig 

unabhängig von bisher bekannten Translokasen (Setoguchi et al., 2006; Kemper et al., 2008). 

Die Proteine werden dann nach dem Import über den TOM-Komplex entweder in die 

Außenmembran inseriert oder, je nach Bestimmungsort, an andere Komponenten der 

Importmaschinerie im Intermembranraum übergeben. So werden beispielsweise -barrel-

Proteine, wie Tom40 oder Porin1/VDAC, durch Chaperone des Intermembranraums und dem 

SAM-/TOB-Komplex (sorting and assembly machinery/ topogenesis of mitochondrial outer 

membrane -barrel proteins) in die mitochondriale Außenmembran insertiert (Waizenegger et 

al., 2003; Paschen et al., 2005). Dieser Importweg von -barrel-Proteinen ist evolutionär stark 

konserviert und findet sich zum Beispiel auch in Plastiden (Dolezal et al., 2006). Lösliche 

Proteine ohne eindeutige Signalsequenz, aber mit konserviertem Cysteinmotiv, werden über ein 

Disulfidbrücken-Transfersystem über Mia40 und Erv1 importiert (Mesecke et al., 2005). Die 

TIM23-Translokase (translocase of the inner membrane of mitochondria) importiert Proteine 

mit einer N-terminalen Signalsequenz in die Matrix. Dies geschieht auch bei Vorhandensein 

eines hydrophoben Bereichs nach der Signalsequenz (Glick et al., 1992; Rojo et al., 1998). 

Wenn Proteine mehrere konservierte Transmembrandomänen besitzen, werden sie durch 

Chaperone aufgrund ihrer Hydrophobizität zum TIM22-Komplex transportiert. Dieser insertiert 

dann die Proteine membranpotentialabhängig in die mitochondriale Innenmembran. Einige 

kernkodierte Proteine und mitochondrial kodierte Proteine werden auch von der Matrixseite in 

die Innenmembran insertiert. Dies geschieht durch die Innenmembrankomponente Oxa1 (Hell 

et al., 1998; Hell et al., 2001).  

 

1.1.2 Mitochondriale Morphologie und Dynamik 

Die Struktur und Position von Mitochondrien ist nicht bewegungslos und starr, sondern 

sehr variabel. Dies kann von der Art des Organismus, dem Zelltypus oder dem physiologischen 

Status in der Zelle abhängig sein (Frey und Mannella, 2000b). In S. cerevisiae bilden die 

Mitochondrien ein tubuläres Netzwerk aus (Egner et al., 2002). Wie von Lackner diskutiert 

(Lackner, 2013, 2014) ist die Form und Verteilung dieses Netzwerks abhängig von stark 

regulierten Prozessen wie der Teilung, der Fusion, der Mobilität aber auch von der stabilen 

Verankerung der Mitochondrien (englisch: tethering). Diese Vorgänge beeinflussen nicht nur 
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die Form und Lokalisation des mitochondrialen Netzwerks in der Zelle, sondern auch dessen 

Funktion (Nunnari und Suomalainen, 2012). 

Diese immerfort stattfindenden Fusions- und Teilungsvorgänge sind maßgebend an der 

Aufrechterhaltung des mitochondrialen Netzwerks (Nunnari et al., 1997). So führt ein Übermaß 

an Teilung zu einer Fragmentierung des Netzwerks, eine überproportional stattfindende Fusion 

führt hingegen zur Ausbildung netzartiger Strukturen (Sesaki und Jensen, 1999) (Abbildung 1).  

 

 

 

Abbildung 1: Mitochondriale Morphologie in S. cerevisiae. Die Fusion, Teilung, Mobilität und Tethering 

(Verankerung) von Mitochondrien haben einen Einfluss auf die Form und Verteilung des mitochondrialen 

Netzwerks. Gezeigt sind Zellen, in denen die Fusion (∆fzo1), die Teilung (∆dnm1), die lokale Verankerung 

(∆num1) und die Mobilität, nach Latrunculin Behandlung, beeinflusst sind. Zu sehen sind die spezifischen 

Verteilungen, die entstehen wenn die genannten Aktivitäten blockiert sind. Der Größenbalken entsprechen 2 mm. 

[modifiziert nach (Lackner, 2013)].   

 

Die Kernkomponente der Teilung, die Dynamin-ähnliche GTPase Dnm1/DRP befindet 

sich im Zytosol (Bernardi et al., 1999; Sesaki und Jensen, 1999). In Hefe rekrutieren die 

Proteine Fis1 und Mdv1, Dnm1 an die gewünschten Position der Außenmembran (Mozdy et al., 

2000; Griffin et al., 2005). Dies kann auch Fis1 unabhängig, über Num1 geschehen (Cerveny et 

al., 2007). An der Oberfläche der Mitochondrien assemblieren dann viele Dnm1 Moleküle zu 
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spiralförmigen Strukturen, die die Mitochondrien an der zu teilenden Position umschließen. 

Durch die Verengung dieser Dnm1-Helix kommt es dann zur Abschnürung einzelner 

Fragmente (Ingerman und Nunnari, 2005). Es ist aber noch strittig, ob Dnm1 auch die 

Innenmembran zu durchtrennt. So ist möglich, dass dies die Aufgabe einer alternativen 

Teilungskomponente in der Innenmembran ist (Westermann, 2008). In neusten Studien konnte 

eine neue Komponente in der Teilung von Mitochondrien ausgemacht werden, das 

Endoplasmatische Retikulum (ER) (Friedman et al., 2011). Sowohl in Hefe, als auch in 

humanen Zellsystemen konnte an fast allen Stellen der mitochondrialen Teilung ein Kontakt 

zum ER beobachtet werden. ER-Kontakte wurden in einem viel früheren Stadium, vor der Drp1 

Rekrutierung festgestellt. Es wird diskutiert, dass der ER-Kontakt eine Assemblierung von 

Drp1 oder eine Rekrutierung von Lipiden, die eine Veränderung der Membranstruktur 

begünstigt (Lackner, 2013). Außerdem wurde in humanen Zellen gezeigt, dass durch den ER 

Kontakt Aktin, mit Hilfe der ER assoziierten Komponente INF2, an den Positionen der 

mitochondrialen Teilung polymerisiert, und so die Teilung begünstigt (Korobova et al., 2013). 

Jedoch ist der genaue Mechanismus, wie genau ER-Kontakte die Teilung von Mitochondrien 

beeinflusst, noch ungeklärt. 

Im Gegensatz zur Teilung von Mitochondrien ist über den Prozess der Fusion weniger 

bekannt. Man weiß aber, dass zwei voneinander unabhängige Mechanismen, jeweils die Fusion 

der Außenmembran und die der Innenmembran regeln (Meeusen et al., 2004). In Hefe sind die 

GTPase Fzo1 und Ugo1 für die Fusion der der Außenmembran verantwortlich. Die Dynamin-

ähnliche GTPase Mgm1, im Intermembranraum sorgt für die Fusion der Innenmembran. Fzo1 

und Mgm1 verknüpfen die entsprechenden Membranen und bewirken dann auch mit hoher 

Wahrscheinlichkeit dafür, dass danach die Lipide der fusionierten Membranen gut durchmischt 

werden (Meeusen et al., 2004; Meeusen et al., 2006). Die Komponente Ugo1 befindet sich 

zusammen Fzo1 und Mgm1 in einem Komplex. Allerdings ist die Rolle von Ugo1 im 

Mechanismus der Fusion noch weitgehend unklar. Es wird ihm aber eine Vermittlerrolle 

zwischen  der Außen- und Innenmembranfusion zugeschrieben (Sesaki und Jensen, 1999; 

Wong et al., 2003; Hoppins et al., 2009). Deletiert man eines dieser Proteine, führt dies zu einer 

Fragmentierung der Mitochondrien (Abbildung 1). Zudem verlieren die Mitochondrien ihre 

mtDNS (Hermann et al., 1998; Sesaki und Jensen, 1999; Herlan et al., 2003; Sesaki et al., 

2003b). 

Die Mobilität und auch die stabile Verankerung (englisch: tethering) sind essentiell für 

die mitochondriale Dynamik vom Mitochondrien (Abbildung 1) Diese Prozesse sind wichtig, 
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um die Lokalisation von Mitochondrien am gewünschten Ort in der Zelle, zu gewährleisten. In 

polarisierten Hefezellen ist die mitochondriale Mobilität und die stabile Verankerung deshalb 

wichtig, damit die entstehende Tochterzelle genügend Mitochondrien erbt, aber auch genügend 

in der Mutterzelle verbleiben. Die Mitochondrien werden über Myo2 entlang des Aktin 

Zytoskeletts transportiert (Itoh et al., 2004; Altmann et al., 2008; Förtsch et al., 2011; 

Chernyakov et al., 2013)]. Während des Transports müssen in der Mutterzelle Mitochondrien 

verankert werden um einen Teil der Mitochondrien in dieser zu halten. Die geschieht in Hefe 

über den MECA-Komplex und den Mme1-Anker. Der MECA-Komplex besteht aus den 

Proteinen Num1, Mdm36 sowie drei Komponenten, den Mitochondrien, dem ER und der 

Plasmamembran (Lackner, 2013). Für Mmr1 werden zwei Wirkmechanismen postuliert. Zum 

wird eine Rolle von Mmr1 im Myo2-vermittelten Transport zur entstehenden Tochterzelle 

vorschlagen. Zum Anderen, ist eine Art Speicherung der geerbten Mitochondrien durch 

statische Verankerung am ER in der Tochterzelle, möglich (Swayne et al., 2011).  

In Säugerzellen wird die Mobilität von Mitochondrien mittels Kinesin über Miro und 

Milton über die Mikrotubuli gesteuert (Glater et al., 2006; Wang und Schwarz, 2009). Über die 

statische Verankerung ist noch relativ wenig bekannt (Lackner, 2013). Allerdings wird in 

diesem Zusammenhang das Protein Syntaphilin, welches zusammen mit LC8 als ein 

spezifischer Anker von Mitochondrien an den Mikrotubuli in Neuronen fungiert, diskutiert 

(Kang et al., 2008; Chen et al., 2009).  

In den vorhergegangenen Abschnitten wurde die hohe Komplexität mitochondrialer 

Dynamik veranschaulicht. So sind bis jetzt zwar mehrere molekulare Mechanismen und deren 

Auswirkungen auf die mitochondriale Morphologie im Detail bekannt, aber die Funktion der 

geschilderten Prozesse ist noch unklar. Die zentrale Frage ist, warum ein intaktes 

mitochondriales Netzwerk so essentiell für die zelluläre Funktion ist? Wie schon angedeutet, ist 

ein funktionierendes Gleichgewicht zwischen Fusion und Teilung auch bei der Zellteilung und 

der Vererbung von Mitochondrien an die entstehende Tochterzelle essentiell. Denn 

Mitochondrien können nicht de novo gebildet werden. Durch Fusions- und Teilungsvorgänge 

wird auch gewährleistet, dass die mtDNS und auch andere Stoffe zum Beispiel bei der 

Zellteilung, bei der Zellfusion oder beim Transport der Mitochondrien in der Zelle immer 

gleichmäßig verteilt sind (Berger und Yaffe, 2000). Eine intakte mitochondriale Morphologie 

könnte auch für die Übertragung von Energie in der Zelle, in Form des mitochondrialen 

Membranpotentials, als essentiell angesehen werden (Amchenkova et al., 1988).  
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Eine weitere wichtige Funktion für die Teilung von Mitochondrien ist das separieren 

einzelner, geschädigter Mitochondrien aus dem Netzwerk. So können beispielsweise auch 

geschädigte mtDNS-Moleküle oder andere akkumulierte schädliche Stoffe abgetrennt werden 

(Scheffler, 2007). Diese abgesonderten geschädigten Mitochondrien können dann nicht mehr 

mit dem Netzwerk der anderen Mitochondrien fusionieren und werden stattdessen selektiv oder 

nicht-selektiv durch Mitophagie bzw. Autophagie abgebaut. Diese evolutionär konservierten, 

zellulären Prozesse sind von grundlegender Bedeutung für die Qualitätskontrolle von 

Mitochondrien (Duvezin-Caubet et al., 2006b; Twig et al., 2008). Versagen diese Mechanismen 

oder ist die Schädigung der Mitochondrien in der Zelle zu groß, kann es Aufgrund von 

vermehrten mitochondrialen Teilungsprozessen auch zur Apoptose kommen (Suen et al., 2008). 

So wurde eine mitochondriale Fragmentierung als initiierend für die Apoptose von Neuronen 

postuliert (Martinou et al., 1999). Der Befund, dass in Zellen ohne die Teilungskomponente 

Drp1 der Zelltod verlangsamt ist, untermauert diese These (Frank et al., 2001). So ist es 

aufgrund dieser zentralen Rolle also nicht verwunderlich, dass eine gestörte mitochondriale 

Dynamik beim Menschen mit vielen Krankheiten einher geht. Wie zum Beispiel diversen 

Neuropathien, Parkinson oder Krebs.  

 

1.1.3 Mitochondriale Ultrastruktur 

Mitochondrien besitzen zwei Membranen mit unterschiedlicher Funktion und 

Architektur. Die Außenmembran grenzt die Mitochondrien zum Rest der Zelle ab. Zusammen 

mit der Innenmembran definiert sie zudem, den zwischen den beiden Membranen liegenden 

Intermembranraum. Die Innenmembran besitzt eine viel größere Oberfläche als die 

Außenmembran und besteht aus zwei unterschiedlichen Subkompartimenten, der inneren 

Grenzmembran und der Cristaemembran. Die innere Grenzmembran verläuft parallel zur 

Außenmembran. Als Cristaemembran, werden die Einstülpungen der Innenmembran in die 

Matrix definiert (Abbildung 2). Diese Einstülpungen zeichnen sich durch eine große 

Variabilität von tubulären, lamellenartigen, vesikulären bis hin zu dreieckigen Strukturen aus. 

Dieser Variantenreichtum der mitochondrialen Innenmembran ist von mehreren Faktoren 

abhängig. Wie zum Beispiel, der Art des Organismus, das Entwicklungsstadium oder der 

physiologischem Zustand in der Zelle (REVEL et al., 1963; Munn, 1968; Fawcett DW, 1981; 

Mannella, 2006a). 

Aufgrund der wegbereiteten Arbeit von Palade und Sjostrand in den 1950er Jahren 

konnten die ersten Einblicke der mitochondrialen Ultrastruktur gewonnen werden (Palade, 



  Einleitung 

 

11 

 

1952, 1953; Sjostrand, 1953). Die Technik war zu diesem Zeitpunkt allerdings noch nicht 

ausgereift genug, um die mitochondriale Innenmembranorganisation genau zu erkennen. Es 

entstanden in der Folgezeit mehrere Theorien in denen die Cristae, entweder als durchgängige 

Septen (septa-Modell) (Sjostrand, 1953), Einstülpungen mit sehr großen Öffnungen (baffle-

Modell) (Palade, 1952, 1953) oder durch kleine tubuläre Strukturen, pediculi cristae (‚Cristae-

Füße‘), mit der inneren Grenzmembran verbunden sind (Daems und Wisse, 1966). Erst 

elektronentomographischen Analysen, isolierter Rattenlebermitochondrien unterstützten die 

letzte Theorie (Mannella et al., 1994; Mannella et al., 1997). Mittlerweile ist bewiesen, dass die 

Cristaemembran und die Innere Grenzmembran über die sogenannten Crista Junctions (CJs) 

verknüpft sind. Sie werden als tubuläre oder schlitzartige Strukturen beschrieben (Abbildung 2 

und 3).  

Interessanterweise ist im Gegensatz zur Struktur der Cristae die Struktur der CJs in 

verschiedenen Organismen nicht sehr variabel. Der Durchmesser kann zwischen 12 und 40 nm 

betragen (Frey und Mannella, 2000a; Nicastro et al., 2000; Perkins et al., 2003). Es existieren 

auch Bereiche an denen der Abstand zwischen Außenmembran und Innenmembran sehr gering 

ist, und die beiden Membranen sich fast berühren. Diese Stellen werden Kontaktstellen 

(englisch: contact sites) genannt. Der abgemessene Abstand beträgt hier in etwa 14 mm (Frey 

und Mannella, 2000a). 
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Abbildung 2: Mitochondriale Ultrastruktur. Ein einziger Schnitt durch ein dreidimensionales Tomogramm 

eines Mitochondriums. Cristae, Crista Junction (CJ), der Abstand zwischen der Außenmembran (OM) und der 

Innenmembran (IM) und die Kontaktstelle sind umrandet und links und rechts vergrößert. Die Abstände wurden 

aus mehreren Tomogrammen von Mitochondrien aus Nervengewebe, braunem Fettgewebe und Neurospora 

Crassa gemittelt [modifiziert nach (Frey und Mannella, 2000a)]  

 

1.1.4 Die Subkompartimentalisierung der mitochondrialen Innenmembran 

Die Subkompartimentalisierung der Innenmembran wird mit hoher Wahrscheinlichkeit 

von den CJs gewährleistet (Abbildung 3) (Mannella et al., 1994; Mannella et al., 1997). Wie 

schon gezeigt, bedeutet dies keine vollständige Abtrennung. Durch CJs wird eher eine 

dynamische Verteilung von Molekülen zwischen den Membrandomänen gewährleistet (Vogel 

et al., 2006; Suppanz et al., 2009; Zick et al., 2009; van der Laan et al., 2012). Eine mögliche 

Konsequenz davon ist, dass CJs als Diffusionsbarrieren von löslichen Molekülen zwischen dem 

Cristeamembranraum und dem Intermembranraum fungieren. So kann die Mikroumgebung in 

den Cristae aufrechterhalten werden, was möglicherweise die Kapazität der Atmungskette 

erhöht (Bornhövd et al., 2006; Mannella, 2006b; van der Laan et al., 2012) Diese These 

untermauern mehrere Studien, die eine ungleichmäßige Verteilung von Membranproteinen 

zwischen der inneren Grenzmembran und Cristaemembran zeigen. Was bedeuten könnte, dass 

die spezifischen Funktionen dieser Proteine, wie beispielsweise die mitochondriale Respiration, 

einen direkten Einfluss auf die Membranmorphologie haben könnten (Mannella et al., 2001; 

Gilkerson et al., 2003; Vogel et al., 2006; Wurm und Jakobs, 2006; Suppanz et al., 2009; Stoldt 

et al., 2012). In der Cristaemembran befinden sich vor allem Komponenten der Atmungskette, 

die F1FO-ATP Synthase, ADP/ATP Carrier und Oxa1. Letzteres ist ein Protein das 

verantwortlich unter Anderem für die Biogenese der mitochondrial, kodierten Untereinheiten 

der Atmungskette ist. (Gilkerson et al., 2003; Suppanz et al., 2009; Stoldt et al., 2012). 

Lokalisationsstudien mittels fluoreszenzmikroskopischer Methoden (Wurm und Jakobs, 2006) 

oder quantitativer Immunelektronenmikroskopie (Vogel et al., 2006) zeigen, dass Proteine der 

Atmungskette in den Cristae angereichert sind. Diese Lokalisationsstudien konnten ebenso in 

der inneren Grenzmembran Proteine lokalisieren, die die funktionelle Zusammenarbeit 

zwischen der Außen- und der Innenmembran koordinieren. Dies beinhaltet beispielsweise 

Proteine des Proteinimports. So sind CJs möglicherweise dafür verantwortlich, die laterale 

Diffusion der Proteinkomplexe in der Innenmembran zu limitieren (Perkins et al., 1997; Frey et 

al., 2002; Reichert und Neupert, 2002).  
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Abbildung 3: Struktur der Cristae Junction (CJ). Kryo-EM Tomogramm einer CJ in S. cerevisiae (A) 

Einzelner Schnitt eines Kryo-EM-Tomogramms durch ein Mitochondrium aus Wildtyp Zellen. Die Box umrahmt 

eine CJ. (B) Vergrößerte CJ (C)  Die 3D Rekonstruktion der Oberfläche einer CJ. Die Größenbalken entsprechen 

100 nm. (Zick et al., 2009). 

 

Beispielhaft dafür, dass CJs möglicherweise als Diffusionsbarrieren fungieren ist 

Cytochrom c, eine Komponente der mitochondrialen Cristeamembran. Es ist bei den 

Atmungskettenkomplexen lokalisiert (Bernardi und Azzone, 1981). Beim programmierten 

Zelltod wird Cytochrom c aus den Mitochondrien freigesetzt (Yang und Smith, 1997). Um eine 

komplette Freisetzung während der Apoptose zu ermöglichen, wird das Cytochrom c im 

Intermembranraum umverteilt, wobei sich die Innenmembran umstrukturiert. Diesen Prozess 

nennt man auch „Cristae-Umformung“ (engl.: cristae remodelling). Charakteristisch dafür sind 

eine Verbreiterung der CJs, was dann letztendlich zur Cytochrom c Freisetzung führt (Scorrano 

et al., 2002; Scorrano, 2013). Diese Umformung der mitochondrialen Cristae konnte schon 

durch Anregung unzähliger apoptotischer Stimuli nachgewiesen werden. Dies beinhaltet auch 

die pro-apoptotisch wirkenden Mitglieder der Bcl-2 Familie (Scorrano, 2013) wie Bid 

(Scorrano et al., 2002), Bim (Yamaguchi et al., 2008), Bnip3 (Landes et al., 2010) und Bik 

(Germain et al., 2005). Diese Erkenntnisse scheinen die Annahme zu bestätigen, dass eine 

Subkompartimentalisierung der mitochondrialen Innenmembran die Möglichkeit einer 

spontanen Diffusion, lokal konzentrierter Moleküle, wie im oben genannten Beispiel das 

intracristal, angereicherte Cytochrom c, verringert. 
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1.2 Modulatoren der mitochondrialen Morphologie  

1.2.1 Hat die Atmungskette einen Einfluss auf die Cristaemorphologie? 

Schon in den 50er Jahren wurde bereits diskutiert, ob die Einstülpungen der 

mitochondrialen Innenmembran der Oberflächenvergrößerung dienen. Dies könnte dann die 

Effizienz der oxidativen Phosphorylierung verbessern (Palade, 1953). Der Hauptbestandteil der 

Innenmembran sind die Komponenten der oxidative Phosphorylierung. Das sind die 

Atmungskettenkomplexe, I bis IV und die F1FO-ATP Synthase (Komplex V). In Hefe fehlt der 

Komplex I und dessen Funktion übernehmen NADH-Dehydrogenasen in der Innen- und der 

Außenmembran. Die Proteinkomplexe der Atmungskette sorgen für eine schrittweise Oxidation 

(Elektronentransport) der Reduktionsäquivalente in Form von NADH oder FADH2 aus den 

unterschiedlichen Stoffwechselwegen, wie der Glykolyse, der Fettsäureoxidation oder dem 

Krebs-Zyklus. Die Oxidation von NADH und FADH2 ist an einen Protonentransport in den 

Intermembranraum verbunden, was in einem Protonengradienten resultiert. Diesen verwendet  

die F1FO-ATP Synthase, um Energie in Form von ATP (Adenosintriphosphat) zu speichern. 

NADH geht in die mtETC (englisch: mitochondrial electron transport chain) über den 

Komplex I ein, FADH2 über Komplex II oder über andere Dehydrogenasen. Die Elektronen 

wandern dann über Coenzym Q (CoQ) zum Komplex III, Cytochrom c und Komplex IV, 

welcher diese dann am Schluss an Sauerstoff übergibt (Acin-Perez und Enriquez, 2014). Die 

Anordnung der einzelnen Atmungskettenkomponenten in der mitochondrialen Innenmembran 

ist nach wie vorumstritten. Anfänglich wurde mit dem ‚solid state‘-Model vorgeschlagen, dass 

die Komplexkomponenten dicht gepackt sind (Krause et al., 2005), um eine hohe Effizienz 

beim Elektronentransport zu garantieren (Keilin und Hartree, 1947; Chance und Williams, 

1955). Ein Gegenmodell ist das ‚fluid state‘-Modell. Hierbei wird postuliert, dass sich alle 

Komplexe frei und unabhängig voneinander in der Membran bewegen, und somit der 

Elektronentransport an die Diffusion gekoppelt ist (Hackenbrock, 1968). Jedoch konnten aus 

Hefe- und Säugermitochondrien die Atmungsketten Komplexe im Verbund aufgereinigt 

(‚Respirasomen‘) werden (Cruciat et al., 2000; Schägger und Pfeiffer, 2000) und so konnte das 

‚solid state‘-Model neu formuliert werden. Demnach sind die Atmungskettenkomplexe in 

großen Strukturen organisiert, den respiratorischen Superkomplexen (SCs), was einen sehr 

effizienten Elektronentransport zulässt. Das Hauptargument für die Existenz von SCs ist, dass 

die Atmungskomplexe in Blau-Nativ-Elektrophorese Experimenten oder bei Sucrose-Gradient-

Zentrifugationen spezifisch komigrieren (Schägger und Pfeiffer, 2000; Eubel et al., 2004). Die 

Ausbildung der SCs wird auch nur als nur eine Vorstufe in der Assemblierung übergeordneter 
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hochmolekularer Strukturen diskutiert. Diese werden als ‚respiratory strings‘ bezeichnet und 

als kettenförmig aneinandergereihte SCs beschrieben (Wittig et al., 2006).  Kritische Stimmen 

gegen diese Theorie besagen, dass SCs bis jetzt nur mit Detergenzien isoliert werden konnten 

und dies kein endgültiger Beweis auf die Superkomplexierung in vivo ist. Außerdem konnte bis 

jetzt noch kein Beweis erbracht werden, dass die SCs, die aus den Komplexen I, III und IV 

bestehen, in der Lage sind zu respirieren (Acín-Pérez et al., 2008). So ist nach wie vor noch 

nicht bekannt, ob die Stabilität und enzymatische Effizienz der Atmungskette ein Resultat der 

Superkomplexierung ist. Allerdings wird beschrieben, dass durch die Bildung und Stabilität von 

SCs eine Veränderung der Lipidzusammensetzung in der Innenmembran beeinflusst wird 

(Pfeiffer et al., 2003; Brandner et al., 2005; Wenz et al., 2009). Dies ist bei Patienten mit dem 

Barth Syndrom beobachtet. Hier fehlt das Protein Taffazin, das für die Umformung von 

Cardiolipin verantwortlich ist. In diesen Zellen haben die Mitochondrien weniger Cristae 

(Pfeiffer et al., 2003; Brandner et al., 2005; McKenzie et al., 2006; Acehan et al., 2007; Wenz 

et al., 2009; Gonzalvez et al., 2013). Dies könnte darauf hinweisen, dass die SCs einen Einfluss 

auf die Cristaemorphologie haben. Allerdings ist ein genauer funktioneller Zusammenhang 

dieser hochmolekularen Anordnung des Respirasoms auf die Morphologie der Cristaemembran 

ist noch weitgehend unbekannt. 

1.2.1 Die supramolekulare Organisation der mitochondrialen F1FO-ATP Synthase und 

deren Einfluss auf die Ultrastruktur der Innenmembran 

Mitochondrien besitzen, wie in vorrangegangenen Kapiteln beschrieben, viele 

lebenswichtige Funktionen. Die Umwandlung von Energie, in die biologisch verfügbare Form 

ATP, ist wohl eine der elementarsten Rollen in Mitochondrien. ATP ist in Mitochondrien 

beispielsweise die treibende Kraft für den Transport von Metaboliten oder der 

Importmaschinerie (Devenish et al., 2000; Capaldi et al., 2002). Die letzte Phase in der ATP-

Synthese wird durch die F1FO-ATP Synthase katalysiert. Dieser Komplex ist etwa 600 kDa 

groß (Rubinstein et al., 2003) und auch als Komplex V bekannt. Die F1FO-ATP Synthase ist 

wie die anderen OXPHOS-Komplexe in der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert. Die 

Synthese vom ATP aus ADP und anorganischem Phosphat wird durch den von der 

Atmungskette generierten elektrochemischen Gradienten angetrieben. Ist der Protonengradient 

nicht vorhanden, kann dieser, unter ATP-Hydrolyse von der F1FO-ATP Synthase durch das 

pumpen von Protonen gegen das Konzentrationsgefälle aufrechterhalten werden.  

In S. cerevisiae bilden 17 Untereinheiten die F1FO-ATP Synthase. Funktionell 

unterscheidet man zwischen der katalytisch wirkenden F1- und der Oligomycin-sensitiven FO-
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Komponente (Velours und Arselin, 2000). Die hydrophobe FO-Komponente bildet einen 

Protonenkanal in der mitochondrialen Innenmembran, der in Hefe aus 10 Monomeren der 

Untereinheit 9 gebildet wird (Stock et al., 1999). An diesen Ring binden dann noch jeweils eine 

der Untereinheiten 6 und 8, e (Su e), g (Su g), i/j (Su i/j) und k (Su k), sowie die hydrophobe 

Domäne der Untereinheit 4 (Arnold et al., 1998, 1999; Fillingame, 1999; Habersetzer et al., 

2013). Die kugelförmige F1-Komponente ragt in die Matrix und ist mit der FO-Komponente 

über einen Steg, aus jeweils einer der Untereinheiten  und  verbunden. Allerdings ist dies 

nicht elementar für die ATP Hydrolyse, denn der F1-Teil ist auch ungebunden aktiv. Die F1-

Komponente besteht aus jeweils drei der Untereinheiten und die alternierend angeordnet 

sind. Obwohl bei beiden Untereinheiten Bindungsstellen für ADP/ATP zu finden sind, ist nur 

die -Untereinheit katalytisch aktiv (Abrahams et al., 1994). Die -Untereinheit des F1-Teils ist 

die Bindungsstelle zu einem Peripheren Steg, der ebenfalls die F1- mit der FO-Komponente 

verbindet. Er besteht aus den Untereinheiten OSCP, 4, d, h, f, 8 und i, die alle wichtig für die 

Aktivität der F1FO-ATP Synthase sind. Die Innenmembranproteine Su e, Su g. Su i/j und Su k 

verbinden diesen Steg mit der FO-Komponente (Velours und Arselin, 2000). Der Initialschritt 

zur ATP-Hydrolyse ist die durch Protonen ausgelöste Rotation des Su9-Rings. Diese Drehung 

resultiert in einer Änderung in der Konformation der -Untereinheit im F1-Teil und setzt so die 

ATP-Synthese in Gang (Senior et al., 2002).  

Die F1FO-ATP Synthase liegt in der mitochondrialen Innenmembran mit aller 

Wahrscheinlichkeit nicht als Monomer vor. Mit BN-PAGE und CN-PAGE Gelelektrophorese-

Experimenten  der F1FO-ATP Synthase aus Hefe erfolgte der erste Nachweis von Dimeren und 

Oligomeren (Arnold et al., 1998). Mit der gleichen Technik wurden supramolekulare Formen 

der F1FO-ATP Synthase sowohl in Hefe als auch in Säugerzellen und Pflanzen nachgewiesen 

(Krause et al., 2005; Cortés-Hernández et al., 2007; Seelert und Dencher, 2011). Für mehrere 

Komponenten der F1FO-ATP Synthase wird ein Einfluss auf die Dimerisierung diskutiert. Zum 

Beispiel konnten die Untereinheiten h und i, an den Verbindungsstellen zweier Monomere der 

F1FO-ATP Synthase nachgewiesen werden (Paumard et al., 2002; Fronzes et al., 2003). Dies 

gilt möglicherweise auch für die Untereinheit a, die über ihre Transmembrandomänen zwei 

Su 9-Ringe verbindet. Durch chemische Quervernetzungsexperimente wurden an den 

Verbindungsstellen der F1FO-ATP Synthase-Dimere und -Oligomere auch e-e und g-g 

Homodimere und e-g Heterodimere nachgewiesen (Brunner et al., 2002; Arselin et al., 2003; 

Bustos und Velours, 2005). Die F1FO-ATP Synthase kann bei einer Deletion von Su e oder Su g 

keine Dimere oder Oligomere mehr bilden. Auch eine Mutation des Dimerisierungsmotivs 



  Einleitung 

 

17 

 

GXXXG in der Transmembrandomäne von Su e und Su g, führt zu einem Verlust der Dimere 

und Oligomere. Die katalytische Aktivität der F1FO-ATP Synthase ist jedoch nicht von der 

Bildung der Dimere abhängig. Aber die mitochondriale Ultrastruktur ist in diesen Mutanten 

stark verändert. Sie wird häufig als zwiebelartig beschrieben. Zudem wurde beobachtet, dass 

die Cristae-Enden fehlen und die Cristae durchgängig zwei CJs miteinander verbinden (Capaldi 

et al., 2002; Giraud et al., 2002; Arselin et al., 2003; Arselin et al., 2004; Rabl et al. 2009). In 

Kryo-EM Tomogrammen zeigen diese Deletionsmutaten ballonartig aufgeblähte Cristaevesikel 

mit wenig Membrankrümmung  Eine Deletion der Transmembrandomäne von Su 4 führt zu 

dem gleichen Phänotyp (Abbildung 4) (Soubannier et al., 2002; Davies et al., 2012a). 

 

 

 

Abbildung 4: Morphologie von Mitochondrien in Wildtyp und su4∆TM Stämmen. Oberfächengerenderte 

Kryo-EM Tomogramm von Mitochondrien aus (A) Wildtyp (WT) und einer su4∆TM Mutante. WT Mitochondrien 

zeigen Cristae mit Bereichen von hoher Membrankrümmung. Im Gegensatz dazu zeigen Mutanten in denen Su 4 

temperatursensitiv herunter reguliert wurde einen Phänotyp mit separaten Innenmembranvesikeln die Ballonartig 

aufgebläht sind. Die Größenbalken entsprechen 200 nm (Davies et al., 2012a).  

 

Wie genau die Untereinheiten a, e, g, 4, i und h einen stabilisierenden Effekt auf die 

Dimere haben ist aber noch unklar (Wittig et al., 2008; Wittig und Schägger, 2008). Allerdings 

wird aufgrund mehrerer Studien mit chemischen Quervernetzungsexperimenten angenommen, 

dass die Dimerisierung durch e/g-, 4/4- und  6/6-Interaktionen stabilisiert wird und die 

Oligomerisierung wird durch e/e- und g/g- Interaktionen vermittelt (Bustos und Velours, 2005). 
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Wie oben schon erwähnt, hat eine Depletion der Dimere oder Oligomere einen Einfluss 

auf die Morphologie auf die Innenmembran. So wird schon seit längerem die F1FO-ATP 

Synthase als essentiell für die mitochondriale Ultrastruktur angesehen (Giraud et al., 2002; 

Paumard et al., 2002b; Soubannier et al., 2002). Dies ist vereinbar mit der Hypothese von 

Allen, in der die V-Struktur (Abbildung 5) der F1FO-ATP Synthase die Membrankrümmung in 

den Cristae formt (Allen, 1995).  Dies wurde durch Studien mit einem -DsRed-ATP Synthase 

Fusions Protein unterstützt. Dieses Fusionsprotein führt zu einer Tetramerisierung des Proteins 

über die F1 Untereinheit, was dann letztendlich die Krümmung der Membran verhindert. Dies 

resultiert dann letztendlich im selben morphologischen Phänotyp wie eine Deletion von Su e 

oder Su g (Gavin et al., 2004). Ein Zusammenhang dazu wurde in einer Studie gefunden in der 

die Su e Expression über einen Tetracyclin-Promotor System herunter reguliert wurde. Es 

wurde gefunden, dass die mitochondriale Morphologie und die Bildung von Supramolekularen 

Formen der F1FO-ATP Synthase direkt von der Expression der Untereinheit e abhängt (Arselin 

et al., 2004). So ist also mit ziemlicher Sicherheit die Dimerisierung, beziehungsweise die 

Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase, formgebend für die Cristaemorphologie (Abbildung 

5) (Strauss et al., 2008; Velours et al., 2009; Davies et al., 2011). Neuste Studien zeigen mit 

kryo-elektonenmikroskopischen Aufnahmen, von aufgereinigten mitochondrialen 

Innenmembranen aus verschiedenen Mutanten, einen direkten Einfluss auf die 

Membrankrümmung durch die Assemblierung der Dimere zu den langen Ketten aus Dimeren 

der F1FO-ATP Synthase (Abbildung 5a) (Davies et al., 2011). Desweiteren diskutiert eine 

Studie, bei der die Membrankrümmung im Zusammenhang mit der Selbstorganisation der 

Dimere der F1FO-ATP Synthase untersucht wurde, eine von den Dimeren oder den Oligomeren 

auf die Membran ausübende Kraft. Diese bewirkt eine konkave beziehungsweise eine negative 

Krümmung der Membran (Abbildung 5 b-e] (Davies et al., 2012a). 
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Abbildung 5: Die Dimere der F1FO-ATP Synthase bilden lange Ketten entlang Cristaebereichen mit hoher 

Krümmung und erzeugen Membrankrümmung. (A) Ein Oberfächengerenderter Schnitt durch Kryo-EM 

Tomogramm eines Mitochondriums zeigt die Anordnung der F1FO-ATP Synthase an der Cristaemembran. Die 

Dimere bilden Ketten und sind an Bereichen mit hoher Membrankrümmung zu finden (B) Ein simulierter 

Membranbereich mit Dimer der F1FO-ATP Synthase der einen planare Lipiddoppelschicht verzerrt (C)  Querschnitt 

der Abbildung B in x Richtung (D, E) Membranprofil und Querschnitt mit einer Aneinanderreihung von 4 

Dimeren. [modifiziert nach (Davies et al., 2011; Davies et al., 2012a)].  

 

1.2.2 Weitere Modulatoren der mitochondrialen Ultrastruktur 

Auch andere mitochondriale Proteine haben einen Einfluss auf die Krümmung der 

mitochondrialen Innenmembran. Anzuführen sind hier die sehr gut untersuchten Proteine OPA1 

(human)/Mgm1 (Hefe) und die Prohibitine. Sowohl Mgm1, als auch OPA1 sind wie schon 

beschrieben, für die Fusion der mitochondrialen Innenmembran essentiell. Im Gegensatz zu 

Mgm1, das eine lange und eine proteolytisch verkürzte Form hat, (Herlan et al., 2004) besitzt 

OPA1 mehrere lange und kurze Isoformen, die durch proteolytische Spaltung oder alternatives 

Spleißen entstehen (Olichon et al., 2003; Duvezin-Caubet et al., 2006a; Duvezin-Caubet et al., 

2007). In Hefe wird diskutiert, dass Mgm1 aufgrund seiner Fähigkeit homotypische 

Interaktionen einzugehen, möglicherweise benachbarte Innenmembranflächen aneinanderheftet 

(Meeusen et al., 2006).  

Elektronenmikroskopische Aufnahmen in Zellen, in denen kein oder weniger OPA1 

exprimiert wird, haben Mitochondrien mit einer stark veränderten mitochondrialen 

Morphologie mit geschwollenen und verkürzten Cristae (Olichon et al., 2003; Griparic et al., 

2004). Diese Auswirkungen auf die Architektur der Innenmembran war in der Vergangenheit 

Grund vieler Spekulationen. Mittlerweile belegen unzählige Studien einen Zusammenhang 
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zwischen OPA1/Mgm1 und der Integrität der mtDNS. So wurde beispielsweise in Hefezellen in 

denen Mgm1 ausgeschaltet ist, ein Verlust der mtDNS nachgewiesen (Jones und Fangman, 

1992; Pelloquin et al. 1998). Dies konnte auch in einem humanen Modellsystem nachgewiesen 

werden. So konnte in OPA1-/- Zellen ebenso ein Verlust der mitochondrialen Nukleoide und der 

mtDNS gezeigt werden (Chen et al., 2007; Chen et al., 2010). Ebenso finden sich in 

Patientenzellen mit einer mutierten Form von OPA1, Deletionen in der mtDNS (Hudson et al., 

2008; Amati-Bonneau et al., 2009). Neuere Studien diskutieren einen Einfluss von 

OPA1/Mgm1 auf die mtDNS Synthese und deren Replikation (Belenguer und Pellegrini, 2013). 

So wird in der Studie von Elachouri und Koautoren ein Modell vorgeschlagen, in dem eine 

Isoform von OPA1 die mitochondrialen Nukleoide an die Innenmembran bindet und damit die 

Replikation der DNS und deren Verteilung in den Mitochondrien beeinflusst (Elachouri et al., 

2011).  

Allerdings ist hier noch kritisch anzumerken, dass eine Inaktivierung der 

Teilungskomponente DRP1 den gleichen Effekt auf die mitochondriale Morphologie und die 

mtDNS hat. Dies gilt auch für die Fusionskomponenten MFN2 (Chen et al., 2007; Chen et al., 

2010). Auch in Hefe ist dieser Effekt in Zellen zu beobachten in denen die Proteine Fzo1 oder 

Ugo1 ausgeschaltet sind (Bleazard et al., 1999; Sesaki et al., 2003a). So benötigt der Effekt von 

OPA1/Mgm1 und den anderen genannten Proteinen der mitochondrialen Dynamik auf die 

mitochondriale Morphologie in Zukunft noch näherer Untersuchungen.  

Eine andere interessante Beobachtung ist, dass die Depletion von OPA1 die Sensitivität 

gegenüber Apoptosestimuli herabsetzt (Olichon et al., 2003; Lee et al., 2004; Frezza et al., 

2006). Im Gegensatz dazu, kann eine Überexpression von OPA1 die Cytochrom c 

Ausschüttung inhibieren und die Zelle vor apoptotischen Stimuli schützen (Frezza et al., 2006). 

Dies wurde auch in MFN1/2-/- Zellen beobachtet, was auf eine von der mitochondrialen 

Dynamik unabhängige Funktion von OPA1 in der Apoptose schließen lässt (Olichon et al., 

2003). Wie in Kapitel 1.1.4 beschrieben, kommt es bei der Freisetzung von Cytochrom c zu 

einer Erweiterung der CJs (Scorrano et al., 2002). In Zellen, in denen OPA1 überexprimiert 

wird, ändert sich mit dem apoptotische Stimuli cBID der Durchmesser des CJs-Durchmesser 

nicht (Frezza et al., 2006). Möglicherweise wird durch homotypische Interaktionen, des in der 

Innenmembran und im Intermembranraum befindlichen, überexprimiertem OPA1, der CJs-

Durchmesser verengt (Frezza et al., 2006). OPA1, könnte möglicherweise durch seine 

unterschiedlichen Isoformen den Durchmesser der CJs regulieren.  
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Prohibitine sind evolutionär konservierte Membranproteine. Für die mitochondrialen 

Varianten, PHB1 und PHB2 werden Funktionen in der mitochondrialen Biogenese, Apoptose, 

Zellproliferation und Cristaemorphologie diskutiert (Fusaro et al., 2003; Kasashima et al., 

2008; Merkwirth und Langer, 2009). Auch ein Zusammenhang mit Krebserkrankungen wird 

den Prohibitinen zugesprochen (Nijtmans et al., 2002; Mishra et al., 2006; Merkwirth et al., 

2008; Zick et al., 2009). In Säugerzellen, Hefe oder C. elegans konnte eine untypische 

mitochondriale Morphologie beobachtet werden, wenn weniger oder gar kein Prohibitin 

exprimiert wird (Berger und Yaffe, 1998; Artal-Sanz et al., 2003; Kasashima et al., 2006; 

Osman et al., 2009). In MEF Zellen (englisch: mouse embryonic fibroblasts) ohne Prohibitin, 

wurde zusätzlich ein inhibitorischer Einfluss auf die Prozessierung von OPA1 beobachtet. Ohne 

Prohibitine sind vor allem kurze OPA1-Varianten zu finden (Merkwirth et al., 2008). 

Prohibitine bilden zudem einen großen, ringförmigen Komplex der 27x20 mm groß ist (Tatsuta 

et al., 2005). Dies entspricht im Durchschnitt einem CJ-Durchmesser und somit ist es nicht 

unmöglich, dass Prohibitine die CJs stabilisieren. Ebenso dafür sprechen mehrere genetische 

Interaktionen mit Komponenten der mitochondrialen Lipidsynthese für Cardiolipin (CL) und 

Phosphatidylethanolamin (PE). PE und CL sind Lipide die in der mitochondrialen 

Innenmembran angereichert sind und vor allem in Regionen mit hoher Membrankrümmung zu 

finden sind. Sie haben einen Einfluss auf die Stabilität der Atmungskette (Schlame, 2008; Wenz 

et al., 2009b) und die Apoptose (Choi et al., 2007; Gonzalvez et al., 2008). Somit können 

zusammenfassend, neben den Proteinen OPA1/Mgm1, den Prohibitinen auch Lipide die 

Krümmung der Innenmembran von Mitochondrien modellieren. Ein direkter Einfluss auf die 

Bildung von Cristae und CJs der bisher benannten Faktoren konnte bis jetzt noch nicht 

nachgewiesen werden.  

 

1.3 Der MICOS-Komplex 

1.3.1 Mic60 

Die Charakterisierung des mitochondrialen Innenmembranproteins Mic60/Fcj1/ 

Mitofilin war ein wichtiger Schritt, um die Entstehung von CJs besser verstehen zu können 

(John et al., 2005; Rabl et al., 2009; Mun et al., 2010; Head et al., 2011; van der Laan et al., 

2012). Zuerst wurde Mic60 in Herzmuskelgewebe identifiziert (Icho et al., 1994) und wurde 

aufgrund seiner Kolokalisation mit Filament-ähnlichen Mitochondrien in Fibroblasten Mitofilin 

benannt. Nach Studien des Proteoms isolierter Mitochondrien wurde Mic60 als mitochondriales 
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Protein identifiziert (Odgren et al., 1996). Mic60 wird aufgrund seiner N-terminalen 

Signalsequenz in Mitochondrien transportiert und ist mit einer kurz auf die Signalsequenz 

folgende Transmembransequenz in die Innenmembran verankert. Das restliche Protein mit 

einer Coiled-Coil Domäne und einem stark konservierten C-Terminus ragt in den 

Intermembranraum (John et al., 2005; Rabl et al., 2009; Malsburg et al., 2011; Körner et al., 

2012; Zerbes et al., 2012c). Zellen die weniger oder gar kein Mic60 exprimieren, zeigen eine 

veränderte Ultrastruktur der Mitochondrien. Die CJs fehlen dann fast vollständig, die Cristae 

haben im Vergleich zum Wildtyp eine größere Oberfläche und sind mehrheitlich in Form 

konzentrischer dicht gepackter Membranstapel angeordnet (Abbildung 6) (John et al., 2005; 

Rabl et al., 2009). 

 

 

 

Abbildung 6: Die Deletion von Mic60 (Mic60) verändert die mitochondriale Ultrastruktur und führt zu 

einem vollständigem Fehlen der CJs. EM-Tomogramme von Schnitten chemisch fixierter Hefezellen. 

Verglichen wird ein Schnitt durch das Tomogramm (jeweils links) von (A) Wildtyp (WT) und (B) Δmic60 Zellen. 

Eine oberflächengerenderte Ansicht ist jeweils rechts dargestellt. Blau: die Außenmembranen, Gelb: die 

Innenmembranen. Die Größenbalken entsprechen 100 nm (Rabl et al., 2009).  
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Aufgrund der Beobachtungen der Struktur der Innenmembran in Hefe wurde Mic60 als  

Fcj1 (formation of CJs) benannt. Zwischen dem humanen Protein und dessen Ortholog in Hefe 

besteht eine Sequenzübereinstimmung von 13%. Mittels quantitativer Immunelektronen-

mikroskopie konnte Mic60 an den CJs lokalisiert werden (Rabl et al., 2009). Des Weiteren 

kann Mic60 homotypische Interaktionen eingehen und eine Überexpression zeigt einen 

Phänotyp der mitochondrialen Ultrastruktur mit verzweigten Cristae (Rabl et al., 2009). 

Erstaunlicherweise interagiert Mic60 mit den Dimerisierungsuntereinheiten der F1FO-ATP 

Synthase Su e und Su g genetisch und es konnte eine Beeinträchtigung von Mic60 in der 

Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase beobachtet werden (Rabl et al., 2009). So 

destabilisiert Mic60 die höheren Oligomere der F1FO-ATP Synthase. Wird Mic60 

überexprimiert lassen sich in CNE-Gelen, in denen die Aktivität der nativen Formen der F1FO-

ATP Synthase sichtbar gemacht wurden, weniger höhere Oligomere beobachten. In 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind in diesen Zellen, verzweigte Cristae und eine 

höhere Anzahl an Cristae-Spitzen zu finden. Fehlt hingegen Mic60, werden in CNE-Gelen 

vermehrt höhere Oligomere der F1FO-ATP Synthase beobachtet. Ebenso finden sich hier keine 

CJs, also auch keine negative Membrankrümmung.  Wenn eine der beiden 

Dimerisierungsuntereinheiten der F1FO-ATP Synthase fehlt sind in Schnitten von 

Mitochondrien die Cristae verzweigter und mehr CJs zu erkennen. Hier ist aufgrund der 

völligen Abwesenheit von Dimeren der F1FO-ATP Synthase keine negative 

Membrankrümmung mehr in der mitochondrialen Innenmembran gegeben. Das bedeutet es gibt 

hier keine Crista-Spitzen mehr (Rabl et al., 2009). Dass die F1FO-ATP Synthase formgebend für 

die mitochondriale Innenmembran ist, wurde bereits in einem vorangegangenen Kapitel 1.2.2 

beschrieben.  

Aufgrund dieses Zusammenspiels von Mic60 und der F1FO-ATP Synthase und den 

Erkenntnissen der quantitativen Verteilung von Mic60 durch die Immunelektronenmikroskopie 

wurde folgendes Modell postuliert. In Bereichen der Cristae wo viel Mic60 vorzufinden ist, den 

CJs, oligomerisiert die F1FO-ATP Synthase nicht mehr. Und dies führt zu einer negativen 

Membrankrümmung. In Bereichen der Cristaemembran, die wenig Mic60 enthalten, im „Crista-

Nacken“, kann die F1FO-ATP Synthase höhere Oligomere bilden, was in einer positiven 

Membrankrümmung resultiert. Wenn wie im „Crista-Blatt“, Mic60 mittelmäßig verteilt ist, 

kommt es darauf hin zu einer keiner erwähnenswerten Membrankrümmung aufgrund eines 

ausgewogenen Verhältnisses zwischen oligomeren und monomeren Formen der  F1FO-ATP 

Synthase. Aus der molekularen Wechselwirkung der Dimerisierungskomponenten Su e/Su g 
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und Mic60 kann somit die Bildung von Cristae und Cristae Junctions erklärt (Abbildung 7) 

(Rabl et al., 2009). 

 

 

Abbildung 7: Der mögliche Einfluss der Wechselwirkung von Mic60/Mic60 auf die Bildung von Cristae und 

Crista Junctions. (A) Schematische Darstellung der Membrankrümmung in unterschiedlichen Regionen der 

Cristaemembran. Ebenfalls wird die submitochondriale Lokalisierung von Mic60, Su e und Su g in Wildtyp-

Mitochondrien gezeigt. Positive Membrankrümmungen sind in blau, negative Krümmungen in rot dargestellt. 

Bereiche ohne Membrankrümmung sind magenta. Links ist eine Cristae von der Seite gezeigt in der Mitte eine 

Crista im Querschnitt nach einer 90° Drehung. Rechts sind die beschriebenen Bereiche vergrößert und zeigen die 

Anordnung von Mic60, Su e, Su g und der F1FO-ATP Synthase in einer dreidimensionalen Ansicht, mit den 

postulierten Membrankrümmungen. (B) Schematische Darstellung der Membrankrümmungen, die in den 

beschriebenen Mutanten wahrscheinlich zu finden sind. In Zellen ohne Mic60 dominieren positive 

Membrankrümmungen Ohne die Dimerisierungskomponenten der F1FO-ATP Synthase, Su e oder Su g überwiegen 

negative Membrankrümmungen, das führt zu Verzweigungen der Cristae und weniger Crista-Spitzen. Einen 

ähnlichen Phänotyp weisen Zellen mit einer Überexpression von Mic60 auf. Aber ist die Bildung von Crista-
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Spitzen hier nicht beeinträchtigt. OM, Außenmembran; CJ, Crista Junction; CM, Cristaemembran; IBM, innere 

Grenzmembran; IM, Innenmembran; ICR, Intracristalraum; M, Matrix [ (Rabl et al., 2009)]. 

 

Dass Zellen ohne Mic60 trotzdem in der Lage sind, einige wenige CJs bilden, ist nach 

wie vor Gegenstand von Diskussionen (Harner et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011, 

Hoppins et al., 2011). Das Hauptargument dafür ist, dass die bis jetzt verwendeten Methoden 

zur Veranschaulichung der Cristaemorphologie nie ein ganzes Mitochondrium zeigen, sondern 

nur verschiedene Querschnitte durch das Organell. Nur 3D-Aufnahmen ganzer Mitochondrien 

von Δmic60-Zellen könnte diese Frage letztendlich beantworten. Aufgrund dessen, wird in 

mehreren Studien diskutiert, dass Mic60 nicht essentiell für die Bildung von CJs ist. Mic60 

wird hier in der CJ-Bildung nur eine unterstützende Funktion zugesprochen (van der Laan et 

al., 2012). Diese Kontroverse ist aber nach wie vor noch nicht eindeutig geklärt. 

Interessanterweise zeigen einige Studien Interaktionen von humanem Mic60 mit dem 

SAM-/TOB-Komplex in der Außenmembran. Dieser Komplex hat eine essentielle Rolle in der 

Biogenese von Außenmembranproteinen (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al., 

2012; Ott et al., 2012). In Hefe konnten ebenfalls Interaktionen von Mic60 mit Komponenten 

der Außenmembran nachgewiesen werden. Dies sind der SAM-/TOB-Komplex, der TOM-

Komplex, der Ionenkanal Porin/VDAC und die Fusionskomponente Ugo1. (Harner et al., 2011; 

Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011; Körner et al., 2012). Aufgrund einiger 

dieser Studien, wird die Integrität der CJs in Abhängigkeit einer Verankerung von Mic60 zur 

Außenmembran diskutiert (Harner et al., 2011; Körner et al., 2012; Ott et al., 2012). Dafür 

spricht auch, dass in Zelllinien in denen der SAM-/TOB-Komplex herunter reguliert oder der 

mit diesem Komplex interagierende C-Terminus von Mic60 deletiert ist, eine veränderte 

Ultrastruktur der Mitochondrien zu beobachten ist (Körner et al., 2012; Zerbes et al., 2012b).  

Auch die Identifikation eines großen Membrankomplexes in der Innenmembran zeigt, 

dass die Bildung von CJs von mehreren Faktoren abhängig ist. Mic60 wurde als eine 

Kernkomponente dieses Komplexes identifiziert (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von 

der Malsburg et al., 2011; Alkhaja et al., 2012). Aufgrund dessen, dass der Komplex von vier 

Studien gefunden wurden, existierten für kurze Zeit mehrere Namen: MINOS (mitochondrial 

inner-membrane organizing system), MICOS (mitochondrial contact site) und MitOS 

(mitochondrial organizing structure). Um Verwirrungen zu vermeiden, wurde sich schließlich 

auf den Namen MICOS verständigt und auch die Namen der Komplex-Komponenten wurde für 

alle Spezies vereinheitlicht (Tabelle 1) (Pfanner et al., 2014). 
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Tabelle 1: Nomenklatur des MICOS-Komplex und der MICOS Komponenten (Pfanner et al., 2014). 

 

 

 

 

1.3.2 Mic10 

Mic10 ist ein kleines Transmembranprotein und wird als die zweite Kernkomponente 

von MICOS beschrieben. Alte Namen von Mic10 lauten Mcs10, Mio10, Mos1 und in humanen 

Zellen MINOS-1 (Tabelle 1]. Es ist maßgeblich für die Stabilität von MICOS verantwortlich. 

Zelllinien in denen Mic10 ausgeschaltet ist, haben einen ähnlichen Phänotyp wie Δmic60-

Zellen. Die CJs fehlen hier vollständig und die Cristae sind, im Vergleich zum Wildtyp, 

mehrheitlich in Form konzentrischer dicht gepackter Membranstapel angeordnet. Außerdem 

zeigt es in Interaktionsstudien physikalische Interaktionen zu den anderen MICOS 

Komponenten (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011; 

Alkhaja et al., 2012). Das humane Mic10 ist Teil eines sehr großen Komplexes im Megadalton 

Bereich und besitzt, wie sein Ortholog aus Hefe, zwei mögliche Transmembrandomänen. Diese 

sind durch einen kurze, positiv geladene Peptidsequenz miteinander verbunden sind (Alkhaja et 

al., 2012). Mic10 besitzt zudem ein stark konserviertes Sequenzmotiv, welches aus mehreren 

Glyzinresten besteht. Es ist möglich, dass diese eine Helixstruktur ausbilden (Russ und 

Engelman, 2000; Alkhaja et al., 2012; Zerbes et al., 2012b). Neue Studien schlagen vor, dass 
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diese charakteristische Struktur dafür verantwortlich ist, dass Mic10 oligomerisiert und somit 

eine Art Gerüst in den Cristae bildet. Ebenso wird diskutiert, dass die oligomerisierten Mic10-

Moleküle eine Krümmung in der Membran induzieren (Barbot et al., 2015; Bohnert et al., 

2015). So kann neben Mic60, Mic10 als essentielle Komponente für die Entstehung von CJs 

angesehen werden. 

 

1.3.3 Mic12 und Mic19 

Ähnlich wie in Δmic60- und Δmic10-Zellen führt eine Deletion von Mic12 und Mic19 

zu einer Destabilisierung des MICOS-Komplex und einer veränderten mitochondrialen 

Ultrastruktur. Jedoch finden sich in diesen Zellen mehr CJs, als in Δmic60- und Δmic10-Zellen. 

Beide, Mic12 und Mic19 sind MICOS Komponenten und zeigen in Interaktions-experimenten 

physikalische Interaktionen mit den anderen MICOS Komponenten (Harner et al., 2011; 

Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Mic12 besitzt eine vorhergesagte 

Transmembrandomäne und eine lösliche Domäne die in den Intermembranraum ragt (Harner et 

al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Bis jetzt wurde für Mic12 noch 

keine Orthologe in Säugern gefunden. Wie auch andere MICOS Komponenten (Mic19, Mic60 

und Mic27) wurde Mic12 als erstes in einer großen Studie gefunden (Hess et al., 2009). Dabei 

wurden unter anderem Eigenschaften wie die mitochondriale Migration, Metabolische 

Unterschiede und die mitochondriale Morphologie untersucht. In dieser Studie wurde Mic12 als 

Gen identifiziert, das unter anderem einen Einfluss auf die Verteilung der Mitochondrien 

während der Entstehung einer Hefetochterzelle hat. Hess und seine Kollegen nannten alle 

gefundenen Proteine deshalb AIMs (altered inheritance for mitochondria) (Hess et al., 2009; 

Zerbes et al., 2012b). 

Mic19 durch spannt im Gegensatz zu den anderen MICOS Komponenten nicht die 

mitochondriale Innenmembran. Stattdessen besitzt es eine N-myristolierte Peptidsequenz und 

ist vom Innenmembranraum aus peripher an den MICOS-Komplex assoziiert (Harner et al., 

2011; Hoppins et al., 2011; Malsburg et al., 2011; Zerbes et al., 2012b). In Untersuchungen in 

humanen Zellsystemen konnten ebenfalls zwei myristolierte Innenmembranproteine, als 

Interaktionspartner von Mic60, ausgemacht werden. Die doppelten CX9C Proteine CHCHD3 

und CHCHD6 (Xie et al., 2007; Darshi et al., 2011; Alkhaja et al., 2012; Ott et al., 2012). 

Doppelte CX9C Proteine besitzen eine charakteristische Cystein-reiche Peptidsequenz, welche 

zwei Disulfidbrücken bildet um die namensgebende Coiled-Coil Domäne (CHCH) zu 

stabilisieren (Cavallaro, 2010; Zerbes et al., 2012b). Eine Deletion von CHCHD3 und 



  Einleitung 

 

28 

 

CHCHD6 führt zu fragmentierten Cristae und einer allgemein reduziertem Cristaemembran 

(Darshi et al., 2011; An et al., 2012). CHCHD3 wurde nicht nur in einem Komplex mit Mic10 

und Mic60 gefunden (Darshi et al., 2011; Alkhaja et al., 2012) sondern wird auch eine 

Interaktion mit Opa1 beschrieben (Darshi et al., 2011). Opa1 hat wie oben schon beschrieben 

ebenfalls einen Einfluss auf die mitochondriale Ultrastruktur (Frezza et al., 2006; Meeusen et 

al., 2006; Yamaguchi et al., 2008). In Caernorhabditis elegans wurde ebenfalls ein CHCHD3 

Ortholog, CHCH-3 in einer RNAi Studie gefunden. Es hat ebenfalls einen Einfluss auf die 

mitochondriale Ultrastruktur (Head et al., 2011). In S. cerevisiae hat Aim13 keine klassische 

CHCH Domäne, aber eine ein CX10C Motiv, was auf eine verwandte Funktion mit CHCHD3 

und CHCHD6 hinweist (Zerbes et al., 2012b). 

 

1.3.4 Mic26 und Mic27 

In einer RNAi Studie in Caernorhabditis elegans konnte neben CHCH-3 und dem 

Mic60 Ortholog (IMMT-1) auch eine andere Komponente die einen Einfluss auf die 

mitochondriale Ultrastruktur hat, gefunden werden, MOMA-1 (Head et al., 2011). Dieses 

Protein zeigt eine Ähnlichkeit zu den humanen Proteinen APOOL (ApoO-like) und dem 

Apolipoprotein O (ApoO) (Tabelle 1) (Lamant et al., 2006; Head et al., 2011; Ott et al., 2012). 

Auch eine Interaktion des Proteins APOOL mit Mic60 im humanen Zellsystem ist bekannt 

(Weber et al., 2013). In Hefe finden sich, wie in humanen Zellen, zwei zu MOMA-1 

sequenzähnliche Proteine, Mic26 und Mic27. Beide sind ebenfalls Komponenten des MICOS-

Komplex (Head et al., 2011; van der Laan et al., 2012). Zwar zeigen die beiden Proteine eine 

Homologie, dass heißt beide sind integrale Membranproteine der mitochondrialen 

Innenmembran mit zwei Transmembranen, dennoch scheint es, dass beide sehr unterschiedliche 

Funktionen haben. Ist in Zellen, in denen Mic26 ausgeschaltet ist, kein Einfluss auf die 

Architektur der Cristaemembran zu erkennen, haben Δmic27-Zellen eine veränderte 

mitochondriale Ultrastruktur mit einer reduzierten Anzahl an CJs (Harner et al., 2011; Hoppins 

et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). 
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Abbildung 8: Der MICOS-Komplex: (A) Ein hypothetisches Modell des MICOS-Komplex zeigt die bekannten 

Untereinheiten Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 und Mic10 und die Metazoe Mic25 die in Hefe nicht bekannt 

ist. Der MICOS-Komplex scheint weitestgehend evolutionär konserviert zu sein (B) Die stilisierte 

Cristaearchitektur in Wildtyp (oben), und die von MICOS-Mutanten (unten). Diese haben keine oder weniger CJs 

und gestapelte Cristae (Pfanner et al., 2014). 

 

1.4 Zielsetzung  

Die Ultrastruktur von Mitochondrien ist von mehreren Faktoren abhängig. Der erst neu 

identifizierte MICOS-Komplex ist an den CJs lokalisiert und scheint maßgeblich an der 

Bildung von CJs beteiligt zu sein. Jedoch sind die genauen mechanistischen Einflüsse der 

einzelnen MICOS Komponenten auf die Bildung von Cristae und CJs noch weitgehend 

unbekannt.  

Im Falle von Mic60, einer der MICOS-Kernkomponenten, wurde schon im Vorfeld 

dieser Arbeit eine Interaktion mit dem SAM-/TOB-Komplex in der Außenmembran gezeigt. 

Diese Interaktion wird durch den konservierten C-Terminus vom Mic60 vermittelt. Ebenfalls 

führt eine Deletion dieser Domäne zu einer starken Reduktion der CJs. Deshalb sollte zum 

einen in der vorliegenden Arbeit der Einfluss eines charakteristischen -Motivs, im C-Terminus 

von Mic60, auf die Cristae-Morphologie im Modellsystem Hefe untersucht werden. 

Des Weiteren war zu Beginn dieser Arbeit das Mic27 Ortholog in C. elegans als 

Interaktionspartner von Mic60 bekannt. Außerdem konnte in diesem Modellsystem ein Einfluss 

von Mic27 auf die mitochondriale Ultrastruktur gezeigt werden. Zellen ohne Mic27 bilden zwar 

noch CJs, aber deren Anzahl ist um zwei Drittel reduziert. Es war also noch unklar welchen 

genaue Rolle Mic27 in der Bildung von Cristae und CJs hat.   
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Deshalb wurde in dieser Arbeit Mic27 in Hefe näher charakterisiert. Neben der 

mitochondrialen Lokalisation, wurde auch eine mögliche Interaktion zu Mic60 näher 

untersucht. Ein besonderer Schwerpunkt lag aber in der genauen Analyse des Einflusses von 

Mic27 auf die mitochondriale Ultrastruktur. Im Fokus stand dabei in der Untersuchung eines 

möglichen Zusammenspiels des MICOS-Komplexes mit der F1FO-ATP Synthase und der 

Konsequenz dessen, auf die  Bildung von Cristae und CJs. 

Von Mic60 war zuvor schon bekannt, dass die MICOS-Komponente Mic60 die 

Oligomere der F1FO-ATP Synthase destabilisiert und mit den Komplexuntereinheiten e und g 

genetisch interagiert. Und es wird aufgrund dieser Beobachtungen ein funktionelles 

Zusammenspiel der beiden Innenmembran-Komplexe, MICOS und die F1FO-ATP Synthase 

diskutiert.  

Deshalb wurde in dieser Arbeit untersucht, ob Mic27 ebenfalls einen möglichen Einfluss 

von Mic27 auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase hat. Und wenn ja, was dies für die 

mitochondriale Ultrastruktur bedeutet. Zum anderen wurde abgeklärt, ob es tatsächlich eine 

indirekte oder direkte Interaktion des MICOS-Komplexes mit der F1FO-ATP Synthase gibt.  

Des Weiteren wurde der Einfluss von Mic27 auf diese Interaktion, und was sich daraus für die 

Bildung von Cristae und CJs ergibt, untersucht.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.1.1 DNS-Amplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde verwendet um DNS-Fragmente in vitro zu 

vervielfältigen (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Für Amplifikation der entsprechenden 

DNS-Fragmente benötigte man die Hilfe einer DNS-Polymerase und spezifische, 

einzelsträngige Oligonukleotide. Um das Ausgangsmaterial exponentiell zu vervielfältigen, sind 

mehrere aufeinanderfolgende PCR-Zyklen notwendig. Ein klassischer PCR-Ansatz enthielt 1-

100 ng einer DNS-Matrize (Plasmid- oder genomische DNS), 75 pmol der beiden 

entsprechenden Oligonukleotide, je 200 µM der vier Desoxynukleotide, 2U einer 

thermostabilen DNS-Polymerase und einen vom Hersteller der DNS-Polymerase mitgelieferten 

Reaktionspuffer. Wegen ihrer γ‘-5‘-Exonuklease-aktivität (proofreading), die die Fehlerrate bei 

der DNS-Synthese deutlich verringert, wurde bei der Amplifikation von 

Klonierungsfragmenten die Phusion
®

 High-Fidelity DNA Polymerase der Firma New England 

Biolabs, verwendet. Zu rein analytischen Zwecken diente die Taq-Polymerase aus Thermus 

aquaticus (New England BioLabs). Diese Polymerase besitzt keine  proofreading-Aktivität, 

jedoch eine höhere Prozessaktivität. 

Ein PCR Reaktionsverlauf begann immer mit einer dreiminütigen Vorinkubation mit 

einer im peqSTAR 96 Universal der Firma Peqlab bei 95 °C. Dies diente zur Denaturierung der 

doppelsträngigen Matrize. Danach folgten 30 Reaktionszyklen. Jeder Zyklus startete mit einer 

einminütigen Denaturierung der Matrizenstränge bei 95 °C. Es folgte dann eine einminütige 

Anlagerung der spezifischen Oligonukleotide an die Matrize bei 45-60 °C. Die Temperatur 

wurde für diesen Schritt, je nach Länge und Nukleotidzusammensetzung des homologen 

Bereichs von Matrize und Primer mit der ‚β+4-Regel‘ (β °C pro A und T, 4 °C pro C und G) 

berechnet. Jeder Reaktionszyklus endete mit einer ein bis sechsminütgen DNS-Synthese bei 

72 °C. Die Dauer der Synthese richtete sich nach der verwendeten Polymerase. So galt für eine 

Synthese von 1 kb, für die Taq-Polymerase, eine Synthesezeit von 30 s und für die Phusion-

Polymerase galt ein Richtwert von 2 min.  Um zu Verhindern, dass am Schluss unvollständig 

synthetisierte DNS-Stränge übrigbleiben, endete jede PCR-Reaktion mit einer zehnminütigen 

Inkubation, bei 72 °C. Zur Kontrolle der PCR wurde die Größe des entstandenen PCR-Produkts 

auf einem Agarosegel überprüft. Das neu synthetisierte DNS-Fragment konnte dann über ein 
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Mikrozentrifugationssäulchen (siehe 0) oder ein präparatives Agarose-Gel (siehe 0) 

aufgereinigt werden. 

 

2.1.2 Reinigung von PCR–Produkten über Mikrozentrifugationssäulchen 

Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte mit den QIAquick
®

 PCR Purification Kit 

der Firma Qiagen nach dem mitgelieferten Herstellerprotokoll. Die PCR-Produkte wurden mit 

dem fünffachen Volumen des Puffers PB vermischt, auf ein Mikrozentrifugationssäulchen 

gegeben, um die DNS an dessen Matrix zu Binden und bei 16000 g 1 min zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde verworfen und die Säulchen danach mit dem Puffer PE gewaschen. Die PCR-

Produkte konnten danach mit 50 µl deionisiertem Wasser eluiert werden. 

 

2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli 

Die Isolierung kleiner Mengen an Plasmid-DNS aus E.coli erfolgte mit den QIAprep
®

 

Miniprep Kit der Firma Qiagen nach dem mitgelieferten Herstellerprotokoll. Eine 5 ml E.coli 

Übernacht-Kultur, die in LB-Medium, das 100 µg Ampicillin enthielt angezogen wurde, wurde 

bei 16000 g 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde in 250 µl P1 Puffer, welcher RNAse enthielt, 

resuspendiert. Nun wurde zum Zwecke der Solubilisation  250 µl P2-Puffer der Mischung 

zugegeben und danach Proteine und Zelltrümmer  mit 350 µl N3-Puffer gefällt. Nach einer 10 

minütigen Zentrifugation bei 16000 g konnte der Überstand um die DNS an dessen Matrix zu 

Binden auf ein Mikrozentrifugationssäulchen gegeben werden. Das Säulchen wurde danach 

zuerst mit dem Puffer PB und dann mit dem Puffer PE gewaschen. Der Durchfluss wurde jedes 

Mal verworfen. Zum Schluss wurde die Plasmid-DNS mit 50 µl deionisiertem Wasser eluiert. 

Die Präparation größerer Mengen an Plasmid-DNS mit höherer Reinheit 

(Midipräparation) erfolgte mit dem PureLink
TM

 HiPure Plasmid Midiprep Kit der Firma 

Invitrogen nach dem mitgelieferten Protokoll: E.coli Übernacht-Kultur die in LB-Medium, das 

100 µg Ampicillin enthielt angezogen wurde, wird 10 min bei 4000 g pelletiert. Das Pellet 

wurde danach in 4 ml Resuspensationspuffer (R3) der kurz zuvor mit RNase A versetzt wurde 

resuspendiert. Danach wurde alles mit 4 ml Lysispuffer (L7) vorsichtig vermischt, und für 5 

min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Zelltrümmer und Proteine mit 4 ml 

Präzipitationspuffer (N3) durch vorsichtiges Mischen präzipitiert. Diese wurden dann bei     12 

000 g für 10 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde auf die im Kit enthaltene Säule gegeben, 

und stehen gelassen bis der Durchfluss komplett in einem Auffangbehälter geflossen ist. Auf 



  Material und Methoden  

 

34 

 

diese Weise wurde die Säule zweimal mit dem Waschpuffer W8 gewaschen. Danach wurde mit 

4 ml Elutionspuffer (E4) wie oben beschrieben langsam eluiert. Die Säule konnte danach 

verworfen werden. Der DNS enthaltene Durchfluss wurde mit 3,5 ml Isopropanol sehr gut 

vermischt. Nach einer 30 minütigen Zentrifugation bei 12 000 g und 4 °C konnte der Überstand 

vorsichtig entnommen und verworfen werden. Das Pellet wurde in 3 ml 70% Ethanol 

resuspendiert und  bei 12 000 g für 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Wieder wurde der Überstand 

entnommen, das Pellet luftgetrocknet und schließlich mit 200 µl TE Puffer gelöst. 

 

TE Puffer:  10 mM Tris/HCl pH 8.0; 1 mM EDTA 

 

2.1.4 Isolierung genomischer DNS aus S. cerevisiae 

Genomische DNS, aus S. cerevisiae, wurde aus einer 1,5 ml der Zellsuspension 

gewonnen. Dafür wurde zuvor der entsprechende Hefestammes über Nacht im entsprechenden 

Kulturmedium (siehe 0) angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation für 30 s bei 

16000 g in einer Tischzentrifuge geerntet. Die in 200 µl Aufschlusspuffer resuspendierten 

Zellen wurden mit 0,3 g Glaskugeln (Durchmesser 0,45 mm) und 200 µl 

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte dann 3 min 

auf einem Schüttler auf höchster Stufe, bei 14 000 g. Durch eine Zentrifugation, von 15 min 

und 16000 g, wurden die Phasen getrennt. Die in der wässrigen Phase enthaltene DNS konnte 

nach Überführung in ein 1,5ml Reaktionsgefäß durch Ethanol gefällt (siehe 0) und in 30 µl 

deionisiertem Wasser aufgenommen werden. 

 

Aufschlusspuffer: 100 mM NaCl; 1% SDS; 1 mM EDTA; 10 mM Tris/HCl pH 8,0 

 

2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNS 

Die Konzentrationsbestimmung von erfolgte mit einem NanoDrop 1000 

Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific. Als Referenz wurde auf den Probenhalter 1,5 

µl deionisiertes Wasser gegeben. Danach konnte 1,5 µl der zu messenden Probe auf den 

Probenhalter pipetiert werden. Aus dem Absorptionsverhältis 230/260 nm berechnete die 

Software des Spektrophotometers die Konzentration [ng/µl]. 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tris
http://en.wikipedia.org/wiki/EDTA
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2.1.6 Restriktionsverdau  

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs erfolgte die 

sequenzspezifische Spaltung von Plasmid-DNS und PCR-Fragmenten. Ein klassischer 

Restriktionsansatz enthielt neben 1 µg der DNS auch 1-2 U des Restriktionsenzyms und die 

vom Hersteller mitgelieferten zehnfach konzentrierten Puffer. Wie vom Hersteller beschrieben, 

wurden die Ansätze dann, bei den für die Restriktionsenzyme empfohlenen Temperaturen für 

mindestens zwei Stunden inkubiert.  

 

2.1.7 Dephosphorylierung von DNS Fragmenten mit alkalischer Phosphatase  

Um nach dem Restriktionsverdau die endständigen Phosphatgruppen zu entfernen, 

wurden die Vektoren mit antarktischer Phosphatase der Firma New England Biolabs behandelt. 

Dafür wurden die Restriktionsansätze mit einem Zehntel ihres Volumens an 10-fach 

konzentrierten Puffers der Herstellers, sowie 1 U alkalischer Phosphatase (pro 50 µl Ansatz), 

versetzt. Nach einer einstündigen Inkubation bei 37°C wurden die Vektoren über ein 

präparatives Agarosegel (2.1.9) aufgereinigt. 

 

2.1.8 Ethanolfällung 

Die Ethanolfällung diente zur Konzentrierung von DNS und zur Befreiung von Salzen. 

Die wässrige DNS-Lösung wurde mit dem 1/10 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Lösung 

vermischt und die DNS durch die Zugabe von 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol gefällt. Dazu 

wurde der Ansatz 30 Minuten lang bei -20 °C inkubiert. Nach einer anschließenden 30 

minütigen Zentrifugation bei 14 000 g und 4 °C konnte das Präzipitat mit eiskalten 70 % (v/v) 

Ethanol gewaschen und erneut pelletiert werden. Die DNS wurde danach bei RT luftgetrocknet 

und anschließend in sterilem Wasser aufgenommen werden. 

 

2.1.9 Agarosegelelektrophorese  

Um DNS-Fragmente größenabhängig aufzutrennen wurde eine horizontale 

Gelelektrophorese durchgeführt. Dafür wurde, je nach Größe der zu trennenden DNS-

Fragmente, 1-2 % (w/v) Agarose durch Aufkochen in TAE-Puffer gelöst.  Zur Detektion der 

DNS, diente Etidiumbromid. Dies wurde den Gelen vor der Polymerisierung in einer 

Endkonzentration von 0,5 µg/ml zugegeben. Die DNS-Proben wurden, vor dem Auftragen auf 

das Agarosegel, zuerst mit fünffach konzentriertem Auftragungspuffer versetzt. Die 
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elektrophoretische Auftrennung der DNS-Proben erfolgte bei einer Feldstärke von 15 V/cm. 

Die DNS-Banden konnten nach der Elektrophorese in einem UV-Transilluminator der Firma 

Peqlab visualisiert werden. Die Größen der DNS-Fragmente konnten durch den Vergleich mit 

der Größenstandards der Firma New England Biolabs (DNA Ladder 1 kb und DNA Ladder 

100 bp, 2-Log DNA Ladder) bestimmt werden. 

 

TAE-Puffer:  40 mM Tris/Acetat; 20 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA pH 7,5 

Auftragungspuffer:    6 % (w/v) Glyzerin; 1 mM EDTA; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 0,01 % (w/v) 

Xylencyanolblau; pH 8,0 (Endkonzentration) 

 

2.1.10 Isolierung von DNS–Fragmenten aus Agarosegelen 

Um DNS-Fragmente aufzureinigen wurden diese zuerst wurden durch ein präparatives 

Agarosegel aufgetrennt. Die entsprechenden DNS-Banden wurden mit einem sterilen Skalpell 

unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Um DNS-Schäden zu Vermeiden, wurde darauf 

geachtet die UV-Exposition so gering wie möglich zu halten. Nach dem Herstellerprotokoll des 

QIAquick Gel Extraction Kits der Firma Qiagen erfolgte dann die Extraktion der DNS aus dem 

Agarosegel.  Dabei wurde das Agarosestück mit dem dreifachen Volumen des Puffers QG 

versetzt und die Agarose bei 50°C 10 min lang aufgelöst. Die Lösung wird auf ein 

Mikrozentrifugationssäulchen gegeben, um die DNS an dessen Matrix zu binden, und 1 min bei 

16000 g abzentrifugiert. Das Säulchen wird danach je einmal mit QG und PE Puffer 

gewaschen. Der Durchfluss wird jedes Mal verworfen.  Zum Schluss wird die DNS mit 50 µl 

doppelt deionisiertem Wasser eluiert. 

 

2.1.11 Ligation von DNS-Fragmenten 

Für die Ligation zweier DNS-Fragmente ist das Konzentrationsverhältnis der beiden 

Fragmente bestimmend. Deswegen wurden zuerst die Menge der einzusetzenden DNS-

Fragmente über ein Agarosegel abgeschätzt. Die genauen Konzentrationen wurden mit einem 

NanoDrop 1000 Spektrophotometer der Firma Thermo Scientific bestimmt. Ein klassischer 

Ligationsansatz enthielt 50-200 ng des linearisierten Vektors und ein 3-7-facher molarer 

Überschuss des zu inserierenden DNS-Fragments eingesetzt. Pro Ansatz von 20 µl enthielt 

dieser zusätzlich 0,5 U T4–DNS-Ligase (New England Biolabs), 2 µl des vom Hersteller 

mitgelieferten, zehnfach konzentrierten Reaktionspuffers und die entsprechenden Menge 

doppelt deionisiertes Wasser. Die Ligation erfolgte 1 h bei 37 °C  oder über Nacht bei 16 °C. 



  Material und Methoden  

 

37 

 

 

Reaktionspuffer: 50 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 25 µg/ml BSA pH 7,5  

 

2.1.12 Änderungen der Aminosäuresequenz mit dem QuickChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit 

Zum Austausch einzelner oder mehrerer Aminosäuren eines Proteins wurde das 

entsprechende Gen auf einem Plasmid mit Hilfe des QiuckChange® Site-Directed Mutagenesis 

Kit der Firma Agilent Techonlogies gezielt verändert. Dieser Methode liegt eine PCR zugrunde. 

Dafür mussten spezifische Primer entwickelt werden. Diese enthielten die entsprechende 

Punktmutation und konnten sich dieser DNS-Sequenz partiell anlagern, dadurch wird das 

gesamte Plasmid mit der gewünschten Änderung amplifiziert. Nach dem Amplifizierungsschritt 

werden nach der Zugabe 10U des Restriktionsenzyms DpnI und eine Inkubation bei 37°C die 

Matrizen-DNS aufgrund der DNS-Methylierungen spezifisch verdaut. Anschließend wurde das 

PCR-Produkt direkt in E.coli transformiert. Die Klone wurden dann durch einen 

Restiktionsverdau und eine Sequenzierung überprüft werden. 

 

2.1.13 Präparation transformationskompetenter Zellen von E. coli 

Um transformationskompetente E. coli-Zellen (DH5α) herzustellen, wurden diesen in 

LB-Medium angeimpft und bei 37 °C  über Nacht geschüttelt. Am nächsten Morgen wurde mit 

2 ml dieser Vorkultur 500 ml LB Medium angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5 bei 37 °C 

unter schütteln inkubiert. Nach Erreichen dieser OD wurden die Bakterien 10 min bei 4 °C und 

4000 g pelletiert. Das Pellet wurde anschließend in 50 ml eiskalter 0,1 M MgCl2 Lösung 

vorsichtig resuspendiert. Nach einer 20 minütigen Inkubation dieser Suspension, bei   4 °C, 

wurden die Zellen erneut pelletiert und danach in 10 ml eiskaltem Einfrierpuffer sehr vorsichtig 

resuspendiert. Nun konnte die Zellsuspension zu je 100 µl Aliquots in vorgekühlte Gefäße 

abgefüllt werden. Die transformationskompetenten Zellen wurden bei  -80 °C gelagert. 

 

Einfrierpuffer: 0,1 M CaCl2; 14 % (v/v) Glycerin 

 

2.1.14 Transformation von E. coli mit Plasmid–DNS 

Rekombinante Plasmid-DNS wurde durch die Hitzeschockmethode in E. coli-Zellen 

eingeschleust. Ein Ansatz enthielt 100 µl transformationskompetenter Zellen (siehe 0), die auf 
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Eis aufgetaut wurden, und 100 µl einer Lösung, die 1 µl Plasmid-DNS einer Plasmid Mini-oder 

Midipräparation (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) und 20 µl 

CM Puffer, enthielt. Die Suspension wurde 20 min auf Eis inkubiert, danach folgte der 10 

minütige Hitzeschock bei RT. Im Anschluss wurde die Zellsuspension in 1 ml LB-Medium 

aufgenommen und für 50 min bei 37 °C unter schütteln inkubiert. Die Zellen wurden dann auf 

LB-Platten mit 100 µg/ml Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

 

KCM: 500 mM KCl;, 150 mM CaCl2; 250 mM MgCl2 

 

2.1.15 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid–DNS oder PCR-Fragmenten 

Für die Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNS oder PCR-Fragmenten 

mussten zuerst kompetenter Hefezellen präpariert werden [Gietz et al., 1995]. Der 

entsprechende Hefestamms musste dafür zuerst bei 30 °C über Nacht im entsprechenden 

Kulturmedium angezogen werden (siehe 0). Am nächsten Morgen wurde auf eine OD600 von 

etwa 0,15 in 50 ml verdünnt. Diese wurde dann bis zum  Erreichen einer OD600 zwischen 0,4 

und 1 weiter kultiviert. Die Zellen wurden in einem sterilen Zentrifugationsröhrchen bei 3000 

rpm für 5 min pelletiert, mit sterilem Wasser gewaschen und dann in 1 ml 100 mM 

Lithiumacetat vermischt. Nachdem die Zellen in der Tischzentrifuge erneut pelletiert wurden, 

wurden diese in 400 µl 100 mM Lithiumacetat resuspendiert und konnten dann sofort für die 

Transformation verwendet werden. Ein klassischer Transformationsansatz bestand aus einem 

50 µl Ansatz kompetenter Zellen, 240 µl PEG 3350 (50 % (w/v)), 36µl 1 M Lithiumacetat, 70 

µl doppelt deionisiertes Wasser, 5 µl einzelsträngiger Lachsspermien-DNS (10 mg/ml) und die 

zu transformierende DNS (5µl einer Plasmid-Midipräparation oder 20µl eines gereinigten PCR-

Ansatzes für die Transformation mit einer Rekombinationskassette). Als Negativkontrolle 

diente ein Ansatz mit allen Komponenten außer der DNS. Nach gutem durchmischen der 

Ansätze wurde unter leichtem Schütteln 30 min bei 30 °C inkubiert. Darauf folgte ein 

Hitzeschock bei 42 °C für 20 min. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation pelletiert, in 

100 µl sterilem Wasser resuspendiert und auf Platten mit dem entsprechenden Selektivmedium 

ausplattiert. Die Selektion der positiven Klone erfolgte über die entsprechenden 

Auxotrophiemarker. 

2.1.16 DNS–Sequenzierung 

Die Sequenzierung von DNS-Fragmenten nach der Kettenabbruchmethode von Sanger 

(Sanger et al., 1977) erfolgte durch die Firma Eurofins. Die DNS wurde zusammen mit den 
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benötigten Oligonukleotide der Firma zugesendet. Die von Eurofins bestimmten DNS-

Sequenzen wurden mit den Programmen DNAMAN (Demo Version 6, Lynnon BioSoft., 

Pointe-Claire, Kanada) und Clone Manager Professional Suite (Version 8, Sci-Ed Software, 

Cary, USA) überprüft. 

 

2.1.17 Verwendete Vektoren 

 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung von pYX242 (Novagen) und pFA6a-His3MX6 (Addgene) 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von pYX242 (Novagen) und pFA6a-His3MX6 (Addgene) 
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2.1.18 Verwendete Plasmide 

 

Tabelle 2: Verwendete Plasmide 

 

Name Kodiertes 

Protein 

Details Ausgangs- 

vektor 

Referenz 

 

pYX242-   

Mic60FL 

 

Mic60 

 

Überexpression 

von Mic60 

 

pYX242 

 

(Rabl et al., 

2009) 

     

 

pYX242- 

Mic60∆(485-492) 

 

Mic60∆(485-492) 

 

Deletierte Aminosäuren  

485 bis 492 

 

pYX242 

 

Diese Arbeit 

 

pYX242- 

Mic60(R485L) 

                (G487A) 

 

 

Mic60(R485L) 

(G487A) 

 

 

 

Substituierte Aminosäuren  

Arginin 485 zu Leucin und 

Glyzin 487 zu Alanin 

 

pYX242 

 

Diese Arbeit 

 

pYX242- 

Mic60∆(494-540) 

 

pYX242- 

Mic27FL 

 

 

Mic60∆(494-540) 

 

 

Mic27 

 

Deletierte Aminosäuren  

494 bis 540 

 

Überexpression von Mic27 

 

pYX242 

 

 

pYX242 

 

Diese Arbeit 

 

 

Diese Arbeit 

 

2.1.19 Klonierungsstrategien  

a) Klonierung von pYX242-Mic60∆(485-492) und pYX242-Mic60(R485L)(G487A) 

Die Deletion und Substitution der -Sequenz von Mic60 wurden mit dem 

QiuckChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Agilent Techonlogies gezielt 

verändert. Die Plasmide mit den veränderten Sequenzen wurden mit den Oligonukleotiden ∆  

fw und ∆  rev für pYX242-Mic60∆(485-492) und mit den Oligonukleotiden (RL)(GA) fw und 

(RL)(GA) rev für pYX242-Mic60(R485L)(G487A) direkt am ganzen Plasmid pYX242-Mic60FL 

amplifiziert. 

 

∆  fw:   5’- GGA TTT CGA TTC TGT TTA TGC ATC CAA CCT CAA CGA TGC -γ’ 

∆  rev:   5’- GCA TCG TTG AGG TTG GAT GCA TAA ACA GAA TCG AAA TCC -γ’ 
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(RL)(GA) fw: 5’- CGA TTC TGT TTA TGC ACT AGT CGC CGA TAA CTT GAG GG -γ’ 

(RL)(GA) rev: 5’- CCC TCA AGT TAT CGG CGA CTA GTG CAT AAA CAG AAT CG -γ’ 

 

b) Klonierung von pYX242-Mic60∆(494-540) 

Für Deletion des C-Terminus ab der Aminosäure 494 von Mic60, wurde aus dem 

Plasmid pYX242-Mic60FL mit den Oligonukleotiden Fcj1fo (Rabl et al., 2009) und +1 rev 

die verkürzte Version von Mic60 amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen NcoI und 

XhoI in den Vektor pYX242 kloniert. 

 

Fcj1fo             5’- CCC CCC ATG GCA ATG CGA AGA ACT ACT GCC TCA CG -γ’ 

+1 rev :           5’- CCC CCT CGA GTC AGG ATA CCC TCA AGT TAT CGC CGA CTC TTG C -γ’ 

 

c) Klonierung von pYX242-Mic27FL 

Mittels einer PCR aus genomischer DNS des Wildtyp Hefestamms Wγ0γα wurde der 

offene Leserahmen (OLR) von Mic27 mittels PCR mit den Oligonukleotiden Mic27 fw und 

Mic27 rev amplifiziert und über die zwei Restriktionsschnittstellen in den Vektor pYX242 

kloniert.   

 

Mic27 fw         5’- CCC CCC AAG CTT ATG GTA AAT TTT TAT GAT GAC GTG G -γ’ 

Mic27rev         5’ CCC CCC GAG CTC TCA TGC TTG CTC CAA CTT TTC ATA AAG C -γ’ 
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2.2 Methoden der Hefegenetik 

2.2.1 Verwendete Stämme von S. cerevisiae 

 

Tabelle 3: verwendete Hefestämme 

 

Stamm Genotyp Referenz 

W303 
MAT, ade2-1, his3-1,1,15 leu2,112 trp1 

ura23-53, kan1-100 

(Rothstein und 

Sherman, 1980) 

Δmic60 (W303) 
MAT, ade2-1, leu2,112 trp1 ura23-53, 

can1-100, FCJ1::his3MX6 
(Rabl et al., 2009) 

BY4742 MATα,  hisγΔ1, leuβΔ0,  lysβΔ0, uraγΔ0 Open Biosystems 

Δmic27 (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0 

MIC27::KANMX 
Open Biosystems 

Δmic26 (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0 

MIC26::KANMX 
Open Biosystems 

Δmic60 (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0 

MIC60::KANMX 
Open Biosystems 

Δmic10 (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0 

MIC10::KANMX 
Open Biosystems 

Δmic12 (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0 

MIC12::KANMX 
Open Biosystems 

Δmic19 (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0 

MIC19::KANMX 
Open Biosystems 

Δsu e (BY4742) 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0, 

SU E::KANMX 
Open Biosystems 

Δmic26/Δmic60 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0, 

MIC26::KANMX, MIC60::HIS3MX6 
Diese Arbeit 

Δmic27/Δmic60 
MATα, hisγΔ1, leuβΔ0, lysβΔ0, uraγΔ0, 

MIC27::KANMX, MIC60::HIS3MX6 
Diese Arbeit 
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2.2.2 Methoden der Kultivierung von S. cerevisiae 

Die Kultivierung von Hefezellen erfolgte nach den Protokollen von Guthrie und Fink [ 

(Guthrie and Fink, 1991). Flüssigkulturen wurden bei 150 rpm und 30 °C in einem Schüttler 

kultiviert, Kulturen auf Agarplatten wurden bei 30 °C in einem Brutschrank inkubiert. Als 

Kulturmedien dienten YPEG (nicht-fermentierbare Kohlenstoffquelle) oder YPD 

(fermentierbare Kohlenstoffquelle) (siehe 0). Wurden Hefestämme, die Plasmide mit 

Auxotrophiemarker enthielten, kultiviert wurden Selektivmedien ohne die entsprechenden 

Aminosäuren verwendet. Stammkulturen wurden bei  -80 °C  gelagert. Zellen von Agarplatten 

oder aus Flüssigkulturen wurden dafür in 15 % (v/v) Glyzerol resuspendiert. Diese Hefestämme 

aus diesen der Stammkulturen konnten dann jederzeit, wenn benötigt, auf die entsprechenden 

Agarplatten ausplattiert werden, und anschließend auch in Flüssigkulturen überführt werden. 

 

2.2.3 Deletion von Mic60 in haploiden Hefestämmen 

Bei den haploiden Stämmen Δmic60/Δmic26 und  Δmic60/Δmic27 (BY4742 

Hintergrund) wurde der OLR Mic60 in den Stämmen Δmic26 (BY4742) und Δmic27 (BY4742) 

über homologe Rekombination einer Deletionskassette des Mic60-Lokus deletiert. Mit Hilfe der 

Oligonukleotide Fcj1HIS3up und Fcj1HIS3rev (Rabl et al., 2009) wurde die Deletionskassette 

amplifiziert. Als Matrize diente das Plasmid pFA6a-His3MX6 (Wach et al., 1997). Das neu 

synthetisierte DNS-Fragment wurde zuerst über ein präparatives Agarose-Gel gereinigt und in 

den entsprechenden Hefestamm transformiert (siehe 0). Die Selektion erfolgte über 

Selektivmedium ohne Histidin. 

 

Fcj1HIS3up  5‘-AAA GGC ATA AGA ACG CAT TGA AAA GTC TAA AAA ACT AAT ATT CGT CGT 

ACG CTG CAG GTC GAC-γ‘ 

Fcj1HIS3rev 5‘- TTG AGG TGT AAT GAC GTA CAT CTC TTT TCT CTT TGT ATT ATT CTT ATC GAT 

GAA TTC GAG CTC-γ‘ 

 

2.2.4 Analyse des Wachstumsphänotyps  

Mit einem „Tüpfel-Test“ erfolgte die Analyse des Wachstumsphänotyps. Dafür wurde 

von einer mehrfach verdünnten, exponentiell gewachsenen Hefekultur die OD600 gemessen. 

Anschließend wurden 4 OD Zellen entnommen und bei 4000 g abzentrifugiert. Die in 1 ml 

sterilem Wasser aufgenommen Zellen wurden in fünfmal aufeinander folgende zehnfach- oder 

fünffach-verdünnt und jeweils 200 µl jeder Verdünnung in eine Mikrotiterplatte mit 96 
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Vertiefungen überführt. Mittels eines speziellen 96er Stempels wurden die Verdünnungsreihen 

auf YPD oder YPEG Platten übertragen. Nach zwei bis drei Tagen bei 30 °C oder 37°C  konnte 

das Wachstum der Zellen ausgewertet werden. Enthielten die getüpfelten Hefestämme Plasmide 

mit Auxotrophiemarker wurden die Zellen aufgrund des langsameren Zellwachstums auf 

Selektionsmedium nur fünffach verdünnt und danach auf ein entsprechendes Selektivmedium 

mit nicht-fermentierbarer oder fermentierbarer Kohlenstoffquelle gestempelt.  

 

2.3 Zellbiologische Methoden 

2.3.1 Präparation von Gesamtzellextrakten aus S. cerevisiae  

Durch alkalische Lyse erfolgte die Gewinnung der Gesamtzellextrakte aus S. cerevisiae 

(modifiziert nach (Yaffe und Schatz, 1984)). Von einer exponentiell wachsenden Hefekultur 

wurden 2 OD600 entnommen und eine Minute bei 16000 g in einer Tischzentrifuge pelletiert. 

Anschließend wurden die Zellen wurden mit 250 µl 50 mM Tris/HCl pH 8,0 vermischt und mit 

50 µl Aufschlusspuffer versetzt und gut gevortext. Nach einer 10 minütigen Inkubation auf Eis 

wurden die Proteine mit 220 µl 72 % (w/v) TCA gefällt wie (siehe 0) und in SDS-Probenpuffer 

aufgenommen.  

 

Aufschlusspuffer: 1,85 M NaOH; 7,4 % (v/v) -Mercaptoethanol; 20 mM PMSF 

 

2.3.2 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae  

Für die Präparation von Mitochondrien aus S. cerevisiae wurde eine Hefevorkultur bei 

30 °C bei 150 rpm geschüttelt und dreimal auf eine OD600 von 0,05-0,2 im entsprechenden 

Medium verdünnt. Bei einem sehr langsamen Zellwachstum wurden dem Medium noch 0,2 % 

(w/v) Glukose zum Medium gegeben. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht in die 

stationäre Phase übergehen. Die Hauptkultur von einem Liter wurde, entsprechend der 

Generationszeit des entsprechenden Hefestammes, auf eine OD600 von 0,05-0,3 angeimpft und 

über Nacht kultiviert. Die Zellen konnten beim Erreichen einer OD600 von 0,8-1,3 geerntet 

werden. Zellen ohne Plasmid wurden auf im Allgemeinen in YPEG kultiviert. Ein 

Selektivmedium wurde nur verwendet, wenn die Zellen ein Plasmid enthielten. Bei niedrigen 

Generationszeiten der Hefezellen wurde dem Medium 0,1 % (w/v) Glukose zugegeben. Die 

Isolation der Mitochondrien erfolgte nach einem adaptierten Protokoll von Daum (Daum et al., 

1982). Die Hefezellen wurden nach einer 5 minütigen Zentrifugation in einem JLA 8.100 Rotor 
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bei 4000 g geerntet, in Wasser resuspendiert in ein 50 ml Falcon überführt und wiederrum in 

einer X15-R Zentrifuge der Firma Allegra durch Zentrifugation bei 1500 g für 5 min 

zentrifugiert. Pro 1 g Nassgewicht wurden die Zellen anschließend in 2 ml DTT-Puffer 

resuspendiert und für 15 min bei 30 °C bei 150 rpm inkubiert. Die  Zellen wurden dann für 

5 min bei 1500 g zentrifugiert und mit pro 1 g Nassgewicht in 4 ml Sorbitolpuffer gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen wieder pro 1 g Nassgewicht in 4 ml Sorbitolpuffer 

resuspendiert. Außerdem wurde Zymolyase zugegeben (3 mg/ ml Sorbitolpuffer) und 60 

Minuten inkubiert. Die Zymolyase dient zur Zerstörung der Zellwände, es bilden sich 

Sphäroblasten, die durch das Sorbitol osmotisch stabilisiert werden. Die Sphäroblastenbildung 

ist komplett wenn eine schnelle Abnahme der OD600 auf ca. 10-20 % des Ausgangswerts 

beobachtet werden kann. Die Sphäroblasten konnten dann für 5 min bei 1500 g sedimentiert 

werden und einmal mit Sorbitolpuffer gewaschen werden. Das Sediment wurde dann pro 1 g 

Nassgewicht in 6 ml eiskaltem NMIB aufgenommen. Auch alle weiteren Schritte wurden auf 

Eis oder bei 4 °C durchgeführt. Der Zellaufschluss erfolgt durch maximal 50-maliges 

Homogenisieren in einem Dounce-Glashomogenisator. Nicht aufgeschlossene Zellen, 

Zellfragmente und Zellkerne konnten dann anschließend durch einen Zentrifugationsschritt für 

5 min bei 3000 g abgetrennt werden. Die Mitochondrien wurden durch eine Zentrifugation bei 

10250 g für 10 min im JA25-Rotor aus dem Überstand abzentrifugiert. Die so gewonnene 

mitochondriale Fraktion wurde in etwa 1 ml NMIB-Puffer aufgenommen. Nach Bestimmung 

der Proteinkonzentration nach Bradford konnten die Mitochondrien mit NMIB–Puffer auf eine 

Konzentration von 10 mg/ml verdünnt werden. Diese Suspension wurde dann in Aliquots von 

100 µl-1 mg portioniert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

 

DTT-Puffer.       10 mM DTT; 100 mM Tris/HCl pH 9,4 

Sorbitolpuffer:    1,2 M Sorbitol 

NMIB Puffer:     0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES pH 7,4; 5 mM MgCl2; 50 mM KCl; 100 mM KOAc; 2 m PMSF 

 

 

2.3.3 Subfraktionierung von Hefezellen aus S. cerevisiae  

Die Subfraktionierung von Hefezellen erfolgte adaptiert nach dem Protokoll von Caplan 

und Douglas (Caplan und Douglas, 1991). Dafür wurden Hefezellen, im entsprechenden 

Medium wie in 2.3.2 beschrieben kultiviert und die Zellen mit Zymolyase zu Sphäroblasten 

verdaut. Danach wurden auch hier die Sphäroblasten mit einem Dounce-Homogenisator 

aufgebrochen. Nun wurde zuerst eine Probe entnommen (Gesamtzellprotein) und mit Laemmli 
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Probenpuffer versetzt, die Restliche Probe wurde 5 min bei 4°C in einer Tischzentrifuge X15-R 

der Firma Allegra bei 3000 g und 4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen, der 

Überstand in einem JA25-Rotor bei 10250 g und 4°C für 30 min zentrifugiert. Der Überstand, 

die zytosolische Fraktion wurde mit TCA (2.4.2) gefällt und mit Laemmli Probenpuffer 

versetzt. Das Sediment wurde zweimal mit HS-Puffer gewaschen und ebenfalls mit Laemmli 

Probenpuffer versetzt. Mittels SDS-PAGE (siehe 0), auf eine Nitrozellulosemembran (siehe 0) 

und Western Blot (siehe 0) wurden die Proben analysiert. 

 

2.3.4 Generierung von Mitoplasten durch osmotische Schwellung 

Die mitochondriale Außenmembran wird in dieser Methode durch osmotisches 

Schwellen aufgebrochen. Dafür wurden die Mitochondrien in kaltem H-Puffer gelöst. Durch 

eine Inkubation mit 200 µg/ml Proteinase K auf Eis wurden Proteine des Intermembranraums 

verdaut. Die Proteolyse wurde nach 25 Minuten durch die Zugabe von 2 mM frisch 

angesetztem PMSF und einer fünf minütigen Inkubation auf Eis beendet. Danach wurden die 

Mitoblasten durch Zentrifugation für 10 min bei 16000 g und 4 °C pelletiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Sediment in HS-Puffer aufgenommen werden. Durch das Fällen der 

Mitoplasten mit TCA (siehe 0) wurde die Proteinase K inaktiviert. Die Proben wurden dann in 

SDS-Probenpuffer aufgenommen, 5 min bei 95 °C inkubiert und mittels SDS-PAGE (siehe 0) 

und Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran (siehe 0) mittels Western Blot (siehe 0) 

analysiert werden. Als Negativkontrollen dienten Proben die nur in HS-Puffer gelöst wurden 

oder nicht mit Proteinase K behandelt wurden. 

 

HS–Puffer: 0,6 M Sorbitol; 20 mM HEPES pH 7,4;  

H-Puffer: 20 mM HEPES pH 7,4 

 

2.3.5 Alkalische Extraktion und von Proteinen aus mitochondrialen Membranen 

Durch alkalische Extraktion und Salzextraktion lassen sich lösliche und peripher an die 

Membran assoziierte Proteine von integralen Membranproteinen unterscheiden (Fujiki et al., 

1982). Um eine osmotische Rupturierung der Mitochondrien zu Erreichen wurden 100 µg 

aufgereinigte Mitochondrien in H-Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml verdünnt und mit 

dem gleichen Volumen 0,2 M Na2CO3 oder mit 2M NaCl-Lösung in H-Puffer vermischt. Nach 

einer 30 minütigen Inkubation auf Eis wurden im Anschluss die Proben für 30 min bei 4°C und 

16000 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die im Überstand enthaltenen Proteine wurden 
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mit TCA gefällt (2.4.2) und in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Auch die sedimentierte 

Membran-Fraktion wurde in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse der jeweils 

gleichen Mengen (bezogen auf das Ausgangsmaterial) der beiden Fraktionen erfolgte mittels 

SDS-Polyacrylamidelektrophorese (2.4.3.1), Western-Blot (2.4.6) und Immundetektion (2.5.4). 

 

2.3.6 Fluoreszenzmikroskopie 

Um die Morphologie des mitochondrialen Netzwerks in lebenden Hefezellen sichtbar zu 

machen, wurde in den betreffenden Zellen, mitochondrial lokalisiertes GFP (mtGFP) 

exprimiert. Diese Zellen wurden mit Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Um einen Eindruck 

des ganzen Netzwerks in den einzelnen Zellen zu gewinnen wurden mit einem 

Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica (TCS SP5), mit einem Argonlaser 488 und einer 

Anregung von 500-550 nm Bilderserien in der z-Ebene aufgenommen. Zur Auswertung wurden 

dann die Bildserien der mitochondrialen Netzwerke pro Zelle mit der Software ImageJ (Wayne 

Rasband, National Institute of Health, USA) zu einzigem Bild zusammengefasst.  

 

2.3.7 Chemische Fixierung von Hefezellen 

Für die elektronenmikroskopische Analyse von Hefezellen müssen diese zuerst fixiert 

werden. Dazu wurde eine Vorkultur, die  mindestens dreimal auf eine OD600 zwischen 0,1 und 

0,2 verdünnt wurde verdünnt. Die 50 ml Hauptkultur wurden bis zu einer OD600 zwischen 0,5 

bis 0,8 kultiviert und durch Zentrifugation für 5 min bei 1500 g und 30 °C geerntet. Besonders 

wichtig war es, zuvor den pH-Wert des Kulturmediums zu bestimmen. Das Zellsediment wurde 

dann sehr vorsichtig in 10 ml auf 30 °C temperiertem Fixierungspuffer, dessen pH-Wert dem 

des Kulturmediums entsprach, resuspendiert und eine Stunde bei 30 °C inkubiert. Anschließend 

wurden die fixierten Zellen zweimal wiederrum sehr vorsichtig mit 10 ml Citratpuffer 

gewaschen und für 5 min bei 3000 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann vorsichtig in 

Citratpuffer aufgenommen und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Hierbei war zu 

beachten, dass Luftblasen vermieden wurden. Dafür wurde das Reaktionsgefäß randvoll mit 

Citratpuffer gefüllt. Die Zellen wurden zur Lagerung 1 min bei 9000 g in einer Tischzentrifuge 

zentrifugiert und bei 4°C aufbewahrt. 

Fixierungspuffer: 50 mM Zitronensäure; 50 mM Natriumcitrat; 4 % (v/v) Formaldehyd; 0,5 % (v/v)  

                              Glutaraldehyd 

Citratpuffer:          50 mM Zitronensäure; 50 mM Natriumcitrat 
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2.3.8 Kryo-Elektronenmikroskopie nach Tokuyasu 

Die Elektronenmikroskopie von Kryoschnitten chemisch fixierter Hefezellen wurde 

erfolgte nach der Methode von Tokuyasu (Tokuyasu, 1989) Die fixierten Zellen (siehe 0) 

wurden zuerst mit PBS gewaschen und dann für 2 h bei 30 °C mit 25 % Polyvinylpyrrolidon 

(K15/MW 10000) in 1,6 M Saccharose infiltriert. Je 2-5 µl der Zellsuspension, wurden auf 

Probenhalterungen aus Aluminium getropft und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die 

Kryoschnitte wurden bei -110 °C, mit dem Ultramikrotom UC6 (Leica, Wetzlar), auf welches 

ein Tieftemperaturschneidesystem EM FCS6 (Leica, Wetzlar) montiert war, angefertigt. Vorher 

musste die Probe allerdings mit einem Diamant Trimmmesser mit einem Messerwinkel von 45 

°C der Firma Diatome getrimmt werden. Danach konnten die ultradünnen Schnitte mit einem 

Messer mit einer Diamantklinge von 35 °C der Firma Diatome und einer langsamen Schneide 

Geschwindigkeit hergestellt. Die ultradünnen Kryoschnitte von etwa 50-80 µm wurden danach 

auf Formvar-Kohlenstoff-beschichte Kupfernetzchen (200-400 Maschen, hexagonal, Plano 

GmbH) mittels einer in Polyvinylpyrrolidon (K15/MW 10000) in 1,6 M Saccharose getränkte 

Draht-Öse überführt. Die Kupfernetzchen wurden dann fünfmal mit PBS gewaschen. Dabei 

wurden die Netzchen mit ihrer beschichteten Seite nach unten auf einem Flüssigkeitstropfen 

gelegt. Am Schluss wurden die Schnitte mit einer 1:1-Mischung aus 3 % Silikowolframat und 

2,5 % Polyvinylalkohol kontrastiert und stabilisiert. Die Analyse erfolgte mittels des 

Transmissions-Elektronenmikroskops EM 208S, FEI und der Kamera A1kx1k, slow-scan 

TVIPS. 

Die quantitative Auswertung der EM-Aufnahmen erfolgte durch die Software ImageJ 

(Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Hierfür wurden die Verhältnisse des 

Cristaeoberfläche zum Umriss der Außenmembran zusammen mit der inneren Grenzmembran 

(IBM: inner boundary membrane) bestimmt. 

 

2.3.9 Kryopräparation isolierter Mitochondrien und EM Tomographie 

Die Kryopräparation und EM Tomographie der Mitochondrien wurde von Dr. Karen 

Davies durchgeführt und erfolgte mit kleinen Abweichungen, wie von Davies und Koautoren 

beschrieben (Davies et al., 2012b). Dafür wurden die isolierten Mitochondrien (2.3.2) zuerst 

mit Trehalose Puffer gewaschen und 1:1 mit Goldpartikeln die mit Protein A konjugiert sind (6 

nm Goldpartikel der Firma Aurion), die später als Marker dienten vermischt. Danach folgte mit 

3 µl der Suspension sofort das „Plunge-Freezing“. Dabei werden die Proben auf einem 

Probenhalternetzchen (300 Maschen) in flüssigem Ethan getaucht. Die Proben wurden an einem 
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FEI Polara Mikroskop in Serien bei einer Vergrößerung von 41 34 K oder bei 300 kV 

(Pixelgröße: 0.576 and 0.7090 nm, Defokus: 8 μm)  aufgenommen. Dabei wurden Serien der 

Probe in 1,5 ° Schritten in einem Gesamtwinkel von 60 ° dokumentiert. Die verwendete 2x2k 

CCD (GIF Tridiem 863) Kamera stammte von der Firma Gatan. Die einzelnen Bilder der 

Serien wurden mit der Software IMOD Package an den Goldpartikeln ausgerichtet (Kremer et 

al., 1996). Mit nicht-linearer anisotroper Diffusion wurde Kontrast der Bilder erhöht (Frangakis 

und Hegerl, 2001) und die Bilder mit dem Programm AMIRA (FEI company, Niederlande) 

manuell segmentiert. 

 

Trehalose Puffer:  250 mM Trehalose, 10 mM Tris-HCl pH 7,4 

 

2.4 Proteinchemische Methoden 

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 

Die Methode nach Bradford diente zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

(Bradford, 1976). Dafür wurden die Proben in 1 ml einer 1:5-Verdünnung des BioRad-

Proteinassay–Reagenz (BioRad, München) in Wasser vermischt und 10 min bei RT im Dunkeln 

inkubiert. Die Adsorption wurde danach bei 595 nm bestimmt. Zur Berechnung der 

Proteinkonzentration der Probe, wurde zeitgleich mit dem Protein BSA eine Eichgerade erstellt. 

 

2.4.2 Fällung von Proteinen mit Trichloressigsäure  

Durch das Zufügen 72 % (w/v) Trichloressigsäure (TCA) auf eine Endkonzentration 

von 12 % (w/v) präzipitieren Proteine. Die Inkubationszeit auf Eis betrug von 15 min. Die 

gefällten Proteine wurden dann für 10 min bei 16000 g und 4 °C pelletiert. Um Lipide 

abzutrennen wurde mit eiskaltem Aceton (-20 °C) gewaschen. Das Präzipitat wurde bei 37 °C 

an der Luft getrocknet und in SDS-Probenpuffer (siehe 0), der 10 mM Tris/Base enthielt, 

resuspendiert, 5 min bei RT geschüttelt und 5 min bei 95 °C inkubiert. 

 

2.4.3 Gelelektrophorese 

2.4.3.1 SDS–Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS–PAGE) 

Um denaturierte Proteine ihrer Größe nach aufzutrennen wurden diese einer vertikalen 

diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli 
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(Laemmli, 1970) unterzogen. Die Gele waren zwischen 1 mm bis 1,5mm dick und wurden 

zwischen Glasplatten mit den Maßen 160 x140 mm gegossen. Alternativ wurde auch das Mini 

Protean
®

3 System (1mm) der Firma BioRad benutzt. Die Endkonzentration von 

Acrylamid/Bisacrylamid variierte, je nach Molekulargewicht der Proteine zwischen 

8 %/0,13 % (w/v) und 16 %/0,23 % (w/v). Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf 

das Gel zur Denaturierung mit SDS-Probenpuffer versetzt und je nach Probe während 5 min bei 

65 °C oder 95°C erhitzt. Zur Kontrolle des Molekulargewichts wurden vorgefärbte (BioRad, 

München) Größenstandards verwendet. Bei 30 mA für etwa 2,5-3 Stunden bei RT aus dem 

erfolgte die Elektrophorese. Anschließend wurden die Proteine auf Nitrozellulose transferiert 

oder in den Gelen mit Coomassie oder Silber gefärbt. 

 

Trenngel:  8-18 % (w/v) Acrylamid; 0,13-0,23 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS;  

      0,1 % (w/v) APS; 0,03 % (v/v) TEMED; 375 mM Tris/HCl; pH 8,8 

Sammelgel:              5 % (w/v) Acrylamid; 0,08 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS; 0,05 % (w/v) 

      APS; 0,1 % (v/v) TEMED; 60 mM Tris/HCl; pH 6,8 

Laufpuffer:      380 mM Glyzin; 0,1 % (w/v) SDS; 50 mM Tris/HCl; pH 8,3 

SDS-Probenpuffer:  2 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) -Mercaptoethanol; 10 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (w/v) 

Bromphenolblau; 60 mM Tris/HCl; pH 6,8 

 

2.4.3.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese isolierter Mitochondrien 

Die Blaue Nativ-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE) wurde verwendet, um 

native Proteinkomplexe gemäß ihrer Größe aufzutrennen (Schägger und Jagow, 1991; Wittig et 

al., 2006). Mit Hilfe eines Gradientengießers wurden die linearen Gradientengele hergestellt. In 

dieser Arbeit wurden ausschließlich 3-13 % oder 3-18% Gradientengele verwendet. Pro 

Gelspur wurde eine Gesamtproteinkonzentration von 200-400 µg aufgetragen. Die Aliquots 

isolierter Mitochondrien wurden zuerst auf Eis aufgetaut und 30 min auf Eis in 

Solubilisierungspuffer mit Digitonin im Verhältnis Digitonin/Protein (w/w) zwischen 0,5 und 3 

inkubiert. Nicht-solubilisiertes Material wurde anschließend durch eine Zentrifugation für 

20 min bei 16000 g und 4 °C abgetrennt. Der Überstand wurde vor dem Auftrag mit einem 

Zehntel Probenpuffer und 5% (w/v) Serva Blau G im Verhältnis 1:8 zur eingesetzten Menge an 

Digitonin versetzt. Die Elektrophorese erfolgte 3-4 h bei 20 mA, 65 V bei 4 °C. Dabei ist noch 

anzumerken, dass der verwendete Kathodenpuffer 0,02 % Serva Blau G enthielt. Beendet 

wurde die Elektrophorese jeweils, wenn der blaue Farbstoff aus dem Kathodenpuffer durch aus 

dem Gel in den farblosen Anodenpuffer ausgelaufen war.  
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Sollte im Anschluss die In-Gel-ATPase Aktivität der aufgetrennten Proteinkomplexe 

bestimmt werden wurde grundsätzlich immer eine CN-PAGE durchgeführt. Hier hängt die 

Wanderungsgeschwindigkeit vom isoelektrischen Punkt des jeweiligen Komplexes und dem 

aktuellen pH-Wert im Gel ab. Diese Methode ist allerdings nicht so stringent wie die BN-

PAGE und die Proteinkomplexe laufen nicht sehr präzise, da die Elektrophorese komplett ohne 

Coomassie erfolgt. Hier ist die Elektrophorese beendet wenn der rote Farbstoff des 

Probenpuffers aus dem Gel ausgelaufen ist.  

 

3 %-Acrylamidlösung 2,9  %  (w/v) Acrylamid;  0,1 % (w/v) Bisacrylamid; 500  mM 6-Aminocaprosäure; 50 

mM Tris/HCl; pH 7,0; 0,0γ % (v/v) APS; 0,γ ‰ (v/v) TEMED 

13 %-Acrylamidlösung     12,6 % (w/v) Acrylamid; 0,4 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6- 

       Aminocarponsäure; 3 g Glycerol; 50 mM Tris/HCl; pH 7,0; 0,03 % (v/v) 

       APS; 0,γ ‰ TEMED; 50 mM  

18 %-Acrylamidlösung 17,4 % (w/v) Acrylamid; 0,6 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6-Aminocarponsäure; 

 3 g Glycerol; 50 mM Tris/HCl; pH 7,0; 0,0γ % (v/v) APS; 0,γ ‰ TEMED 

2,5 % Sammelgel 2,41 % (w/v) Acrylamid; 0,09 % (w/v) Bisacrylamid; 500 mM 6-Aminocarponsäure; 3 g 

Glycerol; 50 mM Tris/HCl; pH 7,0; 0,0γ % (v/v) APS; 0,γ ‰ TEMED 

Kathodenpuffer BNE 50 mM Tricin; 0,02 % Serva Blau G; 15 mM Tris/HCl; pH 7 

Kathodenpuffer CNE 50 mM Tricin; 15 mM Tris/HCl; pH 7 

Anodenpuffer  50 mM Tris/HCl; pH 7,0 bei 4 °C 

Probenpuffer  50% (v/v) Glycerin, 0,1% (v/v) Ponceau   

Solubilisierungspuffer  50 mM NaCl; 50 mM Imidazol/HCl pH 7, 0,2 mM Aminocarponsäure, 1 mM EDTA 

Kathodenpuffer, farblos 50 mM Tricin; 15 mM Tris/HCl; pH 7,0 

 

2.4.3.3 Native Large-Pore-Polyacrylamidgelelektrophorese isolierter Mitochondrien 

Die Native Large-Polyacrylamidelektrophorese (LPE) kann Proteinkomplexe über 500 

kDa auftrennen (Strecker et al., 2010). Die Besonderheit bei diesen Gelen ist, dass in den 

Gellösungen mehr Bisacrylamid vorhanden ist, um die Gelporen zu vergrößern. Das 

Puffersystem ist das gleiche wie der BN-PAGE (2.4.2.3). Aber hier werden zwei verschiedene 

Acrylamidgellösungen mit unterschiedlichen Anteilen an Bisacrylamid verwendet. Auch hier 

wurden lineare 3-9% Gradientengele mit Hilfe eines Gradientengießers hergestellt. Ansonsten 

waren Solubilisierung der Mitochondrien und die restliche Durchführung wie bei der 

klassischen BN-PAGE. 

 

2,5 % Sammelgel 1,86 % (w/v) Acrylamid; 25% (w/v) Bisacrylamid;, 25 mM Imidazol/HCl pH 7,0;  

0,5 M Aminocarponsäure; 50 mM Tris/HCl; pH 7,0;  0,03 % (v/v) APS;  
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0,γ ‰ TEMED 

3%  Acrylamidlösung 2,4 % (w/v) Acrylamid;  20% (w/v) Bisacrylamid;  25 mM Imidazol/HCl  pH 7,0;  

0,5 M Aminocarponsäure; 50 mM Tris/HCl; pH 7,0;  0,03 % (v/v) APS;  

0,γ ‰ TEMED  

9%  Acrylamidlösung 8,28 % (w/v) Gesamtacrylamid; 8 % (w/v) Bisacrylamid; 25 mM Imidazol/HCl   

pH 7,0; 50 mM Tris/HCl; pH 7,0; 0,5 M Aminocarponsäure, 0,03 % (v/v) APS;  

0,γ ‰ TEMED 

 

2.4.3.4 Tricin-SDS-PAGE 

Die Tricin-SDS-PAGE nach Schägger (Schägger und Jagow, 1991; Schägger, 2006) 

wurde als Alternative zur klassischen SDS-Gelelekrophorese nach Laemmli (siehe 2.4.3.1) 

verwendet. Bei dieser Methode werden besonders kleine Proteine besser aufgetrennt. Auch zur 

Analyse von nativen Proteinkomplexen zur Auftrennung in der zweiten Dimension, nach einer 

BN-PAGE, wurde diese Methode verwendet. Hierfür wurden zur Präparation der Gele wurde 

die Gelspur der ersten Dimension auf dem auspolymerisierten Tricin-Trenngel gelegt. Um das 

perfekte Einwandern der Proteine in das Tricin-Trenngel zu garantieren, dürfen keine 

Luftblasen zwischen dem Nativgel-Streifen und dem Tricin-Gel vorhanden sein. Die 

Elektrophorese erfolgte über Nacht bei 15 mA bis zum Auslaufen der Blaufront. Anschließend 

wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert wie unter 0 beschrieben. 

 

12 % Tris-Tricin-Gel 11,6 % (w/v) Acrylamid; 0,4 % (w/v) Bisacrylamid; 0,1 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) 

Glycerol; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 ‰ TEMED; 1 M Tris/HCl pH 8,45 

16% Tris-Tricin-Gel 15,5 % (w/v) Acrylamid; 0,5 % (w/v) Bisacrylamid;  0,1 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) 

Glycerol; 0,03 % (v/v) APS; 0,3 ‰ TEMED; 1 M Tris/HCl pH 8,45 

Anodenpuffer  22,5 mM HCl; 100 mM Tris/HCl pH 8,9 

Kathodenpuffer  100 mM Tricin; 0,1 % (w/v) SDS; 100 mM Tris; pH ~ 8,25 

 

2.4.3.5 BNE/LPNE-Komplexom Analyse 

Die Komplexom Analyse diente zur Bestimmung der quantitativen Verteilung von 

nativen Proteinkomplexen in einer BN-PAGE oder LPE-PAGE (Heide und Wittig, 2013). 

Dafür wurden zuerst wie nach der 2.4.3.2 und 2.4.3.3 beschrieben Vorgangsweise 100 µg 

Mitochondrien mit Digitonin solubilisiert und die Proteinkomplexe mit nativer Elektrophorese 

in 3-13% Gradientengelen und 3-9% großporigen Gelen getrennt. Die nativen Gele wurden 

fixiert, mit Coomassie gefärbt und mehrfach mit Wasser gewaschen. Der folgende 

Probenpräparation für die massenspektrometrischen Analyse erfolgte im Prinzip nach dem 
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Protokoll von Collins (Collins und Choudhary, 2008). Die Gelspuren wurden dann in Richtung 

des Gradienten in 60 einzelne Streifen (Fraktionen) geschnitten, jede Fraktion weiter mit einer 

Klinge zerkleinert und in eine Filterplatte mit 96 Vertiefungen der Firma PALL (30-40µm 

PP/PE, Pall Corporation) übertragen. Die Gelstücke wurden zweimal mit 50 % (v/v) Methanol 

in AHC Puffer entfärbt. Die Flüssigkeiten wurden dabei jeweils durch zweiminütige 

Zentrifugation bei 1500 rpm entfernt. Die Gelstücke wurden anschließend 60 Minuten in 5 mM 

DTT in AHC Puffer inkubiert, und nach einer anschließenden Zugabe von 30 mM Iodacetamid 

noch einmal 45 Minuten inkubiert. Zur Dehydration wurde pro Vertiefung in der Platte 85 µl 

Acetonitril zugegeben und die Lösung wieder mit einer Zentrifugation entfernt. Danach wurden 

die Gelstücke bis sie sich wieder völlig aufgesaugt hatten in einer Lösung mit 5 ng/ml Trypsin, 

10% (v/v) Acetonitril, 1 mM CaCl2, 0.01% Protease Max (Promega) in AHC Puffer für etwa 30 

min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Gelstücke komplett mit AHC Puffer bedeckt 

und die Proteine über Nacht bei 37 °C verdaut. Die Peptide wurden 45 Minuten in 30% 

Acetonitril, 3% Ameisensäure eluiert, mit Zentrifugation in eine neue Platte mit 96 

Vertiefungen überführt, und in der Speedvac getrocknet. Die Peptide wurden dann in 4 % (v/v) 

Acetonitril und 0,5 % Ameisensäure gelöst und anschließend massenspektrometrisch analysiert. 

Es wurde für die Analyse der mit BNE getrennten Komplexome die massenspektrometrische 

Anlage bestehend aus einem Nano- Hochleistungsflüssigkeitschromatographen (englisch: high 

performance liquid chromatography, HPLC) Agilent1200 und dem Massenspektrometer (MS) 

LTQ/Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Peptide wurden zunächst auf einer 

Vorsäule mit C18 Chromatographiematerial aufkonzentriert und dann über eine analytische 

nano-Säule (10 cm lang, Durchmesser 75 µm gepackt mit 3 µm C18-Umkehrphasenmaterial) 

getrennt. Der 60-minütige Gradient reichte dabei von 5% Acetonitril, 0.1% Ameisensäure bis 

50% Acetonitril, 0.1% Ameisensäure gefolgt von einem 5-minütigen Waschschritt mit 90% 

Acetonitril, 0.1% Ameisensäure und der Reequilibrierung der Säule mit 4% Acetonitril, 0.1% 

Ameisensäure. Die Large-Pore Gel getrennten Komplexe wurden auf dem Q-Exactive Plus 

Massenspektrometer gekoppelt mit der nano-HPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific) 

gemessen. Bei diesem schnelleren System wurde jedes einzelne Gelfragment jedoch nur mit 

einem 30 minütigen Gradienten gemessen. Die Rohdaten des Massenspektrometers wurden mit 

der Software MaxQuant (1.5.0.30) ausgewertet, die Peptide und Proteinidentifikation erfolgte 

mit dem Referenz-Proteom-Set von S. cerevisiae (Version vom 17. Januar 2015 von 

Uniprot.org, mit 6741 Einträgen). Die Daten konnten dann mit der Software NOVA geklustert 

(Giese et al., 2015) und kalibriert und mit Microsoft Excel analysiert werden. 
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AHC Puffer 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat 

 

2.4.4 Proteintransfer auf Nitrozellulose- und PVDF-Membranen (Western-Blot) 

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch nachzuweisen 

zu können, wurden sie nach dem Halbtrockenverfahren aus dem Gel auf Nitrozellulose- oder 

PVDF-Membranen transferiert (Towbin et al., 1979). Das Gel, die Membran und das Whatman 

Filterpapier wurden vor dem Transfer in Blot-Puffer äquilibriert. PVDF-Membranen müssen 

vorher kurz in Methanol geschwenkt und anschließend mit entsalztem Wasser gewaschen 

werden.  

Für das Verfahren wurden Graphitelektroden verwendet. Auf der Kathode wurden 

zuerst zwei Lagen Filterpapier, das Gel, die Membran, und dann wieder zwei weitere Lagen 

Filterpapier platziert. Letztere wurde mit der Anode abgedeckt. Die Proteine wurden in der 

Regel 1,5 h bei 200 mA auf die Membran transferiert. Bei kleinen Proteinen mit einem 

Molekulargewicht unter 20 kDa endete der Transfer bereits nach 60 min. Bei 1,5 mm dicken 

Gelen und Tricin-Gelen betrug die Transferzeit bis zu 3 h. Die Proteine wurden nach dem 

Transfer durch die Färbelösung Ponceau S unspezifisch angefärbt. Die überschüssige 

Färbelösung wurde durch mehrmaliges Waschen mit entsalztem Wasser entfernt. Danach 

konnte die Membran an der Luft getrocknet werden. 

 

Blot-Puffer  20 mM Tris; 150 mM Glyzin; 20 % (v/v) Ethanol; 0,02 % (w/v) SDS 

Ponceau S-Färbelösung  0,2 % (w/v) Ponceau S in 5 % (w/v) Eisessig 

 

2.4.5 Coomassie-Färbung 

Die Coomassie-Färbung dient dazu, elektrophoretisch aufgetrennte Proteine im Gel zu 

visualisieren. Die Gele färbten sich je nach Dicke des Gels etwa nach 30 min bis 1 h in 

Färbelösung komplett blau. Anschließend wurde, bis der Hintergrund sich entfärbt und die 

einzelnen Proteinbanden in gewünschter Intensität sichtbar wurden, mit Entfärber gewaschen. 

Das Gel konnte dann in deionisiertem Wasser gelagert werden. 

  

Färbelösung 10 % (v/v) Essigsäure; 30 % (v/v) Methanol; 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250 

Entfärber  10 % (v/v) Essigsäure; 40 % (v/v) Methanol 
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2.4.6 Silberfärbung 

Die Silberfärbung erfolgte dazu, auch schwach exprimierte elektrophoretisch 

aufgetrennte Proteine im Gel sichtbar zu machen (Blum, 1987; Rais, 2004). Zuerst wurden die 

Gele 30 min mit Fixierlösung inkubiert und danach zweimal 30 min gewässert. Danach folgte 

eine 30 minütige Sensiierung in einer Lösung mit 0,005% (w/v) Na2S2O3 bevor das Gel 30 min 

in einer 0,1% (w/v) Silberlösung inkubiert wurde. Das überschüssige Silber wurde anschließend 

kurz weggewaschen, dann wurde das Gel in der Entwicklerlösung vorsichtig geschwenkt. Je 

nach aufgetragener Proteinkonzentration  konnte die Entwicklung 1-10 min dauern. Die 

Färbung wurde bei erlangen des gewünschten Ergebnisses mit einer Lösung 50mM EDTA 

gestoppt. Das Gel wurde dann in deionisiertem Wasser gelagert. 

 

Fixierlösung  50 % (v/v) Methanol; 10%  (v/v) Essigsäure 

Entwicklerlösung  0,036% (w/v) Formaldehyd; 2% (w/v) Na2CO3 

 

2.4.7 In-Gel-ATPase Aktivität  

Wie von Zerbetto und Koautoren beschrieben (Zerbetto et al., 1997) wurden die nativen 

Komplexe der F1FO-ATP Synthase in CNE-Gelen sichtbar gemacht. Nach der Elektrophorese 

wurden die Gele in Aktivitätspuffer geschwenkt. Die Inkubationszeit konnte bis zu 12 h 

betragen. Wenn die Proteinbanden die richtige Intensität erreicht hatten wurde die Reaktion mit 

EDTA-Lösung gestoppt und das Ergebnis mit Fixierlösung konserviert. 

 

Aktivitätspuffer  0,2% (w/v) Pb(NO3)2; 14 mM MgCl2; 8 mM ATP; 35 mM Tris/HCl pH 8,3; 270 mM 

Glyzin/NaOH  pH 8,3 

 

2.4.8 Chemische Quervernetzung von Proteinen 

Proteine, die in engem räumlichen Kontakt miteinander stehen, können mit chemischen 

Quervernetzern kovalent verknüpft werden. Man unterscheidet grob zwischen 

membrangängigen und membranundurchgängigen Quervernetzern sowie homobi- funktionalen 

und heterobifunktionlanen Quervernetzern. Für die Quervernetzung wurden isolierte 

Mitochondrien in einer Proteinkonzentration von 1mg/ml in HS-Puffer resuspendiert. Die 

Proben wurden für 30 min mit dem entsprechenden Quervernetzter der Firma Pierce in einer 

Endkonzentration von 400 µM auf Eis inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Probe nur 

mit DMSO versetzt. Danach wurde die Reaktion mit 100 mM Glyzin, pH 8 gestoppt. Nach 
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einmaligem Waschen mit HS-Puffer wurden die Proben mit Laemmli-Probenpuffer versetzt 

und mittels SDS-Polyacrylamidelektrophorese (2.4.3.1), Western-Blot (2.4.6) und 

Immundetektion (2.5.4) analysiert. 

 

2.5 Immunologische Methoden 

2.5.1 Erzeugung polyklonaler Antikörper 

Die verwendeten spezifischen Antikörper stammen aus polyklonalen Antiseren aus 

Kaninchen, die mit dem C-terminalen Peptiden N H 2 - C I R Y A R E Q L Y E K L E Q A -

C O O H  für Mic27 (Aminosäuren 219 bis 233, diese Arbeit) oder dem Peptid N H 2 -

C E G D A I F R S S A G L R S S K V - C O O H  für Mic10 (Aminosäuren 80 bis 96) (von der 

Malsburg et al., 2011), immunisiert wurden. Die Peptide tragen zusätzlich noch je einen 

Cystein-Rest am Aminoterminus um sie an eine Affinitätsmatrix koppeln zu können. Für die 

Erzeugung der Antiseren in Kaninchen wurden von der Firma Pineda Antiköperservice (Berlin) 

beauftragt. Dies beinhaltete die Epitopanalyse (im Falle von Mic27), die Peptidsynthese und 

Kopplung des Peptids an den Proteincarrier Keyhole limpet haemocyanin (KLH) und die 

Immunisierung der Kaninchen. Für Mic27 wurde ebenfalls, mit dem gleichen oben genannten 

C-terminalen Peptid ein polyklonales Antiserum aus Huhn bei der Firma Dabio in Auftrag 

gegeben. Auch hier wurden alle Schritte der Antikörpererzeugung von der Beauftragten Firma 

übernommen, nur in diesem Fall wurden nicht Blutseren gesammelt sondern gesammelte IgG 

Fraktionen von den gelegten Eiern der immunisierten Tieren.  

 

2.5.2 Kovalente Kopplung synthetischer Peptide an Sulfolink Coupling Gel (Pierce) 

Um im Western Blot und bei Immunpräzipitationen Kreuzreaktionen zu minimieren 

wurden die Peptidantikörper einer Affinitätsreinigung unterzogen. Da die Aminotermini, der für 

die Immunisierung verwendeten Peptide jeweils mit einem Cysteinrest gekoppelt waren, 

konnten diese an eine Affinitätsmatrix Sulfolink Coupling Gel (Pierce) gekoppelt werden. Pro 

Ansatz wurden jeweils 1 ml Gelbettvolumen verwendet. Zuerst erfolgte eine Äquilibrierung der 

Gelmatrix mit dem Verhältnis Bindepuffer:Säulenvolumina 6:1. Dann wurde das Peptid an die 

Säule gekoppelt. Hierfür wurden 10 mg des zu koppelten Peptids in 1 ml Bindepuffer gelöst 

und 1 h bei RT inkubiert. Nachdem sich die Affinitätsmatrix nach 30 min abgesetzt hatte, 

konnte die überschüssige Flüssigkeit abgelassen und die Säule mit 3 Säulenvolumina 

Kopplungspuffer gewaschen werden. Zur Absättigung noch freier Bindungsstellen wurde das 



  Material und Methoden  

 

58 

 

Säulenmaterial in 1 ml Kopplungspuffer, der 50 mM Cystein enthielt 1h inkubiert. Danach 

wurde die Gelmatrix noch mit 16 Säulenvolumina an 1 M NaCl und 16 Säulenvolumina an 10 

mM Tris/HCl pH 7,5 gewaschen. Zur Lagerung wurde die Säule in 10 mM Tris/HCl pH 7,6 mit 

0,02 % (w/v) Natriumazid versetzt und bei 4 °C aufbewahrt.  

 

Bindepuffer 50 mM Tris/HCl; 5 mM EDTA pH 8,5 

 

2.5.3 Affinitätsreinigung von Antikörpern 

Um eventuelle Verunreinigungen zu Entfernen, wurde die bei 4°C gelagerte 

Affinitätssäule, vor dem Gebrauch zuerst mit je 10 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5, danach mit 

100 mM Glyzin/HCl pH 2,5, 10 mM Tris/HCl pH 8,8 und 100 mM NaPi pH 11,5 gewaschen. 

Danach wurde die Säule mit 10 ml, 10 mM Tris/HCl pH 7,6 äquilibriert. Um den Antikörper an 

die Säulenmatrix zu binden, wurde eine Lösung aus 5 ml des zu reinigenden Antiserums mit 

20 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,6 mit 1 mM EDTA und 1 mM PMSF sechsmal hintereinander bei 

einer Flussrate von 1ml/min über die Matrix gepumpt. Nach den Durchlauf der überschüssigen 

Flüssigkeit wurde mit 20 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5, danach mit 20 ml 10 mM Tris/HCl 

pH 7,5 und zum Schluss 500 mM NaCl gewaschen. Danach erfolgte die Elution. Und zwar mit 

10 ml 100 mM Citratpuffer pH 4, dann mit 10 ml 100 mM Glyzin/HCl pH 2,5 und am Schluss 

mit 10 ml 100 mM NaPi pH 11. Dabei wurden Fraktionen von je 1ml gesammelt. Die Citrat- 

und Glyzin Elutionen wurden sofort mit 1 M Tris-Base, die NaPi-Elution mit 1 M Glyzin/HCl 

pH 2,5 (NaPi-Elution) abgepuffert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Fraktionen 

erfolgte nach Bradford (siehe 0). Normalerweise eluierten die Antikörper in den ersten 

Fraktionen der Elution mit Glyzin/HCl pH 2,5. Diese Fraktionen zum Schutz beim Einfrieren 

mit 20 %  (v/V) Glycerin versetzt und nach einer Finalen Überprüfung des pHs aliquotiert 

wurden vereinigt, aliquotiert und bei 4 °C gelagert. Die Säule wurde zur Aufbewahrung mit 

10 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5 mit 0,02 % (w/v) Natriumazid gewaschen, mit 0,5 ml dieser 

Lösung überschichtet und bis zur nächsten Benutzung bei 4 °C gelagert. 

 

2.5.4 Immundetektion von Proteinen  

Alle Schritte dieses Protokolls konnten bei RT durchgeführt werden. Zur 

Immunpräzipitation der auf die Membran transferierten Proteine (siehe 0), mussten zuerst die 

Membranen in 30 min Milchpuffer sanft geschüttelt werden. Dies war notwendig, um 
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unspezifischer Bindungsstellen abzusättigen. Zu Beachten war, dass zuvor getrocknete PVDF-

Membranen zuerst durch Schwenken in Ethanol wieder aktiviert werden. Die Inkubation mit 

dem spezifischen Primärantikörper dauerte in der Regel eine Stunde, auch eine Inkubation über 

Nacht bei 4 °C war bei diesem Schritt möglich. Der Primärantikörper war entweder ein 

affinitätsgereinigter Antikörper aus Kaninchen bzw. Huhn, oder Antiseren aus Huhn und wurde 

je nach Titer zu 1:100 bis 1:10000 mit Blockpuffer verdünnt. Danach wurden die Membranen 

dreimal für 5 min in TBST-Puffer gewaschen. Der Sekundärantikörper wurde 1:10000 in 

Blockpuffer verdünnt und eine Stunde lang sanft geschüttelt. Der Antikörper ist für den 

Nachweis ein an die Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Dieser ist gegen das 

Immunglobulin G von Kaninchen, beziehungsweise gegen das Immunglobulin Y gegen Huhn, 

gerichtet (Ziege anti-KaninchenHRP Konjugat, BioRad; Ziege anti-HuhnHRP Konjugat, 

Abcam). Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBST, wurde die Peroxidase mit einem auf 

Chemolumineszenz basierenden Detektionssystemen (EcoMax X-ray Processor, ECOMAX und 

ChemiDocTM MP, BioRad) nachgewiesen. Dafür wurden die  Lösungen ECL1 und ECL2 

verwendet. Diese wurden kurz vor der Reaktion nacheinander im Verhältnis 1:1 und auf die 

Membranen gegeben. Die Expositionszeit lag zwischen wenigen Sekunden und mehreren 

Minuten, je nach Qualität des verwendeten Primärantikörpers. 

 

TBST-Puffer   150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCl pH 7,5; 0,05 %  (v/v) Tween20 

Milchpuffer 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST-Puffer, bei 2D Gelen 2,5 % (w/v) Mager-

milchpulver in TBST-Pulver 

Waschpuffer  20 mM Tris/Cl, pH 7,5; 500 mM NaCl; 0,05 %  (v/v) Tween20; 0,2 %  (v/v) 

Triton X100 

ECL1   100 mM Tris/HCl; 0,044 % (w/v) Luminol; 0,0066 % (w/v) p-Coumarinsäure pH 8,5  

ECL2   100 mM Tris/HCl; 0,024 % (w/v) H2O2 , pH 8,5 

 

2.5.5 Co-Immunpräzipitation 

Die Immunpräzipitation ist eine Methode mit der mittels eines spezifischen Antikörpers 

das entsprechende Antigen angereichert wird. Mit einer Ko-Immunpräzipitation wurden 

Proteine, die aufgrund einer Interaktion mit dem präzipitierten Protein mit angereichert wurden, 

untersucht. Hierfür wurden die entsprechenden, vorher aufgereinigten Peptidantikörper an eine 

zuvor äquilibrierte, mit Protein A gekoppelte Agarose-Matrix der Firma GE Healthcare Life 

Sciences (Protein A Sepharose CL-4B) gekoppelt. Das Protein A bindet an die Fc Region von 

Immunglobulinen durch Wechselwirkungen mit der schweren Seitenkette des Antikörpers. Die 
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Matrix wurde zusammen mit dem Antikörper in 500 µl IP-Puffer 1h bei 4°C in einem 

Kopfüberschüttler inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Probe mit dem entsprechenden 

Prä-Immunserums. Nach der Inkubation wurde die Matrix fünfmal mit IP-Puffer gewaschen. 

Zu diesen Proben wurden solubilisierte Mitochondrien zugegeben. Dafür wurden vorher pro 

Ansatz 1 mg Mitochondrien in IP-Puffer gelöst und mit 4g/g Digitonin solubilisiert. Nach 30 

Minuten Inkubation der Gelmatrix mit den solubilisierten mitochondrialen Proteinen, wurden 

die nicht gebundenen Proteine mit IP-Puffer, dessen Salzkonzentration zuvor auf 150 μM 

erhöht wurde, 5 mal gewaschen. Die an die Matrix gebundenen Proteine wurden bei 65°C mit 

Laemmli-Puffer eluiert und mit SDS-Gelelektrophorese (2.4.3.1), Western-Blot (2.4.6) und 

Immundetektion (2.5.4) analysiert. 

 

IP-Puffer:  50 mM NaCl; 50 mM Imidazol/HCl pH 7, 0,2 mM Aminocarponsäure, 1 mM EDTA; Complete 

Proteaseinhibitorcocktail (Roche); 1 mM PMSF; 0,5 mM Phenanthrolin; β μg/ml Aprotinin; 1 

μg/ml Pepstatin 

 

2.6 Kulturmedien 

 

LB-Medium:  10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Natriumchlorid;  

 

LB-Medium:   50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris/HCl; pH 8,0 

Für LBAmp-Medium wurde nach dem Autoklavieren 100 μg/ml Ampicillin zugegeben.  

 

YP-Medium:  1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Bacto-Pepton;  

2 % (w/v) Glukose (YPD) oder  

3% (v/v) Ethanol 2 % (w/v) Glycerol (YPEG) 

40 % (w/v) Stammlösungen von Glukose wurden separat autoklaviert und 

anschließend die entsprechende Menge an Glukose (2 %) nach dem 

autoklavieren dem Medium zugegeben. 

 

S-Medium: 1,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren und Ammoniumsulfat; 5 g/l 

Ammoniumsulfat; 2 % (w/v) Glukose (SD) oder 2 % (w/v) Glycerol (SG); 

0,6β5g/g der Entsprechenden „Drop-Out“ Mischung der  Firma Clontech. 
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Alle Kulturmedien wurden direkt nach der Herstellung autoklaviert. Für die Herstellung von 

Kulturplatten für die Kultivierung von S. cerevisiae, wurden vor dem Autoklavieren zusätzlich 

zu den Inhaltsstoffen des entsprechenden Flüssigmediums 2 % (w/v) Agar zugegeben. 
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2.7 Chemikalien und Geräte 

2.7.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 

Amsbio: Zymolyase 20T 

Agfa-Gevaert: Entwickler und Fixierer für Röntgenfilme 

AppliChem: Agar, Bromphenolblau, Zitronensäure, EDTA, Imidazol, Kaliumchlorid, 

Kaliumacetat, Ponceau S , Tris, Silbernitrat, Triton X, Tricin, Gycin, DMSO, DTT, Luminol, 

ATP, ADP, Proteinase K  

Beckton Dickenson: Bacto-Pepton, Bacto-Trypton 

BioRad: Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen, Prestained Precision Plus Protein 

Standard, 4x Laemmli Puffer, -Mercaptoethanol 

Biozym: Agarose ME 

Clontech: „Drop-Out“-Zusätze 

Fuji: Medical X-ray Film Super RX 13 x 18 cm 

GE Healthcare: Protein A SepharoseTM CL-4B, Whatman Papier  

Greiner: 15- und 50 ml Reaktionsgefäße 

Metabion: Oligonukleotide 

Millipore: Glukose 

New England BioLabs: DNA Ladder 1 kb, DNA Ladder 100 bp, Restriktionsendonukleasen 

und 10 x Puffer für Restriktionsendonukleasen, Taq-DNS-Polymerase, Phusion HF DNA 

Polymerase, Desoxynucleosidtriphosphate, T4-DNS-Ligase und dazugehöriger 10 x Puffer, 

Antarktische Phosphatase 

Pierce: Sulfolink® Coupling Gel 

Pineda Antikörper Service: Antikörper gegen synthetisches Peptid von Mic27 und Mic10 

Mic27: N H 2 - C I R Y A R E Q L Y E K L E Q A - C O O H  (diese Arbeit) 

Mic10: N H 2 - C E G D A I F R S S A G L R S S K V - C O O H  [von der Malsburg et 

al., 2012] 

Qiagen: QIAEX II Gel Extraction Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick Gel Extraction, 

QIAquick PCR-Purification  

R&D Systems: pYX-Vektoren 

Roche Applied Sciences: Proteaseinhibitor Complete, EDTA-free 

Carl Roth: Roti®-NC-Membran (0,2 µm), APS, EGTA, Hefeextrakt, Magnesiumchlorid, 

Natriumcarbonat, Natriumhydroxid, PEG 400, SDS Pellets, Tween 20, Glycerin, 

Wasserstoffperoxid, Salzsäure 37 %, TEMED, Acrylamid 30 % 
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Sarstedt: Reagiergefäße, Petrischalen, Pipettenspitzen 

Serva: Digitonin, Coomassie®, Acrylamid 2x, N,N´-Methylene-biscrylamid 

Sigma: HEPES, Ethanol absolut, Natriumchlorid, Agaose (low melting), Brilliant Blue G, 

Coumarinsäure, Sorbitol, Hefe Base ohne Aminosäuren, Paraformaldehyd, Polyvinylpyrrolidin, 

Aceton, Eisessig, Litiumacetat, Ammoniumsulfat, Ammoniumacetat, Magermilchpulver, 

Natriumsuccinat, Tryptone, Bradfordreagenz, Glutarsäure 

Starlab: TipOne Pipettenspitzen 20-5000 µl 

Thermo Fisher Scientific: MBS, Sulfolink® Coupling Gel, Molekulargewichts-Standards für 

SDS-PAGE 

VWR: Methanol 

 

2.7.2 Geräte 

Autoklav: VX-95, Systec 

Brutschränke, Inkubatoren: Heraeus, Thermo Scientific 

Diamantschneidemesser: Ultra-Trimmmesser: 45 °, Ultra-Schneidemesser 35°, Diatome 

Elektronenmikroskope und Kameras: Transmissions Elektronenmikroskop EM 208S, FEI 

Kamera: A1kx1k slow-scan TVIPS 

Polara Mikroskop, FEI: 2x2k CCD GIF Tridiem 863, Gatan 

Entwicklermaschine: EcoMax X-ray Processor, ECOMAX 

ChemiDocTM MP: BioRad 

Feinwaagen: CP64, Sartorius 

Fluoreszenzmikroskop: Konfokales Laserscanmikroskop SP5, Argonlaser 488, DIC, Leica  

Gelkammern: Werkstatt Institut für Physiologische Chemie München 

  Mini-PROTEAN III Electrophoresis Cell, BioRad 

  Gradientenkammer für Nativgele, BioRad 

Inkubatoren mit Schüttelfunktion: Multitron und Ecotron, Infors 

Kupfernetzchen: 200-400 Maschen, Plano 

Magnetrührer: YellowLine, MSH basic 

Massenspektrometer und Zubehör: Orbitrap XL, Agilent1200 nano-HPLC 

Nanodrop: NanoDrop 1000, Peqlab 

pH-Meter: PB-11, Sartorius 

Photometer: UV-mini-1240, SHIMADZU 

Perfect Loop: Diatome 
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Pipetten: Pipetman 2-5000 µl, Gilson 

Reinstwasseranlagen: MembraPure 

Halbtrocken Blotapparatur: Werkstatt Institut für Physiologische Chemie München 

Schüttler: Gyro-Rocker SSL3, Stuart 

      Rotamax 120, Heidolph 

      Orbital shaker, neoLab 

Spannungsquellen: Consort EV231; EV265, Hoefer 

Sterilbank: Heraeus, Thermo Scientific 

Thermocycler: 96 Universal Gradient, peQSTAR, Peqlab 

Thermomixer: Thermomixer comfort; Eppendorf 

Tieftemperaturschneidesystem: EM UC6; Leica Microsystems GmbH 

Transiluminator: Serial M, Peqlab  

Überkopfschüttler: Werkstatt Institut für Physiologische Chemie München 

Ultramikrotom: Ultracut S; Leica Microsystems GmbH 

Vortex-Mixer: VortexGenie2, Scientific Industries 

Waage: TE612, Sartorius 

Wärmeschränke: Memmert 

Zentrifugen und Zubehör:  Allegra X-15 R, Avanti J-26 XP, Rotoren: JA 25.5; JLA;  

8.1000Beckman Coulter5418, 5415 Eppendorf 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der C-terminalen β- Sequenz von Mic60 

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass Mic60 über seinen konservierten C-

Terminus (Aminosäure 451-541) mit dem SAM-/TOB-Komplex, dessen Kernkomponente 

Sam50/Tob55 ein -barrel Protein ist, in der Außenmembran interagiert. Außerdem konnte 

gezeigt werden, dass eine Deletion der Aminosäuren 472 bis 540 (Körner et al., 2012) oder der 

Aminosäuren 491 bis 540 (Zerbes et al., 2012a) in dieser Domäne, zu einer massiven  Abnahme 

der CJs in den Mitochondrien führt. Desweiteren war bekannt, dass -barrel Proteine aufgrund 

einer charakteristischen Peptidsequenz, der -Sequenz, vom SAM-/TOB-Komplex erkannt und 

daraufhin in die Außenmembran insertiert werden (Kutik et al., 2009). Nach einer genaueren 

Sequenzanalyse des C-Terminus von Mic60, konnte auch hier eine charakteristische -Sequenz 

(Aminosäuren 485-492, RVGDNL RVSNLN) identifiziert werden (Abbildung 11). Es lag 

somit nahe, dass Mic60 möglicherweise durch diese Sequenz mit dem SAM-/TOB-Komplex in 

Verbindung steht und diese möglicherweise auch einen Einfluss auf die mitochondriale 

Ultrastruktur hat. Daher wurde diese -Sequenz in Mic60 deletiert (Mic60∆(485-492)). Außerdem 

wurden einzelne Aminosäuren, wie Arginin 485 zu Leucin und Glyzin 487 zu Alanin, 

substituiert (Mic60(R485L)(G487A)) (Abbildung 11B). Ebenso wurde ein Klon hergestellt bei dem 

nach der -Sequenz, ab der Aminosäure 494, der C-Terminus komplett fehlt (Mic60∆(494-540)) 

(Abbildung 11B).  

 

 

 

Abbildung 11:  Schematische Darstellung von Mic60 und der C-terminalen β-Klone: (A) Dargestellt sind die 

einzelnen Domänen von Mic60 [adaptiert nach (Körner et al., 2012)]. Mic60 besitzt eine Transmembrandomäne 

(TM), eine Coiled-Coil-Domäne, sowie einen evolutionär, hoch konservierten C-Terminus. (B) Darstellung des C-

Terminus mit der -Sequenz (RVGDNL RVSNLN) von Mic60 sowie die Klone Mic60∆(485-492), Mic60(R485L)(G487A) 

und  Mic60∆(494-540).        
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Um die Expression dieser Konstrukte zu überprüfen, wurden diese im Hefestamm 

∆mic60 (Wγ0γα) exprimiert. Als Kontrollen dienten ein Wildtyp-Stamm mit den Lehrvektor 

pYX242 und ein ∆mic60-Stamm der einmal das volle Länge Mic60 oder einmal ebenfalls den 

Lehrvektor pYX242  exprimiert. Aus isolierten Mitochondrien dieser Stämme wurde die 

Expression der klonierten Konstrukte mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse 

überprüft (Abbildung 12). Dafür wurde ein Primärantikörper, der gegen ein Peptid in der 

Coiled-Coil-Domäne von Mic60 gerichtet ist (Abbildung 11) (Rabl et al., 2009) verwendet. Bei 

allen Varianten war die Expression der einzelnen Mic60-Varianten vergleichbar stark 

nachweisbar. Auch der Größenunterschied der Mic60∆(494-540)-Variante ist erkennbar 

(Abbildung 12). Die zur Kontrolle ebenfalls immundetektierten mitochondrialen 

Membranproteine, Tob55 und Phb2, zeigen in den verschiedenen Stämmen keine veränderte 

Expression. So sind die Stämme, aufgrund der gleichmäßigen Expression, auch in anderen 

Experimenten vergleichbar. 

 

 

 

Abbildung 12:  Die Proteinlevel der untersuchen Mic60 Varianten sind gleichmäßig: SDS-PAGE. Aus den 

Hefestämmen WT+ pYX242, Δmic60+ Mic60FL, Δmic60+ pYX242, Δmic60+ Mic60∆(485-492), Δmic60+ 

Mic60(R485L)(G487A) und Δmic60+ Mic60∆(494-540) wurden Mitochondrien isoliert und die Expression von Mic60 mit 

SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse untersucht. Als mitochondriale Markerproteine dienten Tob55 

und Phb2. Das Sternchen (*) markiert eine unspezifische Bande des Mic60 Antikörpers. 
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3.1.1 Ein Fehlen der C-terminalen β-Sequenz von Mic60 hat keinen Einfluss auf das 

Zellwachstum 

Um die Auswirkung der C-terminalen -Mutationen von Mic60 auf das 

Wachstumsverhalten unter respiratorischen und nicht-respiratorischen Bedingungen zu 

untersuchen, wurden serielle Verdünnungsreihen durchgeführt. Dafür wurden die oben 

genannten Zelllinien auf Agarplatten mit Selektivmedium, welches entweder Glukose (SD-L) 

oder Glyzerin (SG-L) (Abbildung 13) enthielt in fünf Fünffachverdünnung aufgetragen. Wie 

schon bekannt, waren die Zellen mit einer Mic60-Deletion auf respiratorischem Medium im 

Wachstum stark beeinträchtigt (Rabl et al., 2009). Die Klone mit einer fehlenden -Sequenz 

Δmic60+ Mic60∆(485-492) und einer Punktmutationen in dieser Sequenz Δmic60+ 

Mic60(R485L)(G487A) haben, im Vergleich zum Wildtyp und dem Stamm der das volle Länge 

Mic60 exprimiert Δmic60+Mic60FL, einen vergleichbaren Wachstumsphänotyp. Diese Stämme 

wachsen auch noch bei höheren Verdünnungsstufen. Der Klon ohne den C-Terminus, der aber 

noch die -Sequenz besitzt Δmic60+ Mic60∆(494-540), zeigt den gleichen Wachstumsphänotyp 

wie die Zellen in denen Mic60 ausgeschaltet ist. Wie schon beschrieben, haben Hefezellen, die 

eine Variante von Mic60 mit einer Deletion des C-Terminus exprimieren, Mic60∆(472-540) 

(Körner et al., 2012) und Mic60∆(491-540) (Zerbes et al., 2012a) ein starkes Wachstumsdefizit. 

Ein Fehlen der -Sequenz oder eine Punktmutation in dieser hat hingegen keinen Einfluss auf 

das Zellwachstum. 

 

 

 

 

Abbildung 13: Die C-terminalen β-Varianten von Mic60 zeigen ein unterschiedliches Zellwachstum: Serielle 

Verdünnungen. Das Wachstum von seriellen 1:5-Verdünnungen der angegebenen Hefestämme (Wγ0γα 

Hintergrund) auf SD-L (D: Glucose, mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle) und SG-L Nährböden (G: Glyzerin, 

mit nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle) bei 30 °C. 
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3.1.2 Das Fehlen der C-terminalen β-Sequenz von Mic60 hat einen geringen Einfluss auf 

die mitochondriale Ultrastruktur 

Mit dem folgenden Experiment sollte der Einfluss der -Sequenz auf die mitochondriale 

Ultrastruktur untersucht werden. Wie schon beschrieben haben Δmic60-Zellen eine veränderte 

mitochondriale Ultrastruktur [Rabl et al., 2009]. Es finden sich in diesem Fall keine CJs mehr. 

Auch Zellen, die eine Mic60-Variante mit einem unvollständigen C-Terminus exprimieren, wie 

die Varianten  Mic60∆(472-540) (Körner et al., 2012) und Mic60∆(491-540) (Zerbes et al., 2012a), 

besitzen einen ähnlichen Phänotyp. In diesen Klonen finden sich nur noch wenige CJs (Körner 

et al., 2012). Deswegen wurden die oben erwähnten Mic60-Varianten Δmic60+ Mic60FL, 

Δmic60+ Mic60∆(485-492), Δmic60+ Mic60(R485L)(G487A), Δmic60+ Mic60∆(494-540) chemisch fixiert, 

und die mitochondriale Ultrastruktur elektronenmikroskopisch untersucht (Abbildung 14) sowie 

die CJs pro mitochondrialem Schnitt bestimmt (Tabelle 4). Aus den elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen geht hervor, dass im Schnitt immer weniger CJs zu finden sind, je größer die 

Veränderung des hoch konservierten C-Terminus von Mic60 ist. Während die Kontrolle, ein 

Δmic60 Stamm der eine volle Länge Version von Mic60 exprimiert, pro mitochondrialem 

Schnitt durchschnittlich zwei CJs ausbildet, bildet die Punktmutante Δmic60+ 

Mic60(R485L)(G487A) ein Viertel weniger CJs aus. Die Mutante ohne -Sequenz Δmic60+ 

Mic60∆(485-492) hat im Schnitt nur noch eine CJ pro Kryo-Schnitt. Hefezellen mit einer Mic60 

Version ohne die letzten 46 Aminosäuren des C-Terminus Δmic60+ Mic60∆(494-540), bilden nur 

noch einen kleinen Bruchteil an CJs aus (Abbildung 4, Tabelle 14). Anscheinend scheint die 

Funktion des C-Terminus schon bei einer kleinen Veränderung gestört zu sein. Also weisen die 

vorliegenden Ergebnisse ebenfalls darauf hin, dass die Integrität dieser stark konservierten 

Domäne von Mic60 für die Bildung von CJs unverzichtbar ist. Eine Deletion oder 

Punktmutation der -Sequenz hat aber keinen so gravierenden Einfluss auf die Morphologie der 

mitochondrialen Innenmembran wie eine Deletion des C-Terminus. 

 



  Ergebnisse  

 

69 

 

 

 

Abbildung 14: Die Deletion der β-Sequenz im C-Terminus oder eine Punktmutante in dieser Sequenz hat 

einen weniger starken Einfluss auf die Ultrastruktur von Mitochondrien, als eine C-terminale Deletion: Die 

Hefestämme Δmic60+ Mic60FL, Δmic60+ Mic60∆(485-492), Δmic60+ Mic60(R485L)(G487A) und Δmic60+ Mic60∆(494-540) 

(Stammhintergrund Wγ0γα) wurden in respiratorischem Medium (SG-L) kultiviert und anschließend chemisch 

fixiert. Dargestellt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien mehrerer Kryo-Schnitte aus den 

angegebenen Hefestämmen. Die Größenbalken entsprechen 100 nm.  

 

 

Tabelle 4: Die beschriebenen β-Mutanten haben eine verminderte Anzahl an CJs: Die berechnete Anzahl an 

CJs pro mitochondrialem Kryo-Schnitt aus chemisch fixierten Δmic60+ Mic60FL-, Δmic60+ Mic60∆(485-492)-, 

Δmic60+ Mic60(R485L)(G487A)-, Δmic60+ Mic60∆(494-540)-Zellen, die zuvor respiratorisch kultiviert wurden. 
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3.2 Charakterisierung der MICOS-Komponenten Mic26 und Mic27 

3.2.1 Das Fehlen von Mic26 und Mic27 hat einen geringen Einfluss auf die mitochondriale 

Morphologie  

Bereits zu Beginn dieser Arbeit, war bereits bekannt, dass das Ortholog der Proteine 

Mic26 und Mic27 in C. elegans MOMA-1 die mitochondriale Ultrastruktur beeinflusst, und mit 

beiden Formen von Mic60 (immt-1 und immt-2) interagiert (Head et al., 2011). In S. cerevisiae 

gelten Mic26 und Mic27, zusammen mit Mic60, Mic19, Mic12 und Mic10, als Komponenten 

eines großen Komplexes (MICOS, engl.: mitochondrial contact site), der an den CJs lokalisiert 

ist (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Um zu 

untersuchen, ob eine Deletion der oben genannten Gene Auswirkung auf die mitochondriale 

Morphologie hat, wurde in Wildtyp-Hefezellen und in ∆mic60-, ∆mic10-, ∆micβ6- und ∆mic27-

Zellen (Stammhintergrund BY4742) ein GFP-Konstrukt exprimiert. Dieses besitzt eine 

Signalsequenz für die mitochondriale Matrix. Mittels Fluoreszenzmikroskopie und späterem 

zusammenfügen der Einzelbilder in der z-Ebene zu einer einzigen Projektion mit der Software 

ImageJ, wurde die Morphologie des mitochondrialen Netzwerks der einzelnen Hefestämmen, in 

Zusammenarbeit mit Daniel Dikov verglichen (Abbildung 15). In Wildtyp-Zellen bilden die 

Mitochondrien ein Netzwerk aus tubulären Strukturen, welches gleichmäßig über das gesamte 

Zellvolumen verteilt ist. In vorrangegangen Studien wurde das mitochondriale Netzwerk in 

∆mic60-Zellen zwar als netzwerkartig aber mit großen geschwollenen Mitochondrien 

beschrieben (Rabl et al., 2009; Zerbes et al., 2012a). Um einen eventuellen Effekt einer 

Überexpression zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit ein schwach exprimierendes 

GFP-Konstrukt (pYX142-mtGFP) benutzt. In den Stämmen ∆mic60, ∆micβ6 und ∆mic27 

waren einige geschwollene Mitochondrien zu erkennen. Ansonsten bilden diese Zellen aber ein 

normales mitochondriales Netzwerk aus. In ∆mic10 Zellen konnte keine Veränderung des 

mitochondrialen Netzwerks beobachtet werden. So sind mit dieser Methode keine großen 

Veränderungen, wie beispielsweise fragmentierte Mitochondrien, in der Morphologie des 

mitochondrialen Netzwerks in ∆mic26- und ∆mic27-Zellen, zu erkennen. 
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Abbildung 15: Die mitochondriale Morphologie der MICOS-Deletionsmutanten Δmic60, Δmic10, Δmic26 

und Δmic27: Fluoreszenzmikroskopie. In den Hefestämmen WT (Wildtyp), Δmic60, Δmic10, Δmicβ6 und Δmicβ7 

(Stammhintergrund BY4742) wurde das Konstrukt pYX142-mtGFP exprimiert. Die Zellen wurden dann  

respiratorisch in SG-L Medium kultiviert (G: Glyzerin). Von einzelnen Zellen wurden in der z-Ebene mehrere 

Bilder (Stacks) der GFP Fluoreszenz aufgenommen und mit der Software ImageJ zu einer Projektion 

zusammengefügt (Spur 1). In der zweiten Spur sind die entsprechenden Hefezellen als Differential-

interferenzkontrast Bild (DIK) dargestellt. In der dritten Spur, sind die Fluoreszenz-Projektion und das DIK-Bild 

überlagert. Die Größenbalken entsprechen 5 µm. 

 

3.2.2 Die Expressionslevel von Mic26 und Mic27 variieren in den einzelnen MICOS-

Deletionsstämmen 

Um zu untersuchen, ob die Proteinexpressionen von Mic26 und Mic27 in den 

Deletionsstämmen der einzelnen MICOS-Komponenten abweichend sind, wurden mit SDS-

Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse, isolierte Mitochondrien dieser Stämme 

analysiert. Des Weiteren wurden die Expressionen von Mic26 und Mic27 in einem Stamm, in 

dem die Untereinheit e der F1FO-ATP Synthase (Su e) fehlt, untersucht. Es ist bekannt, dass die 
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Kernkomponente Mic60 des MICOS-Komplexes mit Su e genetisch interagiert (Rabl et al., 

2009). So sollte ein eventueller Zusammenhang zwischen den MICOS-Komplex Komponenten, 

Mic26 und Mic27, und der Untereinheit Su e geklärt werden. Es wurde ersichtlich, dass die 

Proteinexpression von Mic27, in denen die unterschiedlichen MICOS-Komponenten fehlen, 

sehr unterschiedlich ist. In Zellen, in denen Mic12 oder Mic10 ausgeschaltet sind, fehlte es 

komplett. In ∆mic26-Mitochondrien war die Expression stärker. Allerdings war in ∆su e-

Mitochondrien keinen Unterschied in der Mic27 Bandenstärke ersichtlich. Auch die Mic26 

Expression war in den einzelnen MICOS-Deletionsstämmen sehr unterschiedlich. In ∆mic27- 

und in ∆mic19-Mitochondrien waren die Mic26 Signale viel stärker. Auch hier war keine 

Auffälligkeit in ∆su e-Mitochondrien zu erkennen. Jedoch schien das Signal von Mio10 in 

diesen Mitochondrien viel schwächer zu sein (Abbildung 16). So ist ersichtlich, dass die 

Expressionen von Mic26 und Mic27 in Stämmen in denen einzelne MICOS-Komponenten 

ausgeschaltet sind, sehr stark variiert. 

 

 

 

Abbildung 16: Die Mic26- und Mic27-Expressionen in den MICOS- und in der ∆su e-Deletionsmutanten: 

SDS-PAGE. Die Expression von Mic26 und Mic26, aus isolierten Mitochondrien aus den angegebenen 

Deletionsstämmen (Stammhintergrund BY4742), wurde mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse 

mit den Expressionen der mitochondrialen Proteine Mgm1, Sam50/Tob55 und F1  und Su e verglichen. Als 
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Marker für den MICOS-Komplex dienten die Kernkomponenten Mic60 und Mic10. Für den Nachweis von Mic27 

wurde ein C-terminaler aufgereinigter Peptidantikörper aus Huhn verwendet. 

 

3.2.3 Mic26 und Mic27 interagieren auf gegensätzliche Weise genetisch mit Mic60 

Um zu untersuchen, ob Mic26 und Mic27 mit Mic60 genetisch miteinander interagieren, 

wurden Doppeldeletionsstämme dieser MICOS-Komponenten mit Mic60 hergestellt. Diese 

wurden durch serielle zehnfach Verdünnungsreihen, der jeweiligen Einzel- und der 

entsprechenden Doppeldeletionsstämme, auf Glukose oder Ethanol/Glyzerin haltigen 

Agarplatten durchgeführt. (Abbildung 17).  

Auf Medium mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPD) war das Zellwachstum aller 

Hefestämme nicht beeinträchtigt. Wie schon erwartet waren die Zellen mit einer Mic60-

Deletion auf Medium mit einer nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquelle (YPEG) im Wachstum 

stark beeinträchtigt (Rabl et al., 2009). Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist hatten auf 

diesem Medium einen ähnlichen Wachstumsphänotyp, wie der Wildtyp. ∆mic26-Zellen zeigten 

allerdings ein stark reduziertes Wachstum. Interessanterweise wiesen die beiden 

Doppeldeletionsstämme auch ein völlig unterschiedliches Wachstum auf. Während 

∆mic26/∆mic60-Zellen auf respiratorischem Medium überhaupt nicht mehr wuchsen, zeigten 

∆mic27/∆mic60-Zellen ein viel besseres Wachstumsverhalten als die einzelne Deletion von 

Mic60. Aufgrund dieser Beobachtungen scheint eine Mic27-Deletion den Wachstumsdefizit 

von ∆mic60-Zellen zu auszugleichen. So kann aus diesen Verdünnungsreihen der 

beschriebenen Deletionsmutanten geschlussfolgert werden, dass Mic26 und Mic27 mit Mic60 

auf gegensätzliche Weise genetisch interagieren.  
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Abbildung 17:  Mic27 und Mic26 interagieren genetisch mit Mic60: Das Wachstum der angegebenen 

Hefestämme von seriellen 1:10-Verdünnungen (BY4742-Hintergrund) auf YPD- (D: Glukose) und YPEG- 

Nährböden (Ethanol und Glyzerin) bei 30 °C. 

 

3.2.4 Die mitochondriale Ultrastruktur von ∆mic26-, ∆mic27- und ∆mic26/∆mic60-Zellen 

Um einen möglichen Einfluss von Mic26 und Mic27 auf die mitochondriale 

Ultrastruktur zu analysieren, wurden der Wildtyp-Stamm sowie die Stämme ∆mic26, ∆mic27, 

∆mic60 und der Doppeldeletionsstamm ∆mic27/∆mic60 nach der Tokuyasu-Methode 

(Tokuyasu, 1989) chemisch fixiert, ultradünn geschnitten und elektronenmikroskopisch 

untersucht (Abbildung 18A). Zusätzlich wurden an ausgewählten elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen die Innenmembranoberfläche im Verhältnis zur Außenmembran vermessen 

(Abbildung 18B) und die CJs pro Mitochondrium ausgezählt (Tabelle 5). Wie schon zuvor 

bekannt, fehlten in ∆mic60-Zellen, im Vergleich zum Wildtyp, die CJs und die Cristae sind 

häufig in Form von konzentrisch, dicht gepackter Membranstapel angeordnet (Rabl et al., 

2009). Zellen in denen Mic26 fehlt zeigten, im Vergleich zum Wildtyp keine Veränderung der 

mitochondrialen Ultrastruktur. Allerdings wiesen ∆mic27-Hefezellen einen intermediären 

Phänotyp auf. Sie besaßen wie ∆mic60-Zellen konzentrisch dicht gepackte Cristastapel, aber sie 

bildeten noch einige CJs aus. Allerdings ist deren Anteil im Schnitt um zwei Drittel reduziert 

(Abbildung 18). Der Stamm mit der Doppeldeletion ∆mic27/∆mic60 hat vornehmlich den 

gleichen Phänotyp wie Zellen in denen Mic60 ausgeschaltet ist, zeigte aber vereinzelt wenige 

CJs. Dies wurde durch die Berechnung des Verhältnisses von Innenmembran und 

Außenmembran der mitochondrialen Schnitte noch bestätigt. Während sich Zellen in denen 

Mic26 ausgeschaltet ist wie der Wildtyp verhielten, hatten ∆mic27-, ∆mic60- und 

∆mic27/∆mic60-Hefezellen im Schnitt eine größere Innenmembranoberfläche. Außerdem zeigte 

sich im Verteilungsdiagramm eine viel größere Streuung, verglichen mit dem Wildtyp- und 
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∆mic26-Hefezellen (Abbildung 18B). Verdeutlicht wurde diese Streuung noch durch den, in 

Abbildung 18C dargestellten, „Whiskers-Boxblot“. Auch in ∆mic60-, ∆mic27- und 

∆mic60/∆mic27-Zellen war die Oberfläche der Innenmembran erhöht und die Werte streuten  

stark. Während die Innenmembranoberflächen im Wildtyp und in ∆mic26-Zellen relativ 

konstant gleich groß sind. 

So resultiert eine Mic27-Deletion im Gegensatz zu einer Mic26-Deletion in einer 

reduzierten Anzahl an CJs und einer erhöhten Cristaeoberfläche. Dies lässt vermuten, dass im 

Gegensatz zu Mic26, Mic27 einen direkten Effekt auf die Bildung von Cristae und CJs hat. 

Mic26 hingegen, scheint keinen stabilisierenden Effekt auf die Bildung von Cristae und CJs zu 

haben. 

 

 

 

Abbildung 18: Die Deletion von Mic27 resultiert in einer veränderten mitochondrialen Ultrastruktur: (A) 

Die Hefestämme WT, ∆mic26, ∆mic27, ∆mic60 und ∆mic27/∆mic60 (Stammhintergrund BY4742) wurden in 

respiratorischem Medium (YPEG, E: Ethanol, G: Glyzerin) kultiviert und anschließend chemisch fixiert. 

Dargestellt sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien mehrerer Kryo-Schnitte aus den 

angegebenen Hefestämmen. Die Größenbalken entsprechen 100 nm. (B) Verteilungsdiagramm der bestimmten 

Innenmembran/Außenmembran-Verhältnisse [(CM+IBM)/OM], der oben beschriebenen Zellen in Prozent. Die 
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schwarzen Balken zeigen die berechneten Mittelwerte. (C) Whiskers-Boxblot: Darstellung der Streuung, der in (B) 

gezeigten Werte. Die gezeigten Boxen zeigen den Median der Werte sowie deren oberen und unteren Quartile. Die 

schwarzen Balken markieren die Mittelwerte. Die Fehlerbalken zeigen den gesamten Wertebereich des 

Datensatzes.  

 

 

Tabelle 5: Die Deletion von Mic27 resultiert in eine verminderten Anzahl an CJs: Berechnete Anzahl an CJs 

pro mitochondrialem Schnitt in WT-, ∆mic26-, ∆mic27-, ∆mic60- und ∆mic60/∆mic27-Zellen mit dem 

Stammhintergrund BY4742 die zuvor respiratorisch kultiviert wurden.  

 

 

 

3.3 Die Charakterisierung von Mic27 und dessen Einfluss auf die mitochondriale 

Ultrastruktur 

3.3.1 Mic27 ist wie Mic60 in der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert 

Wie im den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, hat eine Mic27-Deletion im 

Gegensatz zu einer Deletion von Mic26 einen eindeutigen Einfluss auf die Morphologie der 

mitochondrialen Ultrastruktur. Deshalb lag der Fokus in der vorliegenden Arbeit nun darin 

Mic27 genauer zu charakterisieren. Mic27, oder der offene Leserahmen YNL100W, 

ursprünglich als das Protein Aim37 bezeichnet (Tabelle 1), wurde erstmals in einer großen 

Studie von unbekannten Hefegenen, als mitochondrial charakterisiert (Hess et al., 2009). Diese 

Studie zeigte die Lokalisierung in den Mitochondrien durch Immunfluoreszenz. Um auch 

biochemisch zu bestätigen, dass dieses Protein tatsächlich an Membranen zu finden ist, wurde 

in der vorliegenden Arbeit eine Zellfraktionierung durchgeführt und mit SDS-

Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse untersucht (Abbildung 20A). Es wurden 
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Zelllysate, die zytosolische Fraktion und eine Membranfraktion, in der auch die Mitochondrien 

angereichert sind miteinander verglichen. Es war zu erkennen, dass Mic27 wie Mic60 in der 

Membranfraktion angereichert ist. Als zytosolischer Marker diente ein Antikörper, der gegen 

das Protein Bmh2 gerichtet ist.  

Durch osmotisches Schwellen wurde danach die Lokalisation von Mic27 in isolierten 

Wildtyp-Mitochondrien überprüft (Abbildung 20B). Bei Mitochondrien, die nicht durch 

Sorbitol osmotisch stabilisiert waren und deshalb schwellen, wurde die Außenmembranen 

rupturiert, und die Proteine der Innenmembran waren deshalb durch die Protease K angreifbar. 

In der vorliegenden Arbeit wurden mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse zum 

einen unbehandelte Mitochondrien, sowie Mitochondrien die durch Sorbitol osmotisch 

geschützt waren und nur mit Proteinase K inkubiert wurden, analysiert. Zusätzlich wurden noch 

Mitochondrien, die während einem osmotischen Schwellen zusätzlich mit Proteinase K 

behandelt wurden, untersucht. Nach Behandlung nur mit Proteinase K wurde nur das 

Außenmembranprotein Tom20 verdaut. Mic27 wurde erst nach zusätzlichen osmotischen 

Schwellen, bei dem die Außenmembran rupturiert wird, vergleichbar wie Mic60 abgebaut. Das 

Matrixprotein Tim44 wurde unter diesen Bedingungen nicht verdaut. Mic27 scheint sich also in 

diesem Fall wie Mic60 zu verhalten, welches mit seinem C-Terminus in den 

Intermembranraum ragt. Da für die Mic27-Immundetektion, wie in Abbildung 20A, ein 

Primärantikörper aus Huhn, der gegen ein Peptid C-Terminus von Mic27 gerichtet ist 

verwendet wurde, weist dies darauf hin, dass Mic27 wie Mic60 in der Innenmembran verankert 

ist und sein C-Terminus in den Intermembranraum ragt. 
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Abbildung 20: Mic27 ist ein mitochondriales Protein das mit seinem C-Terminus in den 

Intermembranraum ragt: (A) Zellfraktionierung von Wildtyp-Zellen (Stammhintergrund BY4742). Aufgetragen 

sind Zelllysate, eine zytosolische Fraktion und eine Membranfraktion. Als zytosolischer Marker diente Bmh2. (B) 

Isolierte Wildtyp-Mitochondrien die entweder mit Proteinase K (PK) behandelt wurden und/oder die 

Außenmembran durch osmotisches Schwellen (SW) rupturiert wurde. Für den Nachweis von Mic27 wurde ein 

aufgereinigter Peptidantikörper aus Huhn verwendet. 

 

3.3.2 Mic27 ist ein integrales Innenmembranprotein 

Mittels einer Carbonat- und Salzextraktion wurde zusätzlich die Membranassoziation 

von Mic27 untersucht. Durch eine Salzextraktion können lösliche Proteine von 

membranassoziierten Proteinen getrennt werden. Nicht integrale Membranproteine können 

durch eine Salzextraktion abgetrennt werden (Abbildung 21B). Mit SDS-Gelelektrophorese und 

Western-Blot Analyse wurden anschließend die einzelnen Fraktionen untersucht. Im Gegensatz 

zur löslichen kurzen Form von Mgm1 waren Mic60 und Mic27 nicht durch hohe 

Salzkonzentrationen extrahierbar (Abbildung 21A). Dies wurde auch nicht durch Auswaschen 

mit Carbonat erreicht. Hier ging nur ein Großteil des nur membranassoziierten Proteins Tim44 

in den Überstand (S) über. Mic27 verblieb, wie das integrale Membranprotein Mic60, im Pellet 

(P). Also kann daraus geschlussfolgert werden, dass Mic27 ein integrales Membranprotein ist. 

  

 

Abbildung 21: Mic27 ist ein integrales Membranprotein: (A) SDS-PAGE der Salzextraktion mit 1M NaCl von 

isolierten Wildtyp-Mitochondrien (Stammhintergrund BY4742). Durch SDS-Gelelektrophorese und 

anschließender Western-Blot Analyse wurden die Pellets (P) und Überstände (S) analysiert. Als Marker für 

lösliche Proteine diente die kurze Form von Mgm1. (B) Carbonatextraktion mit 0,1M Na2CO3 aus isolierten 
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Wildtyp-Mitochondrien (Stammhintergrund BY4742). Als Marker für ein nicht integrales Membranprotein diente 

Tim44. Für den Nachweis von Mic27 wurde ein aufgereinigter Peptidantikörper aus Huhn verwendet. 

 

3.3.3 Eine Deletion von Mic27 resultiert in breiteren CJs und zackigen Strukturen in der 

Innenmembran 

Da die Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist, nur noch wenige CJs haben, wurde 

angenommen, dass Mic27 möglicherweise an deren Bildung beteiligt ist. Δmicβ7-Zellen zeigen 

einen speziellen Phänotyp. Sie besitzen zwei Drittel weniger CJs als der Wildtyp. Um einen 

besseren Eindruck der Cristae- und CJs-Architektur von Δmicβ7-Zellen zu gewinnen, wurden 

isolierte Mitochondrien von Wildtyp- und ∆mic27-Zellen (mit dem Stammhintergrund 

BY4742) mit Kryo-Elektronentomographie analysiert. Die Tomographie und die Auswertung 

ausgewählter Tomogramme wurden von Dr. Karen Davies am MPI für Biophysik in Frankfurt 

durchgeführt. Das Hauptaugenmerk bei der Auswertung lag vor allem in der Struktur der CJs. 

Die typische Struktur der CJs im Wildtyp zeigte eine enge, längliche, schlitzartige Öffnung 

(Abbildung 20A). Der Übergang von der Cristaemembran zur inneren Grenzmembran war 

scharfkantig abgetrennt. In Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist, waren die CJs viel breiter. 

Der Übergang von der Cristaemembran zur inneren Grenzmembran war in diesen 

Mitochondrien nicht schafkantig sondern verlief viel flacher (Abbildung 20B). Des Weiteren ist 

die Innenmembran in ∆mic27-Zellen unregelmäßiger als im Wildtyp. Es waren eckige 

Strukturen zu erkennen (Abbildung 19, gelbe Pfeile) Dies ist möglicherweise ein Hinweis auf 

Dimere der F1FO-ATP Synthase. So ist aufgrund dieser Tomogramme ersichtlich, dass ein 

Fehlen von Mic27 zu bereiteren CJs führt. Auch ist in diesen Zellen eine gestörte 

Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase möglich. So könnte das eventuelle Vorkommen von 

einer erhöhten Anzahl an Dimeren der F1FO-ATP Synthase in ∆mic27-Zellen möglicherweise 

zu den zackigen Strukturen in der Innenmembran führen.  
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Abbildung 19: Die Deletion von Mic27 resultiert in breiteren und undefinierteren CJs und zackigen 

Strukturen in der Innenmembran: Kryo-Elektronentomogramme von isolierten Wildtyp- (WT) und ∆mic27-

Mitochondrien (Stammhintergrund BY4742) und den 3D Rekonstruktionen (Seitenansicht und Ansicht von unten) 

der CJs. Die entsprechende CJ ist mit einem roten Pfeil markiert. Die gelben Pfeile markieren die beobachteten 

Zacken in der Innenmembran in Δmicβ7-Zellen. Die Tomographie sowie die Auswertung wurden von Dr. Karen 

Davies durchgeführt. 
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3.3.4 Eine Überexpression von Mic27 oder Mic60 in ∆mic27-Zellen hat keinen deutlichen 

Einfluss auf das Zellwachstum und die mitochondriale Ultrastruktur  

Da ein Ausschalten des Mic27 Gens einen großen Einfluss auf die mitochondriale 

Ultrastruktur hat, wurden in den folgenden Experimenten mögliche Auswirkungen einer 

Überexpression untersucht. Dafür wurde das Gen in den Vektor pYX242 kloniert welcher 

aufgrund dessen, dass er in Mehrfachkopien in der Zelle vorliegt, das zu exprimierende Gen 

stark überexprimiert. Dieser klonierte Vektor wurde dann in ∆mic27-Zellen transformiert. 

Außerdem wurde auch ein pYX242-Plasmid, welches Mic60 überexprimiert, in diesen Zellen 

transformiert. Dies geschah um zu überprüfen, ob eine Überexpression vom Mic60, das Fehlen 

von CJs in diesen Zellen beheben kann. Zuerst wurde dann die Auswirkungen der 

Überexpressionen auf das Zellwachstum auf einer fermentierbaren (Glukose) und einer nicht-

fermentierbaren Kohlenstoffquelle (Glyzerin) mit seriellen, fünffachen Verdünnungsreihen 

untersucht (Abbildung 22A) und die Überexpressionen der transformierten Proteine von 

Zellextrakten SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse, im Vergleich zum Wildtyp 

überprüft (Abbildung 22B). Wie schon bekannt, hatten ∆mic60-Zellen mit dem Leerplasmid ein 

verzögertes Wachstum, welches durch eine Überexpression von Mic60 wieder behoben werden 

konnte (Rabl et al., 2009) (Abbildung 22A). Außerdem war zu erkennen, dass eine starke 

Überexpression von Mic27 oder von Mic60 in ∆mic27-Zellen (Abbildung 22B), keinen 

erwähnenswerten positiven oder negativen Einfluss auf das Zellwachstum hatte (Abbildung 

22A).  
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Abbildung 22:  Die Überexpression von Mic27 und Mic60 in ∆mic27-Hefezellen hat keinen Einfluss auf das 

Zellwachstum: (A) Serielle Verdünnungen. Das Wachstum der angegebenen Hefestämme von seriellen 1:5-

Verdünnungen (Stammhintergrund BY4742) auf SD-L (D: Glukose) und SG-L Nährböden (G: Glyzerin) bei 30 °C. 

(B) Zelllysate von den Überexpressionsstämmen ∆mic27+ Mic27FL und ∆mic27+ Mic60FL wurden mit SDS-

Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse im Vergleich zum Wildtyp (WT+ pYX242), der ein Leerplasmid 

exprimiert, analysiert. Als zytosolischer Marker diente Bmh2, Tob55 und Phb2 als Marker für die mitochondriale 

Innenmembran und Mic10 als Marker für den MICOS-Komplex. Für den Nachweis von Mic27 wurde ein 

aufgereinigter Peptidantikörper aus Kaninchen verwendet. Das Sternchen markiert die unspezifische Bande des 

Mic60 Antikörpers. 

 

 

Um einen möglichen Einfluss einer Mic27- und Mic60-Überexpression in ∆mic27-

Zellen auf die mitochondriale Ultrastruktur zu analysieren, wurden Wildtyp-Zellen mit 

Leerplasmid sowie die oben erwähnten  Hefestämme nach der Tokuyasu-Methode (Tokuyasu, 

1989) chemisch fixiert, ultradünn (50-70 μm) geschnitten und elektronenmikroskopisch 

untersucht (Abbildung 23). Außerdem wurden die CJs pro mitochondrialem Schnitt bestimmt 

(Tabelle 6). Es wurde daraus ersichtlich, dass eine Überexpression von Mic27 zwar den 

Phänotyp der Mic27-Deletion rettet aber ein Effekt aufgrund der Überexpression nicht zu 

erkennen ist. Außerdem konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von Mic60 in 

∆mic27-Zellen den Phänotyp nicht aufheben kann. Die Mitochondrien dieses Stammes hatten 

weiterhin eine um zwei Drittel niedrigere Anzahl an CJs.  

So hat eine Überexpression von Mic27 keinen Einfluss auf das Zellwachstum, die 

mitochondriale Masse, die Expression der MICOS-Kernkomponenten, Mic10 und Mic60, und 

die mitochondriale Morphologie. Eine Mic60-Überexpression hingegen kann den Phänotyp 

einer Mic27-Deletion nicht kompensieren. So lässt sich daraus schlussfolgern, dass Mic27, wie 

Mic60 essentiell für die richtige Ausbildung von CJs ist.  
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Abbildung 23: Eine Überexpression von Mic27 oder Mic60 in ∆mic27-Zellen hat keinen deutlichen Einfluss 

auf die mitochondriale Ultrastruktur: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Kryo-Schnitten aus 

Mitochondrien von WT+ pYX242, ∆mic27+ Mic27FL und ∆mic27+ Mic60FL Zellen (Stammhintergrund 

BY4742) die zuvor respiratorisch SG-L (G:Glyzerin) kultiviert wurden. Die Größenbalken entsprechen 100 nm.  

 

 

Tabelle 6: Die Eine Überexpression von Mic27 oder Mic60 in  ∆mic27 Zellen hat keinen Einfluss auf die 

Anzahl an CJs: Berechnete Anzahl an CJs pro mitochondrialem Schnitt aus chemisch fixierten WT+ pYX242 -, 

∆mic27+ Mic27- und ∆mic27+ Mic60-Zellen mit dem Stammhintergrund BY4742 die zuvor respiratorisch SG-L 

(G:Glyzerin) kultiviert wurden. (WT) Wildtyp. 
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3.3.5 Mic27 hat einen stabilisierenden Einfluss auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP 

Synthase 

Schon zu Beginn der Arbeit war bekannt gibt es in Zellen, in denen Mic60 ausgeschaltet 

ist, mehr Oligomere der F1FO-ATP Synthase (Rabl et al., 2009). Wie in Kapitel 3.2.3 

beschrieben, interagieren Mic27 mit Mic60 genetisch miteinander. Auch die gezeigten 

Tomogramme von isolierten Wildtyp- und ∆mic27-Mitochondrien (3.3.1), weisen auf eine 

möglicherweise gestörte Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase hin. Deshalb wurde im 

folgenden Experiment ein möglicher Einfluss von Mic27 auf die Oligomerisierung der F1FO-

ATP Synthase untersucht. Isolierte Wildtyp und ∆mic27-Mitochondrien wurden dafür mit 

steigenden Konzentrationen an Digitonin solubilisiert und mit einer Clear-Nativ Elektrophorese 

unterzogen. Anschließend wurde die Oligomerisierung durch eine Visualisierung der Aktivität 

dieser im Gel der F1FO-ATP Synthase analysiert. Im Gegensatz zum Wildtyp, zeigte die F1FO-

ATP Synthase in ∆mic27-Mitochondrien weniger Oligomere (Abbildung 24A). Da der 

Unterschied bei einer Solubilisation mit Digitonin von 2g/g am ersichtlichsten war, wurden hier 

die Aktivitätsbanden der Oligomere der F1FO-ATP Synthase quantifiziert (Abbildung 24B). Bei 

diesen Digitoninkonzentrationen sind keine Oligomere mehr im Wildtyp zu detektieren. 

 

 

 

Abbildung 24: Mic27 hat einen stabilisierenden Einfluss auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase: 

(A) CN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp (WT) und einem ∆mic27-Hefestamm 

(Stammhintergrund BY4742) wurden mit den angegebenen Verhältnissen von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; 

w/w) solubilisiert und nach einer CN-PAGE einer in-Gel-Analyse der ATPase-Aktivität unterzogen. (M) 

Monomer, (D) Dimer, (O) Oligomere (B) CN-PAGE. Die oben angegeben isolierten Mitochondrien, welche zuvor 

mit Digitonin (2g/g) solubilisiert wurden, wurden nach der CN-Elektrophorese einer in-Gel-ATPase 

Aktivitätsmessung unterzogen wurde und die Banden der Oligomere anschließend mit ImageJ quantifiziert. 

Angegeben ist eine Standartabweichung von n=3. 
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Um zu testen, ob eine Überexpression den gegenteiligen Effekt auf den 

Oligomerisierungsstatus der F1FO-ATP Synthase hat wurden isolierte Wildtyp Mitochondrien, 

welche das entsprechende Leerplasmid exprimieren und ∆mic27+ Mic27FL Mitochondrien, 

ebenfalls mit ansteigenden Konzentrationen an Digitonin, solubilisiert und mit einer Clear-

Nativ Elektrophorese und einer anschließenden in-Gel-ATPase Aktivitätsmessung untersucht. 

Tatsächlich hat die Überexpression einen gegenteiligen Effekt auf die Oligomerisierung der 

F1FO-ATP Synthase. (Abbildung 25A). Im Vergleich zum Wildtyp mit Leervektor finden sich 

vermehrt höhere Oligomere. Da aber im gezeigten Gel der Vergleich mit der Negativkontrolle  

∆mic27+ pYX242  fehlt, bleibt aber aus diesem Experiment der Einfluss des Leervektors im 

∆mic27-Stamm noch ungeklärt. Jedoch konnte nach einer Analyse von isolierten Mitochondrien 

mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse, wie schon bei der Mic27-

Deletionsmutante (3.2.2), kein Effekt auf die Proteinexpressionen der F1FO-ATP Synthase 

Untereinheiten F1 und e festgestellt werden. Dies gilt sowohl für den Stamm ∆mic27+ pYX242 

sowie für den Überexpressionsstamm ∆mic27+ Mic27FL (Abbildung 25B). So wird aus diesem 

Experimenten ersichtlich, dass Mic27 antagonistisch zu Mic60 wirkt und einen stabilisierenden 

Effekt auf die F1FO-ATP Synthase besitzt. Ein Einfluss auf deren Expression war jedoch nicht 

festzustellen. 
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Abbildung 25: Die Überexpression von Mic27 fördert die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase: (A) 

CN-PAGE. Isolierte Mitochondrien einem Wildtyp mit Leervektor (WT+ pYX242) und einem ∆mic27+ Mic27 FL 

Hefestamm (Stammhintergrund BY4742) wurden mit den angegebenen Verhältnissen von Digitonin zu Protein 

(Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach einer CN-PAGE einer in-Gel-Analyse die ATPase-Aktivität untersucht. (M) 

Monomer, (D) Dimer, (O) Oligomere (B) Isolierte Mitochondrien von den Hefestämmen WT+ pYX242, ∆mic27+ 

pYX242 und ∆mic27+ Mic27FL wurden mit SDS-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert. Als Marker für 

die mitochondriale Innenmembran dienten die MICOS-Komponenten Mic60,  Mic10 und Mic26. Das Sternchen 

(*) kennzeichnet eine unspezifische Bande des Mic60 Antikörpers. Für den Nachweis von Mic27 wurde ein 

aufgereinigter Peptidantikörper aus Kaninchen verwendet. 

 

3.3.6 Mic27 komigriert unter nativen Bedingungen zusammen mit Mic10 und Mic60 

Da ein stabilisierender Einfluss von Mic27 auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP 

Synthase in den vorhergegangenen Experimenten festgestellt wurde, stellte sich nun die Frage, 

ob Mic27 nun direkt oder indirekt mit der F1FO-ATP Synthase in Kontakt steht. Um einen 

besseren Eindruck von dem nativen MICOS-Komplex und einer eventuellen Verbindung zur 

F1FO-ATP Synthase zu erhalten, wurden 2D Gel-Analysen durchgeführt. Dafür wurden zuerst 

Wildtyp- und ∆mic27-Mitochondrien mit Digitonin (2g/g) solubilisiert. Nach einer BN-PAGE 

wurden die ausgeschnittenen Gelstreifen auf ein SDS-Gel platziert und mit einer 2D 
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Gelelektrophorese unterzogen. Mit einer Western-Blot Analyse wurden die nativen 

Proteinkomplexe durch Immundetektion analysiert. Zu erkennen war, dass unter nativen 

Bedingungen Mic27 zusammen mit den anderen der MICOS-Komponenten in einem sehr 

großen Komplex komigriert. Aber im Vergleich zum Wildtyp ist Mic60 in ∆mic27-Zellen nicht 

mehr an diesem hochmolekularen Komplex zu finden. Die andere MICOS Kernkomponente, 

Mic10 schien in diesen Mutanten zwar noch in diesem Komplex vorzukommen, allerdings 

komigrierten Teile von Mic10 auch in anderen kleineren Populationen auf der Höhe der F1FO-

ATP Synthase (Abbildung 26). Anzumerken ist aber, dass die Immundetektion der verwendeten 

Antikörper, im speziellen die der Mic27- und Mic60-Antikörper sehr schwach war. Und so lässt 

sich nicht ausschließen, dass Mic27 und Mic60 möglicherweise auch mit anderen Komplexen 

komigrieren. So kann auch nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass Mic27 eventuell doch 

direkt mit der F1FO-ATP Synthase interagiert. Auch konnte nicht genau festgestellt werden, wo 

Mic60 in ∆mic27-Zellen unter nativen Bedingungen zu finden ist. Da die Proteinlevel von 

Mic60 in ∆mic27-Zellen aber unverändert sind (siehe 3.2.2), könnte es möglich sein, dass 

Mic60 hier unter den gegebenen Bedingungen eventuell nicht mehr richtig an den MICOS-

Komplex gebunden ist und möglicherweise zusammen mit den anderen löslichen Proteinen aus 

dem Gel ausgelaufen ist. Anderseits wäre auch denkbar, dass Mic60 in ∆mic27-Zellen 

akkumuliert und nicht ins Gel einlaufen oder vielleicht sogar nicht solubilisiert werden konnte. 

Aber um diese Fragen zu klären ist die 2D Gel-Analyse aufgrund der zu schwachen 

Immundetektion der Mic27- und Mic60-Antikörper ungeeignet.  

 

 

Abbildung 26: Mic27 findet sich mit den anderen MICOS-Komponenten Mic60 und Mic10 in einem 

hochmolekularem Komplex: 2D BN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp und ∆mic27 Hefestamm 
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(Stammhintergrund BY4742) wurden mit 2g/g Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach der BN-

PAGE wurden die entsprechenden Gelsteifen auf ein Tris-Tricin Gel gelegt und einer 2D Gelelektrophorese 

unterzogen. Nach einer Western-Blot Analyse wurden die Proteinkomplexe mit den angegebenen Antikörpern 

analysiert. (D): Dimer der F1FO-ATP Synthase (M): Monomer der F1FO-ATP Synthase, (O): Oligomere Form der 

F1FO-ATP Synthase, (MICOS): MICOS-Komplex. Für den Nachweis von Mic27 und Mic10 wurden aufgereinigte 

C-terminale Peptidantikörper aus Kaninchen verwendet. Als Nachweis für die  F1FO-ATP Synthase diente ein 

Antikörper gegen die Untereinheit . 

 

3.3.7 Massenspektrometrische Untersuchungen nativer, mitochondrialer Komplexe in   

Wildtyp- und in ∆mic27-Zellen 

Da die Immundetektion bei 2D Gelen, mit den zur Verfügung stehenden Antikörpern 

sehr schwach oder im Falle der anderen MICOS-Komponenten Mic26, Mic12 und Mic19 

unmöglich war, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Ilka Wittig das 

Migrationsverhalten mitochondrialer Komplexe im Nativgel massenspektrometrisch untersucht 

(Complexome Profiling) (Heide und Wittig, 2013). In Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig und 

Valentina Strecker wurden die isolierten Wildtyp- und ∆mic27-Mitochondrien mit Digitonin 

(2g/g) solubilisiert und auf ein BN-PAGE aufgetragen. Nach der Auftrennung wurden pro 

Hefestamm je eine Gelspur fixiert und mit Coomassie nachgefärbt. Diese einzelnen Gelspuren 

wurden dann für die massenspektrometrische Analyse diagonal in 63 Gelstücke (Fraktionen) 

geschnitten (Abbildung 27A). Pro Hefestamm wurden zwei andere Gelspuren einer 2D 

Gelelektrophorese unterzogen. Die Gele wurden dann anschließend mit Silber eingefärbt, um 

die Komplexierung in den isolierten Mitochondrien zu Überprüfen. Es waren in diesen Gelen 

eindeutig die Monomere und Dimere der F1FO-ATP Synthase, sowie die Superkomplexe der 

Atmungskettenenzyme zu erkennen. Ein großer Unterschied zwischen Wildtyp- und ∆mic27-

Mitochondrien war im Silbergel aber nicht zu erkennen (Abbildung 27B). Der anschließende 

Verdau der geschnittenen Gelstücke, sowie die massenspektrometrische Analyse wurden von 

der Arbeitsgruppe von Dr. Ilka Wittig durchgeführt.  
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Abbildung 27: Complexome Profiling von isolierten Wildtyp- und ∆mic27-Mitochondrien: (A) BN-PAGE. 

Isolierte Mitochondrien aus einem Wildtyp- (WT) und einem ∆mic27-Hefestamm (Stammhintergrund BY4742) 

wurden mit dem Verhältnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer BN-PAGE 

unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann fixiert, mit Coomassie nachgefärbt und anschließend 

quer in 63 Gelstücke geschnitten (). Die angegebenen Proteingrößen entsprechen gerundet den Größen des 

Dimers (D) und des Monomers (M) der F1FO-ATP Synthase, (L) großer Superkomplex bestehend aus dem Dimer 

des Komplex III und zwei Kopien des Komplex IV, (S) kleiner Superkomplex bestehend aus dem Dimer des 
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Komplex III und einer Kopie des Komplex IV (B) 2D SDS-PAGE. Je einer der oben beschrieben BN-Gelstreifen 

von WT- und ∆mic27-Zellen wurde auf 16% Tris-Tricin Gele gelegt und die Proteine mit einer 2D SDS-

Gelelektrophorese getrennt. Die Proteine wurden anschließend mit Silber unspezifisch angefärbt. Die angegebenen 

Proteingrößen entsprechen den F1FO ATP-Synthase Untereinheiten F1α (ATP1): 55 kDa; Su  (ATPγ): γ0 kDa, 

Su 5 (ATP5/OSCP): β0 kDa; Su δ (ATP16): 15 kDa, Su c (ATP9): 7 kDa. Die massenspektrometrische Analyse 

erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 

 

Die Spektren der massenspektrometrischen Messung wurden mit der MaxQuant 

Software analysiert um Peptide und Proteine zu identifizieren und markierungsfrei zu 

quantifizieren. Die IBAQ-Werte (englisch: intensity-based absolute quantification) wurden 

dann anschließend mit der Software NOVA (Giese et al., 2015) auf das Maximum eines jeden 

Proteins in einer Gelbahn normiert. Die Proteine wurden dann, aufgrund Ihres Auffindens in 

den verschieden geschnittenen Gelstücken, mit einer hierarchischen Clusteranalyse gruppiert 

und die nativen Massen der einzelnen Komplexe anhand von Markerkomplexen kalibriert. 

Dadurch konnte dann das Komigrationsverhalten der einzelnen Proteine in Nativgel untersucht 

werden (Abbildung 28). Um die Abundanz einzelner Proteine in jedem Gelfragment 

darzustellen und die jeweiligen Interaktionspartner oder Untereinheiten der mitochondrialen 

Komplexe besser zuordnen zu können, wurden die normierten quantitativen Werte in Heatmaps 

visualisiert. Die Farbskala dieser Heatmaps reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über 

gelb (20% vom Maximum), bis Rot (Maximum). Anhand der Atmungkettenkomplexe konnte 

ein erfolgreiches Gruppieren und eine korrekte Komigration überprüft werden. Diese 

Proteinkomplexe komigrieren wie bei den zu erwartenden kalibrierten 

Molekulargewichtsgrößen (Abbildung 28). Die Kalibrierung erfolgte über die bekannten 

Molekulargewichtsgrößen der Atmungskettenkomplexe II, III, IV und V. Die dadurch 

erhaltenen Kalibrierungskurven lauten für den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e(-0,106x) und für 

Δmicβ7: f(x)= γ91β,446 e(-0,015x). Die im massenspektrometrisch identifizierten Peptide der 

MICOS-Komponenten und für die F1FO-ATP Synthase sind im Anhang (Kapitel 11.1; Tabelle 

7) aufgelistet. Es konnten keine Peptide für Mic27 in Δmic27-Mitochondrien nachgewiesen 

werden. Im Vergleich zur F1FO-ATP Synthase Untereinheit   und Mic60 fanden sich jedoch 

nur relativ wenige Peptide für die MICOS-Komponenten Mic27 und Mic10. Dadurch, dass 

Mic10 ein Protein von nur 98 Aminosäuren ist, und Mic27 vermutlich nur in wenigen Kopien 

in den Mitochondrien vorliegt, ist dieses Resultat aber erklärbar.  
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Abbildung 28: Die MICOS-Komponenten sind im Complexome Profiling in hochmolekularen Komplexen zu 

finden die bei einer Mic27-Deletion zerfallen: (A) Complexome Profiling. Isolierte Mitochondrien eines 

Wildtyp- (WT) und eines ∆mic27-Hefestamms (Stammhintergrund BY4742) wurden mit dem Verhältnis 2g/g von 

Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen 

Gelstreifen wurden dann, fixiert und nachgefärbt, anschließend quer in 63 Gelstücke (Fraktionen) geschnitten und 

massenspektrometrisch untersucht. Alle quantifizierten Proteine wurden in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala 
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reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). (D): 

Dimer der F1FO-ATP Synthase, (M): Monomer der F1FO ATP-Synthase. Die berechneten Kalibrierungskurven für 

die einzelnen Fraktionen lauten für den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e(-0,106x) und für Δmicβ7: f(x)= 3912,446 e(-0,015x). 

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 

 

3.3.7.1 Mic27 stabilisiert die hochmolekularen Komplexe der MICOS-Komponenten 

Interessanterweise zeigen die Komponenten des MICOS-Komplexes im Wildtyp- und in 

∆mic27-Zellen im Complexome Profiling ein sehr unterschiedliches Komigrationsverhalten 

(Abbildung 28). Um dies noch etwas anschaulicher darzustellen, wurden die MICOS-

Komponenten im Wildtyp und in ∆mic27-Zellen in Verteilungsdiagrammen dargestellt 

(Abbildung 29). Dafür wurden die Werte der einzelnen Proteine auf den jeweiligen höchsten 

Wert dieses Proteins, dies entspricht der Fraktion in denen quantitativ die meisten Peptide eines 

Proteins gefunden wurden, normiert. Im Wildtyp waren fast alle der MICOS-Komponenten in 

hohen Massenbereichen zu finden. Im Allgemeinen war ein klustern die MICOS-

Komplexkomponenten nicht eindeutig zu beobachten. Allerdings klusterten die einzelnen 

Untereinheiten untereinander in verschiedenen Fraktionen. Mic60 und Mic26 waren 

hauptsächlich in der obersten Fraktion (63) präsent (~3884 kDa). Mic27 zeigte einen Kluster 

mit Mic10 in Fraktion 41 bei etwa 375 kDa. Mic19 ist kein membrangängiges Protein und war 

unter den verwendeten Solubilisierungsbedingungen in den Fraktionen der löslichen und nicht 

assoziierten Proteine zu finden (Abbildung 29A). Diese Beobachtungen zeigen, dass die 

MICOS-Komponenten unter diesen Bedingungen in unterschiedlichen Massenbereichen 

klustern, nicht zusammen sondern in verschiedenen Fraktionen. Wie schon bei der 2D-Gel 

Analyse (Kapitel 3.3.6) gezeigt, ist es aber auch möglich, dass der zusammenhängende ganze 

MICOS-Komplex entweder sehr groß ist, größer als 4 MDa, oder unter den beschriebenen 

Bedingungen, nicht richtig in das Gel einlaufen konnte. Die Möglichkeit, dass die verwendeten 

Bedingungen, wie die Solubilisierung oder das Coomassie, den Komplex zerfallen ließ, ist 

ebenfalls eine mögliche Erklärung dafür. 

In Zellen in denen Mic27 ausgeschaltet ist, war unter den verwendeten Bedingungen die 

Verteilung der einzelnen MICOS-Komponenten stark verändert (Abbildung 29B). Um einen 

den Einfluss der Mic27-Deletion besser zu veranschaulichen, wurden die einzelnen MICOS-

Komponenten und die F1  Untereinheit der F1FO-ATP Synthase  im Wildtyp und in der 

Mutante ohne Mic27 im direkten Vergleich einzeln auf Verteilungsdiagramme aufgetragen 

(Abbildung 30). Es muss hier jedoch zuvor noch angemerkt werden, dass im direkten Vergleich 

von Wildtyp- und Δmicβ7-Zellen geringe Unterschiede von etwa einer Fraktion (Abbildung 30) 
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vernachlässigt werden können. Da die einzelnen Gelstreifen einzeln von Hand geschnitten 

wurden, sind kleine Abweichungen möglich. 

Wie auch schon bei den 2D BNE-Gelen (Kapitel 3.3.6) war in diesen 

Verteilungsdiagrammen erkennbar, dass in ∆mic27-Zellen kein Mic60 mehr in den Fraktionen 

mit hochmolekularen Komplexen zu finden ist, sondern nur noch im unteren Massenbereich. 

Dort finden sich gewöhnlich nur lösliche Proteine, wie Mic19 oder nicht assemblierte Proteine 

(Abbildung 30A, 30C). Auch Mic26 und Mic12 verhielten sich ähnlich. Im Wildtyp ist Mic26 

im gleichen hochmolekularen Komplex wie Mic60 zu finden. In ∆mic27–Zellen konnte Mic26 

nur noch in den unteren Fraktionen lokalisiert werden (Abbildung 30D). Mic10, eine 

Kernkomponente des MICOS-Komplexes zeigte im Wildtyp mehrere Kluster in denen ein 

großer Anteil an Mic10 Peptiden gefunden wurde (Abbildung 30B). Die Verteilung dieses 

Proteins verändert sich in ∆mic27-Zellen ebenfalls gravierend (Abbildung 30D). Nur der 

Kluster von Mic10, in dem die meisten Peptide massenspektrometrisch gefunden wurden, 

verändert sich in Δmicβ7-Zellen nicht. Da Mic27 einen Einfluss auf die Oligomerisierung der 

F1FO-ATP Synthase hat (Kapitel 3.3.5), wurde auch das Verhalten der Untereinheit F1  in 

Wildtyp- und ∆mic27-Mitochondrien untersucht (Abbildung 30F). Es konnte jedoch unter 

diesen Bedingungen kein Effekt festgestellt werden. All diese Beobachtungen lassen den 

Schluss zu, dass Mic27 eine stabilisierende Wirkung auf die MICOS-Komplex Komponenten 

im hohen Massenbereich hat. Einzig ein hochmolekularer Komplex des Proteins Mic10 ist, 

wenn Mic27 fehlt, unter den verwendeten Bedingungen noch stabil. 
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Abbildung 29: Die Deletion vom Mic27 führte zu einer Destabilisierung einzelner Komplexe der MICOS-

Komponenten: Complexome Profiling und Verteilungsdiagramme von Wildtyp- und Δmicβ7-Mitochondrien 

(WT). Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp (WT) und einem ∆mic27 Hefestamm (mit dem Stammhintergrund 

BY4742) wurden mit dem Verhältnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der 

BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann, fixiert und mit Coomassie nachgefärbt, 

danach quer in 63 Gelstücke (Fraktionen) geschnitten und massenspektrometrisch untersucht. Alle einzeln 

gemessenen Fraktionen wurden in ein Schema übertragen. Die jeweiligen Verteilungen im Profil, der MICOS-

Komponenten Mic60 (blau), Mic27 (orange), Mic26 (grün), Mic19 (hellblau), Mic12 (lila) und Mic10 (rot) 

wurden einzeln aufgetragen. Pro Protein wurde auf die Höhe des höchsten Werts, dies entspricht der Fraktion, in 

der quantitativ die meisten Peptide des Proteins gefunden wurden, normiert. Die quantifizierten Proteine wurden 

parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über gelb (20% des 

Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten Kalibrierungskurven für die einzelnen Fraktionen lauten 

für den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e(-0,106x) und für Δmicβ7: f(x)= 3912,446 e(-0,015x). Die massenspektrometrische 

Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 
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Abbildung 30: Die Deletion von Mic27 führt zu einer Destabilisierung einzelner MICOS-Komponenten: (A) 

Vergleichende Verteilungsdiagramme des Complexome Profiling von Mic60 (A), Mic10 (B), Mic19 (C), Mic26 

(D), Mic12 (E) und F1  (F) aus Wildtyp- (WT) und Δmicβ7-Mitochondrien. Isolierte Mitochondrien aus einem 

Wildtyp- (WT) und einem ∆mic27-Hefestamm (Stammhintergrund BY4742) wurden mit dem Verhältnis 2g/g von 

Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen 

Gelstreifen wurden danach, fixiert, mit Coomassie nachgefärbt und anschließend quer in 63 Gelstücke (Fraktionen) 
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geschnitten und massenspektrometrisch untersucht. Alle einzeln gemessenen Fraktionen wurden in ein Schema 

übertragen. Die jeweiligen Verteilungen aus Wildtyp- oder Δmicβ7-Mitochondrien wurden zusammen in ein Profil 

übertragen. Pro Protein wurde auf die Höhe des höchsten Werts, dies entspricht der Fraktion in der quantitativ die 

meisten Peptide des Proteins gefunden wurden, normiert. Kurven: Blau: WT, Rot: Δmicβ7. Die quantifizierten 

Proteine wurden parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über 

gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten Kalibrierungskurven für die einzelnen 

Fraktionen lauten für den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e(-0,106x) und für Δmicβ7: f(x)= 3912,446 e(-0,015x). Die 

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 

 

3.3.7.2 Das Complexome Profiling zeigt ein Klustern einiger MICOS-Komponenten mit 

mitochondrialen Proteinkomplexen der mitochondrialen Biogenese und der 

Fusionsmaschinerie 

Um die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse weiter zu analysieren, wurden  

die MICOS-Komponenten zusammen mit den, schon aus anderen Studien bekannten 

Interaktionspartnern der MICOS-Komponente Mic60, graphisch aufgetragen. So könnten sich 

vielleicht einige der gefundenen Subpopulationen der MICOS-Komponenten im 

Verteilungsprogramm diesen Interaktionspartnern zuordnen lassen. Bekannte 

Interaktionspartner von Mic60 sind das Außenmembranprotein Sam50/Tob55 (Körner et al., 

2012), die Innenmembran-komponente Mia40, der Tom-Komplex in der Außenmembran (von 

der Malsburg et al., 2011), das mitochondriale Fusionsprotein Ugo1 (Harner et al., 2011) sowie 

der Ionenkanal Porin/VDAC (Hoppins et al., 2011). Außerdem ist aus vorhergegangenen 

Complexome Profiling Studien mit Mitochondrien aus Rinderherzen eine Subpopulation des 

humanen Orthologs von Mic60, Mitofilin mit dem SAM-/TOB-Komplex bekannt (Weber et al., 

2013). Diese Proteine zeigten, in den Profilen der massenspektrometrisch untersuchten nativen 

Proteine, keinen gravierenden Unterschied in ∆mic27-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp-

Mitochondrien (Abbildung 31).  

Im Wildtyp wurden von Mic60, wie schon erwähnt, in unterschiedlichen 

Massenbereichen viele Peptide massenspektrometrisch detektiert. Da nicht alle dieser Mic60-

Kluster zusammen mit MICOS-Komponenten zu finden sind, wurde zur näheren Analyse die 

Verteilung vom Mic60 mit den oben erwähnten Interaktionspartnern nur in Wildtyp-

Mitochondrien verglichen (Abbildung 31). Ugo1 zeigte im Verteilungsdiagramm nur ein 

Maximum. Dieser klustert mit einer Subpopulation von Mic60 in Fraktion 20 (Abbildung 31). 

Das Außenmembranprotein Porin1/VDAC1 hatte im Komplexom-Profil zwei Kluster, dieser 

war im hohen Massenbereich zusammen mit VDAC2/Porin2 zu finden. In Fraktion 10 klustert 
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Mic60 nur mit VDAC1. Die anderen bekannten Interaktionspartner Tom40, Sam50 und Mia40 

zeigten unter den verwendeten Bedingungen nur kleine oder keine Übereinstimmungen mit der 

Verteilung der analysierten Mic60-Peptide (Abbildung 31). Überraschenderweise gibt es einen 

Kluster von Sam50/Tob55 und Mic27 in der Fraktion 48. 

So hatten, in diesem Complexome Profiling, bekannte Interaktionspartner des MICOS-

Komplexes, wie das Fusionsprotein Ugo1 und dem Außenmembranprotein Porin/VDAC 

gemeinsame Kluster mit Mic60. Mic27 ist zusammen in einem Kluster mit dem -barrel 

Protein Sam50/Tob55 in Fraktion 48. 

 

 

 

Abbildung 31: Einige MICOS-Komplex Komponenten klustern mit mitochondrialen Proteinkomplexen der 

mitochondrialen Biogenese und der Fusionsmaschinerie: Complexome Profiling. Die massenspektrometrischen 

Daten des MICOS-Komplexes wurden, mit den oben erwähnten Interaktionspartnern von Mic60, in Wildtyp- 

(WT) und Δmicβ7-Zellen verglichen. Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp (WT) und einem ∆mic27 Hefestamm 

(BY4742) wurden mit dem Verhältnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der 

BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann, fixiert und nachgefärbt, anschließend quer 

in 63 Gelstücke (Fraktionen) geschnitten und massenspektrometrisch untersucht. Die quantifizierten Proteine 

wurden parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über gelb 

(20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten Kalibrierungskurven für die einzelnen 

Fraktionen lauten für den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e(-0,106x) und für Δmicβ7: f(x)= 3912,446 e(-0,015x). Die 

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 
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3.3.7.3 Mic10 migriert unter nativen Bedingungen mit der F1FO-ATP Synthase 

Eine noch offene und vor allem Aufgrund der vorhergegangenen biochemischen 

Ergebnisse offene Frage war, wie der MICOS-Komplex mit der F1FO-ATP Synthase in Kontakt 

steht? Dafür wurden mittels der Daten der Complexome Analyse der MICOS-Komponenten mit 

den Untereinheiten der F1FO-ATP Synthase verglichen. Mic27 klusterte in keiner Fraktion mit 

der F1FO-ATP Synthase. Die Verteilungsdiagramme wiesen aber teilweise eine gute 

Übereinstimmung zwischen Mic10 und F1FO-ATP Synthase Untereinheiten auf         -sowohl in 

Wildtyp als auch in Mitochondrien in denen Mic27 ausgeschaltet ist (Abbildung 32). In 

Δmicβ7-Zellen scheinen, wie schon in den vorrangegangenen Kapiteln beschrieben, alle höher 

molekularen Komplexe der MICOS-Untereinheiten zu zerfallen. Allerdings scheint hier die 

Subpopulation von Mic10 in der die meisten Peptide von Mic10 gefunden wurden stabil zu 

sein. Und diese klustern zusammen mit der F1FO-ATP Synthase in den gleichen Fraktionen 

(WT: Fraktion 52, Δmicβ7: Fraktion 51). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Mic10 die 

Komponente des MICOS-Komplexes ist, die mit der F1FO-ATP Synthase in Kontakt steht. Und 

dies unabhängig von Mic27.  
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Abbildung 32: Mic10 klustert mit Untereinheiten der F1FO-ATP Synthase: Complexome Profiling und 

Verteilungsdiagramme. Die massenspektrometrischen Daten der F1FO-ATP Synthase wurden mit denen von Mic10 

von (A) Wildtyp- (WT) und verglichen (B) Δmicβ7-Zellen. Isolierte Mitochondrien aus Wildtyp- (WT) und einem 

∆mic27-Hefestamm (BY4742) wurden mit dem Verhältnis 2g/g von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) 

solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen Gelstreifen wurden dann, fixiert, mit 

Coomassie nachgefärbt, anschließend quer in 63 Gelstücke (Fraktionen) geschnitten und massenspektrometrisch 

untersucht. Alle einzeln gemessenen Fraktionen wurden in ein Schema übertragen. Die jeweiligen Verteilungen 

aus Wildtyp- oder Δmicβ7-Mitochondrien wurden zusammen in ein Profil übertragen. Kurven: Blau: Mic10, Rot: 

Su , Grün: Su e. Die quantifizierten Proteine wurden parallel in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala reicht dabei 
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von schwarz (nicht identifiziert), über gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). Die berechneten 

Kalibrierungskurven für die einzelnen Fraktionen lauten für den Wildtyp: f(x)= 3883,976 e(-0,106x) und für Δmicβ7: 

f(x)= 3912,446 e(-0,015x). Die massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 

 

3.3.7.4 Massenspektroskopische Untersuchungen nativer mitochondrialer Komplexe     

über 10 MDa in Wildtyp-Zellen  

  Anzuführen ist, dass unter den verwendeten Bedingungen bei den BNE-Gelen die 

MICOS-Komponenten nicht, wie erwartet und für den humanen MICOS-Komplex gezeigt 

[Weber, et al. 2012], in einer Fraktion klustern. Die detektierte Hauptfraktion des MICOS-

Komplexes war im hohen Massenbereich, in der höchsten Fraktion zu finden. Möglich ist, dass 

unter BNE-Bedingungen der komplette MICOS-Komplex eventuell erst gar nicht in das 

Nativgel eingelaufen ist. Vielleicht ist der native MICOS-Komplex größer als 4 MDa? Dafür 

wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig und Valentina Strecker isolierte Wildtyp- 

Mitochondrien mit Digitonin (3g/g) solubilisiert und auf eine BN-PAGE aufgetragen. Nach der 

Auftrennung eine Gelspur fixiert und mit Coomassie nachgefärbt. Die Gelspur wurde dann für 

die massenspektrometrische Analyse diagonal in 63 Gelstücke (Fraktionen) geschnitten 

(Abbildung 33A). Eine andere Gelspur wurde einer 2D Gelelektrophorese unterzogen. Das Gel 

wurde anschließend mit Silber eingefärbt, um die Komplexierung in den isolierten 

Mitochondrien zu Überprüfen. Es war in diesen Gel eindeutig der Monomer und Dimer der 

F1FO-ATP Synthase, sowie die Superkomplexe der Atmungskettenenzyme zu erkennen 

(Abbildung 33B). Der anschließende Verdau der geschnittenen Gelstücke, sowie die 

massenspektrometrische Analyse wurden von der Arbeitsgruppe von Dr. Ilka Wittig 

durchgeführt.  

Die Spektren der massenspektrometrischen Messung wurden mit der MaxQuant 

Software analysiert um Peptide und Proteine zu identifizieren und markierungsfrei zu 

quantifizieren. Die IBAQ-Werte (englisch: intensity-based absolute quantification) wurden 

dann anschließend mit der Software NOVA (Giese et al., 2015) auf das Maximum eines jeden 

Proteins in einer Gelbahn normiert. Die Proteine wurden dann, aufgrund Ihres Auffindens in 

den verschieden geschnittenen Gelstücken, mit einer hierarchischen Clusteranalyse gruppiert 

und die nativen Massen der einzelnen Komplexe anhand von Markerkomplexen kalibriert. 

Dadurch konnte dann das Komigrationsverhalten der einzelnen Proteine in Nativgel untersucht 

werden (Abbildung 28). Um die Abundanz einzelner Proteine in jedem Gelfragment 

darzustellen und die jeweiligen Interaktionspartner oder Untereinheiten der mitochondrialen 

Komplexe besser zuordnen zu können, wurden die normierten quantitativen Werte in Heatmaps 



  Ergebnisse  

 

102 

 

visualisiert. Die Farbskala dieser Heatmaps reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über 

gelb (20% vom Maximum), bis Rot (Maximum). Anhand der Atmungkettenkomplexe konnte 

ein erfolgreiches Gruppieren und eine korrekte Komigration überprüft werden. Diese 

Proteinkomplexe komigrieren wie bei den zu erwartenden kalibrierten 

Molekulargewichtsgrößen (Abbildung 34). Die Kalibrierung erfolgte über die bekannten 

Molekulargewichtsgrößen der Atmungskettenkomplexe II, III, IV und V. Die dadurch erhaltene 

Kalibrierungskurve lautet: f(x)= 12648,554 e(-0,068x). Die im massenspektrometrisch 

identifizierten Peptide der MICOS-Komponenten und für die F1FO-ATP Synthase sind im 

Anhang (Kapitel 11.1; Tabelle 7) aufgelistet. 

 

 

 

Abbildung 33: LPE-Complexome Profiling von isolierten Wildtyp Mitochondrien: (A) LP-PAGE. Isolierte 

Wildtyp-Mitochondrien (WT) (Stammhintergrund BY4742) wurden mit dem Verhältnis 3g/g von Digitonin zu 

Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der LP-PAGE unterzogen. Der ausgeschnittene Gelstreifen wurden 

dann fixiert, mit Coomassie nachgefärbt und anschließend quer in 60 Gelstücke geschnitten (). Die 

angegebenen Proteingrößen entsprechen gerundet den Größen des F1FO-ATP Synthase Dimers (D) und des 

Monomers (M), (L) dem großer Superkomplex und (S) dem kleinen Superkomplex der Atmungskette (B) 2D SDS-

PAGE. Ein anderer der oben beschrieben BN-PAGE Gelstreifen wurde auf ein Tris-Tricin Gel (16%) gelegt und 

einer 2D SDS-Gelelektrophorese unterzogen. Die Proteine wurden anschließend mit Silber unspezifisch gefärbt. 

Die angegebenen Proteingrößen entsprechen den F1FO-ATP Synthase Untereinheiten F1α (ATP1): 55 kDa; Su  
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(ATP3): 30 kDa, Su 5 (ATP5/OSCP): 20 kDa; Su δ (ATP16): 15 kDa, Su c (ATP9): 7 kDa. Die 

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 

 

 

Das, in Abbildung 34 dargestellte Profil und das dazugehörige Verteilungsdiagramm des 

LPE-Komplexoms, bestätigte die schon durch das BNE-Komplexom gefundenen 

Beobachtungen. Die MICOS-Komponenten klustern auch hier nicht in einer gemeinsamen 

Fraktion, aber zusammen in unterschiedlichen Massenbereichen. Die Annahme, dass der 

MICOS-Komplex sehr groß ist und einen Proteinkomplex im Megadalton Bereich ausbildet, 

konnte unter den gegebenen Bedingungen nicht bestätigt werden. Die Hauptpeaks der meisten 

MICOS-Komponenten waren in einem Bereich detektierbar, in dem sich nur kleine 

Proteinkomplexe von etwa 250-400 kDa befinden. Dies deckt sich auch mit anderen Studien, 

die den nativ aufgereinigten MICOS-Komplex, einer Größe von etwa 300-400 kDa zuordneten 

(Rabl et al., 2009; von der Malsburg et al., 2011). Ausschließlich Peptide von Mic10, Mic27 

und Mic60 wurden in höheren Massenbereichen massenspektrometrisch detektiert (Abbildung 

34). Mic60 zeigte einen Peak in Fraktion 56. Dies entspricht einer ungefähren Molekulargröße 

von etwa 9-10 MDa. Interessanterweise klustert Mic60 hier mit den schon bekannten 

Interaktionspartnern VDAC1/Porin1 und Tom40. Auch im niedrigen Massenbereich, zeigt 

Mic60 unter diesen Bedingungen Kluster mit diesen Proteinen (3.3.7.2). Mic27 zeigte auch 

einige schwache Peaks im hochmolekularen Bereich. Aber diese lassen sich keinem bestimmten 

Protein zuordnen. Mic10 zeigte unter LPE-Bedingungen ebenfalls einen Kluster der F1FO-ATP 

Synthase in Fraktion 31. So scheint der MICOS-Komplex über Mic10 mit der F1FO-ATP 

Synthase verknüpft zu sein. 

Also lässt sich durch das Large-Pore-Complexome Profiling von Wildtyp 

Mitochondrien, die gewonnene Erkenntnis des konventionellen Complexome Profilings, dass 

Mic10 mit der F1FO-ATP Synthase klustert, bestätigen. Allerding ist unter den hier verwendeten 

Bedingungen, der Hauptteil der MICOS-Komponenten vor allen in Massenbereichen zu finden, 

in denen auch kleinere Proteinkomplexe vorkommen. Zwar wurden kleinere Populationen, an 

Mic60 und Mic27 auch in Fraktionen gefunden in denen Komplexe mit höherem 

Molekulargewicht zu finden sind, aber da bei dieser Methode auch ein verschmieren der 

Banden nicht auszuschließen ist, kann dieser Befund ebenso für diese Möglichkeit sprechen. 

Jedenfalls kann die Beobachtung, dass der MICOS-Komplex ein Molekulargewicht im 

Megadalton Bereich besitzt mit dieser Methode nicht bestätigt werden. 
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Abbildung 34: LPE-Complexome-Profiling der MICOS-Komponenten aus isolierten WT-Mitochondrien: 

(A) LPE-Complexome-Profiling. Isolierte Wildtyp (WT) Mitochondrien wurden mit dem Verhältnis 3g/g von 

Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und einer der BN-PAGE unterzogen. Die ausgeschnittenen 

Gelstreifen wurden dann, fixiert, mit Coomassie nachgefärbt und anschließend quer in 60 Gelstücke geschnitten 

und massenspektrometrisch untersucht. Die quantifizierten Proteine wurden in Heatmaps dargestellt. Die Farbskala 

reicht dabei von schwarz (nicht identifiziert), über gelb (20% des Maximums), bis hin zu Rot (Maximum). (T): 

Tetramer F1FO-ATP Synthase der (D): Dimer der F1FO-ATP Synthase, (M): Monomer der F1FO-ATP Synthase. (B) 

Verteilungsdiagramm des LPE-Complexome Profiling von MICOS-Komponenten in WT-Mitochondrien. Kurven: 

Blau: Mic60, Rot, Mic10, Grün Mic26, Lila: Mic12, Hellblau: Mic19, Orange: Mic27. Die 

massenspektrometrische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ilka Wittig. 

 

3.4 Charakterisierung des Zusammenspiels von Mio10 und der F1FO-ATP Synthase 

3.4.1 Mic27 ist über Mic10 mit der F1FO-ATP Synthase verlinkt 

Die Beobachtung, dass Mic10 eventuell direkt mit der F1FO-ATP Synthase in Kontakt 

steht, wurde in den folgenden Experimenten durch die Anwendung von Chemischen 

Quervernetzern überprüft. Dabei werden Proteine die in engem Kontakt stehen durch die 

Quervernetzer über Veresterungen kovalent verknüpft. Es wurden dafür Wildtyp-

Mitochondrien und Mitochondrien in denen je Mic27, Mic10 oder Su e ausgeschaltet ist, mit 

dem Quervernetzter MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester) inkubiert und die 

möglichen quervernetzten Proteine, mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot Analyse 

untersucht. Mic10 mit Mic27 konnten chemisch Verknüpft werden (Abbildung 35A). Die 

Verbindung dieser zwei Proteine ist 35 kDa groß (Abbildung 35B). In den isolierten 

Mitochondrien, in denen die beteiligten Proteine fehlen war die chemische Verknüpfung nicht 

nachweisbar. Interessanterweise konnte mit dem Selben Quervernetzer, MBS auch eine 

Verknüpfung von Mic10 und der F1FO-ATP Synthase Untereinheit e (Su e) beobachtet werden. 

Diese ist 20 kDa groß und war ebenfalls in den entsprechenden Deletionsmutanten ∆mic10 und 

∆su e nicht mehr vorzufinden (Abbildung 35A und 35B).  

Eine weitere Evaluation der gefundenen Quervernetzungen erfolgte in den 

Deletionsstämmen der anderen MICOS-Komponenten. Auch hier erfolgte nach einer SDS-

Gelelektrophorese, der vorher mit MBS quervernetzten Proteine, und Western-Blot Analyse 

eine Immundetektion der verknüpften Proteine. Als Marker diente, die wie schon in den 

MICOS Mutanten als unverändert beschriebene Untereinheit (3.2.2) der F1FO-ATP Synthase,  

(F1 ). Hier verhielten sich die chemisch quervernetzten Proteine gemäß ihrer in Kapitel 3.2.2 

beschriebenen Expression in den unterschiedlichen MICOS-Deletionsmutanten (Abbildung 
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35C). Durch Immunpräzipitationen wurde ebenfalls die Spezifität der Quervernetzungen 

überprüft. Dafür wurden die quervernetzten Proteine mit 4g/g Digitonin solubilisiert und mit 

aufgereinigtem Mic27- und Mic10-Peptidantikörpern aus Kaninchen immunpräzipitiert. Damit 

sollten die eventuell entstandenen Quervernetzungen spezifisch nachgewiesen. Leider war der 

Mic10-Antikörper zu schwach um die Quervernetzung zu präzipitieren. Aber der Nachweis der 

Mic10/Micβ7 Quervernetzung war mit einer α-Mic27 Immunpräzipitation möglich (Abbildung 

35D). Als Negativkontrollen dienten einmal ein Ansatz ohne MBS und ein Ansatz mit isolierten 

∆mic27-Mitochondrien. 

So kann Aufgrund dieses biochemischen Nachweises gezeigt werden, dass wie im BNE-

Complexome-Profiling und LPE-Complexome-Profiling gezeigt, Mic10 mit der F1FO-ATP 

Synthase in Kontakt steht. Und so ist auch möglich, dass Mic27 eventuell über Mic10 mit der 

F1FO-ATP Synthase verknüpft ist. 
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Abbildung 35: Mic10 kann mit dem Quervernetzter MBS mit Mic27 und mit Su e verlinkt werden: (A) 

SDS-PAGE. Isolierte Wildtyp- (WT), ∆mic27-, ∆mic10- und ∆su e-Mitochondrien wurden mit den chemischen 

Quervernetzer MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester) versetzt. Als Negativkontrolle dienten 

Wildtyp-Mitochondrien, die nur mit DMSO versetzt waren. Die mit MBS quervernetzten Proteine wurden mit 

einer SDS-PAGE und Western Blotting analysiert. Zur Immundetektion von Mic27 wurde ein Peptidantikörper aus 

Huhn verwendet. Die Quervernetzungen von Mic27 und Mic10 (Mic27/Mic10) findet sich bei 35 kDa und die von 

Mic10 und Su e (Mic10/ Su e) bei 20 kDa. (B) Schematische Darstellung der oben erwähnten chemischen 

Quervernetzungen von Mic10, Mic27 und Su e mit MBS (C) SDS-PAGE der oben erwähnten chemischen 

Quervernetzungen in isolierten Mitochondrien der Hefestämme: Wildtyp (WT), ∆mic27, ∆mic60, ∆mic10, ∆mic26, 

∆mic12 und ∆mic19. Zur Immundetektion von Mic27 wurde ein Peptidantikörper aus Huhn verwendet. (D) 

Immunpräzipitation der chemischen Quervernetzung von Mic10 und Mic27 mit einem aufgereinigten 

Peptidantikörper aus Kaninchen, der gegen ein C-terminales Peptid in Mic27 gerichtet ist. Mit diesem erfolgte 

auch die Immundetektion. Als Negativkontrollen dienten eine Quervernetzung mit DMSO und eine 

Quervernetzung im ∆mic27-Stamm. 

 

3.4.2 Mic10 interagiert physikalisch mit Untereinheiten der F1FO-ATP Synthase 

Da eine chemische Quervernetzung auch nur eine enge räumliche Nähe der beteiligten 

Proteine bedeuten könnte, wurde die mögliche Interaktion zwischen Mio10 und der F1FO-ATP 

Synthase mit Ko-Immunpräzipitationsexperimenten untersucht. Dafür wurden isolierte 

Mitochondrien aus WT-,  ∆mic27- und ∆mic10-Zellen mit Digitonin (4g/g) solubilisiert und auf 

eine Agarosematrix, an die Sepharose A und der entsprechende aufgereinigte Antikörper 

gekoppelt waren, gegeben. Die Immunpräziptate wurden mit SDS-Gelelektrophorese und 

Western-Blot Analyse überprüft. Als Kontrollen dienten die den Antikörpern entsprechenden 

Prä-Immunseren und die isolierten Mitochondrien der jeweiligen Deletionsstämme. Zu 

erkennen war, dass bei einer Immunpräzipitation mit Mic10 Antikörper die MICOS-

Komponenten Mic27, Mic60, Mic26 ko-immunpräzipitieren. Aber es waren auch die 

Untereinheiten der F1FO-ATP Synthase  und e in der Elution zu finden. In den Spuren mit den 

Negativkontrollen, dem Prä-Immunserum und den Mitochondrien aus ∆mic10-Zellen konnten 

diese Proteine nicht gefunden werden. In der Spur mit den Mitochondrien aus ∆mic27-Zellen 

konnte erwartungsgemäß Mic27 nicht ko-immunpräzipitiert werden, dafür aber Mic60 und 

Mic26, allerdings scheinen die Signale dieser Proteine hier schwächer. Auch in diesem Fall 

konnte eine physikalische Interaktion mit den oben erwähnten Untereinheiten der F1FO-ATP 

Synthase detektiert werden (Abbildung 36). So konnte wie schon bei den Experimenten mit 

chemischen Quervernetzern (siehe 3.4.1) und dem Complexome Profiling (siehe 3.3.7.3) 
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gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Mic10 und der F1FO-ATP Synthase unabhängig 

von Mic27 ist. 

Zu einem ähnlichen Ergebnis, wie die Interaktionsstudien mit Mic10-Antikörper konnte 

auch durch die Ko-Immunpräzipitation mit Mic27 Antikörper beobachtet werden. Hier konnten 

Interaktionen mit den MICOS-Komponenten Mi60, Mic26 und Mic10 nachgewiesen werden. 

In den Negativkontrollen, dem Prä-Immunserum und den Mitochondrien aus ∆mic27 Zellen 

wurden diese Proteine nicht gefunden.  

So kann durch diese Experimente eine physikalische Interaktion von Mic10 mit der 

F1FO-ATP Synthase bestätigt werden. Zusammen mit den anderen Resultaten dieser Arbeit 

kann angenommen werden, dass Mic10 die Komponente des MICOS-Komplexes der direkte 

Interaktionspartner zur F1FO-ATP Synthase ist. Auch ist in hohem Maße wahrscheinlich, dass 

Mic27 über Mic10 mit der F1FO-ATP Synthase in Kontakt steht und diese Verbindung 

möglicherweise vermittelt. 
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Abbildung 36: Mic10 interagiert physikalisch mit Untereinheiten der F1FO-ATP Synthase: (A) SDS-PAGE. 

Isolierte Wildtyp- (WT), ∆mic27- und ∆mic10-Mitochondrien wurden mit Digitonin solubilisiert (4g/g) und an eine 

Sepharose A Matrix, an die ein aufgereinigter Peptidantikörper von Mic10 oder Mic27 gekoppelt ist, inkubiert. 

Beide Antikörper sind gegen ein C-terminales Peptid von Mic27 bzw. Mic10 aus Kaninchen gerichtet. Als 

Negativkontrolle diente eine Sepharose A Matrix, die statt mit Antikörper, mit dem entsprechenden Prä-

Immunserum (PI) inkubiert wurde und eine Probe mit den entsprechenden Deletionsstämmen. Als Kontrolle für 

die insgesamt eingesetzten Proteine, wurden Proben der solubilisierten Proteine (Input) geladen. Das Sternchen (*) 

kennzeichnet eine unspezifische Bande des Mic60 Antikörpers. Für den Immunnachweis von Mic27 wurde ein 

aufgereinigter Peptidantikörper aus Kaninchen verwendet. 

 

3.4.3 Mic10 hat keinen großen Einfluss auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP 

Synthase  

Da in den vorhergegangen Experimenten eine direkte Interaktion von Mic10 mit der 

F1FO-ATP Synthase gezeigt werde konnte, wurde in den nächsten Experimenten der Einfluss 

die Bildung von Oligomeren in Zellen in denen Mic10 ausgeschaltet ist untersucht. Die 

Vermutung, dass Mic10 möglicherweise auf die Oligomerenbildung der F1FO-ATP Synthase 

haben könnte, lag deshalb nahe. Mic10 und Mic27 (siehe 3.4.2) interagieren direkt miteinander 

und Mic27 hat einen stabilisierenden Einfluss auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase 

(vergleiche 3.3.5). Es wurden deshalb zum Vergleich isolierte Wildtyp-, ∆mic10- und auch 

∆mic27-Mitochondrien mit ansteigenden Konzentrationen an Digitonin solubilisiert und mit 

einer Clear-Nativ Elektrophorese und einer anschließenden in-Gel-ATPase Aktivitätsfärbung 

untersucht. Ebenso wurden mit ∆mic10-Mitochondrien nach einer Blau-Nativ Elektrophorese 

eine 2D SDS-Gelelektrophorese durchgeführt. Eine deutliche Veränderung der 

Oligomerisierung ist nach der F1FO-ATP Synthase in-Gel Aktivitätsfärbung in ∆mic10-

Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp und ∆mic27-Mitochondrien nicht zu erkennen 

(Abbildung 37A). Die 2D Gelanalyse von ∆mic10-Mitochondrien bestätigt dies. Man Erkennt, 

dass die sich Oligomere der F1FO-ATP Synthase wie im Wildtyp (vergleiche 3.3.4) ausbilden. 

Wenn dann ist sogar eher die Tendenz zu mehr Oligomeren zu erkennen. Außerdem kann man 

hier keinen MICOS-Komplex erkennen. In Zellen in denen Mic10 fehlt, scheint wohl der 

MICOS-Komplex zu zerfallen (Abbildung 37B). 

So ist ein Einfluss einer Mic10-Deletion, im Gegensatz zu einer Mic27-Deletion auf die 

Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase hiermit wohl auszuschließen. All dies könnte darauf 

hinweisen, dass Mic10, obwohl es direkt mit Mic27 interagiert (siehe 3.4.2), einen anderen 

Wirkmechanismus betreffend der F1FO-ATP Synthase zu haben scheint. 
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Abbildung 37: Die Deletion von Mic10 hat keinen Einfluss auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP 

Synthase: (A) CN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus Hefe (BY4742) aus Wildtyp (WT),  ∆mic10-Zellen und 

∆mic27-Zellen wurden mit den angegebenen Verhältnissen von Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert 

und nach der CN-PAGE einer in-Gel-Analyse der-ATPase-Aktivität unterzogen. (M) Monomer, (D) Dimer, (O) 

Oligomere der F1FO-ATP Synthase (B) 2D BN-PAGE. Isolierte Mitochondrien aus einem ∆mic10-Hefestamm 

(BY4742) wurden mit 2g/g Digitonin zu Protein (Dig/Prot; w/w) solubilisiert und nach der BN-PAGE wurden 

entsprechenden Gelsteifen einer 2D Gelelektrophorese unterzogen. Nach einer Western-Blot Analyse wurden die 

Proteinkomplexe mit den angegebenen Antikörpern analysiert. (D) Dimer der F1FO-ATP Synthase (M) Monomer 

der F1FO-ATP Synthase, (T) oligomere Form der F1FO-ATP Synthase, (MICOS) MICOS-Komplex. Für den 

Nachweis von Mic27 und Mic10 wurde ein aufgereinigter C-terminaler Peptidantikörper aus Kaninchen 

verwendet.  
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4 Diskussion 

4.1. Die Bedeutung der Verankerung über den evolutionär konservierten C-Terminus 

von Mic60 für die die Bildung von Cristae und CJs 

CJs verbinden die Cristaemembran mit der inneren Grenzmembran. Sie werden als 

röhrenförmig beziehungsweise schlitzartige Strukturen beschrieben, die durch den MICOS-

Komplex stabilisiert werden. Im Modellsystem Hefe besteht dieser aus sechs MICOS-

Proteinen, von denen Mic10 und Mic60 als Kernkomponenten identifiziert wurden (Harner et 

al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit 

wurde der direkte Einfluss einzelner MICOS-Komponenten auf die Stabilität von CJs 

untersucht, denn dies war zu Beginn dieser Arbeit noch weitgehend unbekannt.  

Es wurde gezeigt, dass Mic60 in seinem evolutionär, konservierten C-Terminus eine -

Signalsequenz aus 12 Aminosäuren besitzt. -Sequenzen wurden zuvor nur bei -barrel 

Proteinen gefunden. Diese Proteine sind porenbildende Proteine, die die Zellmembran 

überspannen. Sie bestehen aus -Strängen, die antiparallel angeordnet sind und dadurch einen 

geschlossenen und porenartigen Aufbau haben (Wimley, 2003). Sie werden beim Import in die 

Mitochondrien durch ein stark konserviertes Signalpeptid, der -Sequenz, als -barrel Proteine 

erkannt und anschließend durch den SAM-/TOB-Komplex in die mitochondriale 

Außenmembran insertiert (Kutik et al., 2009). Außerdem sind aus mehreren Studien 

Interaktionen, des evolutionär konservierten C-Terminus von Mic60 mit -barrel Proteinen der 

mitochondrialen Außenmembran bekannt. Dies sind die Komponenten Sam50/Tob55 des 

SAM-/TOB-Komplexes, VDAC/Porin1 und der TOM-Komplex (Xie et al., 2007; Darshi et al., 

2011; Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011; Körner et al., 2012; Ott et al., 2012; 

Zerbes et al., 2012a). So ist es möglich, dass Mic60, vielleicht über diese neu identifizierte 

Sequenz, mit den mitochondrialen -barrel Proteinen in Verbindung steht und dadurch die 

Innenmembran mit der Außenmembran verankert. Diese Bindung ist möglicherweise essentiell 

um die CJs zu stabilisieren. Ein weiterer Hinweis lieferte die Tatsache, dass auch Zellen die 

eine Variante von Mic60 ohne dessen C-Terminus exprimieren, eine reduzierte Anzahl an CJs 

haben (Körner et al., 2012; Zerbes et al., 2012a). Da die in dieser Arbeit gefundene -Sequenz 

sich im C-Terminus befindet, könnte der in diesen Studien beobachtete Effekt, auch durch das 

Fehlen dieser Signalsequenz erklärt werden.  

So wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die -Signalpeptidsequenz im evolutionär 

konservierten C-Terminus vom Mic60 einen geringen Effekt auf die Stabilität von CJs hat. 

Allerdings weisen Hefezellen, mit einer Mic60 Version ohne die letzten 46 Aminosäuren des C-
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Terminus, einen viel gravierenderen Effekt auf die Stabilität von CJs auf. Diese Variante besitzt 

noch die -Sequenz. Auch das in dieser Arbeit gezeigte Wachstumsverhalten dieser Klone 

deckt sich mit diesem Befund. Die Klone, die keine oder eine fehlerhafte -Sequenz haben, 

wuchsen auf respiratorischem Medium vergleichbar wie der Wildtyp. Im Gegensatz dazu hatte 

die C-terminale Deletionsmutante auf Medium mit einer nicht-fermentierbaren 

Kohlenstoffquelle ein stark verzögertes Wachstum. Aus diesen Resultaten lässt sich schließen, 

dass die -Signalsequenz zwar einen Einfluss auf die Bildung von CJs hat, aber hier wohl eher 

die Integrität des ganzen C-Terminus wichtig ist. Unklar ist so nach wie vor der funktionelle 

Zusammenhang -Signalpeptidsequenz in Mic60 und der Bildung von CJs. Ebenso konnte ein 

möglicher Einfluss dieser Sequenz auf die Interaktion mit den -barrel Proteinen in der 

Außenmembran nicht geklärt werden. Dies müsste zukünftig mit 

Interaktionsaktionsexperimenten überprüft werden. 

Eine weitere Möglichkeit wäre, dass Mic60 durch die -Signalsequenz auch einen 

Einfluss auf den Import dieser Proteine hat. Es konnte zwar bis jetzt aber kein direkter Einfluss 

darauf gezeigt werden (Körner et al., 2012), aber es wurde ein Einfluss von Mic60 beim Import 

kleiner Cystein-reicher Proteine in den Intermembranraum gefunden. Mic60 interagiert zudem 

mit Mia40 (von der Malsburg et al., 2011). So ist vorstellbar, dass Mic60 als Vermittler 

zwischen der Innenmembrankomponente Mia40 und dem TOM-Komplex in der 

Außenmembran fungiert. Mic60 könnte beispielsweise mit seiner -Peptidsequenz präferentiell 

an -barrel Proteine binden, und so die funktionelle Zusammenarbeit zwischen der 

Außenmembran und der Innenmembran in der Biogenese fördern. Möglicherweise werden 

dadurch auch die Kontaktstellen zwischen den beiden Membranen stabilisiert. Dafür spricht 

auch, dass Mic60 speziell über seinen evolutionär konservierten C-Terminus an die 

Außenmembranproteine bindet (Körner et al., 2012; Zerbes et al., 2012a), was die in dieser 

Arbeit identifizierte -Peptidsequenz zu einer möglichen Kontaktstelle dieser Interaktion macht.  

Durch die massenspektrometrischen Untersuchungen der nativen Komplex- 

zusammensetzung in Mitochondrien, konnte zudem ein Zusammenhang von Mic60 und 

anderen MICOS-Komponenten, mit Proteinen der Außenmembran nachgewiesen werden. Es 

wurden unter den gewählten Bedingungen Kluster von Mic60 mit einigen der oben genannten 

Interaktionspartner gefunden. Mic60 klusterte zusammen mit VDAC1. Bei Untersuchungen 

von Proteinkomplexen bis über 10 MDa, zeigte Mic60 ebenfalls ein ähnliches Laufverhalten 

wie der TOM-Komplex. Mit dem SAM-/TOB-Komplex hingegen, zeigte statt Mic60, die 

MICOS-Komponente Mic27 einen gemeinsamen Kluster. Zudem konnte, die wie von Harner 
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und Koautoren beschriebene Interaktion von Mic60 mit Ugo1 (Harner et al., 2011), ebenfalls 

beobachtet werden. Hier zeigte sich ebenfalls ein Kluster im Complexome Profiling. Allerdings 

ist zu der verwendeten Methode anzumerken, dass die untersuchten Komplexe zuvor mit dem 

Detergenz Digitonin solubilisiert wurden. Eine mögliche Folge davon ist, dass einige, weniger 

stabile Komplexe zerfallen und deshalb nicht alle beschriebenen Interaktionspartner von Mic60 

nachgewiesen werden konnten. Auch ist hier nur die Komplexierung von membrangängigen 

Proteinen analysierbar. Lösliche Proteine, oder peripher an der Membran assoziierte Proteine, 

wie die MICOS-Komponente Mic19, finden sich bei dieser Methode nicht mehr an den 

Komplexen und laufen schneller aus dem Gel aus. Deshalb decken sich die Befunde dieser 

Arbeit nur teilweise mit den Befunden anderer Studien. So zeigen beispielsweise Ott und 

Koautoren im humanen Zellsystem die Verankerung zur Außenmembran als MIB-Komplex 

(englisch: mitochondrial intermembrane space bridging). Dieser ist ungefähr 1 MDa groß und 

dessen Kernkomponenten sind Mic60, Mic19 und Sam50. Die Proteine Mic27 und Mic26 (in 

dieser Studie Mic23 benannt) werden in dieser Studie als MICOS-Komponenten identifiziert, 

die aber eher in der Peripherie, also eher in Richtung der inneren Grenzmembran, des MIB-

Komplexes zu finden sind (Ott et al., 2015). Dies wird auch von Friedmann und Koautoren, 

aufgrund fluorenszenzmikroskopischer Beobachtungen diskutiert. In dieser Studie wird Mic60 

ebenfalls in der Peripherie der CJs lokalisiert (Friedman et al., 2015). 

Der Aufbau des MICOS-Komplexes in Säugerzellen ist dem der Hefe sehr ähnlich. Die 

meisten Komponenten haben, wie in Hefe gezeigt einen Einfluss auf die mitochondriale 

Morphologie. Des Weiteren sind Verbindungen des MICOS-Komplexes mit Komponenten der 

Außenmembran und der Biogenese bekannt. So interagiert das humane Mic60 mit SAMM50 

und mit den Proteinen Metaxin1 und Metaxin2, alles Komponenten der mitochondrialen 

Importmaschinerie. Außerdem ist eine Interaktion von Mic60 mit dem Chaperon-ähnlichen 

Protein DNAJC11 der Außenmembran (Xie et al., 2007) und der Fusionskomponente OPA1 

bekannt (Darshi et al., 2011). Auch die Komponente Mic25/CHCHD6, ein humanes MICOS-

Protein, das homolog zu Mic19 ist, interagiert mit einem Protein der Importmaschinerie, Mia40 

(Alkhaja et al., 2012). Aufgrund dieser Ähnlichkeiten zum Modellsystem Hefe kann auch im 

humanen System, die Verankerung von Mic60 zur Außenmembran als essentiell für die 

Integrität des MICOS-Komplexes angesehen werden. Ob dies auch für die Stabilität von CJs in 

humanen Zellen gilt, ist zwar noch nicht belegt aber nicht unwahrscheinlich.  

All diese Indizien könnten aber auch dafür sprechen, dass der MICOS-Komplex 

möglicherweise nur ein Teil eines viel größeren Systems ist. Außerhalb der Mitochondrien 
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bindet das Endoplasmatische Retikulum an die Mitochondrien und vermittelt wahrscheinlich so 

den Transport von Phospholipiden zwischen den beiden Organellen (Kornmann et al., 2009; 

Stroud et al., 2011). Mehrere genetische Interaktionen von MICOS- und des ERMES-Komplex 

Komponenten,  ein Komplex der Mitochondrien und das ER verbindet, weisen darauf hin, dass 

diese beiden Organellen funktionell miteinander verbunden sind (Hoppins et al., 2011). 

Außerdem, beinhaltet der ERMES-Komplex auch das Protein Mdm10, eine Komponente des 

SAM-/TOB-Komplex (Meisinger et al., 2004; Meisinger et al., 2006). Da der SAM-Komplex 

auch mit MICOS interagiert und somit den MIB-Komplex bildet (Körner et al., 2012; Ott et al., 

2015), könnte dieser Tatbestand dafür sprechen, dass die Komplexe MICOS/MIB, ERMES, 

SAM und eventuell andere Komponenten in einem Großen Membran-Netzwerk (ERMIONE) 

des ER und der Mitochondrien beteiligt sind. Dieses Netzwerk könnte neben einem Einfluss auf 

die Morphologie der beteiligten Membranen, wie der mitochondrialen Innenmembran auch  auf 

Biogenese von mitochondrialen Proteinen haben. Auch Auswirkungen dieses großen 

Komplexes auf die Kommunikation zwischen den Organellen sind möglich (Zerbes et al., 

2012a). Somit ist es wahrscheinlich, dass die Verankerung von Mic60 mit der Außenmembran 

nicht nur essentiell für die Bildung von Cristae und CJs. Auch ein Einfluss auf die Biogenese 

von mitochondrialen Proteinen ist möglich. 

 

4.2 Die unterschiedliche Wirkungsweise der Proteine Mic26 und Mic27           

Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen, dass die beiden zueinander homologen Proteine 

Mic26 und Mic27 einen unterschiedlichen Einfluss auf die mitochondriale Ultrastruktur haben. 

Zellen, in denen entweder Mic26 oder Mic27 fehlt, wiesen eine sehr unterschiedliche Anzahl an 

CJs auf. Δmic26-Zellen hatten wie auch später in anderen Studien beschrieben, eine völlig 

normale, mit dem Wildtyp vergleichbare mitochondriale Ultrastruktur (Harner et al., 2011; 

Hoppins et al., 2011; von der Malsburg et al., 2011). Im Gegensatz dazu, ist die Anzahl an CJs 

in Mitochondrien von Δmicβ7-Zellen um etwa zwei Drittel reduziert und die Cristae liegen 

häufig als dicht gepackte Membranstapel vor. Zudem ist die Innenmembranoberfläche stark 

vergrößert. Dieser Phänotyp erinnert stark an den des Mic60-Deletionsstamms. Dies wurde 

ebenso von anderen Studien bestätigt (Harner et al., 2011; Hoppins et al., 2011; von der 

Malsburg et al., 2011). So kann aus diesem Ergebnissen geschlossen werden, dass die beiden 

zueinander homologen Proteine einen mit hoher Wahrscheinlichkeit völlig unterschiedlichen 

Einfluss auf die Organisation von CJs haben. Mic27 hat im Gegensatz zu Mic26 einen 
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stabilisierenden Einfluss auf die Bildung von CJs. Die Funktion von Mic26 ist nach diesen 

Befunden nach wie vor unklar.  

Dies deckt sich damit, dass der Wachstumsphänotyp auf respiratorischem Medium von 

Zellen, denen Mic26 oder Mic27 fehlt, ebenfalls sehr unterschiedlich ist. Der 

Wachstumsphänotyp  von Δmicβ6-Zellen ähnelt dem von Δmic60-Zellen. Beide sind im 

Wachstum stark beeinträchtigt. Zellen in denen Mic27 fehlt hingegen, sind im Wachstum auf 

Medium mit einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle weniger stark beeinträchtigt. Das 

Wachstumsverhalten der Doppeldeletionsmutanten der beiden Proteine mit Mic60 

Δmicβ6/Δmic60 und Δmicβ7/Δmic60 auf respiratorischem Medium ist ebenfalls sehr 

unterschiedlich. Während Δmicβ6/Δmic60 Zellen im Vergleich zu den einzelnen 

Deletionsmutanten auf diesem Medium gar nicht mehr wachsen, haben Δmicβ7/Δmic60 Zellen 

ein verbessertes Zellwachstum im Gegensatz zu Δmic60-Zellen. Auch aus diesen Erkenntnissen 

wird klar, dass die beiden homologen Proteine möglicherweise sehr unterschiedliche Aufgaben 

in den Mitochondrien besitzen.  

Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem Verhalten der beiden Proteine in anderen 

Zellsystemen, zeigt sich beispielsweise in C. elegans, dass hier keine zwei homologe Proteine 

existieren, sondern nur eine Form, MOMA-1 (Head et al., 2011). In Säugerzellen, existieren 

wie in Hefe, zwei zueinander homologe Proteine, Mic26/Mic23/APOO (Apo-O) und 

Mic27/APOO-L (Apo-O-like). Mic27 wurde, wie auch schon in C. elegans gezeigt, 

Interaktionen mit Mic60 und dem SAM-/TOB-Komplex identifiziert. Auch eine veränderte 

mitochondriale Innenmembranmorphologie wird in Zellen, in denen Mic27 herunter reguliert 

ist, vorgeschlagen. Des Weiteren wurde eine Lokalisation in der Innenmembran gezeigt (Head 

et al., 2011; Weber et al., 2013). Zusätzlich bindet das durch einen GST-Tag aufgereinigte 

humane Mic27 an Cardiolipin (Weber et al., 2013). Mic26 hingegen wird als glykosyliertes 

Protein beschrieben, dass im Plasma an die HDLs (englisch: high density lipoproteins) 

assoziiert ist. Ebenso wird eine stimulierende Wirkung von Mic27 auf das Ausströmen von 

Cholesterin aus Makrophagen in Mäusen beschrieben (Lamant et al., 2006). Deshalb wird für 

Mic26 und Mic27 in Säugerzellen ein Zusammenhang mit Lipiden oder dem Lipidstoffwechsel 

diskutiert. Neuste Studien zeigen das humane Mic26 (auch Mic23) ebenfalls als Untereinheit 

des MICOS-Komplex (Koob et al., 2015; Ott et al., 2015). Diese  Studien in Säugerzellen 

zeigen ebenfalls einen direkten Einfluss dieser Proteine auf die mitochondriale Ultrastruktur 

(Weber et al., 2013; Koob et al., 2015). Durch Experimente mit Zellen, die über einen 

Doxycyclin induzierbaren Promotor kaum noch Mic27 bzw. Mic26 exprimieren, wird dieser 
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Einfluss auf die Struktur der mitochondrialen Innenmembran in humanen Zellen, aber als eher 

gering diskutiert (Ott et al., 2015). 

In Säugerzellen konnte bis jetzt noch kein vollständiger Knockout von Mic27 generiert 

werden. Deshalb konnte bis jetzt auch nur in Hefe ein sichtbarer Einfluss von Mic27 auf die 

mitochondriale Ultrastruktur nachgewiesen werden. Dass Mic26 und Mic27 in Säugern 

möglicherweise einen etwas anderen Wirkungsmechanismus haben als in Hefe, ist allerdings 

ebenfalls möglich. Ein Effekt von Mic26 und Mic27 auf den Lipidstoffwechsel ist in Hefe 

ebenfalls denkbar. Beide Proteine besitzen neben zwei Transmembrandomänen und möglichen 

Coiled-coil Domänen auch eine konserviert Apolipoprotein Sequenz (Head et al., 2011). Ein 

neu identifizierter Interaktionspartner von MICOS in Hefe, Aim24 hat einen Einfluss auf die 

Cardiolipin-Zusammensetzung und die Levels von Taffazin (Harner et al., 2014) und könnte 

somit einen Bindeglied zwischen am Lipidstoffwechsel beteiligten Proteinen und MICOS-

Komponenten sein. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Mic27 Cardiolipin-abhängig 

assembliert und mit Mic12 und Mic10 einen MICOS Subkomplex bildet (Friedman et al., 

2015). Für Mic26 wurde in diesem Zusammenhang bis jetzt nur in Säugern ein Einfluss auf die 

Proteinexpressionen des Proteins Tafazzin gefunden werden (Koob et al., 2015). 

Mic26 und Mic27 besitzen in Hefe, wie in Säugern, eine Apolipoprotein O-like 

Domäne. Deshalb kann angenommen werden, dass sie ebenfalls eine Rolle in der Koordination 

in der Lipidzusammensetzung in der Innenmembran spielen könnten. Und so auch die 

Morphologie der Cristaemembran beeinflussen. Genaue Wirkungsmechanismen und mögliche 

Unterschiede in der Funktion der beiden homologen Proteine Mic26 und Mic27  sind bis jetzt 

aber noch unklar.  

 

4.3 Die Bedeutung einer Mic27-Deletion für die Integrität des MICOS-Komplex  

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der MICOS-Komponente Mic27. 

Die Morphologie der Innenmembran in Δmicβ7-Zellen ist, wie schon ein Kapitel zuvor 

erwähnt, ähnlich wie in Δmic60-Zellen. Allerdings fanden sich hier ein Drittel mehr CJs. Dieser 

interessante Phänotyp zeigte in Kryo-EM-Tomographie breitere, undefinierte CJs. Außerdem 

scheinen diese nicht richtig ausgebildet zu sein. Der Wildtyp zeigte schlitzartige, schmale CJs, 

die scharfe, definierte Kanten haben. Dies unterstützt ebenfalls die These, dass Mic27 für die 

Stabilität der CJs essentiell ist. Aber ein genauer Wirkmechanismus des Proteins war bis dahin 

noch unklar.  
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Eine Möglichkeit ist, dass Mic27 den MICOS-Komplex stabilisiert. Untersuchungen in 

Deletionsmutanten der einzelnen MICOS-Komponenten, diskutieren einen möglichen 

Zusammenhang zwischen der MICOS-Komplex Integrität und der Erhaltung der CJs (von der 

Malsburg et al., 2011). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit untermauert werden. Es wurde 

gezeigt, dass Δmicβ7-Zellen, im Gegensatz zu Wildtyp die anderen MICOS-Komponenten 

instabil sind. Im Wildtyp war der MICOS-Komplex in Bereichen zusammen mit großen 

Proteinkomplexen zu Finden. In Zellen ohne Mic27 zeigt nur noch Mic10 Kluster im 

hochmolekularen Bereich. Die anderen MICOS-Komponenten waren nur noch im unteren 

Massenbereich nachweisbar. Durch massenspektrometrische Untersuchungen der nativen 

Komplexe wurden diese Befunde bestätigt. Dies bedeutet, dass unter den verwendeten 

Bedingungen, ohne Mic27 die anderen MICOS-Komponenten möglicherweise nicht mehr 

richtig assemblieren können. Die angewendete Methode benötigt Digitonin um die 

Proteinkomplexe zu solubilisieren. Kritische Stimmen argumentieren, dass zu hohe 

Konzentrationen an Detergenz dazu führen können, dass native Proteinkomplexe zerfallen und 

so nicht die in vivo Situation wiedergespiegelt wird. Jedoch ist hier eindeutig zu erkennen, dass 

bei gleichen Digitoninkonzentration der MICOS-Komplex in Δmicβ7-Zellen leichter zerfällt als 

im Wildtyp. So lässt sich die veränderte Ultrastruktur in Δmicβ7-Zellen ein Resultat der nicht 

mehr vollständig assemblierenden MICOS-Untereinheiten sein. Oder aber, dass der MICOS-

Komplex ohne Mic27 viel instabiler ist, und somit leichter unter den gegebenen Bedingungen 

zerfällt. 

 

4.4 Die Bedeutung einer Mic27-Deletion auf den Oligomerisierungszustand der F1FO-

ATP Synthase  

Die MICOS-Komponenten können in Δmicβ7-Zellen anscheinend nicht mehr richtig 

assemblieren, jedoch weisen sie immer noch einige CJs auf. Dieser Zusammenhang wurde in 

der vorliegenden Arbeit mit Kryo-EM-Tomographie Studien gezeigt. Zellen in denen Mic27 

fehlt, hatten neben breiteren und undefinierten CJs auch kantige Strukturen in der 

Cristaemembran. Diese Strukturen, die wie kleine Ecken aus der Membran ragen, könnten 

charakteristisch für Dimere der F1FO-ATP Synthase sein. Es ist nämlich bekannt, dass neben 

der Oligomere auch schon allein ein Dimer der F1FO-ATP Synthase die Membran positiv 

krümmen kann (Dudkina et al., 2005; Minauro-Sanmiguel et al., 2005; Strauss et al., 2008; 

Davies et al., 2012a). Untersuchungen der Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase mit 

Nativgel-Elektrophorese bestätigen die Beobachtungen der Kryo-EM-Tomographie. In Δmicβ7-
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Zellen finden sich deutlich weniger höhere Oligomere und mehr Dimere als im Wildtyp. Dies 

deckt sich mit der in den Befunden der Kryo-EM-Tomographie Studien. Und so lässt sich aus 

diesen Resultaten schließen, dass Mic27 neben dem MICOS-Komplex auch die höheren 

Oligomere der F1FO-ATP Synthase stabilisiert.  

Welchen Einfluss aber ein erhöhtes Vorkommen an Dimeren der F1FO-ATP Synthase 

auf die Morphologie der mitochondrialen Innenmembran hat ist noch unklar. Es eher fraglich 

ob die Dimere für die negative Krümmung an den CJs verantwortlich sind. Besonders gut sind 

Zellen untersucht, in denen Mic60 fehlt. Hier finden sich mehr höhere Oligomere der F1FO-ATP 

Synthase und eine vergrößerte Innenmembran (Rabl et al., 2009). Aber ob dies ein Resultat des 

fehlenden Mic60 ist, ist unklar. Es könnte auch ein sein, dass in Δmic60 Zellen durch die 

vergrößerte Innenmembranoberfläche mehr Oligomere akkumulieren können. Die in dieser 

Arbeit bestimmten Innenmembranoberflächen von Δmic60-Zellen sind im Schnitt doppelt so 

hoch wie im Wildtyp. So könnte argumentiert werden, dass der Oligomerisierungszustand der 

F1FO-ATP Synthase von der Größe der Oberfläche der Innenmembran bestimmt wird. Je größer 

die Innenmembran, umso größer die Möglichkeit für die F1FO-ATP Synthase zu 

oligomerisieren. Im Gegensatz dazu steht die große Innenmembranoberfläche von Δmicβ7-

Zellen, diese ist im Vergleich zum Wildtyp doppelt so groß. Hier gibt es aber trotz einer 

erhöhten Innenmembranoberfläche nicht automatisch auch mehr höhere Oligomere der F1FO-

ATP Synthase, sonder vermehrt Dimere. Daraus wird ersichtlich, dass der 

Oligomerisierungszustand des F1FO-ATP Synthase nicht unbedingt von einer erhöhten 

Membranoberfläche der Cristae abhängt.  

Rabl und Koautoren beschreiben zudem in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen 

der Krümmung der mitochondrialen Innenmembran und dem Oligomerisierungszustand der 

F1FO-ATP Synthase (Rabl et al., 2009). Mic60 und die Komponenten Su e interagieren 

genetisch miteinander. In Zellen in denen Mic60 fehlt, finden sich mehr höhere Oligomere der 

F1FO-ATP Synthase. In Zellen die Mic60 überexprimieren finden sie weniger höhere 

Oligomere. Dies resultiert in einem gehäuften Vorkommen von Cristaespitzen und in einem 

Fehlen von CJs. Δsu e- und Δsu g-Zellen können keine Dimere der F1FO-ATP Synthase mehr 

ausbilden und zeigen zudem eine breitere Basis der CJs. Oft sind zwei oder mehrere CJs durch 

Cristaemembranen verbunden. Ebenso finden sich kaum Cristaespitzen. Die Autoren dieser 

Studie gehen davon aus, dass an Stellen der Cristaemembran in denen mehr Mic60, wie an den 

CJs zu finden ist, die Oligomere der F1FO-ATP Synthase destabilisiert sind. Es liegen hier also 
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nur noch Monomere vor und so ist auch eine negative Membrankrümmung möglich (Rabl et 

al., 2009). 

Die Erkenntnisse dieser Arbeit können dieses Modell unterstützen. Der hier 

charakterisierte Phänotyp von Δmicβ7-Zellen kann als eine Zwischenform des Wildtyps und 

Δsu e- und Δsu g-Zellen angesehen werden. Es finden sich in Zellen ohne Mic27 mehr Dimere 

der F1FO-ATP Synthase und weniger Oligomere. Außerdem haben Δmicβ7-Zellen im Vergleich 

zum Wildtyp um zwei Drittel weniger CJs und die Cristae liegen häufig als dicht gepackte 

Membranstapel vor. Sie weisen zudem mehr Cristaespitzen auf. Ein weiterer wichtiger Aspekt 

ist, dass wie im vorherigen Kapitel beschrieben, der MICOS-Komplex mit hoher 

Wahrscheinlichkeit nicht mehr richtig assembliert. Deshalb ist es möglich, dass nicht genügend 

Mic60 an den CJs gebunden ist. Dies könnte dann darin resultieren, dass Mic60 die F1FO-ATP 

Synthase weniger schlecht destabilisiert, es sind so dann lokal an den CJs mehr Dimere 

vorhanden. Und deshalb ist eine negative Membrankrümmung an den CJs nur noch schlecht zu 

gewährleisten. Dies erklärt möglicherweise, warum in Δmicβ7-Zellen weniger und eher breite 

und undefinierte CJs zu finden sind.  

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Krümmung der Membran maßgeblich 

von einem normalen Gleichgewicht der verschiedenen F1FO-ATP Synthase Spezies abhängig 

ist. Dieses Gleichgewicht wird lokal von Modulatoren wie Mic27, Mic60 oder den 

Dimerisierungseinheiten der F1FO-ATP Synthase Su e und Su g bestimmt. Allerdings ist ein 

direkter Einfluss F1FO-ATP Synthase auf die Bildung einer negativen Membrankrümmung von 

CJs noch unklar. Auch fehlt nach dem oben diskutierten Modell noch der Nachweis, dass an 

CJs, also Bereichen mit negativer Membrankrümmung vornehmlich Monomere der F1FO-ATP 

Synthase lokalisiert sind. Es könnte der Tatbestand dafür sprechen, dass in Δmic60-Zellen 

durch das Vorkommen von mehr Oligomeren das ausschließende Vorhandensein von negativer 

Membrankrümmung dies bestätigt (Rabl et al., 2009).  

Dies ist sicher ein vereinfachtes Modell, das nur zwei Komponenten der 

mitochondrialen Innenmembran berücksichtigt, dem MICOS-Komplex und die F1FO-ATP 

Synthase. Außer Acht gelassen ist zum Beispiel die Frage, wie die Lipidzusammensetzung der 

Innenmembran beschaffen sein muss um die CJs und die Oligomere der F1FO-ATP Synthase zu 

stabilisieren. Es lassen sich zum Beispiel zwischen einer Destabilisierung der 

Atmungskettenkomplexe und einer veränderten Cristaemorphologie, im Zusammenhang mit 

dem Fehlen des Proteins Taffazin, Parallelen ziehen (Brandner et al., 2005; Xu et al., 2006; 

Acehan et al., 2007). Taffazin ist eine Acyltransferase und ist für die Modulierung des 
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Phospholipids Cardiolipin verantwortlich (Neuwald, 1997). Für das vorgeschlagene Modell 

dieser Arbeit wäre es von Vorteil, den Einfluss der Lipidzusammensetzung der Cristaemembran 

auf die Krümmung dieser zu kennen. So ist auch die lokale Zusammensetzung der Lipide an 

den CJs unbekannt. Ist die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase in Δmicβ7-Zellen 

vielleicht deshalb gestört, weil auch in diesen Zellen zu wenig Cardiolipin vorhanden ist? Die 

oben diskutierten Befunde zeigen, dass in humanen Zellen Mic26 und Mic27 mit ihrer 

Apolipoprotein O-like Domäne, womöglich die Lipidzusammensetzung an den CJs regulieren. 

Ist in Δmicβ7-Zellen die Verteilung von Cardiolipin also fehlerhaft? Oder hat Mic27 auch einen 

Einfluss auf die Lipidsynthese? Die vorliegende Arbeit, konnte einen Zusammenhang von 

Mic27 auf die mitochondriale Ultrastruktur im Zusammenhang einer gestörten 

Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase aufzeigen. Aber wie die diese beiden Faktoren von 

der Lipidzusammensetzung der mitochondrialen Innenmembran abhängen ist noch unklar. 

  

4.5 Das funktionelle Zusammenspiel des MICOS-Komplex und der F1FO-ATP 

Synthase 

Die MICOS-Komponente Mic27 hat, wie im vorrangegangenen Kapitel diskutiert, einen 

Einfluss auf den Oligomerisierungszustand der F1FO-ATP Synthase. Aber ob dieser Effekt 

sekundär ist, oder ob eine direkte Interaktion zwischen dem MICOS-Komplex und der F1FO-

ATP Synthase besteht, war zu Beginn dieser Arbeit noch unklar. In vivo Studien, von Jiminez 

und Koautoren, schlagen eine mögliche direkte Interaktion des MICOS-Komplex mit der F1FO-

ATP Synthase vor. Sie fanden durch fluoreszenzmikroskopische Analysen in Hefezellen, 

Kluster der F1FO-ATP Synthase, welche mit den Untereinheiten Mic60 und Mic27 

kolokalisierten (Jimenez et al., 2014) 

In dieser Arbeit konnte keine direkte Interaktion von Mic27 mit der F1FO-ATP Synthase 

nachgewiesen werden. Aber es wurde eine Interaktion der MICOS-Kernkomponente Mic10 mit 

der F1FO-ATP Synthase identifiziert. Diese Interaktion wurde zum einen durch Complexome 

Profiling Analysen angedeutet werden, aber auch biochemisch, mit dem chemischen 

Quervernetzer MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimidester) und durch Ko-

Immunpräzipitationen. Letztere Methoden waren essentiell, um die Komigration in einem 

Nativgel auch biochemisch zu überprüfen. Mit dem chemischen Quervernetzern und einer 

spezifischen Präzipitation mit aufgereinigtem Mic10-Peptidantikörper konnte eine Interaktion 

von Mic10 mit der MICOS-Komponente Mic27 und mit Untereinheiten der F1FO-ATP 

Synthase gezeigt werden. Dies zeigt, dass Mic10 direkt mit der F1FO-ATP Synthase in 



  Diskussion  

 

121 

 

Verbindung steht. Mic27 zeigte mit einer Präzipitation mit aufgereinigtem Mic27-

Peptidantikörper nur eine sehr schwache Interaktion mit der F1FO-ATP Synthase. Auch dies 

untermauert die Befunde des Complexome Profiling. Mic27 ist also, im Gegensatz zu Mic10 

kein direkter Interaktionspartner der F1FO-ATP Synthase. Alle in dieser Arbeit gezeigten 

Resultate weisen darauf hin, dass Mic10 mit hoher Wahrscheinlichkeit das funktionelle 

Bindeglied zwischen dem MICOS-Komplex und der F1FO-ATP Synthase ist. Es auch nicht 

auszuschließen, dass Mic27 einen regulatorischen Effekt auf die Interaktion von Mic10 und der 

F1FO-ATP Synthase hat. Ebenfalls denkbar ist, dass Mic27 diese Interaktion vermittelt. 

Aber welche Rolle diese Interaktion für die mitochondriale Morphologie spielt, ist noch 

unklar. In dieser Arbeit wurden im gezeigten Complexome Profiling mehrere Kluster gefunden 

in denen Mic10 gehäuft nachweisbar war. Mic10 klusterte mit der F1FO-ATP Synthase und mit 

den anderen MICOS-Komponenten. So kann man aufgrund dieser Daten von zwei 

Subpopulationen der MICOS-Komponente Mic10 ausgehen. Einer mit der F1FO-ATP Synthase 

und eine andere oder mehrere Subpopulationen mit dem MICOS-Komplex. Ein Einfluss von 

Mic10 auf die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase kann aufgrund der Untersuchungen 

des Oligomerisierungszustand von Δmic10-Zellen ausgeschlossen werden. Aber die Stabilität 

der Subpopulation vom Mic10 mit der F1FO-ATP Synthase in Δmic27-Zellen, gibt einen 

wichtigen Hinweis bezüglich der Funktion dieser Interaktion. Da aufgrund der Complexome 

Profiling Analyse angenommen werden kann, dass alle anderen MICOS-Komponenten in 

Δmic27-Zellen instabil sind, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit diese Subpopulation vom Mic10 

für die Stabilität von CJs in diesen Zellen verantwortlich. Die Interaktion ist also genau so 

essentiell für die Stabilität in Mitochondrien, wie die schon in vorherigen Kapiteln beschrieben 

bestehende Verbindung mit der Außenmembran über Mic60. Daher ist durch die gezeigten 

Resultate dieser Arbeit in hohem Maße wahrscheinlich, dass Mic10 die CJs in  den Cristae über 

eine Bindung mit der  F1FO-ATP Synthase verankert. 

Dies ist konform mit den Studien, die Mic10 als Gerüstprotein der Cristae beschreiben. 

Aufgrund seines charakteristischen GXGXGXG-Motivs kann Mic10 große Homo-Oligomere 

bilden. Es wird diskutiert, dass diese oligomeren Ringstrukturen die Cristae genau so 

umspannen wie die F1FO-ATP Synthase und so die Membran stabilisiert (Barbot et al., 2015; 

Bohnert et al., 2015). Außerdem deckt sich die Beobachtung damit, dass Mic10 in einem 

MICOS-Subkomplex aus den aus den Komponenten Mic10, Mic12, Mic26 und Mic27 in den 

Cristae gefunden wurde (Bohnert et al., 2015). Somit fungiert Mic10 in den Cristae als 

Stabilisator.  
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Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, lässt sich folgendes Modell 

postulieren (Abbildung 38). Die MICOS-Komponente Mic60 befindet sich in der Peripherie der 

CJs und bildet mit dem SAM-/TOB-Komplex (und Mic19) den MIB-Komplex. Dadurch wird 

die CJ mit der Außenmembran verankert. Mic10 befindet sich in den Cristae und bildet mit der 

F1FO-ATP Synthase mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Art Gerüstkomplex. Mic27 bindet 

Mic10 an den MICOS-Komplex und bildet zusammen mit Mic10, Mic26 und Mic12 den 

Kernkomplex an der Innenmembran. So lässt sich durch die, in dieser Arbeit gezeigten 

Ergebnisse ein direkter Zusammenhang zwischen den beiden Innenmembran-formenden 

Komplexen, MICOS und der F1FO-ATP Synthase, zeigen. 

 

 

 

Abbildung 38: Modell für das funktionelle Zusammenspiel zwischen dem MICOS-Komplex und der F1FO-

ATP Synthase in Hefe Schematische Darstellung des MICOS-Komplex und die Wirkungsweise der 

Komponenten Mic60, Mic27 und Mic10 in der mitochondrialen Innenmembran. Mic60 (rot), ist über seinen C-

Terminus mit Proteinkomplexen (grau) in der Außenmembran (OM) verankert (hier als ist der SAM-/TOB-

Komplex als Beispiel aufgeführt). Mic27 (blau) vermittelt die Interaktion zwischen Mic10 (grün) und dem 

MICOS-Komplex. Mic10 interagiert mit der F1FO-ATP Synthase (hellgelb). OM: Außenmembran, IM: 

Innenmembran [adaptiert Pfanner et al., 2014]. 
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4.6       Ausblick 

Mit dem in dieser Arbeit gezeigten Modell wird der Einfluss der MICOS-Komponenten 

Mic60, Mic27 und Mic10 veranschaulicht. So konnte auch eine gemeinsame Wirkungsweise 

der Membran-formenden Komplexe, MICOS und der F1FO-ATP Synthase gefunden werden. 

Jedoch bleiben noch einige Fragen hinsichtlich der Funktion und der Wirkungsweise der 

genannten MICOS-Komponenten, sowie zu dem Zusammenspiel zwischen dem MICOS-

Komplex und der F1FO-ATP Synthase offen.  

So gibt es zwar mehrere Hinweise darauf, dass die beschriebenen MICOS-

Komponenten die Innenmembran krümmen können, aber ob diese Proteine die Membran direkt 

beeinflussen, ist nach wie vor unklar. Ebenso kann noch nicht unterschieden werden, ob die 

MICOS-Komponenten direkt oder indirekt die Oligomerisierung der F1FO-ATP Synthase 

regulieren. Auch wie genau dadurch die Krümmung der Innenmembran beeinflusst wird, ist 

eine Frage die zukünftig noch beantwortet werden muss.  

Was die Interaktion zwischen Mic10 und der F1FO-ATP Synthase in Punkto der Bildung 

von Cristae und CJs bedeutet ist ebenso ungeklärt. Ist dieser Kontakt notwendig um die 

Cristaemembran zu stabilisieren? Wo befindet sich Mic10, wenn keine CJs ausgebildet werden? 

Beispielsweise in Zellen ohne Mic60? Wird bei der Bildung einer CJ, Mic10 an die bereits 

assemblierten MICOS-Komponenten rekrutiert, oder lagert sich die F1FO-ATP Synthase, an der 

bereits gebildeten CJ-Basis, an Mic10 an? Auch ein Einfluss, der in dieser Hinsicht noch nicht 

untersuchten MICOS-Komponenten Mic12, Mic19 und Mic26, ist nach wie vor unklar. 

Des Weiteren ist eine mögliche Bedeutung der MICOS-Proteine auf die Regulierung der 

Lipidzusammensetzung an den CJs unbekannt. Auch darüber, wie Lipide eine 

Membrankrümmung an den CJs unterstützen könnten, weiß man wenig. So weisen die Proteine 

Mic26 und Mic27 eine charakteristische Apolipoprotein-O Domäne auf, aber ob diese Proteine 

auch deswegen automatisch einen Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der Cristaemembran 

oder gar in der Lipidsynthese besitzen, wird vermutlich zukünftig ein wichtiger Aspekt in der 

Erforschung bei der Bildung von Cristae und CJs sein.

5 Zusammenfassung 

Die mitochondriale Innenmembran (IM) besteht aus zwei Subkompartimenten. Der 

Cristae Membran (CM) und der inneren Grenzmembran (IBM), welche durch die runden und 

schlitzartige Strukturen der Christa Junctions (CJs) verbunden werden  Der MICOS-Komplex 

ist an den CJs lokalisiert und besteht aus mindestens 6 Komponenten, Mic60, Mic27, Mic26, 

Mic19, Mic12 und Mic10. Es ist bekannt, dass der MICOS-Komplex essentiell für die Stabilität 
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der CJs ist. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse, geben Aufschluss darüber, wie sich 

einzelne MICOS-Komponenten auf die Stabilität von Cristae und CJs im Modellsystem Hefe (S 

cerevisiae) auswirken. Zu Beginn dieser Arbeit war zum einen bekannt, dass die MICOS-

Komponente Mic60 essentiell für die Bildung von CJs ist. Zum Anderen wurden im Vorfeld 

dieser Arbeit Interaktionen von Mic60 mit Proteinen in der mitochondrialen Außenmembran, 

vor allem Proteinkomplexe mit -barrel-Proteinen identifiziert. Diese Interaktionen werden 

über den evolutionär, konservierten C-Terminus von Mic60 vermittelt.  

-barrel Proteine besitzen eine charakteristische Peptidsequenz, die -Sequenz. Diese 

dient nach dem Import der -barrel Proteine in die Mitochondrien als Signalpeptid für den 

SAM-/TOB-Komplex, welcher daraufhin die Proteine in die Außenmembran insertiert. In 

dieser Arbeit wurde ebenfalls eine -Sequenz im C-Terminus von Mic60 identifiziert, diese 

zeigte einen Einfluss auf die Cristae-Stabilität. Zellen die eine Mic60-Variante mit einer 

Deletion oder Punktmutation der - Domäne exprimieren, zeigten eine reduzierte Anzahl an 

CJs. Auch das Verkürzen des C-Terminus von Mic60 hatte diesen Effekt auf die mitochondriale 

Ultrastruktur. So konnte gezeigt werden, dass die -Domäne und die Integrität des C-Terminus 

essentiell für die Stabilität von CJs sind. 

Der Fokus dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der MICOS-Komponenten Mic26 

und Mic27. Es konnte bewiesen werden, dass beide Proteine genetisch mit der MICOS-

Kernkomponente Mic60 interagieren. Die Untersuchung der mitochondrialen Ultrastruktur von 

Δmicβ6- und Δmicβ7-Zellen zeigte, dass eine Deletion vom Mic26 keinen Einfluss auf die 

Organisation der mitochondrialen Innenmembran hat. Im Gegensatz dazu, ist im Vergleich zum 

Wildtyp die Anzahl an CJs in Δmicβ7-Zellen um zwei Drittel reduziert. Auch die 

Innenmembranoberfläche ist in diesen Zellen stark vergrößert. Die Untersuchung der 

Morphologie der mitochondrialen Innenmembran in Zellen ohne Mic27 durch Kryo-

Elektronentomographie isolierter Mitochondrien, veranschaulichte die Struktur der CJs in 

diesen Zellen genauer. Es zeigten sich hier breitere CJs, und der Übergang von der 

Cristaemembran in den Bereich der inneren Grenzmembran ist sehr flach und undefiniert. In 

Wildtyp-Mitochondrien waren die CJs schmal und schlitzartig und haben einen scharfkantigen 

Übergang von der Cristaemembran zur inneren Grenzmembran. Des Weiteren wies die 

Cristaemembran in Δmicβ7-Zellen unregelmäßige zackige Strukturelemente auf, was auf eine 

Anhäufung an Dimeren der F1FO-ATP Synthase hinweist. 

Diese Beobachtungen in den Kryo-Tomogrammen, wurde durch Analysen des 

Oligomerisierungszustands der F1FO-ATP Synthase in Δmicβ7-Zellen, bestätigt. Hier fanden 
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sich deutlich weniger höhere Oligomere und vermehrt Dimere. So kann aus diesen Befunden 

geschlossen werden, dass Mic27 die Oligomere der F1FO-ATP Synthase stabilisiert. 

Um zu untersuchen, wie der MICOS-Komplex mit der F1FO-ATP Synthase in 

Verbindung steht, wurde mittels 2D-BNE-Analysen und einem Complexome Profiling die 

Komplexierung der nativen Komplexe in Wildtyp- und Δmicβ7-Mitochondrien analysiert. Zum 

einen konnte durch diese Untersuchungen gezeigt werden, dass Mic27 neben der F1FO-ATP 

Synthase auch stabilisierend auf den MICOS-Komplex wirkt. Die Komplexe im 

hochmolekularen Bereich der MICOS-Komponenten zerfielen in Δmicβ7-Zellen, was darauf 

hinweist, dass die anderen MICOS-Komponenten hier nicht mehr assemblieren können. Mic10 

war die einzige MICOS-Komponente die in Δmicβ7-Zellen noch stabile Komplexe im hohen 

Massenbereich ausbildete. Mic10 findet sich zudem nicht nur in Klustern mit anderen MICOS-

Komponenten sondern auch mit der F1FO-ATP Synthase. 

Die Interaktion von Mic10 und der F1FO-ATP Synthase wurde auch biochemisch, 

mittels chemischer Quervernetzern und Ko-Immunpräzipitationsexperimenten bestätigt. Dies 

legt nahe, dass Mic10 die CJs mit hoher Wahrscheinlichkeit, durch die Verbindung mit der 

F1FO-ATP Synthase, mit der Cristaemembran verbindet und so stabilisiert. 

Aufgrund der Erkenntnisse dieser Arbeit konnte ein neuartiges Modell postuliert 

werden. Die MICOS-Komponente Mic60 stabilisiert die CJs durch eine Interaktion seines C-

Terminus mit Proteinen in der Außenmembran. Mic27 vermittelt über Mic10 die Interaktion 

zur F1FO-ATP Synthase. Somit ist diese neu identifizierte Interaktion des MICOS-Komplex zur 

F1FO-ATP Synthase essentiell für die Stabilität von CJs ist, indem es den MICOS-Komplex mit 

den Oligomeren der F1FO-ATP Synthase verbindet.  
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6 Summary 

The inner membrane of mitochondria is composed of two subcompartments, the cristae 

membrane (CM) and the inner boundary membrane (IBM). These compartments are connected 

via round, slot-like structures termed cristae junctions (CJs). CJ stability depends among other 

things on the MICOS-complex, which is localized at the CJs and consists of 6 components, 

Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 and Mic10. The results shown in this study demonstrate 

how individual MICOS-components affect the stability of cristae and CJs in S. cerevisiae.  

At the beginning of this study it was known that the MICOS-component Mic60 is 

essential for CJ formation. Furthermore, Mic60 interacts via its evolutionarily conserved C-

terminus with proteins of the mitochondrial outer membrane, especially protein complexes 

containing -barrel proteins, which contain a characteristic peptide sequence, the -sequence. 

This is sequence serves as a signal peptide for the SAM-/TOB-complex and is important for the 

insertion of -barrel proteins into mitochondrial outer membrane. In this study a -sequence 

was identified in the C-terminus of Mic60. This motif has an influence on cristae stability. Cells 

expressing a Mic60 variant with a deletion or point mutation of this -domain, showed a 

reduced number of CJs. A Mic60 variant with a shortened C-terminus of Mic60 showed the 

same effect. It was corroborate that the -domain and the integrity of the C-terminus are 

essential for the stability of CJs. 

The main focus of this study was the characterization of the MICOS-components Mic26 

and Mic27. It was demonstrated that both proteins interact genetically with the MICOS core-

component Mic60. A deletion of Mic27 affects the organization of the mitochondrial inner 

membrane. In contrast to wildtype, the number of CJs in Δmicβ7-cells is reduced and the inner 

membrane surface is increased. In Δmicβ6-cells the mitochondrial ultrastructure is unaffected. 

The investigation of the mitochondrial morphology in isolated Δmicβ7-mitochondria by cryo-

electron tomography illustrated broader CJs. The transition from the cristae membrane to the 

inner boundary membrane is very flat and undefined in contrast to wildtype mitochondria. 

Furthermore, the cristae membrane in Δmicβ7-cells shows irregular and edgy structures. These 

structures indicate an accumulation of dimers of F1FO-ATP synthase. These observations were 

confirmed by the analysis of the oligomerization of F1FO-ATP synthase in Δmicβ7-cells. Here, 

significantly more dimers of the F1FO-ATP synthase were detected, indicating that Mic27 is 

important for the stabilization of the (oligomers of) F1FO-ATP synthase.  

To investigate how the MICOS-complex is connected to the F1FO-ATP synthase, the 

native complexation was analyzed by 2D-BNE and complexome profiling analysis. The first 
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observation was that Mic27 has a stabilizing effect on the MICOS-complex. In Δmicβ7-cells the 

high molecular weight MICOS-complex was unstable, indicating that under these conditions 

the MICOS-components, except Mic10, are not assembled anymore. Interestingly, a co-

migration of the MICOS core-component Mic10 and the F1FO-ATP synthase was observed. 

This was confirmed biochemically by chemical crosslinking and co-immunoprecipitation 

experiments. Mic10 directly interacts with Mic27 and other MICOS-components and the F1FO-

ATP synthase. It can be concluded that Mic10 connects the MICOS-complex with the F1FO-

ATP synthase.  

Based on the findings of this work a novel model can be postulated: The stability of CJs 

depends on both, the connection of Mic60 with proteins of the outer membrane and the 

interaction of Mic10 and the F1FO-ATP synthase. It appears that Mic27 mediates the connection 

between Mic10 and the F1FO-ATP synthase. Thus, this newly identified interaction is essential 

for the stability of CJs, by connecting the MICOS complex with the oligomers of F1FO-ATP 

synthase. 
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8 Abkürzungen 

 

 A Adenin 

ADP Adenosin-5‘-diphosphat 

AIM 

ApoO 

APOOL 

APS 

altered inheritance for mitochondria 

Apolipoprotein O  

ApoO-like 

Ammoniumperoxidisulfat 

AS Aminosäure 

ATP Adenosin-5‘-triphosphat 

BNE-PAGE Blau Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Bis-Tris Bis-(2-hydroxyethyl)-amino-tris-(hydroxymethyl)-methan 

BSA englisch: bovine serum albumin 

C Cytosin 

CCD englisch: charge coupled device 

CJ 

CoQ 

Cyt c 

CN-PAGE 

DMSO 

DNS 

DTT 

Crista Junction 

Coenzym Q 

Cytochrom c 

Clear Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Dimethylsulfoxid 

Desoxyribonukleinsäure 

Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamidtetraacetat 

EM Elektronenmikroskopie 

ER 

FADH2 

Fcj1 

G 

G 

GFP 

GTP 

h 

HEPES 

HeLa 

HRP 

HS 

IBM 

IM 

KCM 

Endoplasmatisches Retikulum 

englisch: Flavin-Adenin-Dinukleotid 

englisch: formation of crista junction protein 1 

Guanin 

Erdbeschleunigung 

grün fluoreszierendes Protein 

Guanosintriphosphat 

Stunde 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

Epithelzellen der Patientin Henrietta Lacks aus einem Zervixcarzinom  

englisch: horse radish peroxidase 

HEPES-Sorbitol 

englisch: inner boundary membrane 

Innenmembran 

Kalium-/Calcium-/Magnesium-Puffer 



  Abkürzungen  

 

151 

 

Kb 

kDa 

LB 

mA 

MBS 

MDa 

MEF 

MICOS 

MIB 

Min 

MINOS 

MitOS 

mtDNS 

nm/ µm 

NADH 

OD 

OLR 

OM 

PCR 

PEG 

PK 

PMSF 

PVDF 

rpm 

RT 

ROS 

SAM 

SCs 

SDS 

sek 

T 

TBST 

TCA 

Tris 

TIM 

TOB 

TOM 

      UV 

V 

VDAC 

Kilobasen 

Kilodalton 

Luria Bertani 

Milliampère 

m-Maleimidobenzyl-N-hydroxysuccinimidester 

Megadalton 

englisch: mouse embryonic fibroblast 

englisch: mitochondrial contact site 

englisch: mitochondrial intermembrane space bridging 

Minute 

englisch: mitochondrial inner-membrane organizing system 

englisch: mitochondrial organizing structure 

mitochondriale DNS 

Nanometer/ Mikrometer 

Nicotinamidadenindinukleotid 

Optische Dichte 

Offener Leserahmen 

Polymerasekettenreaktion 

englisch: polymerase chain reaction 

Polyethylenglykol 

Proteinase K 

Phenylmethylsulfonylfluorid 

Polyvinylidenfluorid 

englisch: rotations per minute 

Raumtemperatur 

englisch: reactive oxygene species 

englisch: sorting and assembly machinery 

respiratorische Superkomplexe 

Natriumdodecylsulfat 

Sekunde 

Thymin 

englisch: tris buffered saline+ Tween 20 

Trichloressigsäure 

2-Amino-2-/hydroxymethyl)-1,3-propandiol 

englisch: translocase of the inner membrane of mitochondria 

englisch: topogenesis of mitochondrial outer membrane -barrel proteins 

englisch: translocase of the outer mitochondrial membrane 

ultraviolet 

Volt 

englisch: voltage-dependent anion channel 
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WT 

YPD 

YPEG 

 

 

 

 

 

 

 

Wildtyp 

englisch: yeast extract peptone dextrose 

englisch: yeast extract-peptone-ethanol-glycerol 
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10 Anhang 

10.1 Identifizierte Peptide des Complexome Profilings 

Tabelle 7: Tabelle der massenspektrometrisch identifizierten Peptide des Complexome Profilings: Gezeigt 

sind die gefundenen Peptide der MICOS-Komponenten Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 und Mic10 und der 

F1FO-ATP Synthase Untereinheit . Zudem sind die Peptidmassen angegeben, der berechnete Score und die 

Fraktionen, in denen die gezeigten Peptide in Wildtyp- (WT) und in  Δmicβ7-Zellen jeweils identifiziert wurden. 
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10.2 Identifizierte Peptide des Large-Pore Complexome Profilings 

Tabelle 8: Tabelle der massenspektrometrisch identifizierten Peptide des Large-Pore Complexome Profiling: 

Gezeigt sind die gefundenen Peptide der MICOS-Komponenten Mic60, Mic27, Mic26, Mic19, Mic12 und Mic10 

und der F1FO-ATP Synthase Untereinheit . Zudem sind die Peptidmassen angegeben, der berechnete Score und 

die Fraktionen, in denen die gezeigten Peptide jeweils identifiziert wurden. 
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