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Übergreifende Zusammenfassung 

Die mitochondriale DNA (mtDNA) kodiert für essentielle Untereinheiten der Atmungskette. 

Mutationen der mtDNA können dazu führen, dass die Zelle ihre Fähigkeit verliert Energie über 

die Atmungskette zu generieren. Des Weiteren können solche mtDNA Mutationen im 

Menschen schwerwiegende Krankheiten wie Alzheimer oder Huntington fördern. Wie die 

Zelle die Integrität und Qualität ihrer mtDNA gewährleistet ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht 

vollkommen aufgeschlüsselt worden. 

In dieser Arbeit wird untersucht, inwiefern der einzellige eukaryotische Organismus 

Saccharomyces cerevisiae im Stande ist zwischen mutierter und intakter mtDNA zu 

unterscheiden. Die Ergebnisse zeigen darüber hinaus, dass Tochterzellen im Vergleich zu 

deren Mutterzellen, über signifikant mehr intakte mtDNA verfügen. Weiterhin wird aufgezeigt, 

welche Gene und strukturelle Veränderungen innerhalb der Zellen zu einer Beeinträchtigung 

der Qualitätssicherung beitragen.  

Auf Basis der durchgeführten Experimente wurde ersichtlich, dass die Qualitätssicherung der 

mtDNA, entgegen einer verbreiteten Annahme, nicht auf dem Prozess der Fission, sondern 

mehr auf der Aufrechterhaltung einer intakten mitochondrialen Struktur beruht. Der Prozess 

der Autophagie stellt ebenfalls für die Detektion intakter mtDNA keine Relevanz dar. Ein 

Kernelement bildet die Erkenntnis, dass vor allem die Cristae-Morphologie maßgeblich an der 

Qualitätssicherung der mtDNA beteiligt ist. Eine Deletion der an der Cristae-Struktur 

involvierten Gene Δatp20, Δatp21, Δmic10 oder Δmic60 führt zu einem Verlust der 

Qualitätskontrolle gegenüber dem Wildtyp (WT). Außerdem wurde genetisch veränderte Hefe 

verwendet, um zu beweisen, dass die mtDNA ihre Proteine an nahegelegene Atmungsketten-

Komplexe überträgt. Diese Abgabe, welche auf einer intakten Cristae-Morphologie basiert, ist 

lokal streng kontrolliert und limitiert.  

Die Diffusion der mtDNA wird hingegen in den untersuchten Mutanten nicht beeinträchtigt. 

Dies könnte auf eine interne Verankerung der mtDNA hindeuten.  

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Δatp20, Δatp21 und Δatp20Δatp21 

Mutanten weisen Septen als dominierende interne Strukturen auf. Innerhalb dieser 

Strukturen ist es der Zelle nicht möglich, die nun stark diffundierenden Proteine eindeutig der 

mutierten oder intakten mtDNA zuzuordnen.  
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Abschließend kann somit aufgezeigt werden, dass Hefezellen eine Unterscheidung zwischen 

intakter und defekter mtDNA vornehmen. Dies konnte sowohl in größeren Populationen als 

auch auf Einzelzellebene nachgewiesen werden. Defekte Cristae-Strukturen führen zu einer 

Beeinträchtigung der Qualitätssicherung. Somit ist eine intakte mitochondriale Struktur der 

Cristae der Schlüsselpunkt zur mitochondrialen Qualitätssicherung. 

Im Laufe dieser Arbeit wurden wir mit einigen limitierenden Faktoren in der Daten- und 

Bildanalyse konfrontiert. Eine Erhöhung der Probenanzahl, die in einigen der mikroskopischen 

Experimenten verwendet wurden, führte zu einer aussagekräftigeren Statistik. Das Alignment 

der zwei Fluoreszenzkanäle, die Nachbearbeitung der Bilder, sowie die finale Statistik, stellte 

uns vor neue Herausforderungen. Im Rahmen einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe 

Leonhardt der LMU haben wir die erwähnten limitierenden Faktoren adressieren können. Die 

AG Leonhardt kombiniert ein umfangreiches Verständnis verschiedenster mikroskopischer 

Verfahrenstechniken, mit dem Wissen große Datenmengen über Deep-Learning Algorithmen 

auszuwerten. So entwickelten wir gemeinsam den YeastMate-Algorithmus. 

Basierend auf den aufgenommenen Hellfeldaufnahmen überlagerte die Software die mit  

separaten Kameras aufgenommenen Fluoreszenzkanäle auf den Pixel genau und erstellte eine 

Maske, um Hefezellen zu identifizieren, welche unseren vorab definierten Kriterien 

entsprachen. Die Software sollte ausschließlich Bereiche mit Hefezellen detektieren, welche 

aus zwei verpaarten Zellen inklusive einer neu entstandenen Tochterzelle bestanden. Diese 

Zellen wurden anschließend einzeln aus dem Gesamtbild ausgeschnitten und für die weitere 

Analyse abgelegt. Die Software ermöglichte es ebenfalls Zellen über mehrere Zellteilungen 

hinweg zu verfolgen und Knospungsereignisse zu detektieren. 

Am Ende hat uns dieser Algorithmus geholfen, alle Prozesse der Bildbearbeitung erheblich zu 

vereinfach und zu beschleunigen, so konnte die Anzahl der verwendeten Proben für einige 

Analysen drastisch erhöht werden. Ein weiterer positiver Effekt war es, dass subjektive 

Einflüsse minimiert werden konnten, da alle Bilder identisch über die Software verarbeitet 

und bearbeitet wurden.  
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Combined Abstract 

The mitochondrial genome (mtDNA) encodes for essential subunits of the mitochondrial 

respiratory chain and the ATP synthase. Mutations of the mtDNA can cause shortage in 

cellular energy supply, which can contribute to a multitude of mitochondrial diseases in 

humans, like  metabolic strokes, arrhythmias or cognitive disabilities. Therefore, it is essential 

for a cell and its progeny, to promote a healthy mtDNA state. How cells secure mtDNA 

integrity over generations remains still unclear. In this work, we show that the single-celled 

yeast Saccharomyces cerevisiae can intracellularly distinguish between intact and defective 

mtDNA and promote a generation of daughter cells with healthy mtDNA content.  Selection 

for intact mtDNA occurs in a continuous mitochondrial network in the absence of 

mitochondrial fission and autophagy, but requires normal cristae morphology. A deletion of 

genes, which are essential for a normal cristae-morphology, e.g. Δatp20, Δatp21, Δmic10 or 

Δmic60, cause a defect in detection and selection towards healthy mtDNA. Using genetically 

modified mtDNA, we show that mtDNA supplies proteins to mitochondrial subdomains, 

whose stability depends on normal cristae morphology. Here we propose that mtDNA 

determines functionality of mitochondrial subdomains in a cristae dependent manner, which 

facilitates clearance of mutant mtDNA from daughter cells. Furthermore, the diffusion of 

mtDNA is not affected by the deletion of cristae-morphology proteins, indicating the presence 

of a mtDNA tether, holding the mtDNA at distinct places in the mitochondrial network. 

Electron microscopic images illustrate septea in Δatp20, Δatp21 and Δatp20Δatp21 deletion 

strains. Those strains show increased diffusion of mtDNA-encoded and nuclear-encoded 

proteins of the respiratory chain compared to WT cells. This could explain the defect in mtDNA 

quality control, which could be a direct result of the altered cristae morphology. 

During this work we were facing some limiting factors in the data and imaging analysis. We 

had to drastically increase the number of samples, which have been analyzed in some of the 

microscopic assays, to perform more powerful and valid statistics. We were faced with new 

technical problems due to the alignment of the used fluorescent channels, the post processing 

of the images, as well as the final statistics. We collaborated with the group of Prof Leonhardt. 

The AG Leonhardt of the LMU combines a good understanding of fluorescent microscopy as 

well as large sample analysis and deep learning algorithms. During this collaboration we 

created the user-friendly YeastMate-Software. The YeastMate-Algorithm was the solution to 
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the mentioned problems. Based on the brightfield images, the Software created a mask to 

identify and crop yeast cells which were matching our expectations. It also performs the 

alignment of the two used fluorescent channels and could also follow cells in their lifespan 

and detect a budding event. 

In the end the algorithm helped us to significantly simplify and speed up this process and also 

it helped us to reduce the risk of a bias in image editing and post processing of the microscopic 

images. It drastically increase the amount of samples which were used for the finals plots and 

statistics. 
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Zielsetzung dieser Arbeit 

Diese Arbeit zielt darauf ab, offene Fragestellungen im Feld der mtDNA Qualitätssicherung zu 

beantworten. So wird eingangs untersucht, ob Hefen überhaupt in der Lage sind zwischen 

intakter oder defekter mtDNA zu unterscheiden. Denn wie bereits oben beschrieben, könnten 

Mutationen in der mtDNA zu einer Verringerung der mitochondrialen Leistung führen. Diese 

Mutationen würden begünstigen, dass die Atmungskette ineffizient Energie produziert. Dieser 

Defekt im Protonengradienten oder in der Gewinnung von ATP könnte von der Zelle dafür 

genutzt werden, um Bereiche der Mitochondrien zu detektieren in denen mutierte mtDNA 

vorliegt. Um diese Theorie zu untersuchen, müssen folgende Experimente durchgeführt 

werden. Zu Beginn muss ein experimentelles heteroplasmatisches System der mtDNA in den 

Hefezellen erzeugt werden. Dies bedeutet, dass vorab sichergestellt werden muss, dass die zu 

untersuchenden Zellen, sowohl intakte als auch defekte mtDNA aufweisen. Dies stellt die 

Grundlage für alle weiteren Experimente dar. Denn nur in solch einem heteroplasmatischen 

Setup ist es den Hefezellen überhaupt ermöglicht, zwischen intakter und defekter mtDNA zu 

unterscheiden. Weiterführend sollten die Auswirkungen auf das tubuläre Netzwerk analysiert 

werden, um die zugrundeliegenden Mechanismen der mitochondrialen Qualitätssicherung in 

Hefen zu untersuchen.  

Zudem wurde zuvor gezeigt, dass Mutationen von Atp20 oder Atp21 zu großen 

Veränderungen in der Cristae Morphologie führen. Daher wird versucht eine Verbindung der 

Cristae Morphologie zur Qualitätssicherung in Hefe aufzuzeigen. 

All diese Fragestellungen wurden primär über fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und 

Videos beantwortet. Aufgrund der enormen Daten- und Bildmenge der einzelnen 

Experimente wurde in Zusammenarbeit mit der AG Leonhardt der YeastMate Algorithmus 

entworfen und vielfach angewendet. Dieser Algorithmus vereinfachte die Bildbearbeitung 

und die Auswertung deutlich und reduzierte zugleich menschliche Fehler. Nur aufgrund dieses 

Algorithmus konnte ein großes Datenvolumen generiert und ausgewertet werden. 
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Einleitung 

Ursprung der Mitochondrien und der mitochondrialen DNA 

Mitochondrien sind vor 1,5 Milliarden Jahren 

durch den Prozess der Endosymbiose 

entstanden. Hierbei wurde ein 

Alphaproteobakterium von einem 

Archaebakterium als Wirt aufgenommen. 

Dieses Bakterium übernahm für die Zelle 

wichtige Prozesse der Energiegewinnung und 

wurde im Gegenzug von der Wirtszelle mit 

essentiellen Nährstoffen versorgt. Aus dieser 

Symbiose gingen die ersten Mitochondrien 

hervor (Dyall, 2014). Im Laufe der Evolution sind 

immer größere Teile der bakteriellen 

Ursprungs-DNA an den Wirt abgegeben 

worden. Ein kleiner Teil des Ausgangs-Genoms 

blieb jedoch in den neu entstandenen 

Mitochondrien zurück. Die Abb. 1 zeigt 

exemplarisch den oben beschriebenen Prozess 

der Endosymbiose und den Transfer der 

Bakterien-DNA an den Wirt. 

Die mtDNA der Bäcker- und Brauereihefen 

Saccharomyces cerevisiae beinhaltet acht 

Protein-kodierende Gene. Jedes einzelne dieser Gene ist essentiell für die Energiegewinnung 

über die Mitochondrien. Folglich resultiert ein Schaden, eine Mutation oder ein Verlust eines 

dieser Gene darin, dass die Hefen keinerlei Energie über die Atmungskette generieren können. 

Die acht mtDNA kodierten Gene sind: ATP6, ATP8, ATP9, COX1, COX2, COX3, COB und VAR1. 

Sieben der Gene kodieren für essentielle Proteine der Atmungskette. Ohne deren Existenz 

könnten die Multi-Protein-Komplexe nicht assembliert werden. Im Detail bilden Atp6, Atp8 

und Atp9 Kernelemente des Komplex V der ATP-Synthase. Cox1, Cox2 und Cox3 bilden den 

strukturellen Kern des Komplex IV, die Cytochrom-c-Oxidase. Das Cytochrom b (Cob) ist 

Abbildung 1: Entstehung der ersten Mitochondrien. 
Die Aufnahme eines alpha-Proteobakteriums und die 
Abgabe der DNA des Wirtes führen zu der Entstehung 
der ersten Mitochondrien und der mtDNA. Die 
Mitochondrien innerhalb der Zelle sind von einer 
Doppelmembran umschlossen, welche essentiell für 
die Energiegewinnung ist. In einem nachfolgenden 
endosymbiotischen Ereignis, wurde zudem ein 
Cyanobakterium von dem neu entstandenen 
Eukaryoten aufgenommen. Dies resultierte in den 
ersten Chloroplasten. Entnommen und abgeändert 
von Evolutionsweg.de (2021). 
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maßgeblich für die erfolgreiche Assemblierung des Komplex III, auch Cytochrome-c-Reduktase 

genannt. Das achte Gen, Var1, kodiert für ein Protein der kleinen ribosomalen Untereinheit 

der mitochondrialen Ribosomen und ist daher essentiell für die mitochondriale Translation 

(Hudspeth, 1984). Des Weiteren kodiert die mtDNA für 2 rRNAs, 24 tRNAs und die 9s RNA-

Untereinheit der RNAseP (Miyakawa, 2017). Die Beteiligung dieser Elemente an der 

Transkription und Translation der mtDNA kodierten Proteine ist substantiell. Die mtDNA liegt 

im Unterschied zu der nukleären DNA, welche im Zellkern nur in einer einzigen Kopie vorliegt, 

über das gesamte mitochondriale Netzwerk in mehreren Kopien vor.  

Im nachfolgenden Abschnitt wird der Aufbau und die Funktion der Atmungskette 

zusammengefasst. Primär stehen die Gene ATP6 und COB im Fokus der durchgeführten 

Experimente dieser Arbeit. 

  



17 
 

Aufbau und Funktion der Atmungskette in Hefe 

Die Atmungskette ist der Ort der Zellen in dem die Zellatmung, oder auch Respiration genannt, 

stattfindet. Sie ist einer der wichtigsten zellulären Stoffwechselprozesse in Eukaryoten um 

Energie zu gewinnen. Um freies Phosphat (Pi) an Adenosindiphosphat (ADP) zu binden und 

somit Adenosintriphosphat (ATP) zu erzeugen sind folgende Prozesse notwendig:  

1. Die Erzeugung eines Protonengradienten entlang der IMM 

2. Eine Weitergabe von Elektronen über Enzymkomplexe um Energie für den Aufbau des 

Protonengradienten zu erzeugen 

3. Die Verwendung von Sauerstoff als Elektronenakzeptor (Devenish, 2000) 

Diese Prozesse werden in Hefen über vier Proteinkomplexe gewährleistet, welche fest in der 

IMM inseriert vorliegen (Boumans, 1998). Dieser Prozess kann nur gewährleistet werden, weil 

die Mitochondrien, wie in der Abb. 1 gezeigt, über eine innere Membran verfügen. Diese 

innere mitochondriale Membran ist selektiv permeabel und undurchlässig für alle geladenen 

Teilchen wie Wasserstoffprotonen (Lemasters, 2007). Diese physikalische Eigenschaft ist 

essentiell, um einen Gradienten aufzubauen. Der Aufbau der Atmungskette, der oben 

genannte Protonengradient und die Energiegewinnung in den Mitochondrien, werden im 

nächsten Abschnitt genauer beleuchtet.  

Das übergeordnete Ziel der Atmungskette ist es, mit Hilfe der Übertragung von Elektronen, 

H+-Protonen von der Matrix in den Intermembranraum (IMR) zu befördern. Diese Elektronen 

werden schlussendlich an Sauerstoff übertragen, welches zu Wasser reduziert wird (Joseph-

Horne, 2001;  Tielens, 1998; Ohnishi, 1966). Außerdem werden diese Protonen- und 

Elektronen-Gradienten dazu genutzt um ATP zu generieren (Devenish, 2000; Nilsson, 2016). 

ATP ist einer der wichtigsten Energieträger der Zellen und wird für viele Stoffwechselprozesse 

verwendet (Neupane, 2019).  

Im Zitratzyklus, welcher in der Matrix der Mitochondrien abläuft, werden jeweils freie 

Wasserstoffprotonen (H+) an FAD+ und NAD+ gebunden, um aus ihnen FADH2 und NADH zu 

erzeugen (Kanetsuna, 1966). Diese Moleküle FADH2 und NADH werden anschließend in der 

Atmungskette verstoffwechselt.  

Im Gegensatz zu weiterentwickelten Säugetieren wie den Menschen, besitzen Hefen keinen 

Komplex I, der ebenfalls Protonen in das IMR-Lumen pumpt (Boumans, 1998). Als Ausgleich 

für den Komplex I besitzen Hefen die NADH-Dehydrogenase. Diese wird auch als Ndi1p 

bezeichnet und liegt ebenfalls in der IMM verankert vor (Lasserre, 2015). FADH2 gibt die 
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Elektronen wiederum an den Komplex II, NADH gibt Elektronen an den Ndi1p Komplex der 

Atmungskette ab. 

Diese Komplexe pumpen aktiv H+-Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum und 

entgegen des dort vorkommenden Gradienten an H+-Protonen. Dieser Transport von 

Elektronen verläuft verkettet über die Komplexe II, III und IV und wird daher als 

Elektronentransportkette bezeichnet (De Vries, 1987). Anfangs werden jeweils zwei 

Elektronen pro FADH2-Molekül an den Komplex II (Succinatdehydrogenase) übertragen. 

Weitere zwei Elektronen werden pro NADH-Molekül über den Ndi1p-Komplex transportiert. 

Dieser Elektronenfluss wird über das, ebenfalls in die IMM inserierte, Coenzym Q 

bewerkstelligt (Tielens, 1998). Die Weitergabe der Elektronen zum Komplex IV, findet über 

das Cytochrom c statt. Der Komplex IV wird als Cytochrom c Oxidase (COX) bezeichnet, da 

dieser nun den Sauerstoff als finalen Elektronenakzeptor nutzt und diesen schlussendlich zu 

Wasser reduziert (Tielens, 1998; Van der Bliek, 2017). 

Der über die Komplexe III und IV erzeugte Protonengradient zwischen der Matrix und dem 

Cristae-Lumen wird im letzten Schritt durch den Komplex V (FoF1-ATP-Synthase) genutzt. 

Hierbei wird eine Rotation der beweglichen Untereinheit des Komplex V angetrieben, welche 

ein "freies Phosphat" (Pi) an ADP bindet und somit ein Molekül ATP generiert (Ito, 2013 und 

Stock, 1999 und Abrahams, 1994). Später werden die erzeugten ATP-Moleküle über die ADP-

ATP-Translokasen aus der Matrix der Mitochondrien in den IMR und weiter in das Zytosol der 

Zelle befördert (Pereira, 2007; Boumans, 1998). Die Abb. 2 zeigt den Aufbau der in der IMM 

inserierten Enzymkomplexe, die Übertragung und den Weg der H+-Protonen in den IMR, sowie 

die Funktion der Atmungskette von Hefen. Außerdem wird hier die finale Produktion des ATPs, 

sowie der ADP/ATP-Austausch über beide mitochondrialen Membranen hinweg verdeutlicht.  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung und der Atmungskette der Bäckerhefe 
Saccharomyces cerevisiae. Die in der mtDNA kodierten Proteine werden in die Cristae-Membranen inseriert. Sie dienen 
als Kernelemente der Atmungsketten-Komplexe. In Hefen dienen die Komplexe III und IV dazu H+ Protonen in das 
Cristae Lumen zu pumpen. Dadurch entsteht ein Protonengradient, welcher vom Komplex V dazu genutzt wird freies 
Phosphat an ADP zu binden, wodurch ATP generiert wird. Entnommen und modifiziert von Lasserre et al. (2015) 
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Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus 

Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein Modellorganismus für diverse zellbiologische 

Forschungsgebiete. Sie findet in der mitochondrialen Forschung Anwendung, da Hefen leicht 

zu kultivieren sind und sich ihr Genom einfach verändern lässt. Ein weiterer Vorteil besteht 

darin, dass nicht nur die nukleäre DNA, sondern auch  ihre mtDNA verändert werden kann 

(Lasserre, 2015). So können zum Beispiel einzelne Gene der mtDNA deletiert werden, oder 

wie in dieser Arbeit gezeigt wird, auch mtDNA kodierte Untereinheiten mit Fluoreszenz-

Proteinen markiert werden. 

Ein weiterer positiver Aspekt dieses Modellorganismus ist die Tatsache, dass sowohl die 

nukleäre DNA, als auch die mtDNA der Hefen sequenziert vorliegt. Somit können die DNA-

Sequenzen von Mutanten mit denen des WT verglichen werden, um artifiziell induzierte oder 

zufällige Mutationen zügig zu erkennen. Dies hat den Effekt, dass Veränderungen zum Beispiel 

im Metabolismus oder der Energiegewinnung von Mutanten auf die jeweiligen Bereiche in der 

DNA zurückverfolgt werden können. Zudem können zielgerichtet Punktmutationen in das 

Genom eingeführt werden, da sowohl das Genom, als auch das Proteom bekannt sind. Daraus 

resultiert, dass Mutanten mit einem gewollten Phänotypen oder einem gezielten Defekt 

zielgerichtet und artifiziell erzeugt werden könnten.  

Der Großteil der mitochondrialen und nukleären Gene ist im Laufe der Evolution stark 

konserviert. Dieser Umstand führt dazu, dass die selben Proteine, die in den Hefen für die 

Energiegewinnung zuständig sind, auch in höher entwickelten Spezies eine essentielle Rolle in 

der Energiegewinnung spielen. Somit können Erkenntnisse aus der mitochondrialen Hefe-

Forschung auf den Menschen übertragen werden (Shadel, 1999).  

Ein Kernelement dieser Arbeit stellt die Fähigkeit von S. cerevisiae dar, ohne die mtDNA oder 

essentielle und kernkodierte Proteine der Atmungskette, dennoch Energie produzieren zu 

können (Botstein, 2011). Die Energiegewinnung ohne Mitochondrien wird über die 

Fermentation von Einfachzuckern wie Glukose sichergestellt. Als Abfallprodukt entsteht bei 

dieser Gärung Alkohol in Form von Ethanol, welcher schon seit Jahrhunderten von den 

Menschen verwendet wird und der Bäcker- und Brauereihefe ihren Namen verleiht.  

Werden Hefen jedoch unter der Abwesenheit von Glukose, beispielsweise auf nicht 

fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Glycerol angezogen, können sie Energie 

in Form von Adenosintriphosphat (ATP) nur über die Atmungskette erzeugen. Dies setzt 

jedoch voraus, dass die Hefen über ein intaktes mitochondriales Genom und eine 
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funktionierende Atmungskette verfügen. Somit kann untersucht und verglichen werden, 

welchen Effekt Deletionen von Genen auf die Energieproduktion der Mitochondrien und den 

Stoffwechsel der Zelle hat, indem jeweilige Mutanten entweder auf fermentierbaren oder 

nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen angezogen werden (Lippuner, 2014). 
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Mitochondriale Struktur 

Anknüpfend an den vorher beschriebenen Prozess der Endosymbiose resultieren die 

Mitochondrien aus der Aufnahme eines Bakteriums in die Wirtszelle. Während des Vorgangs 

der Endosymbiose wurde das Alphaproteo-Bakterium von einem Archaebakterium 

umschlossen. Dieser Vorgang wird auch Phagozytose genannt. Während der Phagozytose 

wurde das Alphaproteo-Bakterium von einer phagozytotischen Membran umschlossen 

(Martin, 2017). Da der Endosymbiont ebenfalls von einer eigenen Membran umschlossen war, 

resultiert daraus, dass die heutigen Mitochondrien von einer Doppelmembran umgeben sind 

(Martin, 2017). Diese zwei Membranen werden als äußere mitochondriale Membran (OMM) 

und innere mitochondriale Membran (IMM) bezeichnet. Der Zwischenraum dieser 

Membranen wird Intermembranraum (IMR) genannt. Das Zentrum der Mitochondrien, die 

Matrix, beinhaltet die mtDNA. Hier werden die mtDNA kodierten Proteine der Atmungskette 

transkribiert und translatiert und über den Oxa1- und Mba1-Proteinkomplex nach der 

Translation direkt in die IMM inseriert (Ott, 2010).  

Die Tatsache, dass die Mitochondrien über zwei Membranen verfügen, führt dazu, dass alle 

Proteine und Substrate die aus den Mitochondrien heraus, sowie in die Mitochondrien 

importiert werden sollen, zwei Membranen überqueren müssen um zielgerichtet an ihren 

Platz zu gelangen. Um dies zu gewährleisten, verfügen die Membranen der Mitochondrien 

über hoch spezialisierte Kanäle, welche Stoffe durch die Membran befördern und aktiv 

gesteuerte Transporter, welche größere Stoffe und Proteine mittels einer 

Konformationsänderung auf die andere Seite einer Membran befördern können. Die Kanäle 

sind sowohl in der äußere- sowie in der innere mitochondriale Membran verankert. Sie 

bestehen aus Multiproteinkomplexen und gehören zu den Translokasen (Tokatidlis, 2000). 

Um zum Beispiel kernkodierte Proteine der Atmungskette in die Matrix der Mitochondrien zu 

befördern müssen diese Proteine beide Membranen überwinden. Die Translokasen der 

äußeren Membran werden TOM und die Translokasen der inneren Membran werden TIM 

genannt. Die TOM- und TIM-Komplexe sind hoch spezialisiert. Daher verfügen alle Proteine, 

die in die Mitochondrien hinein transportiert werden müssen, über spezielle Signal-

Sequenzen. Diese Sequenzen leiten die Proteine zu deren Zielort, entweder in die OMM, die 

IMM, den IMR oder in die Matrix weiter (Jacobs, 2005; Mokranjac, 2010). 

Beispielhaft für solch eine Präsequenz ist die Untereinheit 9 (SU9). Diese leitet Proteine nach 

deren Translation im Zytosol durch beide Translokasen in die Matrix der Mitochondrien 
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(Schmidt, 1983). In dieser Arbeit wird dieser Transportweg genutzt, um im Nukleus kodierte 

Fluoreszenz-Proteine gezielt in die Mitochondrien zu befördern (Horie, 2003). So wird 

beispielsweise ein SU9-mKate2 oder SU9-NeonGreen Fusionsprotein genutzt, um die 

gesamten Matrix der Mitochondrien in rot (mKate2) oder grün (NeonGreen) zu visualisieren. 
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Mitochondriale Fusion und Fission in Hefe 

Anders als hinlänglich beschrieben, zeigt sich die Struktur intakter Mitochondrien der 

Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae als stark verzweigtes Netzwerk und nicht als einzelne 

Kompartimente (Egner, 2002). Dieses komplexe Netzwerk unterliegt ständigen 

Remodellierungsprozessen. Darunter fallen die Fusion und Abtrennung, auch Fission genannt, 

von Teilen oder Fragmenten des Netzwerks. Regelmäßige Teilungs- und Fusionsevents sind 

ein Anzeichen für ein intaktes und gesundes mitochondriales Netzwerk (Youle, 2012). 

Die Fusion mitochondrialer Enden, respektive die Fusion der IMM, ist maßgeblich an der 

Neubildung von Cristae beteiligt. Die Cristae sind ausschlaggebend für die Energiegewinnung 

in den Mitochondrien. Denn sie sind der Ort, an dem die vorher beschriebenen 

Multiproteinkomplexe inseriert sind und über die Elektronentransportkette Energie erzeugt 

wird (Zick, 2009). Auf die genaue Funktion und die Morphologie der Cristae werde ich im 

nachfolgenden Abschnitt genauer eingehen.  

Die Fusion der äußeren Membran erfolgt über die GTPase FZO1, die der inneren Membran 

über die GTPase "Mitochondrial Genome Maintenance 1" (MGM1) (Colina-Tenorio, 2020). 

Neuere Studien in Mäusen konnten zudem einen Zusammenhang der Fusion mit der 

Transkription der mtDNA herstellen. Hierbei führt ein Verlust der Fusion zu einem Verlust der 

stöchiometrischen Verteilung des Replisomes und damit zu einem Verlust an mtDNA (Ramos, 

2019). Die mtDNA ist, wie bereits oben beschrieben, maßgeblich für die mitochondriale 

Energiegewinnung, da auf Ihr die essentiellen Gene der Atmungskette kodiert vorliegen. 

Somit ist zu schlussfolgern, dass intakte Remodellierungsprozesse der mitochondrialen 

Membranen ebenfalls für die Energiegewinnung unabdingbar sind.  

Die Fission hingegen beschreibt den Prozess, bei der ein Teil der Mitochondrien aus dem 

bestehenden Netzwerk abgetrennt wird (Bleazard, 2013). An der Fission der Mitochondrien 

ist hauptsächlich das Protein Dnm1 beteiligt (Kondadi, 2019). Es wird angenommen, dass die 

Fission unter anderem an der Qualitätskontrolle der mitochondrialen DNA beteiligt sein 

könnte. Hierbei könnten mögliche Bereiche, welche defekte oder mutierte DNA beinhalten, 

aus dem bestehenden Netzwerk herausgetrennt werden und über den späteren Prozess der 

Mitophagie verdaut und beseitigt werden (Anzell, 2018).  

Wie bereits oben beleuchtet, sind ständige Teilungs- und Fusionsprozesse ein Indikator für 

intakte Mitochondrien. So konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der OMM Fusion zu einer 

Cluster-Bildung der mtDNA führt. Bei der Fusion der IMM konnte dies nicht beobachtet 
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werden (Ramos, 2019). Weiterhin wurde gezeigt, dass auch die Verteilung von mtDNA im 

Netzwerk auf kontinuierlichen Fusionsereignissen beruht (Delerue, 2019). Zusammengefasst 

lässt sich daher annehmen, dass sowohl die Fusion als auch die Fisson einen starken Einfluss 

auf die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integrität hat. 
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Cristae-Morphologie und Funktion 

Die Energiegewinnung in Form von ATP ist eine der Kernaufgaben der Mitochondrien. Diese 

verläuft über die Atmungskette. Die innere mitochondriale Membran ist, verglichen zur 

äußeren mitochondrialen Membran, nicht geradlinig und rund. Sie weist regelmäßige 

Einstülpungen auf. Diese Einstülpungen werden auch Cristae genannt. Die Cristae sind der Ort 

an dem die Energieproduktion stattfindet und die Atmungskettenkomplexe in der IMM 

inseriert vorliegen (Boumans, 1998). Ferner dienen die Cristae dazu die Oberfläche der 

inneren mitochondrialen Membran zu erhöhen. Durch diese Vergrößerung der IMM können 

erhöhte Mengen an Atmungskettenkomplexen in die IMM inseriert werden (Afzal, 2021).  

Die Spitzen der Cristae weisen eine hohe Membranbiegung von ca. 86 Grad auf (Harner, 2016). 

Diese starke Biegung wird durch Dimere des gesamten Komplex-V, der ATP-Synthase, 

hergestellt. Eine Dimerisierung der ATP-Synthase über die Proteine Atp20 (Untereinheit g 

(SU g)) und Atp21 (Untereinheit e (SU e)) führen zu dieser starken Biegung (Arselin, 2004). Es 

wurde gezeigt, dass ein Verlust von SU g oder SU e dazu führt, dass die Biegung der Cristae 

nicht länger gewährleistet werden kann und somit die typische Form der Cristae verloren geht 

(Arselin, 2004). In elektronmikroskopischen (EM) Aufnahmen wurden solche Stämme 

untersucht (Davies, 2012). Dabei fiel auf, dass Δatp20 und Δatp21 Mutanten über keine 

Cristae-Spitzen verfügen. Vielmehr zeigen die Mitochondrien in diesen Mutanten Strukturen, 

welche parallel zur Matrix-Achse verlaufen und teilweise die gesamte Matrix der 

Mitochondrien durchspannen. Intakte WT Cristae hingegen zeigen deutliche Ausstülpungen 

der IMM, welche in das innere der Matrix hineinragen (Harner, 2016). Die Cristae werden an 

ihrer Basis durch den "mitochondrial contact site and cristae organizing system" (MICOS) 

stabilisiert. Der MICOS-Komplex ist ein Multiproteinkomplex und wird aus den kernkodierten 

Proteinen Mic10, Mic12, Mic19, Mic26, Mic27 und Mic60 gebildet (Friedman, 2015 und 

Mehrotra, 2017). Vor allem die Proteine Mic10 und Mic60 sind ausschlaggebend, da diese die 

Stabilität des gesamten Komplexes sicherstellen. Daher führt hier, ähnlich zu den 

beschriebenen SU e- und SU g-Mutanten, ein Verlust dieser Proteine ebenfalls zu einer starken 

phänotypischen Veränderung der Cristae. Hier konnte in Hefe gezeigt werden, dass Δmic10 

und Δmic60 Stämme losgelöste Cristae aufweisen, die nicht länger mit der IMM verbunden 

sind. Außerdem führt ein Verlust des MGM1 Gens dazu, dass sich keinerlei Cristae innerhalb 

der Mitochondrien bilden können, da eine intakte Fusion der IMM nicht stattfinden kann 
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(Klecker, 2021) (Abb. 3). Studien konnten zeigen, dass Mgm1 die Morphologie der IMM 

reguliert und somit an der Cristae-Bildung beteiligt ist (Wong, 2000). 

Zusammengefasst sind der MICOS-Komplex, die Dimerisierung der ATP-Synthase, sowie das 

Protein MGM1 unabdingbar für eine intakte Cristae Morphologie und Funktion (Klecker, 2021).  

Wie es diese Zellen dennoch sicherstellen, dass kernkodierte Proteine zielgerichtet in die 

Cristae transportiert werden können, ist bisher noch nicht aufgeklärt worden (Kondadi, 2019). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Cristae in ∆mgm1 Mutanten so wie in ∆atp20 und ∆atp21 Zellen und der 
MICOS-Mutante ∆mic10. Ein Verlust von MGM1 führt dazu, dass sich keinerlei Cristae bilden können. MICOS Mutanten 
hingegen verfügen über Cristae. Diese sind jedoch nicht an der IMM verankert und liegen ungebunden in der Matrix vor. 
ATPase-Mutanten hingegen bilden Strukturen, welche keine Spitzen aufweisen und das gesamten Lumen der 
Mitochondrien durchspannen. Manche dieser Strukturen ähneln einem Zwiebelquerschnitt. Entnommen und 
abgeändert von Klecker and Westermann (2021). Maßstab: 500 nm. 
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Mitochondriale Krankheiten 

Die bereits oben beschriebene Invagination der IMM zu Cristae ist sehr wichtig für eine intakte 

Funktion der Mitochondrien, da in den Cristae die Atmungsketten Proteine sitzen. In neueren 

Untersuchungen wurde aufgeklärt, dass ein Defekt des MICOS-Komplexes oder ein Verlust des 

F0F1-ATPase-Dimeres zu erheblichen Zellschäden führt (Colina-Tenorio, 2020; Eramo, 2020). 

Wie bereits oben beschrieben, führen solche Mutationen zu einem Defekt in der Struktur der 

Cristae. Es konnte gezeigt werden, dass in solchen Zelllinien die Anzahl an ROS signifikant 

erhöht ist (Denoth and Lippuner, 2014). ROS besitzen, aufgrund ihrer hohen chemischen 

Reaktivität, ein besonders hohes Potential DNA Schäden zu verursachen. ROS sind ein 

Abfallprodukt der Atmungskette und kommen somit vermehrt in den Cristae vor. Die mtDNA, 

welche dem Entstehungsort der ROS demnach am nächsten liegen, zeigt vermehrt ROS 

abhängige DNA Schäden. So haben Untersuchungen gezeigt, dass die Chance einer 

auftretenden Mutation der mtDNA um ein vielfaches höher ist, als die der Kern-DNA (Haag-

Liautard, 2008; Lynch, 2008).  

Ein erhöhter ROS-Anteil kann folglich in den Zellen eine apoptotische Reaktion antreiben. Die 

Apoptose ist der selbsthervorgerufene Zelltod. Darüber hinaus können ROS dazu führen, dass 

sowohl die nukleäre, als auch die mitochondriale DNA beschädigt wird. Im Falle der mtDNA 

würde dies dazu führen, dass die Zelle keine Energie mehr produzieren kann. Vor allem die 

Hauptelemente der Elektronentransportkette, Komplex III und IV, sind besonders stark von 

ROS betroffen, da hier der Protonengradient erzeugt wird (Bleier, 2013). 

Die Zahl der Krankheiten, die sich auf Defekte in der mtDNA zurückführen lassen, beläuft sich 

auf ca. 0,02 Prozent aller Patienten weltweit (Gorman, 2016). Durchgeführte Patientenstudien 

erhärten den Verdacht, dass sowohl neurodegenerative Krankheiten, als auch einige 

Krebsarten auf defekte mtDNA zurückgeführt werden können (Clay, 2009; Liu, 2006; Pyle 

2016). Trotz des maßgeblichen Beitrags der mitochondrialen Qualitätssicherung an der 

Erhaltung der Integrität und Qualität der mtDNA und damit an intakten Zellen, ist bisher nur 

wenig über die genauen Abläufe bekannt. Aus diesem Grund bildet das nachfolgenden Kapitel 

einen kurzen Überblick über den bisherigen Stand der Forschung ab. 
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Qualitätssicherung der mtDNA 

Häufig liegt die mtDNA In allen Organismen nicht ausschließlich intakt vor. Spontan 

auftretende Mutationen oder DNA Schäden welche über ROS entstehen führen zu defekter 

mtDNA. Das gleichzeitige Vorkommen von intakter und defekter mtDNA wird als 

Heteroplasmie bezeichnet (Karavaeva, 2017). Alle auf der mtDNA kodierten Proteine sind 

essentiell für die Energieproduktion und das Überleben der Zellen, welche die Mitochondrien 

als alleinige Energiequelle besitzen. Sollten alle Kopien der mtDNA gleichzeitig ein Defekt von 

nur einem Gen aufweisen, würde dies zu einem kompletten Verlust der 

Elektronentransportkette und der Zellatmung führen. Daher ist es für die Zelle von enormer 

Bedeutung sicherzustellen, dass die mtDNA intakt bleibt. Die mutierte mtDNA im intakten 

Netzwerk zu behalten, könnte für das Mitochondrium weitreichende Folgen haben. Defekte 

mtDNA produziert unter anderem in großem Maße die mutagenen ROS und die 

Mitochondrien verlieren ihre Eigenschaft Energie über die Atmungskette zu generieren 

(Green, 2011). Die Mitochondrien der Hefen verfügen über 40 – 60 Kopien der mtDNA (Chen, 

2005). Diese sind homogen über das gesamte mitochondriale Netzwerk verteilt (Osman, 2015). 

Diese Zuordnung stellt sicher, dass zum einen alle Bereiche der Mitochondrien mit den 

nötigen essentiellen mtDNA kodierten Proteinen versorgt werden, zum anderen ist dies eine 

Strategie der Zelle, um mögliche mutierte mtDNA-Moleküle kompensieren zu können. 

In humanen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass der PINK1-Parkin-Pathway genutzt wird, 

um mitochondriale Fragmente mit einer niedrigeren Leistung und einem Verlust des 

Protonengradienten zu identifizieren (Ge, 2020). Eine Verringerung des Protonengradienten 

kann in diesem Fall durch defekte Atmungskettenkomplexe, die wiederum durch defekte 

mtDNA hervorgerufen werden, entstehen. Solch eine Depolarisation der Membran führt zu 

einer vermehrten Anlagerung des Checkpoint-Proteins PINK1 an der OMM. Diese vermehrte 

Anlagerung führt wiederum dazu, dass sich das Parkin Protein an den bereits angehafteten 

PINK1-Proteinen anlagert und somit den Prozess der Mitophagie in Gang setzt (Ge, 2020). 

Studien welche zum einen in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und zum anderen in 

Mäusen durchgeführt worden sind, konnten zeigen, dass mutiere Kopien von mtDNA 

erfolgreich in der weiblichen Keimbahn entfernt werden konnten. Dieser Prozess wird als 

"purifying selection" zu Deutsch natürliche Selektion bezeichnet (Fan, 2008; Hill 2014; 

Steward, 2008). 
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Solch ein Qualitätsmechanismus wie der oben beschriebenen PINK1-Parkin-Pathway, ist 

jedoch in der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae nicht vorhanden was dazu führt, dass hier 

andere bisher nicht erforschte Mechanismen an der mitochondrialen Qualitätssicherung 

beteiligt sein müssen. Untersuchungen in Hefen konnten zeigen, dass die Menge an ROS in 

neu gebildeten Tochterzellen signifikant geringer ist, als die der Mutterzellen (McFaline-

Figueroa, 2011).  

Außerdem konnte gezeigt werden, dass leistungsfähigere Mitochondrien bevorzugt in die neu 

entstehenden Tochterzellen transportiert werden (Pernice, 2016; Higuchi-Sanabria, 2016). 

Das Transportprotein Mmr1 ist maßgeblich an der Weitergabe und dem Transport von 

Mitochondrien in die neu gebildete Tochterzelle verantwortlich (McFaline-Figueroa, 2011). 

Ein Verlust von MMR1, PHB1 oder PHB2 führt zu einem defekten Transport von 

Mitochondrien in die Tochterzelle (Obara, 2022; Piper 2002). Die Mikrotubuli bilden 

zusammen mit den Intermediärfilamenten und den Mikrofilamenten das Zytoskelett der Zelle 

aus. Diese Multiproteinkomplexe sind an der Bewegung und dem Transport von 

Zellbestandteilen oder Proteinen in nahezu allen höher entwickelten Organismen beteiligt, da 

sie die Leitbahnen des Transportes darstellen. In Hefe sind die Proteine Mmr1, Ypt11 und das 

Transportprotein Myo2 maßgeblich an einem zielgerichteten Transport der Mitochondrien in 

eine neu entstehende Tochterzelle involviert (Itoh, 2004).  

Untersuchungen haben gezeigt, dass die mtDNA in 87 % der Fälle in mitochondrialen Spitzen 

anzutreffen ist und ein mtDNA-Molekül einen regelmäßigen Abstand von 0,5 - 1 µm zum 

nächstgelegenen mtDNA-Molekül aufweist (Osman, 2015). Sofern die mtDNA in den Spitzen 

der Mitochondrien vorliegt ist sichergestellt, dass Mitochondrien welche in eine neue Zelle 

transportiert werden auch immer mtDNA in sich tragen. Nur mit einer intakten mtDNA ist es 

der Zelle möglich die für die Energieproduktion essentiellen Komplexe herzustellen. 

Ein weiterer Qualitätssicherungsmechanismus der mtDNA könnte auf Grundlage der Fission 

beruhen. So könnten Bereiche mit defekter mtDNA aus dem Netzwerk abgetrennt werden. 

Diese abgetrennten Fragmente könnten in einem späteren Prozess über die Mitophagie von 

der Zelle verdaut werden. Die Abb. 4 zeigt schematisch diesen hypothetischen Vorgang. 

Nachdem Bereiche der Mitochondrien mit defekter mtDNA oder einem niedrigen 

Protonengradienten detektiert worden sind könnte die Zelle die nahegelegene mtDNA 

selektionieren und entfernen (Wang, 2015). Dieser Vorgang in Hefen beruht aktuell jedoch 

nur auf Theorien und konnte nicht weiter bestätigt werden.  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Qualitätskontrolle in Hefe. Es wird angenommen, dass Fragmente 
mutierter DNA über Fission aus dem Netzwerk abgetrennt werden können. Diese Fragmente könnten entweder 
über die Mitophagie verdaut werden oder in der Mutterzelle zurückgehalten werden. Somit würden nur Bereiche 
mit intakter mtDNA an die Tochterzellengeneration weitergegeben. Entnommen von Aretz et al. (2018) 
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Publikation 1: „Cristae-dependent quality control of the mitochondrial 

genome” 
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Publikation 2: „YeastMate: Neural network-assisted segmentation of 

mating and budding events in S. cerevisiae” 
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Diskussion 

Verteilung der Proteine während der Fusion zweier mitochondrialer Netzwerke in Hefe 

Bevor die Hypothese aufgestellt werden kann, dass Hefen zwischen intakter und defekter 

mtDNA unterscheiden können, musste vorab untersucht werden, welche Prozesse an der 

mitochondrialen Qualitätssicherung beteiligt sein könnten. Weiterhin verifizierten wir, ob sich 

zwei Hefezellen und deren Netzwerke, sowie die mtDNA bei einem Mating effizient verteilen. 

Denn in diesen Verpaarungen wurden zwei parentale Zelllinien verpaart die zum einen intakte 

und zum anderen defekte mtDNA beinhalten. Diese Vermischung würde die Heteroplasmie 

der mtDNA hervorrufen. Dies bedeutet, dass in einem kontinuierlichen mitochondrialen 

Netzwerk sowohl intakte, als auch defekte mtDNA vorliegen muss. Bisherige Untersuchungen 

konnten zeigen, dass bei einem Mating solch eine Durchmischung der löslichen 

Matrixproteine stattfindet (Nunnari, 1997; Okamoto, 1998). Um diese Untersuchungen 

reproduzieren zu können, wurden in den jeweiligen Mitochondrien Fluoreszenz-Proteine 

exprimiert, welche mit einer mitochondrialen Zielsequenz markiert wurden. Somit sind diese 

Proteine jeweils in die Matrix der Mitochondrien transportiert worden und färben hier die 

gesamte Matrix der Mitochondrien an. Anfangs wurden zwei WT-  Hefezellen verpaart, welche 

sowohl roten (SU9-mKate2) als auch grünen Farbstoff (SU9-NeonGreen) beinhalten (Paper 1 

Abb. S4A). In einem nachfolgenden Schritt wurde eine WT- Zelle mit einer Zelle verpaart, 

welche defekte mtDNA (∆cob mtDNA) beinhaltet (Paper 1 Abb. S4B). Alle Paarungen wurden 

mittels lebend-Zell Mikroskopie von mindestens 90 Minuten untersucht. In diesen 

Experimenten konnte eine rapide und effiziente Vermischung der löslichen Matrixproteine 

gezeigt werden. Dies ebnet die Grundlage für die nachfolgenden Untersuchungen, denn die 

neu entstandene Zelle kann nun als eine Ausgangszelle angesehen werden, welche zu gleichen 

Teilen sowohl die intakte als auch die defekte mtDNA beinhaltet. 
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Qualitätssicherung der mitochondrialen DNA 

Eine der wichtigsten Schlüsselfragen, nämlich ob Hefezellen überhaupt in der Lage sind 

intakte von defekter mitochondrialer DNA zu unterscheiden wurde mit Hilfe der Pedigree-

Analyse untersucht. Diese Analyse konnte zeigen, dass die Bäckerhefe S. cerevisiae 

effizient zwischen defekter und intakter mtDNA unterscheiden kann, wenn eine Zelle mit 

intakter mtDNA (WT mtDNA), mit einer zweiten Zelle mit defekter mtDNA (∆cob mtDNA) 

verpaart wird. Der Vorgang der Verpaarung und die anschließende Mikrodissektion ist in 

der Abb. 1A des ersten Papers zu sehen. Die Ergebnisse der Pedigree-Analyse konnte 

zeigen, dass selbst innerhalb der ersten Tochtergeneration der Anteil der intakten WT 

mtDNA bei allen untersuchten 89 Zellen bei 60 Prozent lag. Nach fünf Generationen betrug 

der Anteil der intakten mtDNA sogar 80 Prozent in allen untersuchten Zellen. Somit konnte 

abschließend festgestellt werden, dass Hefezellen in der Tat in der Lage sind zwischen 

intakter und defekter mtDNA zu unterscheiden (Paper 1 Abb. 1C). 

Eine zudem durchgeführte qPCR konnte bestätigen, dass beide Ausgangszellen über 

dieselben Mengen an mtDNA verfügen (Paper 1 Abb. S1A). Falls in einer 

heteroplasmatischen Zelle nahezu ausschließlich intakte mtDNA vorliegt, hätte diese 

intakte mtDNA eine deutlich höhere Chance in die neue Tochterzelle inseriert zu werden. 

Diese Analyse unterstreicht jedoch, dass die Selektion tatsächlich auf Grundlage eines 

aktiven Transports der intakten mtDNA in die Tochterzelle erfolgt und nicht aufgrund eines 

statistischen Vorteils der intakten mtDNA gegenüber der defekten mtDNA. Dies 

verdeutlichte auch die Abb. 1C des Papers 1 in der die intakte mtDNA präferiert aus der 

heteroplasmatischen Ausgangszelle in die neue Tochterzelle inseriert wird. Statistisch 

gesehen hätten bei einer neutralen Weitergabe sowohl die intakte, als auch die defekte 

mtDNA dieselbe Wahrscheinlichkeit in die Tochterzelle übertragen zu werden. Somit kann 

geschlussfolgert werden, dass die Weitergabe der intakten mtDNA nicht zufällig erfolgt.  

Da in der Pedigree-Analyse immer nur ganze Kolonien betrachtet werden konnten, wurden 

die Ergebnisse ebenfalls fluoreszenz-mikroskopisch auf Einzelzellebene untersucht (Paper 

1 Abb. 1D und Paper 1 Abb. S3B). Hier konnte ebenfalls aufgezeigt werden, dass signifikant 

mehr intakte mtDNA (LacI-3xGFP) in der ersten Tochtergeneration zu finden war, als 

defekte mtDNA (TetR-3xmRuby3) (Paper 1 Abb. 1D). Dieses Ergebnis unterstützt die 

Pedigree-Analyse und zeigt zudem auf, dass die Aussagen welche auf ganze Kolonien 
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zutreffen, auch auf der Einzelzellebene relevant und reproduzierbar sind. Somit haben 

auch nachfolgende Analysen eine Aussagekraft. 

Es besteht die Theorie, dass der Fission-Prozess essentiell für diese Qualitätssicherung ist. 

Durchgeführte Studien in der Fruchtfliege D. melanogaster brachten die Hypothese auf, dass 

die Fission essentiell an der mitochondrialen Qualitätssicherung beteiligt sei (Lieber, 2019; 

Chen, 2020). Um diese Theorie auch in Hefen zu untersuchen wurde die zuvor eingeführte 

Pedigree-Analyse auch mit einer DNM1 Knock-Out-Version, durchgeführt. Dnm1 ist in Hefen 

für den mitochondrialen Fissions-Prozess zuständig. Die Ergebnisse dieser Analyse wurden in 

Paper 1 Abb. 1F gezeigt. Die positive Selektion der intakten WT-mtDNA gegenüber der 

defekten (∆cob mtDNA) wird hier verdeutlicht. Diese Analyse zeigt, dass die Möglichkeit 

einzelne Bereiche der Mitochondrien abzuteilen, nicht essentiell für die Qualitätssicherung 

der mtDNA ist. Weitere Studien in Hefen hatten die Hypothese aufgestellt, dass der Prozess 

der Mitophagie, respektive der Mitophagie-Rezeptor Atg32, an der Qualitätssicherung der 

mtDNA beteiligt sei (Kanki, 2009; Okamoto, 2009). Um auch diese Hypothese aufzugreifen, 

wurde erneut eine Pedigree-Analyse durchgeführt. In einem weiteren Experiment wurde das 

Gen, welches für die Mitophagie essentielle Protein Atg32 kodiert, ausgeschalten. Atg32 steht 

am Anfang des Mitophagie-Pathways und nimmt hier eine Schlüsselrolle ein. Die in Paper 1 

Abb. 1G gezeigten Ergebnisse spiegeln, wie auch die Ergebnisse der Δdnm1-Analyse, die des 

WT wieder. Hier konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Mitophagie nicht wesentlich für 

die mitochondrialen Qualitätssicherung ist. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Hefezellen aktiv zwischen defekter und intakter mtDNA 

unterscheiden können und das weder die Autophagie, noch der Prozess der mitochondrialen 

Fission an der Qualitätssicherung beteiligt sind. Ob jedoch diese Erkenntnisse und die damit 

verbundene Qualitätssicherung auf Grundlage eines spezifischen und selektiven Transports in 

die Tochterzellen erfolgt oder die Grundlage auf replikativen Nachteilen für die ∆cob mtDNA 

zurückzuführen ist, kann in dieser Arbeit nicht abschließend geklärt werden. Es ist denkbar, 

dass die defekte ∆cob-mtDNA gegenüber der intakten WT-mtDNA einen replikativen Nachteil 

aufweist. So ist es möglich, dass die intakte mtDNA von der Zelle favorisiert vervielfältigt wird 

und dadurch die defekte mtDNA über die Zeit verschwindet. 
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Markierung von mtDNA kodierten Proteinen der Atmungskette 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig ein mtDNA kodiertes Protein erfolgreich mit einem 

Fluoreszenz-Protein markiert werden. Da die Triplett Reihenfolge der mtDNA, verglichen zur 

nuklearen DNA, anders kodiert vorliegt, wurden spezielle codon-optimierte Formen des 

mKate2 (mtmKate2) und NeonGreen (mtNeonGreen) angefertigt. Untersuchungen haben 

gezeigt, dass sowohl der Hefestamm welcher das Atp6-NG als auch das Atp6-mKate2 

beinhaltet, über eine intakte Atmungskette verfügt und keinerlei Wachstumsdefekt, 

verglichen zum WT, zeigt (Paper 1 Abb. S5D und Abb. S7C). Die Atp6-Signale der untersuchten 

Stämme zeigen punktuelle Signale (Paper 1 Abb. S5E), welche darauf schließen lassen, dass 

die markierten Proteine in den Cristae lokalisiert vorliegen. Denn vorherige Untersuchungen 

konnten zeigen, dass dieses punktuelle Signal bei der Markierung von Atmungsketten-

Proteinen auftritt (Jimenez, 2014). 

Ein DAPI-Staining mit anschließenden Aufnahmen am Super-Resolution-Mikroskop konnte 

zeigen, dass diese Signale sich jeweils in räumlicher Näher zur mtDNA befinden. Es ist in den 

Abbildungen zu erkennen, dass jeweils eine mtDNA in räumlicher Nähe zu einem Atp6-NG-

Protein liegt (Paper 1 Abb. 2B). Es ist außerdem zu erkennen, dass immer eine zentrale mtDNA 

zwischen zwei Atp6-NG Signalen liegt. Dies lässt einen ersten Hinweis zu, dass mtDNA kodierte 

Proteine immer nahe ihres Ursprungs bleiben. Solch eine räumliche Nähe könnte einen 

Schlüsselpunkt für eine mögliche Qualitätskontrolle bieten. Bereiche, welche defekte mtDNA 

beinhalten, könnten somit von der Zelle effizienter aus dem Netzwerk entfernt werden. Die 

zuvor gewonnenen Erkenntnisse, dass sich die löslichen Proteine während des Matings rapide 

verteilen und mtDNA kodierte Proteine nahe ihres Ursprungs bleiben, wurden in den 

darauffolgenden Untersuchungen miteinander verknüpft. In einem nachfolgenden 

Experiment wurde eine Hefezelle, welche das Atp6-NG beinhaltet, mit einer Hefezelle, welche 

das lösliche mKate2 beinhaltet verpaart. In der Abb. 2D des ersten Papers ist zu erkennen, 

dass sich erneut das mKate2 Signal homogen in der Zelle verteilt, das Atp6-NG Signal verbleibt 

jedoch lokal. Selbst über 1,5 Stunden nach dem Mating verbleibt das Atp6-NG Signal in der 

jeweiligen Ursprungszelle.  

Ein daraufhin durchgeführtes Mating mit einem nuklear kodierten Protein der Atmungskette 

(Cox4) konnte die oben genannte Erkenntnis zudem bestätigen (Paper 1 Abb. S6B). In diesem 

Experiment wurde das kernkodierte Protein Cox4 ebenfalls mit NeonGreen markiert. Cox4 ist 

ein essentielles Protein der Atmungskette und wird ebenfalls in die Cristae transportiert.  



87 
 

Diese Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass sich während eines Matings zwar die 

löslichen Matrix-Proteine vermischen, die in die IMM inserierten Proteine der Atmungskette 

hingegen bleiben in der jeweiligen Ausgangszelle lokalisiert. Solch ein Mechanismus könnte 

einen Hinweis darauf zulassen, dass die mitochondriale Qualitätskontrolle auf Basis der 

Atmungskettenproteine abläuft. 

Um diese Theorie weiter zu untersuchen, wurden kernkodierte, frei bewegliche Proteine (SU9-

mKate2) (Paper 1 Abb. S4A und S4B), sowie Proteine der OMM (Fis1) (Paper 1 Abb. S6E) und 

IMM (Pam16) (Paper 1 Abb. S6F) mit dem nukleär kodierten Protein der Atmungskette (Cox4) 

(Paper 1 Abb. S6B) und dem mtDNA kodierten Protein der Atmungskette (Atp6) (Paper 1 Abb. 

S6A) und mit Hilfe der Mating-Experimente untersucht. Sowohl die Proteine der OMM und 

der IMM, als auch die frei beweglichen Proteine in der Matrix, verteilen sich innerhalb des 

fusionierten Netzwerks innerhalb von Minuten. Cristae könnten für solch eine räumliche 

Trennung der in die IMM inserierten Proteine sorgen. Nach den von uns durchgeführten 

Experimenten und den daraus gewonnenen Erkenntnissen, sowie nach den Theorien von 

Chapman im Jahr 2020, wurde von uns die Theorie aufgebracht, dass die Cristae an der 

Qualitätssicherung der Mitochondrien beteiligt sein könnten. Denn die Cristae können als 

Barrieren dienen, um die Diffusion von mtDNA kodierten Proteinen zu verhindern. Diese 

Theorie wurde aufgegriffen und mit der Zuhilfenahme der Pedigree-Analyse, des neuen Atp6-

NG Stammes, sowie der Mating-Videos untersucht. 
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Einfluss der Cristae-Struktur auf die mitochondriale Qualitätssicherung 

Um die oben genannte Theorie zu untersuchen, wurden nun Cristae-Morphologie Gene 

delitiert. Die untersuchten Proteine sind zum einen die Kernkomponenten des MICOS-

Komplexes, Mic10 und Mic60, und zum anderen die SU g (Atp20) und SU e (Atp21) der F0F1-

ATPase. Der MICOS-Komplex verankert und stabilisiert die Basis der Cristae an der IMM (Li, 

2016). Die Proteine Atp20 und Atp21 sind Kernelemente der Cristae-Biegung (Harner, 2011). 

Ein Verlust dieser Proteine führt zu Cristae, welche die gesamte Matrix durchspannen, 

losgelöst von der Membran vorliegen, oder keine klare Struktur mehr aufweisen (Harner, 2016; 

Li, 2016). EM-Aufnahmen zeigen, dass Deletionen von ∆atp20, ∆atp21 und ∆atp20∆atp21 zu 

einem Verlust der Cristae-Strukturen führen (Paper 1 Abb. 3E und S8A). Hier sind primär 

Septen erkennbar, welche die gesamte Membran durchspannen (Paper 1 Abb. S8B und S8C). 

Diese Veränderungen der Cristae-Morphologie, nach einem Verlust der oben beschriebenen 

Proteine, konnten bereits gezeigt werden und sind kongruent mit den Ergebnissen dieser 

Arbeit (Kominsky, 2002; Arnold, 1998). Unter Berücksichtigung der bisherigen Ergebnisse 

dieser Arbeit, wurde nun die Diffusion der mtDNA kodierten Proteine in die Partnerzelle 

untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in WT-Zellen die mtDNA kodierten Proteine lokal 

und in räumlicher Nähe zu der mtDNA verbleiben und während des Matings nicht in die 

Partnerzelle diffundieren (Paper 1 Abb. S6A). Nach einer Deletion der Cristae-Morphologie 

Gene konnte nun gezeigt werden, dass signifikant mehr mtDNA kodierte Proteine in die 

Partnerzelle diffundieren (Paper 1 Abb. 3A). Dieses Experiment zeigt sehr deutlich, dass die 

Cristae die Verteilung von Proteinen der Atmungskette effizient steuern. Hier könnten die 

Cristae eine Art physische Barriere aufbauen, welche eine Diffusion durch das Netzwerk 

verhindern könnte. Aufgrund der phänotypischen Strukturen der Cristae, welche vertikal in 

die Matrix der Mitochondrien ragen, kann so eine Barriere aufgebaut werden die die jeweilige 

mtDNA lokal hält und diese an einer Diffusion hindern könnte.   

Die Atmungskettenproteine liegen primär an den Cristae lokalisiert vor. In der Abb. S8A im 

ersten Paper, welche EM-Aufnahmen der Cristae eines WT und diverser Mutanten zeigt, 

könnte einen Indikator dafür geben, weshalb im WT ein punktuelles Signal und in den 

Mutanten keine klaren Abgrenzungen mehr erkennbar sind (Schägger, 2001; Kondadi, 2020). 

Denn hier könnten die Atmungskettenproteine quer über die Cristae verteilt vorliegen, welche 

in diesen Mutanten die gesamte Matrix durchspannen. Somit würden keine klaren Bereiche 

der Cristae mehr erkennbar sein. Daher erscheint das Atp6-NG in den mikroskopischen 
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Aufnahmen der Abb. 3A und der Abb. 3C im Paper 1  auch nicht mehr als punktuelles Signal 

bei den untersuchten Mutanten. 

Nachfolgend wurde ebenfalls bei diesen Mutanten eine Pedigree-Analyse durchgeführt, um 

zu untersuchen ob diese Veränderungen der Cristae Morphologie einen Einfluss auf die 

mitochondriale Qualitätssicherung haben. Die Abb. 4A im Paper 1 zeigt sehr deutlich, dass alle 

untersuchten Stämme nun nicht mehr in der Lage sind effizient zwischen intakter WT- und 

defekter ∆cob-mtDNA zu unterscheiden. Innerhalb der ersten Tochtergeneration waren nur 

40 Prozent der Zellen in der Lage effizient die intakte mtDNA in die neu entstandene 

Tochterzelle zu transportieren.  

Um nicht nur Aussagen über die Diffusion auf Proteinebene treffen zu können, sondern auch 

auf die mtDNA-Diffusion, wurde in weiteren Untersuchungen die Diffusion der mtDNA 

während des Matings analysiert. Diese Untersuchungen mit markierter mtDNA in vivo konnte 

zeigen, dass die mtDNA ebenfalls nicht in die unmarkierte Partnerzelle diffundiert (Paper 1 

Abb. 3D). Faszinierend ist jedoch, dass sowohl in ∆atp21- als auch in ∆mic60-Zellen, die mtDNA 

keine Diffusion in die Partnerzelle zeigt. Dies könnte darauf hinweisen, dass die mtDNA lokal 

an der IMM verankert vorliegen könnte. Diese Theorie wird dadurch unterstützt, dass in 

∆mic60 Mutanten die Cristae nicht länger an der IMM gebunden sind und das Signale der 

mtDNA weiterhin lokal in der Matrix ersichtlich bleibt. Hier konnte gezeigt werden, dass diese 

Cristae auch frei beweglich in der Matrix vorliegen (Friedman, 2015). Dennoch konnte auch 

hier keine verstärkte Diffusion von mtDNA in die Partnerzelle detektiert werden. 

Zusammengefasst erklärt dies die nun stattfindende starke Diffusion der 

Atmungskettenproteine, die sich nun über die gesamten Septen verteilen und somit nicht 

mehr lokalisiert erscheinen können. Die mtDNA selbst bleibt hingegen lokal und zeigt keine 

Diffusion in die Partnerzelle, auch wenn die Cristae-Morphologie Gene deletiert worden sind. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl mtDNA, als auch nukleare kodierte Proteine der 

Atmungskette durch die Cristae an einer Diffusion gehindert werden. Diese Erkenntnisse und 

Theorien werden nachfolgend in der Abb. 2.1 zusammengefasst.  
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Abbildung 2.1: Zusammenfassendes Modell der Ergebnisse dieser Arbeit 
links: Eine intakte Cristae-Morphologie führt zur Bildung der Einflussbereiche der mtDNA. Die mtDNA gibt die kodierten 
Proteine zu den benachbarten Cristae ab. Daraus resultiert die limitierte Diffusion der Atmungskettenproteine. Eine klare 
Zuordnung von Proteinen zum Ursprung ist möglich. Eine Qualitätssicherung der mtDNA kann stattfinden. 
rechts: Beispielhafte Darstellung der Cristae-Morphologie in ∆atp20∆atp21-Doppeldeletionsmutanten und die daraus 
resultierende Vermischung der Atmungskettenkomplexe von deren Ausgangs-mtDNA. Die parallel zur inneren Achse 
verlaufenden Cristae sorgen für eine Vermischung der kodierten Proteine. Eine klare Zuordnung von Proteinen und der 
Ursprungs-mtDNA ist nicht mehr möglich. Diese Stämme verfügen über eine eingeschränkte Fähigkeit der mtDNA-
Qualitätskontrolle. 
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Kurze Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit 

Deletionen der Cristae-Morphologie Gene führen dazu, dass die Qualitätssicherung der 

mtDNA beeinträchtigt ist. Eine Pedigree-Analyse aller verwendeten Stämme zeigt, dass 

∆atp20, ∆atp21 und ∆atp20∆atp21 sowie ∆mic10 und ∆mic60, nicht aber ∆dnm1 oder ∆atg32, 

zu einer starken Beeinträchtigung der mtDNA Qualitätskontrolle führen. Hierbei ist es der Zelle 

nicht möglich zwischen intakter und defekter mtDNA zu unterscheiden. Die Zelle inseriert 

zufällig mtDNA in die Tochterzelle. Weder ein Verlust der Fission, noch der Autophagie führt 

in den Zellen, verglichen zum WT, zu einer Beeinträchtigung der mtDNA Qualitätskontrolle.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass ein Verlust von Proteinen oder Proteinkomplexen, die 

essentiell für eine normale Cristae-Morphologie sind, zu einer Beeinträchtigung der 

Qualitätssicherung der mtDNA führt. Ferner geben die Ergebnisse einen Hinweis darauf, dass 

die mtDNA an der IMM verankert sein könnte. 
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Modell zum Einfluss der Cristae-Morphologie auf die mtDNA Qualitätssicherung 

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse und neuer Erkenntnisse über die 

mitochondriale Qualitätssicherung und den Einfluss der Cristae, wird nachfolgend ein Modell 

aufgestellt, um diese Erkenntnisse zu vereinen (Abb. 2.1). Das Modell schlägt vor, dass eine 

intakte, in einem WT vorkommende Cristae-Struktur, von den Zellen genutzt werden kann, 

um unterschiedliche mtDNA Moleküle und die von den jeweiligen mtDNAs kodierten Proteine 

lokal voneinander zu separieren. Dadurch entstehen Einflussbereiche der mtDNA. Diese 

Einflussbereiche können von der Zelle genutzt werden, um effizient defekte mtDNA im 

mitochondrialen Netzwerk zu erkennen und diese anschließend zu beseitigen. Ein Verlust der 

Cristae-Strukturen und damit der Einflussbereiche der mtDNA führt nun dazu, dass die mtDNA 

kodierten Proteine nicht mehr ihrem Ursprung zugeordnet werden können und nun frei durch 

die Matrix diffundieren würden. Somit ist es der Zelle nicht mehr möglich, effizient die defekte 

mtDNA zu erkennen und in einem nachfolgenden Schritt diese defekte mtDNA zu beseitigen. 

Defekte Bereiche der Mitochondrien, welche ebenfalls defekte mtDNA beinhalten, könnten 

auf Grundlage eines reduzierten Protonengradienten erkannt werden. Es wäre denkbar, dass 

die Zelle Bereiche der Mitochondrien erkennt, welche eine verringerte Leistung der 

Atmungskette aufweisen. Defekte mtDNA würde dementsprechend defekte Proteine 

erzeugen, welche wiederum die Leistung der Atmungskette vermindern könnte. Dies würde 

sich in Form eines geringeren Protonengradienten oder einer geringeren ATP-Produktion 

zeigen. Diese ATP-Produktion oder eine Verringerung des Protonengradienten könnte so von 

der Zelle genutzt werden, um defekte mtDNA im mitochondrialen Netzwerk zu erkennen.   
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Einordnung der Ergebnisse in die bisherige Forschung 

Im Folgenden möchte ich die neu gewonnenen Erkenntnisse dieser Arbeit in den bisherigen 

Forschungsstand und Wissensstand der Wissenschaft einordnen. Wie bereits in der Einleitung 

beschrieben, dient die Hefe als perfekter Modellorganismus für die mitochondriale Forschung, 

da es der Hefe möglich ist, aufgrund der Fähigkeit der Fermentation, ohne Mitochondrien zu 

überleben (Malina, 2018). Studien in Drosophila melanogaster und Mäusen konnten zeigen, 

dass defekte Kopien von mtDNA während der Vererbung deletiert wurden. Dieser Vorgang ist 

als ”purifying selection” bekannt (Stewart, 2008; Fan, 2011). Es wurde angenommen, dass der 

Prozess der mitochondrialen Fission essentiell an dieser Qualitätssicherung der mtDNA 

beteiligt ist (Chen, 2020). So wurde angenommen, dass Bereiche mit defekter mtDNA über die 

Fission in kleinere mitochondriale Subkompartimente abgeschnürt werden, welche 

anschließend abgebaut und über die Mitophagie verdaut werden. Eine weitere Annahme 

besagt, dass die Detektion von Bereichen mit defekter mtDNA aufgrund eines reduzierten 

Membranpotentials der Atmungskette oder einer verringerten Menge an produzierten ATPs 

geschieht (Zhang, 2020). 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse könnten maßgeblich dazu beitragen, eine 

weitere Lücke im Wissensstand zu schließen. So können die in Mäusen und Fruchtfliegen 

gewonnenen Erkenntnisse nun auf genetischer und molekularbiologischer Weise Aufschluss 

über die Wichtigkeit einer intakten Cristae-Morphologie geben. Der hier in Hefen aufgezeigte 

Prozess der Cristae-abhängigen Qualitätskontrolle sollte nachfolgend nun auch etwa in 

Mäusen oder Fruchtfliegen untersucht werden. Es ist denkbar, dass sich das in dieser Arbeit 

beschriebene Einflussbereich-Modell und eine Selektion über den Fission Prozess nicht 

gänzlich ausschließen. Diese beiden Mechanismen könnten weiterhin parallel stattfinden und 

vor allem in höher entwickelten Tieren wie der Fruchtfliege oder in Mäusen zusammen wirken 

und somit eine Selektion der intakten mtDNA sogar noch effizienter gestalten. Trotz der 

Tatsache, dass die Fission in dem hier präsentierten experimentellen Setup keine Relevanz für 

mtDNA Qualitätssicherung darstellt, kann dennoch eine Beteiligung beider Prozesse und 

Modelle an der Qualitätssicherung der mtDNA nicht vollkommen ausgeschlossen werden.  
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Experimenteller Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen weitere Fragen auf, die über weitere Ergebnisse und 

einer Fortsetzung der Forschung aufgeklärt werden müssen. Das durchgeführte Experiment 

der mtDNA Diffusion zeigt, dass trotz eines Verlust des MICOS-Komplexes, die mtDNA 

weiterhin lokal bleibt. Dies könnte darauf hindeuten, dass die mtDNA an der IMM gebunden 

ist und nicht an den Cristae. Um dies jedoch zu analysieren, kann zum Beispiel die mtDNA 

mittels des LacO Systems über einen Pulldown-Assay analysiert werden. Hierfür könnte das 

bereits beschriebene LacO-LacI System genutzt werden, um zielgerichtet die mtDNA, nach 

vorhergehender Isolation der Mitochondrien, aufzureinigen. In einer nachfolgenden 

massenspektroskopischen Analyse kann gezielt nach Proteinen der IMM oder der 

Atmungskette gesucht werden. Somit kann untersucht werden, welche Proteine mit der 

mtDNA assoziiert sind und bei einer solchen Extraktion zusätzlich nachweisbar sind. Sollten 

zum Beispiel ausschließlich Proteine der Atmungskette zu finden sein, könnte dies einen 

Rückschluss darüber geben, dass die mtDNA höchstwahrscheinlich hier eine stärkere 

Bindung aufweist. 

Ein weitere Möglichkeit ist es die mtDNA ebenfalls über das LacO-LacI-GFP Fusionskonstrukt 

im EM zu analysieren. Hierfür könnten das GFP, welches an der mtDNA gebunden vorliegt, 

visualisiert werden, um somit die Lokalisation der mtDNA zu untersuchen. Hierfür würden, 

wie bereits in dieser Arbeit gezeigt, Schnitte durch die Mitochondrien aufgenommen. Die 

Detektion des GFPs erfolgt über Goldpartikel welche an Anti-GFP Antikörper gebunden 

wären. Die finale Detektion der Aufnahmen würde über ein Immunogold-EM erfolgen. 

Solche Aufnahmen konnten in anderen Experimenten bereits erfolgreich erzeugt werden 

(Kawai-Noma, 2010; Frankl, 2015; Binder, 1996). Mit diesem Experiment könnte die 

Lokalisation der mtDNA während verschiedener Zellstadien, im Prozess der Verpaarung oder 

während einer stattfindenden Zellteilung verfolgt werden. Außerdem könnte die in dieser 

Arbeit aufkommende Fragestellung adressiert werden, ob die mtDNA nun an der IMM 

assoziiert vorliegt oder frei in der Matrix der Mitochondrien anzutreffen ist.  

Wie im Laufe der Arbeit gezeigt werden konnte, ist eine intakte Cristae-Morphologie 

essentiell für die Aufrechterhaltung der Integrität der mtDNA und somit auch einer intakten 

Atmungskette. Darauffolgend wurde von uns die Hypothese aufgestellt, dass eine weitere 

Erhöhung der Cristae-Anzahl dementsprechend zu einer noch geringeren Mobilität der 
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mtDNA kodierten Proteine führen könnte. Somit könnte in solchen Zellen gegebenenfalls ein 

noch höherer Anteil an intakter mtDNA, verglichen zum WT, beobachtet werden. Des 

weiteren könnten Gene manipuliert oder in das System inseriert werden, um einen Verlust 

der Cristae-Morphologie Gene SU g (Atp20) oder SU e (Atp21) zu kompensieren. Ein 

möglicher Kandidat für solche Fragestellungen wäre das pflanzlichen Protein Curvature 

Thylakoid 1 (Curt1). Das pflanzliche Curt1 Protein führt zu einer Membranbiegung der 

inneren Membran der Chloroplasten (Li, 2021). Dazu müsste das entsprechende pflanzliche 

Gen in die nukleäre DNA inseriert und zielgerichtet in die IMM importiert werden. Fraglich 

ist jedoch, ob das Protein sowohl in Hefen, als auch generell in Mitochondrien, überhaupt 

dieselbe Funktion wie in den Chloroplasten übernehmen könnte. Einige vorhergehende 

Experimente konnten bereits pflanzliche Proteine erfolgreich in Hefen inserieren. Diese 

Proteine haben überwiegend in Hefen einen erzeugten Phänotypen kompensieren können 

(Edens, 1984; Alderson, 1991). Um weitere Überlegungen durchzuführen, müsste vorab 

auch diese Kompensation und Funktionalität für mitochondriale Gene gezeigt werden. 

Über die hier gezeigten Experimente zur Diffusion von Atp6-NG und der Pedigree-Analyse 

könnten weitere Gene untersucht werden. Es ist davon auszugehen, dass an der mtDNA 

Qualitätssicherung weitere Gene beteiligt sein könnten. Um diese zu identifizieren, könnten 

weitere Gene der Autophagie neben Atg32, wie etwa Atg10, oder weitere Komponenten des 

MICOS Komplexes, wie etwas Mic13, Mic19 oder Mia40 analysiert werden (Khosravi, 2020; 

Phillips, 2008). 

Ein weiterer wichtiger Aspekt, welcher in dieser Arbeit nicht vollumfänglich aufgeklärt 

werden konnte, ist der zelluläre Mechanismus der Qualitätskontrolle. Funktion des 

Mechanismus ist die Sicherstellung der Detektion und die erfolgreiche Beseitigung der 

Bereiche mit defekter mtDNA aus dem mitochondrialen Netzwerk. Ob diese Detektion auf 

Grundlage eines punktuell verringerten Protonengradienten erfolgt, ist bisher nicht 

untersucht worden.  Auch spielt die Tatsache, dass ein Mechanismus der Qualitätskontrolle 

beide mitochondrialen Membranen überqueren oder duschspannen muss, eine 

entscheidende Rolle und wirft zugleich weitere Fragen auf. Hierbei könnte ein 

mikroskopischer Ansatz, wie in der Abb. 1D des ersten Papers genutzt werden, um die 

Aussage der Pedigree-Analyse zu unterstreichen. Hierfür könnten die Zellen über mehrere 

Generationen hinweg unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. So könnte eine 

Aufnahme alle 1,5 Stunden Aufschluss darüber geben, ob entweder die intakte WT oder die 
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defekte ∆cob mtDNA in die Tochterzellen transportiert wird. Solch ein Screening könnte 

nachfolgend für eine größere Anzahl an möglichen Genen erfolgen, welche eine wichtige 

Rolle in der mtDNA Qualitätssicherung spielen. Bei solch einem Experiment ist zum einen 

darauf zu achten, dass die Zellen durchweg mit genügend Nährstoffen versorgt werden 

müssen, um sich erfolgreich paare zu können und eine Zellteilung vorantreiben können. Zum 

anderen ist es wichtig, die Exposition der Zellen zu den Lasern der Kameras möglichst gering 

zu halten, um zu vermeiden, dass die Zellen aufgrund eines phototoxischen Effekts, DNA 

Schäden akkumulieren.  

Eingangs ist zu erwähnen, dass alle in dieser Arbeit verwendeten Stämme für die defekte 

mtDNA, eine Mutation im  ∆cob Gen aufweisen. Die erwähnte Problematik der Weitergabe 

von entweder intakter oder defekter mtDNA und dessen Ursprung, könnte über einen 

Single-Cell-Sequenzier-Ansatz gelöst werden. Aus den Ergebnissen ist bislang nicht bekannt, 

ob entweder die selektive Weitergabe von intakter mtDNA oder die nicht stattfindende 

Replikation von defekter mtDNA eine Schlüsselrolle in der Qualitätssicherung einnimmt. 

Somit könnte die mtDNA, von zuvor über das Tetraden-Mikroskop vereinzelter Zellen, über 

PCR vervielfältigt werden, um anschließend das Genom zu sequenzieren. Hierbei würde die 

DNA von einzelnen Zellen extrahiert und sequenziert werden. Nachfolgen würden die 

gewonnenen Sequenzierdaten mit denen einer WT Kontrolle verglichen werden. Dies könnte 

auf einer Einzelzellebene Aufschluss über die genauen Genbereiche geben, welche zum 

einen präferiert vererbt werden. Zum anderen könnte diese Methode aufzeigen, welche 

Prozesse an der mtDNA Qualitätssicherung beteiligt sein könnten. Außerdem könnte dieser 

Sequenzieransatz spontan auftreten Mutationen, welche nicht zwingend einen Effekt mit 

sich bringen, sowohl im intakten WT Genom, als auch im defekten ∆cob Genom aufzeigen. 

In nachfolgenden Experimenten wäre es äußerst spannend, auch andere mtDNA kodierte 

Gene zu entfernen, um deren Effekt auf die mtDNA genauer zu untersuchen. Außerdem 

könnten auch schwächere Punktmutationen in das mitochondriale Genom eingeführt 

werden. Diese Stämme könnten nachfolgend einen schwächeren Effekt in der bereits oben 

beschriebenen „purifying selection“ aufzeigen. Es ist zudem denkbar, dass solch ein 

Sequnzieransatz einen Defekt im Genom der ∆cob Zellen aufweist, was wiederum dazu 

führen könnte, dass die defekte mtDNA weniger Moleküle aufweist.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass diese Arbeit einige interessante Punkte in der 

mitochondrialen Qualitätskontrolle aufzeigt. Zudem werden neue Techniken vorgestellt, um 
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weiterführende Analysen erst zu ermöglichen. Weitere Experimente müssen nun die oben 

beschriebenen neu entstandenen Fragestellungen bewältigen, um die mitochondriale 

Qualitätssicherung der Hefen vollumfänglich zu verstehen.  
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Klinische Relevanz 

Abschließend könnten die neuen Erkenntnisse dieser Arbeit eine Grundlage zur Erforschung 

möglicher Therapien von mitochondrialen Krankheiten darstellen. Die Kernkomponenten der 

mtDNA sind im Laufe der Evolution streng konserviert, jedoch gibt es drastische Unterschiede 

in der jeweiligen Größe und der Struktur zwischen verschiedenen Arten. So umfasst die 

mtDNA der Hefen etwa 85 kB, die der Menschen gerade einmal 16 kB (Shadel, 1999). 

Dieselben Gene und Prozesse, die an der mitochondrialen Qualitätssicherung in Hefe beteiligt 

sind, könnten auch in weiterentwickelten Säugetieren aktiv sein. Zuvor muss allerdings 

untersucht werden, ob sich die Ergebnisse dieser Arbeit in andere Organismen übertragen 

lassen. 

Die nachfolgenden Annahmen und Theorien sind aktuell rein spekulativer Natur und  

benötigen weitere intensive Forschung, um einen möglichen klinischen Einsatz zu gewähren. 

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit aufgeführt, sind diverse Krankheiten im Menschen 

auf defekte mtDNA zurückzuführen. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass eine Anhäufung von 

defekter mtDNA zum Auftreten von neurodegenerativen Krankheiten und auch einigen 

Krebsarten führen kann (Grazina, 2006; Wang, 2015; Clay, 2009; Liu, 2006; Pyle 2016). Bevor 

weiterführende klinische Studien geplant werden können, muss zuvor untersucht werden, ob 

die Mitochondrien von Patienten mit mitochondrialen Krankheiten ebenfalls eine veränderte 

Cristae-Morphologie aufweisen. Nachdem dies geklärt wäre, könnten spezifische Gen-

Therapien entwickelt werden, die zu einer Überproduktion von Cristae-Proteinen führen. Dies 

könnte dazu führen, dass sich neue Cristae bilden und somit die Qualitätssicherung wieder 

funktionsfähig abläuft. Hierfür könnte die Phosphorylierung der SU e und der SU g der ATP-

Synthase genauer betrachtet werden. Es gibt Anzeichen, dass die Phosphorylierung 

maßgeblich an der Dimerisierung und damit an der intakten Cristae-Biegung beteiligt ist. So 

konnten Untersuchungen von Jörg Reinders im Jahr 2007 zeigen, dass die Phosphorylierung 

der SU e und SU g maßgeblich an einer intakten Cristae-Struktur beteiligt ist (Reinders, 2007). 

Eine zielgerichtete Phosphorylierung, respektive eine zielgerichtete Erhöhung der 

Phosphorylierung, könnte ebenfalls eine interessante Stellschraube für weitere 

Therapieverfahren liefern.  
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