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Ubergreifende Zusammenfassung

Die mitochondriale DNA (mtDNA) kodiert fiir essentielle Untereinheiten der Atmungskette.
Mutationen der mtDNA kénnen dazu fiihren, dass die Zelle ihre Fahigkeit verliert Energie tGber
die Atmungskette zu generieren. Des Weiteren kdénnen solche mtDNA Mutationen im
Menschen schwerwiegende Krankheiten wie Alzheimer oder Huntington férdern. Wie die
Zelle die Integritat und Qualitat ihrer mtDNA gewahrleistet ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht
vollkommen aufgeschlisselt 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 dariber hinaus, dass Tochterzellen im Vergleich zu
deren Mutterzellen, Gber signifikant mehr intakte mtDNA verfligen. Weiterhin wird aufgezeigt,
welche Gene und strukturelle Veranderungen innerhalb der Zellen zu einer Beeintrachtigung
der Qualitatssicherung beitragen.

Auf Basis der durchgefiihrten Experimente wurde ersichtlich, dass die Qualitatssicherung 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 fiir die Detektion intakter mtDNA keine Relevanz dar. Ein
Kernelement bildet die Erkenntnis, dass vor allem die Cristae-Morphologie mafigeblich an der
Qualitatssicherung der mtDNA beteiligt ist. Eine Deletion der an der Cristae-Struktur
involvierten Gene Aatp20, Aatp21, Amicl0 oder Amic60 fihrt zu einem Verlust der
Qualitatskontrolle gegeniiber dem Wildtyp (WT). AuBerdem wurde genetisch verdnderte Hefe
verwendet, um zu beweisen, dass die mtDNA ihre Proteine an nahegelegene Atmungsketten-
Komplexe Ubertragt. 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 beeintrachtigt.
Dies konnte auf eine interne Verankerung der mtDNA hindeuten.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der untersuchten Aatp20, Aatp21 und Aatp20Aatp21
Mutanten weisen Septen als dominierende interne Strukturen auf. Innerhalb dieser
Strukturen ist es der Zelle nicht méglich, die nun stark diffundierenden Proteine eindeutig der

mutierten oder intakten mtDNA zuzuordnen.
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AbschlieBend kann somit aufgezeigt werden, dass Hefezellen eine Unterscheidung zwischen
intakter und defekter mtDNA vornehmen. Dies konnte sowohl in groReren Populationen als
auch auf Einzelzellebene nachgewiesen werden. Defekte Cristae-Strukturen flihren zu einer
Beeintrachtigung der Qualitatssicherung. Somit ist eine intakte mitochondriale Struktur der
Cristae der Schlusselpunkt zur mitochondrialen Qualitatssicherung.

Im Laufe dieser Arbeit wurden wir mit einigen limitierenden Faktoren in der Daten- und
Bildanalyse konfrontiert. Eine Erh6hung der Probenanzahl, die in einigen der mikroskopischen
Experimenten verwendet wurden, flhrte zu einer aussagekraftigeren Statistik. Das Alignment
der zwei Fluoreszenzkanale, 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 erwdhnten limitierenden Faktoren adressieren kdnnen. Die
AG Leonhardt kombiniert ein umfangreiches Verstandnis verschiedenster mikroskopischer
Verfahrenstechniken, mit dem Wissen grolRe Datenmengen Uber Deep-Learning Algorithmen
auszuwerten. So entwickelten wir gemeinsam den YeastMate-Algorithmus.

Basierend auf den aufgenommenen Hellfeldaufnahmen (iberlagerte die Software die mit
separaten Kameras aufgenommenen Fluoreszenzkanale auf den Pixel genau und erstellte eine
Maske, um Hefezellen zu identifizieren, welche unseren vorab definierten Kriterien
entsprachen. Die Software sollte ausschliellich Bereiche mit Hefezellen detektieren, welche
aus zwei verpaarten Zellen inklusive einer neu entstandenen Tochterzelle bestanden. Diese
Zellen wurden anschlieBend einzeln aus dem Gesamtbild ausgeschnitten und fiir die weitere
Analyse abgelegt. Die Software ermoglichte es ebenfalls Zellen tiber 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 fir einige
Analysen drastisch erhéht werden. Ein weiterer positiver Effekt war es, dass subjektive
Einflisse minimiert werden konnten, da alle Bilder identisch (iber 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. Aatp20, Aatp21, Amic10 or
Amic60, 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 Aatp20, Aatp21 and Aatp20Aatp21 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 Qualitatssicherung zu
beantworten. So wird eingangs untersucht, ob Hefen Uberhaupt in der Lage sind zwischen
intakter oder defekter mtDNA zu unterscheiden. Denn wie bereits oben beschrieben, kdnnten
Mutationen in der mtDNA zu einer Verringerung der mitochondrialen Leistung fiihren. Diese
Mutationen wiirden begiinstigen, dass die Atmungskette ineffizient Energie produziert. Dieser
Defekt im Protonengradienten oder in der Gewinnung von ATP kdnnte von der Zelle dafir
genutzt werden, um Bereiche der Mitochondrien zu detektieren in denen mutierte mtDNA
vorliegt. Um diese Theorie zu untersuchen, missen folgende Experimente durchgefihrt
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 fir alle weiteren Experimente dar. Denn nur in solch einem heteroplasmatischen
Setup ist es den Hefezellen Gberhaupt erméglicht, zwischen intakter und defekter mtDNA zu
unterscheiden. Weiterflihrend sollten die Auswirkungen auf das tubulare Netzwerk analysiert
werden, um die zugrundeliegenden Mechanismen der mitochondrialen Qualitatssicherung in
Hefen zu untersuchen.

Zudem wurde zuvor gezeigt, dass Mutationen von Atp20 oder Atp21 zu grofRen
Veranderungen in der Cristae Morphologie fihren. Daher wird versucht eine Verbindung der
Cristae Morphologie zur Qualitatssicherung in Hefe aufzuzeigen.

All diese Fragestellungen wurden primar Uber 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 grolRes Datenvolumen generiert und ausgewertet werden.
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Einleitung

Ursprung der Mitochondrien und der mitochondrialen DNA

Mitochondrien sind vor 1,5 Milliarden Jahren
Zellkern

durch den Prozess der Endosymbiose

Tiere

&

entstanden. Hierbei wurde ein Ur-Eukaryot

Alphaproteobakterium von einem  Cyanobakterium

Pilze

Archaebakterium als Wirt aufgenommen. Zellkern

Dieses Bakterium Ubernahm fiur die Zelle

»

Mitochondrium LRt

wichtige Prozesse der Energiegewinnung und
wurde im Gegenzug von der Wirtszelle mit

essentiellen Nahrstoffen versorgt. Aus dieser

Symbiose gingen die ersten Mitochondrien

1. Endosymbiose

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

immer groBere Teile der bakteriellen

Z

Ursprungs-DNA an den Wirt abgegeben  a-Proteo

bakterium Archaeon

worden. Ein kleiner Teil des Ausgangs-Genoms

Abbildung 1: Entstehung der ersten Mitochondrien.
Die Aufnahme eines alpha-Proteobakteriums und die
Mitochondrien zuriick. Die Abb. 1 zeigt Abgabe der DNAdes Wirt.esfi]hren zu der EntstehurTg

der ersten Mitochondrien und der mtDNA. Die
Mitochondrien innerhalb der Zelle sind von einer
Doppelmembran umschlossen, welche essentiell fir
die Energiegewinnung ist. In einem nachfolgenden
endosymbiotischen Ereignis, wurde zudem ein
Bakterien-DNA an den Wirt. Cyanobakterium von dem. neu er\tstaqdenen
Eukaryoten aufgenommen. Dies resultierte in den
ersten Chloroplasten. Entnommen und abgeédndert
von Evolutionsweg.de (2021).

blieb jedoch in den neu entstandenen

exemplarisch den oben beschriebenen Prozess

der Endosymbiose und den Transfer der

Die mtDNA der Backer- und Brauereihefen

Saccharomyces cerevisiae beinhaltet acht
Protein-kodierende Gene. Jedes einzelne dieser Gene ist essentiell flr die Energiegewinnung
Uber die Mitochondrien. Folglich resultiert ein Schaden, eine Mutation oder ein Verlust eines
dieser Gene darin, dass die Hefen keinerlei Energie tiber die Atmungskette generieren kénnen.
Die acht mtDNA kodierten Gene sind: ATP6, ATP8, ATP9, COX1, COX2, COX3, COB und VAR1.
Sieben der Gene kodieren fir essentielle Proteine der Atmungskette. Ohne deren Existenz
konnten 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
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malgeblich fir die erfolgreiche Assemblierung des Komplex Ill, auch Cytochrome-c-Reduktase
genannt. Das achte Gen, Varl, kodiert fiir ein Protein der kleinen ribosomalen Untereinheit
der mitochondrialen Ribosomen und ist daher essentiell fir die mitochondriale Translation
(Hudspeth, 1984). Des Weiteren kodiert die mtDNA fiir 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 nukledren DNA, welche im Zellkern nur in einer einzigen Kopie vorliegt,
Uber das gesamte mitochondriale Netzwerk in mehreren Kopien vor.

Im nachfolgenden Abschnitt wird der Aufbau und die Funktion der Atmungskette
zusammengefasst. Primar stehen die Gene ATP6 und COB im Fokus der durchgefiihrten

Experimente dieser Arbeit.
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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 zellularen 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 tiber Enzymkomplexe um Energie fiir den Aufbau des
Protonengradienten zu erzeugen

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

Diese Prozesse werden in Hefen Uber vier Proteinkomplexe gewahrleistet, welche fest in der
IMM inseriert vorliegen (Boumans, 1998). Dieser Prozess kann nur gewahrleistet werden, weil
die Mitochondrien, wie in der Abb. 1 gezeigt, Uber eine innere Membran verfiigen. Diese
innere mitochondriale Membran ist selektiv permeabel und undurchlassig fiir 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
nachsten Abschnitt genauer beleuchtet.

Das libergeordnete Ziel der Atmungskette ist es, mit Hilfe der Ubertragung von Elektronen,
H*-Protonen von der Matrix in den Intermembranraum (IMR) zu beférdern. Diese Elektronen
werden schlussendlich an Sauerstoff tGbertragen, welches zu Wasser reduziert wird (Joseph-
Horne, 2001; Tielens, 1998; Ohnishi, 1966). AuBerdem werden diese Protonen- und
Elektronen-Gradienten dazu genutzt um ATP zu generieren (Devenish, 2000; Nilsson, 2016).
ATP ist einer der wichtigsten Energietrager der Zellen und wird fiir viele Stoffwechselprozesse
verwendet (Neupane, 2019).

Im Zitratzyklus, welcher in der Matrix der Mitochondrien ablauft, werden jeweils freie
Wasserstoffprotonen (H*) an FAD* und NAD* gebunden, um aus ihnen FADH; und NADH zu
erzeugen (Kanetsuna, 1966). Diese Molekiile FADH; und NADH werden anschliefend in der
Atmungskette verstoffwechselt.

Im Gegensatz zu weiterentwickelten Sdugetieren wie den Menschen, besitzen Hefen keinen
Komplex |, der ebenfalls Protonen in das IMR-Lumen pumpt (Boumans, 1998). Als Ausgleich
fir den Komplex | besitzen Hefen die NADH-Dehydrogenase. Diese wird auch als Ndilp

bezeichnet und liegt ebenfalls in der IMM verankert vor (Lasserre, 2015). FADH; gibt die
17



Elektronen wiederum an den Komplex Il, NADH gibt Elektronen an den Ndilp 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 verlauft verkettet Uber die Komplexe Il, Il und IV und wird daher als
Elektronentransportkette bezeichnet (De Vries, 1987). Anfangs werden jeweils zwei
Elektronen pro FADH,-Molekil an den Komplex Il (Succinatdehydrogenase) Ubertragen.
Weitere zwei Elektronen werden pro NADH-Molekiil Giber den Ndilp-Komplex transportiert.
Dieser Elektronenfluss wird Uber das, ebenfalls in die IMM inserierte, Coenzym Q
bewerkstelligt (Tielens, 1998). Die Weitergabe der Elektronen zum Komplex 1V, findet tber
das Cytochrom c statt. Der Komplex IV wird als Cytochrom ¢ 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 Uber die Komplexe lll 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 Molekul ATP generiert (Ito, 2013 und
Stock, 1999 und Abrahams, 1994). Spater werden die erzeugten ATP-Molekiile tiber die ADP-
ATP-Translokasen aus der Matrix der Mitochondrien in den IMR und weiter in das Zytosol der
Zelle befordert (Pereira, 2007; Boumans, 1998). Die Abb. 2 zeigt den Aufbau der in der IMM
inserierten Enzymkomplexe, die Ubertragung und den Weg der H*-Protonen in den IMR, sowie
die Funktion der Atmungskette von Hefen. AuBerdem wird hier die finale Produktion des ATPs,

sowie der ADP/ATP-Austausch tiber beide mitochondrialen Membranen hinweg verdeutlicht.

18
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Krebs cycle Komplex IlI Komplex IV Komplex V

Komplex Il Cytochrom bc1 Cytochrome C Oxidase ATP-Synthase
Succinatdehydrogenase

100 A
S. cerevisiae

Abbildung 2: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung und der Atmungskette der Backerhefe
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 Il 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 Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein Modellorganismus fiir diverse zellbiologische
Forschungsgebiete. Sie findet in der mitochondrialen Forschung Anwendung, da Hefen leicht
zu kultivieren sind und sich ihr Genom einfach verandern lasst. Ein weiterer Vorteil besteht
darin, dass nicht nur die nukledre DNA, sondern auch ihre mtDNA verdandert werden kann
(Lasserre, 2015). So kénnen 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
nukledre DNA, als auch die mtDNA der Hefen sequenziert vorliegt. Somit kénnen die DNA-
Sequenzen von Mutanten mit denen des WT verglichen werden, um artifiziell induzierte oder
zufallige Mutationen zligig zu erkennen. Dies hat den Effekt, dass Verdanderungen zum Beispiel
im Metabolismus oder der Energiegewinnung von Mutanten auf die jeweiligen Bereiche in der
DNA zuriickverfolgt werden kénnen. Zudem koénnen zielgerichtet Punktmutationen in das
Genom eingeflihrt werden, da sowohl das Genom, als auch das Proteom bekannt sind. Daraus
resultiert, dass Mutanten mit einem gewollten Phanotypen oder einem gezielten Defekt
zielgerichtet und artifiziell erzeugt werden konnten.

Der Grofteil der mitochondrialen und nukledren Gene ist im Laufe der Evolution stark
konserviert. Dieser Umstand flihrt dazu, dass die selben Proteine, die in den Hefen fiir die
Energiegewinnung zustandig sind, auch in hoher entwickelten Spezies eine essentielle Rolle in
der Energiegewinnung spielen. Somit kénnen Erkenntnisse aus der mitochondrialen Hefe-
Forschung auf den Menschen (ibertragen werden (Shadel, 1999).

Ein Kernelement dieser Arbeit stellt die Fahigkeit von S. cerevisiae dar, ohne die mtDNA oder
essentielle und kernkodierte Proteine der Atmungskette, dennoch Energie produzieren zu
kdnnen (Botstein, 2011). Die Energiegewinnung ohne Mitochondrien wird (ber die
Fermentation von Einfachzuckern wie Glukose sichergestellt. Als Abfallprodukt entsteht bei
dieser Garung Alkohol in Form von Ethanol, welcher schon seit Jahrhunderten von den
Menschen verwendet wird und der Backer- und Brauereihefe ihren Namen verleiht.

Werden Hefen jedoch unter der Abwesenheit von Glukose, beispielsweise auf nicht
fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Glycerol angezogen, kdnnen sie Energie
in Form von Adenosintriphosphat (ATP) nur lber die Atmungskette erzeugen. Dies setzt

jedoch voraus, dass die Hefen Uber ein intaktes mitochondriales Genom und eine
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funktionierende Atmungskette verfligen. 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

Anknipfend an den vorher beschriebenen Prozess der Endosymbiose resultieren die
Mitochondrien aus der Aufnahme eines Bakteriums in die Wirtszelle. Wahrend des Vorgangs
der Endosymbiose wurde das Alphaproteo-Bakterium von einem Archaebakterium
umschlossen. Dieser Vorgang wird auch Phagozytose genannt. Wahrend 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 dullere 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 Uber den Oxal- und Mbal-Proteinkomplex nach der
Translation direkt in die IMM inseriert (Ott, 2010).

Die Tatsache, dass die Mitochondrien Gber zwei Membranen verfliigen, fihrt dazu, dass alle
Proteine und Substrate die aus den Mitochondrien heraus, sowie in die Mitochondrien
importiert werden sollen, zwei Membranen Uberqueren missen um zielgerichtet an ihren
Platz zu gelangen. Um dies zu gewahrleisten, verfiigen die Membranen der Mitochondrien
Uber hoch spezialisierte Kandle, welche Stoffe durch die Membran beférdern und aktiv
gesteuerte  Transporter, welche groRere Stoffe und Proteine mittels einer
Konformationsanderung auf die andere Seite einer Membran beférdern kénnen. Die Kanale
sind sowohl in der duRere- sowie in der innere mitochondriale Membran verankert. Sie
bestehen aus Multiproteinkomplexen und gehoren zu den Translokasen (Tokatidlis, 2000).
Um zum Beispiel kernkodierte Proteine der Atmungskette in die Matrix der Mitochondrien zu
befordern missen diese Proteine beide Membranen Uberwinden. Die Translokasen der
auBeren Membran werden TOM und die Translokasen der inneren Membran werden TIM
genannt. Die TOM- und TIM-Komplexe sind hoch spezialisiert. Daher verfiigen alle Proteine,
die in die Mitochondrien hinein transportiert werden missen, Uber 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 fur solch eine Prasequenz 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 beférdern (Horie, 2003). So wird
beispielsweise ein SU9-mKate2 oder SU9-NeonGreen Fusionsprotein genutzt, um die

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

Anders als hinlanglich beschrieben, zeigt sich die Struktur intakter Mitochondrien der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae als stark verzweigtes Netzwerk und nicht als einzelne
Kompartimente (Egner, 2002). Dieses komplexe Netzwerk unterliegt stdndigen
Remodellierungsprozessen. Darunter fallen die Fusion und Abtrennung, auch Fission genannt,
von Teilen oder Fragmenten des Netzwerks. RegelmaRige Teilungs- und Fusionsevents sind
ein Anzeichen fir ein intaktes und gesundes mitochondriales Netzwerk (Youle, 2012).

Die Fusion mitochondrialer Enden, respektive die Fusion der IMM, ist maRgeblich an der
Neubildung von Cristae beteiligt. Die Cristae sind ausschlaggebend fiir die Energiegewinnung
in den Mitochondrien. Denn sie sind der Ort, an dem die vorher beschriebenen
Multiproteinkomplexe inseriert sind und (iber 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 duReren Membran erfolgt Gber die GTPase FZO1, die der inneren Membran
Uber die GTPase "Mitochondrial Genome Maintenance 1" (MGM1) (Colina-Tenorio, 2020).
Neuere Studien in Mausen konnten zudem einen Zusammenhang der Fusion mit der
Transkription der mtDNA herstellen. Hierbei fiihrt ein Verlust der Fusion zu einem Verlust der
stochiometrischen Verteilung des Replisomes und damit zu einem Verlust an mtDNA (Ramos,
2019). Die mtDNA ist, wie bereits oben beschrieben, maRgeblich fiir die mitochondriale
Energiegewinnung, da auf lhr die essentiellen Gene der Atmungskette kodiert vorliegen.
Somit ist zu schlussfolgern, dass intakte Remodellierungsprozesse der mitochondrialen
Membranen ebenfalls fir 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 hauptséachlich das Protein Dnm1 beteiligt (Kondadi, 2019). Es wird angenommen, dass die
Fission unter anderem an der Qualitdtskontrolle der mitochondrialen DNA beteiligt sein
konnte. Hierbei konnten mogliche Bereiche, welche defekte oder mutierte DNA beinhalten,
aus dem bestehenden Netzwerk herausgetrennt werden und (iber den spateren Prozess der
Mitophagie verdaut und beseitigt werden (Anzell, 2018).

Wie bereits oben beleuchtet, sind standige Teilungs- und Fusionsprozesse ein Indikator fiir
intakte Mitochondrien. So konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der OMM Fusion zu einer

Cluster-Bildung der mtDNA filihrt. 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
lasst sich daher annehmen, dass sowohl die Fusion als auch die Fisson einen starken Einfluss

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

Die Energiegewinnung in Form von ATP ist eine der Kernaufgaben der Mitochondrien. Diese
verlauft Gber die Atmungskette. Die innere mitochondriale Membran ist, verglichen zur
dulleren mitochondrialen Membran, nicht geradlinig und rund. Sie weist regelmafRige
Einstllpungen auf. Diese Einstiilpungen 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 Oberflache der
inneren mitochondrialen Membran zu erhéhen. Durch diese VergrofRerung der IMM kénnen
erhohte 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 Uber die Proteine Atp20 (Untereinheit g
(SU g)) und Atp21 (Untereinheit e (SU e)) fliihren zu dieser starken Biegung (Arselin, 2004). Es
wurde gezeigt, dass ein Verlust von SU g oder SU e dazu fiihrt, dass die Biegung der Cristae
nicht langer gewahrleistet werden kann und somit die typische Form der Cristae verloren geht
(Arselin, 2004). In elektronmikroskopischen (EM) Aufnahmen wurden solche Stamme
untersucht (Davies, 2012). Dabei fiel auf, dass Aatp20 und Aatp21 Mutanten Uber keine
Cristae-Spitzen verfligen. 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 Ausstiilpungen
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, Micl12, Mic19, Mic26, Mic27 und Mic60 gebildet (Friedman, 2015 und
Mehrotra, 2017). Vor allem die Proteine Mic10 und Mic60 sind ausschlaggebend, da diese die
Stabilitat des gesamten Komplexes sicherstellen. Daher filihrt hier, &dhnlich zu den
beschriebenen SU e- und SU g-Mutanten, ein Verlust dieser Proteine ebenfalls zu einer starken
phanotypischen Veranderung der Cristae. Hier konnte in Hefe gezeigt werden, dass Amic10
und Amic60 Stamme losgeloste Cristae aufweisen, die nicht langer mit der IMM verbunden
sind. AuRerdem fihrt ein Verlust des MGM1 Gens dazu, dass sich keinerlei Cristae innerhalb

der Mitochondrien bilden kénnen, 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 fiir eine intakte Cristae Morphologie und Funktion (Klecker, 2021).
Wie es diese Zellen dennoch sicherstellen, dass kernkodierte Proteine zielgerichtet in die

Cristae transportiert werden kénnen, ist bisher noch nicht aufgeklart worden (Kondadi, 2019).
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ATP synthase

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Cristae in Amgm21 Mutanten so wie in Aatp20 und Aatp21 Zellen und der
MICOS-Mutante Amic10. Ein Verlust von MGM1 fihrt dazu, dass sich keinerlei Cristae bilden konnen. MICOS Mutanten
hingegen verfligen tber 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 &hneln einem Zwiebelquerschnitt. Entnommen und
abgeédndert von Klecker and Westermann (2021). MaRstab: 500 nm.
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Mitochondriale Krankheiten

Die bereits oben beschriebene Invagination der IMM zu Cristae ist sehr wichtig flir eine intakte
Funktion der Mitochondrien, da in den Cristae die Atmungsketten Proteine sitzen. In neueren
Untersuchungen wurde aufgeklart, dass ein Defekt des MICOS-Komplexes oder ein Verlust des
FOF1-ATPase-Dimeres zu erheblichen Zellschaden fihrt (Colina-Tenorio, 2020; Eramo, 2020).
Wie bereits oben beschrieben, fihren solche Mutationen zu einem Defekt in der Struktur der
Cristae. Es konnte gezeigt werden, dass in solchen Zelllinien die Anzahl an ROS signifikant
erhoht ist (Denoth and Lippuner, 2014). ROS besitzen, aufgrund ihrer hohen chemischen
Reaktivitat, ein besonders hohes Potential DNA Schaden 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 nachsten liegen, zeigt vermehrt ROS
abhangige DNA Schaden. So haben Untersuchungen gezeigt, dass die Chance einer
auftretenden Mutation der mtDNA um ein vielfaches hoher ist, als die der Kern-DNA (Haag-
Liautard, 2008; Lynch, 2008).

Ein erhohter ROS-Anteil kann folglich in den Zellen eine apoptotische Reaktion antreiben. Die
Apoptose ist der selbsthervorgerufene Zelltod. Darliber hinaus kdnnen ROS dazu fihren, dass
sowohl die nukledre, als auch die mitochondriale DNA beschadigt wird. Im Falle der mtDNA
wirde dies dazu fihren, dass die Zelle keine Energie mehr produzieren kann. Vor allem die
Hauptelemente der Elektronentransportkette, Komplex Il 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 zurtickfiihren lassen, belduft sich
auf ca. 0,02 Prozent aller Patienten weltweit (Gorman, 2016). Durchgefiihrte Patientenstudien
erharten den Verdacht, dass sowohl neurodegenerative Krankheiten, als auch einige
Krebsarten auf defekte mtDNA zurickgefiihrt werden kénnen (Clay, 2009; Liu, 2006; Pyle
2016). Trotz des maRgeblichen Beitrags der mitochondrialen Qualitatssicherung an der
Erhaltung der Integritat und Qualitdt der mtDNA und damit an intakten Zellen, ist bisher nur
wenig Uber die genauen Ablaufe bekannt. Aus diesem Grund bildet das nachfolgenden Kapitel

einen kurzen Uberblick tiber den bisherigen Stand der Forschung ab.
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Qualitatssicherung der mtDNA

Haufig liegt die mtDNA In allen Organismen nicht ausschlieBlich intakt vor. Spontan
auftretende Mutationen oder DNA Schaden welche Gber ROS entstehen fiihren 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 fiir die Energieproduktion und das Uberleben der Zellen, welche die Mitochondrien
als alleinige Energiequelle besitzen. Sollten alle Kopien der mtDNA gleichzeitig ein Defekt von
nur einem Gen aufweisen, wirde dies zu einem kompletten Verlust der
Elektronentransportkette und der Zellatmung flihren. Daher ist es fir die Zelle von enormer
Bedeutung sicherzustellen, dass die mtDNA intakt bleibt. Die mutierte mtDNA im intakten
Netzwerk zu behalten, konnte fir das Mitochondrium weitreichende Folgen haben. Defekte
mtDNA produziert unter anderem in grofRem MaRe die mutagenen ROS und die
Mitochondrien verlieren ihre Eigenschaft Energie Uber die Atmungskette zu generieren
(Green, 2011). Die Mitochondrien der Hefen verfiigen tGber 40 — 60 Kopien der mtDNA (Chen,
2005). Diese sind homogen (iber das gesamte mitochondriale Netzwerk verteilt (Osman, 2015).
Diese Zuordnung stellt sicher, dass zum einen alle Bereiche der Mitochondrien mit den
notigen essentiellen mtDNA kodierten Proteinen versorgt werden, zum anderen ist dies eine
Strategie der Zelle, um mogliche mutierte mtDNA-Molekile kompensieren zu kdnnen.

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 fiihrt zu
einer vermehrten Anlagerung des Checkpoint-Proteins PINK1 an der OMM. Diese vermehrte
Anlagerung fiihrt 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
Mausen durchgefiihrt 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 natlrliche Selektion bezeichnet (Fan, 2008; Hill 2014;
Steward, 2008).
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Solch ein Qualitatsmechanismus wie der oben beschriebenen PINK1-Parkin-Pathway, ist
jedoch in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae nicht vorhanden was dazu fiihrt, dass hier
andere bisher nicht erforschte Mechanismen an der mitochondrialen Qualitatssicherung
beteiligt sein missen. Untersuchungen in Hefen konnten zeigen, dass die Menge an ROS in
neu gebildeten Tochterzellen signifikant geringer ist, als die der Mutterzellen (McFaline-
Figueroa, 2011).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass leistungsfahigere Mitochondrien bevorzugt in die neu
entstehenden Tochterzellen transportiert werden (Pernice, 2016; Higuchi-Sanabria, 2016).
Das Transportprotein Mmrl ist maligeblich an der Weitergabe und dem Transport von
Mitochondrien in die neu gebildete Tochterzelle verantwortlich (McFaline-Figueroa, 2011).
Ein Verlust von MMR1, PHB1 oder PHB2 fihrt zu einem defekten Transport von
Mitochondrien in die Tochterzelle (Obara, 2022; Piper 2002). Die Mikrotubuli bilden
zusammen mit den Intermediarfilamenten und den Mikrofilamenten das Zytoskelett der Zelle
aus. Diese Multiproteinkomplexe sind an der Bewegung und dem Transport von
Zellbestandteilen oder Proteinen in nahezu allen hoher entwickelten Organismen beteiligt, da
sie die Leitbahnen des Transportes darstellen. In Hefe sind die Proteine Mmr1, Ypt11 und das
Transportprotein Myo2 maligeblich an einem zielgerichteten Transport der Mitochondrien in
eine neu entstehende Tochterzelle involviert (Itoh, 2004).

Untersuchungen haben gezeigt, dass die mtDNA in 87 % der Falle in mitochondrialen Spitzen
anzutreffen ist und ein mtDNA-Molekiil einen regelmafRigen Abstand von 0,5 - 1 um zum
nachstgelegenen mtDNA-Molekil 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 moglich die fiir die Energieproduktion essentiellen Komplexe herzustellen.

Ein weiterer Qualitatssicherungsmechanismus der mtDNA kénnte auf Grundlage der Fission
beruhen. So kénnten Bereiche mit defekter mtDNA aus dem Netzwerk abgetrennt werden.
Diese abgetrennten Fragmente kdnnten in einem spateren Prozess lber 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 kénnte die Zelle die nahegelegene mtDNA
selektionieren und entfernen (Wang, 2015). Dieser Vorgang in Hefen beruht aktuell jedoch

nur auf Theorien und konnte nicht weiter bestatigt werden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Qualitatskontrolle in Hefe. Es wird angenommen, dass Fragmente
mutierter DNA Uber Fission aus dem Netzwerk abgetrennt werden kdnnen. Diese Fragmente kénnten entweder
Uiber die Mitophagie verdaut werden oder in der Mutterzelle zuriickgehalten werden. Somit wiirden nur Bereiche
mit intakter mtDNA an die Tochterzellengeneration weitergegeben. Entnommen von Aretz et al. (2018)
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Cristae-dependent quality control of the

mitochondrial genome

Christopher Jakubke'?', Rodarla Roussou'", Andreas Malser’, Christina Schug®, Felix Thoma'?,
David Bunk', David Hérl', Helnrich Leonhardt’, Peter Walter™®, Till Klecker®, Christof Osman*

Mitochondrial genomes (mtDNA) encode essential subunits of the mitochondrial respiratory chain. Mutations in
mtDMNA can cause a shortage in cellular energy supply, which can lead to numerous mitochondrial diseases. How
cells secure mtDMA integrity over generations has remained unanswered. Here, we show that the single-celled
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yeast Saccharomyces cerevisiae can intracellularly distinguish between functional and defective mtDNA and pro-
mote generation of daughter cells with increasingly healthy mtDNA content. Purifying selection for functional
mtDMNA occurs in a continuous mitochondrial network and does not require mitochondrial fission but necessitates
stable mitochondrial subdomains that depend on intact cristae morphology. Our findings support a model in which
cristae-dependent proximity between mtDNA and the proteins it encodes creates a spatial “sphere of influ-
ence,” which links a lack of functional fitness to clearance of defective mtDNA.

INTRODUCTION

Mitochondria contain their own genome, known as mitochondrial
DMA (mtDNA), which in most organisms encodes core subunits of
the respiratory chain and the adenosine triphosphate (ATP) synthase
as well as transfer RNAs (tRNAs) and ribosomal RNAs (rRNAs)
required for mitochondrial protein translation. Multiple copies of
mtDNA are distributed throughout the mitochondrial network.
Mutations in mtDNA can have detrimental consequences for mito-
chondrial function and can lead to a multitude of mitochondrial
diseases, which have a prevalence of ~20 cases per 100,000 individ-
uals (1). How cells maintain the integrity of mtDNA over generations,
despite high mitochondrial mutation rates, has remained unclear.
Studies in Drosophila melanogaster and mice have revealed that
mutant copies of mtDNA are removed in the female germline in a
process known as purifying selection (2-4). Mitochondrial fission
has been proposed to contribute to this process in [). melanogaster
(5, 6). Generation of small mitochondrial fragments containing
only one or a few mitochondrial genomes is believed to separate
mtDNA copies from one another to prevent complementation of
mutant mtDNA by gene products of intact mtDNA. Subsequently,
mitochondrial fragments containing mutated mtDNA are proposed
to be detected on the basis of a decreased membrane potential or
ATP content and removed by mitophagy. In addition, it has been
found that compromised protein import efficiency into damaged
mitochondria leads to a decrease in mtDNA replication and hence
disfavors propagation of mutated mtDMNA copies (3, 7). Despite this
progress, many questions remain about the cellular mechanisms that
facilitate selection against mutant mtDMNA. By exploiting the possi-
bility to genetically manipulate mtDNA in Saccharomyces cerevisiae,
we establish budding yeast as a model system to study mtDNA
quality control.
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RESULTS

A pedigree analysis reveals mtDNA quality control

In 5. cerevisiae

First, we asked whether the single-celled 5. cerevisiae intracellularly
distinguishes between intact and mutant mtDNA and supports gen-
eration of young progeny with a healthy mtDNA content. We de-
vised an approach to genetically follow segregation of wild-type (WT)
and mutant mtDMNA copies from heteroplasmic single yeast cells.
Two yeast strains of opposing mating types were used for this ap-
proach. The first strain is of mating type a and harbors WT mtDNA
and a deletion of the nuclear-encoded ARGS gene that encodes the
mitochondrially localized Args protein and is required for synthesis
of arginine. Therefore, this strain is able to grow on medium con-
taining nonfermentable carbon sources but not on medium lacking
arginine. The second strain is of mating type alpha and harbors a
deletion of the nuclear-encoded ARGS, but contains mtDNA in which
the COB gene is replaced by the ARGS gene (Acob: ARGE) (8). This
latter strain can thus grow in the absence of arginine but not on non-
fermentable carbon sources due to the deletion of the mtDNA-
encoded COB gene. The open reading frames (ORFs) of COB and
ARGS are 1158 and 1294 base pairs (bp) in size, respectively. Re-
placement of the COB gene, therefore, results in a minor increase of
the owverall size of the mtDNA of less than 0.2%, which is unlikely to
confer a replicative disadvantage on the Acob: ARGE mtDN A due to
larger size. Both strains contained comparable amounts of mtDNA
as determined by quantitative real-time polymerase chain reaction
(PCE; fig. S1A).

Both yeast strains were mated to obtain heteroplasmic diploid
zygotes containing WT and Acob: ARGS mtDNA. Microdissection
was used to transfer single zygotes to a cell-free area on an agar plate
containing rich medium and glucose as a fermentable carbon source,
which supports growth of cells containing WT, Acob::ARGS, or both
mtDNA species. Once the first daughter cell had budded from the
zygote, it was moved to a new location on the agar plate. Growth of
this former daughter cell was again monitored, until the second-
generation daughter cell had budded, which was again transferred
to a new position. This procedure was repeated for up to five gener-
ations, and isolated cells were incubated to allow growth of colonies
(Fg. 1. A and B). The mtDNA genotype in such colonies was inferred by

T1of12

TTOT ‘6T Eniny uo o aausos s sdiy wog papeoqumog

Publikation 1: ,,Cristae-dependent quality control of the mitochondrial

33



SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

Microdissection

A
ml:I":lrrNA O)

P 1] - i
o - S-8--8§ o
Acobc ARGE,
mtONA Repeatad for
generafions 2-5
B [
Wikd type (N = 89)
) 100%: E — = =
Rich medium & — i
«containing ) o :_,"_.""
glucose b 3 ﬁ
=] 2 L j—
- @ -1 —
Medium lacking Rich medium -
argining /" ™\ containin cerol o _:'—F_:
oo =
==
=
vl = .
4 2 3 1 =
Generabons
Homopl. for g Homopl. for - Heteropd. for WT
T miona ™ scob mioha Zand acob miDNA
D E
Lacl Acob TetR-  Matrix
Brightfiald  3xGFP 3xmBuby3 TagBFP  Meargs Min.
Brightfisld
WT
Different miDMA variants in daughter cell (%) Mmatr
o 20%  40%  B0%  aQ%  1ogw  MRatel
Lack .F Acob
matrx
IGFP n NeoniGreen
H
TetR-
3xmRuby3 . o? Merge
F G
Adnmi (N= 45) Agg32 (N =58)
EEEl SWIEEE =
e |t
=== Homogpl. for e —!
== | CWImRNA ol B2
= g0
E .Homnpl. for 4 =
§ Acob mtONA E 1 =]
—
= g Heteropl. for WT & —_
.ﬁ and Acob miDMA - ap :-__
= =
] ]
Z 1 2 3 4 5 z 4 2 4 4 5
Generations Generations
¥ test [ Gen 1] Gen.5 [ ¥ test [ Gen 1] Gen.5
WTvs Adnm? | ns. | ns |WTvs astg32 | ns [ ns

Fig. 1. 5. cerevisiae cells distinguish between WT and mutant mtDNA. (A] Schematic illustration of the pedigree analysis. Two Agngd yeast strains harboring WT or
AcobzARGSE mtDMA were mated. Zygotes were isolated, and daughter cells from up to five consecutive generations were separated and placed on free spots on the agar
plate by microdissection. (B) Growth pattern of the pedigree analysis after microdissection. Colonies were initially grown an rich medium contzaining glucose. The mtDNA
genotype was inferred from the ability of colonies to grow on synthetic arginine lacking medium (AcobzARGE mtDNA) or on medium containing the nonfermentable
carbon source glycerol (IWT mtDNA). Asterisks indicate cell material that was carried over by replica plating and failed to produce obvious colonies upon further incu-
bation. For further illustrative explanation and confirmation of the pedigree analysis, refer to fig. 51 (B to D). (€] Pedigree analysis of WT cells. Striped bars indicate per-
centage of heteroplasmic cells containing WT and AcobzARGE mtDMA. Gray or red bars indicate percentage of homoplasmic cells containing WT or Acob:ARGE mtDMA,
respectively. (D) Inheritance of either intact or mutated miDNA. Mating events between two cells either with WT-LacQ (GFF, Py} or Acob:ARGE-TetD (mRuby3, P2l
mitDNA. Both cells expressed a nuclear-encoded, matrix-targeted TagBFP. The percentage of either GFP or mRuby3 spots in the daughter cells relative to total numbser of the
respective mtDMNA variant have been plotted. Big circles represent the mean values from individual experiments. **P<0.01, t test. (E) Mitochondrial morphalogy during
mating. Mating events between two cells containing either WT or AcoboARGE mtDMA. Cells expressed either matrix-targeted mKate2 or mMeonGreen (NG). Mating
events were monitored by live-cell microscopy. Time point before mixing of the matrix contents has been defined as TO. (F and @) Pedigres analysis of Adnml or Agtg32
cells. Scale bars, 10 pm (D and EL
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their ability to grow on medium containing a nonfermentable carbon
source or medium lacking arginine, indicative of the presence of WT
or Acob: ARGE mtDNA, respectively (Fig. 1B and fig. S1B). The presence
or absence of mtDNA was further corroborated by PCR analysis of
selected lineages (fig. S1C). Of note, this growth-based assay cannot
distinguish whether mtDNA variants are entirely absent or present in
insufficient amounts to support growth on the respective selective
medium. Previous analysesin 5. cerevisiae have revealed rapid segregation
of mtDMNA variants containing neutral genetic markers within less than
10 and often within one generation (9). We similarly observe rapid seg-
regation; notably, however, we detected a strong bias for the WT miDNA
copy. More than 60% of the colonies derived from the first-generation
daughter contained exclusively the WT mtDMNA, while only about
~15% of the colonies contained exclusively the Acob: ARGE mtDNA
and ~25% remained in a heteroplasmic state (Fig. 1C). A further segre-
gation toward WT mtDNA was observed in following generations. More
than 80% of colonies derived from daughters of the fifth generation con-
tained only the WT mtDNA (Fig. 1C). Only 3% of the colonies of the
fifth generation were heteroplasmic, indicating virtually complete seg-
regation of both mtDINA types. Very similar results were obtained in
pedigree analyses, where the mating types of the WT and the Acob: ARGS
mtDNA containing strains had been switched, indicating that selec-
tion for WT mtDNA over Acob:: ARGE mtDNA is independent of the
mating type (fig. 52A). Furthermore, we did not observe selection
against mtDMNA variants with an ARGE gene inserted into a non-
coding region of mtDNA, indicating that the ARGS gene does not
impart a strong selective disadvantage on the mtDNA (fig. 52B).

We developed a microscopic approach to visualize selection of WT
over Acob mtDNA during budding of daughter cells from zygotes.
To this end, we used our previously generated strain that harbors tan-
dem Lac( repeats in a noncoding region of mtDNA upstream of COX2
and expresses a nuclear-encoded Lacl-3xGFP (green fluorescent pro-
tein) fusion protein harboring an N-terminal mitochondrial targeting
sequence (10). In a separate strain, we replaced the mtDNA-encoded
COB gene with tandem TetO repeats and introduced a gene encoding
a mitochondrially targeted Tet-repressor fused to three repeats of the
fluorescent protein mRuby3 into the nuclear genome. This strain con-
tained very similar mtDNA levels compared to a reference strain,
indicating that the TetO-TetR system does not lead to major defects
in mtDNA maintenance (fig. S3A). In the strains used for this anal-
ysis, Lacl-3xGFP and TetR-3xmRuby3 bind to the LacO and TetO
repeats, respectively. To visualize mitochondria, both strains express
the mitochondrially targeted blue fluorescent protein TagBFP. Both
strains were mated, and zygotes were analyzed by flucrescence mi-
croscopy. We detected mutant mtDNA in the daughter cell. Quan-
titative image analysis, however, revealed that relative amounts of WT
LacO-mtDNA were more abundant in the daughter cell than the
Acob TetO-mtDNA (Fig. 1D and fig. 53B). While we cannot entirely
rule out that the LacO-Lacl or the TetO-TetR systems affect the mtDNA
selection process or lead to biased results in this imaging approach,
these data support the conclusion that 5. cerevisiae cells can distin-
guish between WT and mutant mtDNA and promote generation of
progeny with predominantly healthy mtDNA content.

Selection against mutant mtDMNA occurs in a continuous
mitochondrial network

Like in higher eukaryotes, mitochondria form a continuous tubular
network in 5. cerevisiae that is constantly rearranged by fusion and
fission events. A simple explanation for rapid segregation of WT

Jakubke et al, 5o, Adv. 2021; 7 : eabiB886 1 September 2021

and mutant mtDNA could be that dysfunctional mitochondria do
not fuse with healthy mitochondria to form a continuous network
upon mating. In such a scenario, mutant and WT copies of mtDNA
would not mix but be kept in separated mitochondrial compart-
ments, which could facilitate efficient segregation. To examine
this possibility, we used live-cell microscopy to monitor mitochon-
drial fusion during mating of two yeast strains expressing either
miNeonGreen (NG) or mKate2 targeted to the mitochondrial ma-
trix. We first examined mating events between two cells, both contain-
ing WT mtDNA. In line with previous observations, we observed
fusion of mitochondria in newly formed zygotes (11-13). Fusion was
characterized by quick and mostly complete equilibration of
mKate? and NG within 2 min throughout virtually all parts of the
mitochondrial network in zygotes (fig. 54A). Similarly, we observed
rapid fusion of mitochondrial networks in mating events between
cells containing either WT or Acob:: ARGS mtDNA (Fig. 1E, fig. S4B,
and movie 51). Detection of both fluorescent proteins through-
out the mitochondrial network was the result of fusion rather than
ongoing translation, because unfused fragments could be distin-
guished during the mitochondrial fusion process in zygotes
{arrowheads in Fig. 1E). Despite content mixing of mitochondria,
our pedigree analysis reveals that yeast zygotes can still distinguish
between mutant and WT mtDNA to produce daughter cells that
predominantly contain WT mtDNA.

Mitochondrial fission or Atg32-mediated mitophagy is not
required for selection against mutant mtDNA

We asked whether mitochondrial fission could facilitate selection
against mutant mtDMNA, as has been proposed for D). melanogaster
(5, 6). We did not observe increased mitochondrial fragmentation
after mating between cells containing WT mtDNA or mating be-
tween cells containing either WT or Acob: ARGS mtDNA. Thus,
excessive mitochondrial fragmentation does not occur during selec-
tion against mutant mtDNA in yeast zygotes (Fig. 1E; fig. 54, A and
B; and movie 51).

To further assess the role of mitochondrial fission in selection
against mutant mtDMNA, we performed pedigree analyses of crosses
between cells lacking the fission protein Dnm1 and harboring ei-
ther WT or mutant Acob::ARGS mtDMNA. Notably, the absence of
mitochondrial fission did not compromise rapid selection for WT
mtDNA in a colony produced by the first daughter cell of hetero-
plasmic yeast zygotes (Fig. 1F). Furthermore, live-cell microscopy
of mating events between two Adnm] strains harboring either WT
or mutant mtDNA and expressing matrix-targeted mKate2 or NG,
respectively, revealed that mitochondria from both parental cells

rapidly fused in zygotes (fig. 54C and movie 52). We also tested the

importance of the mitophagy receptor Atg32 (14, 15) for selection
against mutant mtDNA. Aatg32 cells behaved similar to WT cells
in pedigree analyses and exhibited complete mitochondrial fusion
during the mating process (Fig. 1G, fig. 54D, and movie §3). Thus,
neither mitochondrial fission nor Atg32-mediated mitophagy is es-
sential for selection against mutant mtDNA during mating events
of 5. cerevisiae cells. Notably, selection for WT mtDNA in genera-
tions 2 to 5 appeared less prominent in pedigree analyses of Adnm1
or Aatg32 cells compared to matings between WT cells. This ob-
servation could indicate that selection toward WT mtDNA in daugh-
ter cells of zygotes is independent of fission and mitophagy, whereas
further selection in dividing diploids may be supported by these
processes.
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The mtDNA-encoded protein Atpé6 exhibits severely limited
diffusion rates

The fact that selection occurs in a continuous network that shares
WT and mutant mtDNA presents a conundrum. How can cells dis-
tinguish between WT and mutant mtDNA if mitochondrial content
equilibrates in a continuous network? We hypothesized that selec-
tion can only occur when subdomains are maintained within the
mitochondrial network, whose functionality is determined by nearby
copies of mtDNA. In such a scenario, it is important that mtDNA-
encoded respiratory chain subunits do not exhibit rapid diffusion,
because this would allow complementation of dysfunctional sub-
domains by gene products from WT mtDNA. To examine diffusion
of an mtDNA-encoded protein, we modified mtDNA and fused an

Atp6-NeonGreen
|

mKate2

NG-tag to the C terminus of the mtDNA-encoded ATP6 gene (fig.
S5A). Yeast strains exclusively expressed the NG-tagged variant of
Atpé6 and did neither show growth defects on medium containing
fermentable or nonfermentable carbon sources at 30° or 37°C nor
exhibit increased formation of so-called petite cells that are respiratory
deficient or display altered mtDNA or Atpé protein levels (Fig. 2A
and fig. S5, B to D). These observations indicate full functionality of
the NG-tagged Atp6.

Fluorescence microscopy of diploid cells harboring the ATP6-NG
mtDNA and expressing a nuclear-encoded matrix-targeted mScarlet
revealed that, in contrast to the uniformly distributed mScarlet signal,
Atp6-NG exhibited a patchy distribution in the mitochondrial net-
work (fig. S5E). This distribution has also been observed previously

B mScaret Atp6-NG DAPI  Merge Zoom

Cell 1

Cell 2|

Min.

Brightfield

Matrix
mKate2

Pam16-NG

Merge

Fig. 2. mtDNA-encoded Atp6-NG exhibits limited diffusion. (A) Growth analyses of strains expressing NG-tagged Atp6. Serial dilutions of indicated strains were spot-
ted on rich medium containing glucose or glycerol as carbon sources and incubated at 30° or 37°C. (B) Structured illumination microscopy of DAPI-stained cells express-
ing Atp6-NG and matrix-targeted mScarlet. Line graphs of pixel intensities along indicated lines are shown. a.u., arbitrary units. (C) Schematic illustration of the mating
experiment of the Atp6-NG-tagged strain with a strain expressing the matrix labeling Su9-mKate2. (D to F) Diffusion of mitechondrial membrane proteins in fused mito-
chondria of zygotes. Cells expressing matrix-targeted mKate2 were mated with cells expressing mtDNA-encoded Atpé-NG (D), nuclear-encoded Fis1-NG (E), or Pam16-NG

(F). Scale bars, 5 pm (B) and 10 um (D to F).
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using nuclear-encoded GFP-tagged variants of ATP synthase subunits,
and it has been proposed that these patches report on mitochondrial
cristae, in which the ATP synthase is enriched (16). We used struc-
tured illumination microscopy of 4°,6-diamidino-2-phenylindole
{DAPI)-stained cells to query the relationship between Atps-NG
and mtDNA. Atp6-NG focl were spatially linked to mtDNA and were
detected in the immediate surroundings of DAPI spots rather than
directly colocalizing with them (Fig. 2B). This finding demonstrates
that the ATP synthase localizes close to mtDNA but is largely ex-
cluded from areas occupied by mtDMNA itself. This observation is in
line with recent super-resolution data in Hel.a cells that showed a
lack of cristae in close proximity to mtDNA (17).

To further test whether Atp6-NG remains close to the copy of
mtDNA by which itis encoded, we examined diffusion of Atp6-NG
in living cells during a mating experiment. Cells harboring mtDNA en-
coding Atp6-NG were mated with cells expressing a nuclear-encoded
matrix-targeted mKate2 and harboring nonmodified mtDNA.
Equilibration of both fluorescent signals throughout the mitochondrial
network of zygotes was studied over time by live-cell microscopy
(Fig. 2C). In line with our previous observation, soluble mKate2 rapidly
equilibrated throughout the mitochondrial network upon fusion of
parental mitochondria. Notably, the Atp6-NG signal remained lo-
calized to mitochondria from the cell of its origin (Fig. 2D, fig. S6A,
and movie 54). Only very small Atp6-NG amounts were present
in the mitochondrial network of the mating partner ~80 min after
mitochondrial fusion, when a daughter bud had already emerged at
midpoint between both parental cells and had been invaded by mito-
chondria. To quantify equilibration of Atpé-NG in late zygotes harboring
a large medial bud, we first segmented the mitochondrial network
based on the mitochondrial mKate2 signal and assigned mitochon-
drial parts to either the parental Atp6-NG (Py), the parental mKate2
(P4}, or the daughter cell. The Atp6-NG signal was then determined
along the mitochondrial network parts that had been assigned to P,
P3, and daughter cell. The Atp6-NG signal was further normalized
to the length of the subnetwork localized to the respective cells. This
analysis revealed that on average only approximately 20% of the
Atp6-NG was detected in the mitochondrial network of the other
parental cell (Fig. 3B). In contrast, no difference in the mKate2 signal
in both parental cells was apparent in this analysis, indicating complete
mitochondrial fusion and full equilibration of this soluble matrix
protein (fig. 57A). We cannot distinguish between preexisting and
newly synthesized Atp6-NG in this assay but conclude that proteins
from neither group efficiently populate the mitochondrial network
of the parental cell that did not contain the Atp6-NG mtDNA.

To examine diffusion of another protein component of the oxidative
phosphorylation (OXPHOS) complexes, we created a strain expressing
an NG-tagged version of the nuclear-encoded protein Cox4, which
is a subunit of complex IV. Cells expressing Cox4-NG cells were
mated with cells expressing matrix-targeted mKate2. Of note, upon
mating of these cells, continued cytosolic synthesis of Cox4-NG will
lead to import of Cox4 into all parts of the mitochondrial network at
later time points. Despite this complication and similar to our
results obtained with Atp6-NG, Cox4-NG exhibited strongly re-
duced diffusion throughout the mitochondrial network of zygotes
compared to the seluble matrix-targeted mKate2 and remained
largely restricted to the cell of its origin during the duration of the
microscopy experiment (fig. S6B).

Next, we asked whether limited diffusion of Atp6-NG or Cox4-
NG was general to transmembrane (TM) proteins of mitochondrial

Jakubke etal, 5ci. Adwv. 2021; 7 :eabiBB886 1 September 2021

membranes. We mated cells expressing matrix-targeted mKate2 with
cells either expressing NG fused to the TM-domain of the outer
membrane protein Fisl or a functional Pam16-NG fusion protein
(Fig. 2, E and F, and fig. 56, C and D). Pam16 is a subunit of the
translocase of the inner mitochondrial membrane, which lecalizes
predominantly to the inner boundary membrane (18). Time-lapse
microscopy of such mating events revealed that diffusion of Fisl-
TM-NG and Pam16-NG was slightly delayed compared to the soluble
matrix protein mKate2, but both proteins equilibrated much faster
than Atp6-NG throughout mitochondrial networks and no differ-
ence in signal intensity in both parental cells could be observed
~10 min after fusion of mitochondria in zygotes (fig. 56, E and F,
and movies 55 and 56). In summary, mtDNA-encoded Atp6-NG and
nuclear-encoded Cox4-NG, which are both subunits of respiratory
chain complexes consisting of nuclear- and mtDNA-encoded sub-
units, are severely limited in equilibration throughout mitochondrial
tubules compared to proteins of the inner boundary or the outer
mitochondrial membranes.

Components important for cristae morphology affect
diffusion rates of Atp6-NG

We hypothesized that components involved in maintenance of cristae
morphology could be important for hindering diffusion of OXPHOS
subunits and particularly mtDNA-encoded proteins within the
mitochondrial network. Mice0 and Micl0 are components of the
mitechondrial contact site (MICOS) complex, which stabilizes cristae
junctions (19-21). Lack of Mic60 leads to cristae that are detached
from the inner mitochondrial membrane but maintain their sheet-like
morphology in the matrix. Atp20 and Atp21 are crucial for dimeriza-
tion of the ATP synthase, which, in turn, stabilizes strongly bent
cristae rims ( 22). Lack of the dimeric ATP synthase has been described
to lead to an onion-like morphology of mitochondria, where un-
controlled proliferation of cristae membranes leads to a multilayered
appearance (23). To examine the role of cristae in limiting equili-
bration of OXPHOS proteins, we quantified Atp6-NG mobility in our
mating assay in Aatp20, Aatp21, Aatp20Aatp21, Amicl0, or Amic60
strains. Both parental cells contained the respective deletion in these
crosses. In all mating events, the nuclear-encoded mKate2 equili-
brated across the mitochondrial network (fig. 57A). We could
observe a slightly less complete equilibration of mKate2 in zygotes
lacking the dimeric ATP synthase, which is likely explained by septae
that may create separate matrix compartments (24) and thereby
may decrease efficiency of matrix content exchange. Amicl® and
Amice0 cells exhibited increased diffusion of Atps-NG between
mitochondrial networks of parental cells compared to WT cells in
our mating assay, which was characterized by a greater amount of
Atp6-NG detected in the mating partner harboring the WT mtDNA
(~35% compared to ~25% in WT cells; Fig. 3, A and B). Cells lacking
Atp20, Atp2l, or both proteins showed a strongly increased diffu-
sion of Atp6-NG across the mitochondrial network in zygotes. In
many cases, the source cell that contained ATP6-NG-mtDNA was
hardly discernible from the mKate2 source cell in the zygotes. On
average, ~45% of Atp6-NG was detected in the mating partner
harboring the WT mtDNA in the absence of Atp20, Atp21, or both
proteins (Fig. 3, A and B). In contrast to limited diffusion within the
mitochondrial network formed by parental cells, Atp6-NG was
readily detected in the budding daughter cells. In daughters
from zygotes, the Atp6-NG signal was at ~70% compared to the
ATPs-NG signal from the ATP6-NG parental cell in all mutants,
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Fig. 3. Intact cristae morphology limits diffusion of mtDNA-encoded Atp6-NG. (A) Zygotes derived from mating events between WT or indicated mutant cells. In each
mating event, one cell contained ATP6-NG mtDNA (P,) and the other cell contained WT mtDNA and expressed matrix-targeted mKate2 (P,). D, daughter cell. (B} The
Atpé-NG signal was quantified in both parental cells of zygotes and normalized to the mitochondrial network length. The ratio of Atp6-NG signals in P, cells to Py cells of
the same zygote is plotted; each point represents one zygote; **P< 0.01, t test. (C} Mating events between WT, Aatp20, or Aatp2] cells. Mating cells harbored either Atps-
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and D) and 250 nm (E).
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with the exception of Amice0 cells, where Atps-NG levels only
amounted to ~&0% (fig. 57B). The reason why less Atp6-NG is found
in the daughter cells of matings between Amics0 cells is currently
unclear. In summary, we observe increased diffusion of Atp6-NG in
mutants lacking intact cristae morphology across existing mito-
chondrial networks of yeast zygotes. Because Amicl0 or Amic60
mutants still have the dimeric form of the ATP synthase (25, 26), our
results strongly suggest that Atp6-NG mobility is increased due to
compromised cristae morphology rather than conversion of the ATP
synthase into the monomeric form in cells lacking Atp20 or Atp21.

‘We developed an additional assay to test the generation of mtDNA
autonomous domains and the role of cristae therein. Cells express-
ing mtDNA-encoded Atp6-NG and nuclear-encoded matrix-targeted
TagBFP were mated with cells expressing mtDNA-encoded Atpé-
mKate2, and the patterns produced by the differently tagged Atpé
proteins were examined in zygotes. The Atpé-mKate2 strain grew
normally on medium containing fermentable or nonfermentable
carbon sources, and no increase in petite formation was observed,
indicating that the mKate2-tagged variant of Atpé was functional
(fig. §7C). In line with our previous observations, the Atpé proteins
remained localized to their respective origin cells in zygotes in crosses
between WT cells (Fig. 3C). Notably, we often observed an alternating,
mostly nonoverlapping pattern of green and red signals along the
TagBFP-stained mitochondrial network in the daughter cell pro-
duced by the zygote (Fig. 3C, zoom, and fig. 57D). Thus, Atps-NG
and Atp6-mKate2 occupy separate domains in the mitochondrial
network and exhibit limited mixing. This result indicates that mtDNA
copies encoding Atp6-NG or Atp6-mKate2 maintain semi-autonomous
mitochondrial subdomains. The alternating pattern in the daughter
cell further suggests a complex procedure in which mitochondrial
domains from both parental cells are sorted into the daughter cell.
In mating events between Aatp20 and Aatp21 cells expressing either
Atp6-NG or Atpé-mKate2, both fluorescently tagged Atpé variants
showed a stronger colocalization in daughter cells and separate do-
mains were hardly discernible (Fig. 3C and fig. 57D). These obser-
vations show that cristae are required for maintenance of inner
membrane domains and prevent extensive mixing between gene
products of different mtDNA copies.

mtDNA diffusion Is limited in WT, Aatp21 and Amic60 cells

Cristae could support mtDNA-mediated formation of mitochondrial
subdomains via at least two mutually nonexclusive mechanisms: (i)
Cristae could limit mobility of mtDNA within the mitochondrial
matrix by forming physical barriers and thereby promote local syn-
thesis of mtDNA-encoded proteins. (i) Cristae could corral mtDNA-
encoded proteins by preventing their diffusion through cristae junctions
into the inner boundary membrane. To determine the importance
of cristae in restricting mtDNA mobility, we used our recently de-
veloped mtDNA LacO-Lacl-GFP system (10) to specifically mark
mtDNA in one of the parental cells in a mating experiment (P2 cell).
The other parental strain used in the mating assay contained WT
mtDNA lacking the LacO repeats and expressed the matrix-targeted
mkKateZ protein (P, cell). In mating events between two WT cells,
two Aatp21, or Amic60 cells, LacO-marked mtDNA was evident in the
daughter cells produced by zygotes, indicating efficient transport of
mtDNA into daughter cells. Of note, we observed a slight increase of the
percentage of LacO mtDNA spots in the daughter cell in matings be-
tween Aatp21 cells compared to matings between WT or Amice0
cells (Fig. 3D). The underlying reason for this observation remains
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to be determined. LacO-marked mtDNA did not accumulate in the P
parental cell even at late zygotic stages in any of the matings (Fig. 3D).
Thus, mobility of mtDNA remains limited in the mitochondrial net-
work of parental cells in matings between Aatp21 or Amice0 cells that
contain strongly compromised cristae architecture. We conclude that
WT-like cristae architecture plays a crucial role in limiting equili-
bration of the Atps-NG protein, rather than diffusion of mtDNA.

To find a potential explanation for the rapid equilibration of Atpé-
NG in the absence of dimer-specific ATP synthase subunits, we
carefully examined WT, Aaip20, Aatp21, and Aatp20Aatp21 cells by
electron microscopy and also performed serial sectioning to obtain
three-dimensional (3D) information about the mitochondrial ultra-
structure. Mitochondria of WT cells showed cristae with the typical
perpendicular orientation to the mitochondrial tubular axis. In mu-
tant cells lacking dimeric ATP synthase, however, inner membrane
structure was markedly altered and virtually no WT-like cristae were
apparent. Instead, mitochondria exhibited onion- and balloon-like
inner membrane profiles, as previously described. In accordance with
previous work, we frequently observed strongly elongated cristae-like
structures that traversed the whole mitochondrion (Fig. 3, Eand F,
and fig. 58) (22, 23,27).

These observations provide a possible explanation for the inability
of cells lacking dimeric ATP synthase to constrain diffusion of Atpé-
NG. While respiratory chain complexes get trapped in cristae in WT
cells, they are free to diffuse along the altered cristae membranes in
Aatp20, Aatp21, and Aatp20Aatp2] mutants,

Cristae morphology is required for mtDNA quality control
Having determined that mtDNA-encoded subunits exhibit a severely
reduced mobility in the inner mitochondrial membrane that is de-
pendent on normal cristae biogenesis, we asked whether mutants
defective in cristae biogenesis would have problems to distinguish
between WT and mutant mtDNA. We applied our pedigree analysis
to follow inheritance of WT over Acob: ARGS mtDNA from hetero-
plasmic zygotes in the absences of ATP20, ATP21, MIC10, or MICs0.
Deletion of these genes did not lead to greatly altered mtDNA levels
in strains containing WT or Acob: ARGS mtDNA (fig. S9A). In par-
ticular, mtDNA levels of the mating partners of each pedigree mating
pair did not differ significantly to one another. Notably, clearance of
the mutant mtDNA was significantly delayed in the absence of any of
these proteins. While 60% of lineages for the WT were already ho-
moplasmic for WT mtDMNA in the first generation, this value dropped
to 40% in cristae mutants. Moreover, while only ~20% of cells of the
first generation in WT cells still maintained a heteroplasmic state,
~40% of such cells were detected in the first generation of matings
between cristae mutants. After five generations, a significantly smaller
proportion of the lineages were homoplasmic for WT mtDNA in
the cristae mutants (Fig. 4, A to F). Thus, the ability to choose WT
over mutant mtDNA is severely compromised in mutants with de-
fective cristae architecture. In line with these pedigree results and in
accordance with previous work, Aatp20, Aatp21, Aatp20Aatp21, Amicld,
or Amicé0 strains harboring exclusively WT mtDNA exhibit in-
creased formation of petites, revealing a reduced ability to maintain
a healthy mtDNA population in cells (fig. S9B) (23).

DISCUSSION
Our data reveal that the unicellular §. cerevisiae is able to promote
generation of progeny with a healthy mtDNA population from

Tofi12

TTOT ‘6T ENTny we o 20ua10s sy sdiy wog pa peoang

39



SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

A B C
. WT (N =80) Aatp20 (N =42) - Aafp21 (N =42)
=== 100 = == = = == E====s
ZZgeam _ |EZZ o EEEEE
=2l e ZZ2 2o ZZZ 351
- —— —
ol 2 ot ZZ 1 Z5 g
= _.-i =]
fund 2 §urn) 2 o Z
[&] — o — —
0% = 0% = 0% =
— — e
-— — -
% — fie s — 0% =
FREE ] 21 25 15 2 1 2 3 4 5
T5ana rations. ans Ganeratons
.Hormpuur 18 [ Gen. 1| Gen.5 |  tost [ Gen. 1] Gen.5
WTmDN*‘\ ﬂzﬂ |P<001]F <001 [WT vs. astp21 |P<0.05[P<0.01
BHe‘beroleurWT
and Acob mi
D
Aatp20aatp21 (N = 58) Amiel0 (N = 28) Amich0 (N = 38)
100" —— g —— — — e — —
ZZEZ =22 EEE
= ] == Fon == ===
£ == < = 2 ===
g 60w == v ool = ==
— — —
§e 2 e =
— — —
| = ] = 0% =
el = wl= =
£ 1323131 % Z 1 2 3 1 8 BT T T &
Generations Genarations Genarations
| ¥ test |Gen_1|Gen. 5| [  x*test [ Gen. 1] Gen.5|[ x"test [ Gen. 1] Gen.5]

[ P00 |P<0.01] [ WTvs.amic10 |P < 0.05[P < 0.05

G

[WT vs. Aatp20asfp2 1P < 0L.OTF < 0.0 | WT vs. amict 0

"""‘“Uﬁ oy

Sphenaufnﬂm

Fig. 4. mtDMNA quality control depends on normal cristae marphology. (A to F)

Pedigree analyses of strains lacking indicated genes. WT pedigree (A) is identical to

Fig. 1C, shown to allow comparison to mutant analyses in (8] to (F). J'_J test has been applied as statistical hypothesis tests to compare first- and fifth-generation data of
mutant strains to the WT. (G) Maodel for quality control of mitDMA in a fused mitochondrial network. mtDMA copies in WT cells supply only the cristae in their immediate
surrounding with mtDMNA-encoded proteins. Respiratory chain complex containing mtDMNA-encoded subunits has limited diffusion capability and is trapped within cris-
tae, which keads to a sphere of influence of mtDMNA. Limited diffusion of respiratory chain complexes is compromised in cells with compromised cristae stnucture,

heteroplasmic zygotes that contain WT and mutant mtDNA. So far,
our demonstration of the purifying selection in yeast is limited to a
mode]l mutant mtDNA variant that entirely lacks the COB gene. It
will be interesting to examine in future studies how yeast cells deal
with deletions of other mtDNA-encoded genes or milder point mu-
tations. Unexpectedly, we show that the purifying selection occurs
in a continuous mitochondrial network and does not require mito-
chondrial fission. This finding raised the question how cells can de-
tect mutant mtDMNA copies among WT copies in a mitochondrial
network, where soluble matrix proteins rapidly equilibrate and poten-
tially even out physiological differences and thus conceal mutant copies.

A possible solution for this problem is provided by our finding
that diffusion of OXPHOS components, namely, the mtDNA-encoded
protein Atp6-NG and the nuclear-encoded Cox4-NG, is severely
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limited in WT cells compared to proteins localized to the inner bound-
ary membrane, the outer membrane, or the matrix. Of particular
interest in this respect is the observation that the mtDNA-encoded
Atp6-NG forms subdomains that remain in the vicinity of the mtDNA
by which it is encoded. These findings are in line with analyses in
Hela cells that have similarly demonstrated reduced mobility of
OXPHOS proteins along the longitudinal axis of mitochondrial tu-
bules (28, 29). A previously proposed plausible explanation for the
restricted mobility is that OXPHOS proteins, likely aided through
their assembly into complexes and supercomplexes (30), get trapped
within cristae membranes and are prevented from diffusion past
cristae junctions into the inner boundary membrane (18, 3I). In
strong support of this hypothesis, we find that the mtDNA-encoded
Atp6-NG exhibits increased equilibration across the mitochondrial
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network in mutants with defective cristae architecture, while move-
ment of the mtDNA from which it originates remains restricted. Notably,
our pedigree analysis revealed that mutants with defective cristae
biogenesis are incapable of distinguishing effectively between WT
and mutant mtDNA to support progeny with functional mtDNA.

Together, our findings are in line with a previously proposed
maodel in which each mtDNA copy has a “sphere of influence” and
remains spatially linked to its gene products (32, 33). Our data sup-
port the hypothesis that such a sphere of influence is dependent on
normal cristae architecture (Fig. 4G). According to this model, muta-
tions in mtDNA would lead to mitochondrial subdomains with
physiological defects that could flag such areas and facilitate purging
of the linked mtDN A copy. In line with this idea, it has recently been
shown that individual cristae within the same mitochondrial tubule
can maintain independent membrane potentials (34). Defective
cristae biogenesis would lead to defective subdomain formation and
a weakened link between mtDNA and its gene products, which, in
turn, would blur physiological differences caused by mtDNA muta-
tions (Fig. 4G). As a consequence, detection and purging of mutated
mtDNA would be hindered.

For such a system to work, not only the proteins but also their
mRMAs need to remain close to the mtDNA copy from which they
originate. In matings between two WT cells containing either regu-
lar or ATP6-NG mtDNA, we observe very low levels of Atpe-NG
protein in parts of the mitochondrial network that does not contain
the ATP6-NG mtDNA, even more than 80 min after mitochondria
of both parental cells have fused (fig. 56A). This result indicates that
little synthesis of Atp6-NG occurs in these parts of the network
within the time frame of this analysis. It is, however, possible that
biogenesis of OXPHOS complexes is generally low in the mitochon-
drial network of parental cells because of little OXPHOS turnowver.
In this case, we would see little synthesis of Atp6-NG even if its
mRNA would be present. Not much is known from the literature
about the mobility of mitochondrial mRNAs. It was recently pro-
posed that mitochondrial transcription and translation may occur
in a coupled manmner in & cerevisiae (35). Taking into account that
insertion of mtDNA-encoded proteins into the mitochondrial in-
ner membrane occurs cotranslationally (36, 37) and, at least in part,
at cristae membranes (38), all steps of mitochondrnial gene expression
from transcription to insertion of proteins into cristae membranes
could be spatially linked. Nevertheless, characterization of mRNA
maobility in mitochondria awaits further studies.

We demonstrate that yeast cells can distinguish between mutant
and WT mtDNA and propose that cristae-dependent subdomains
are an important prerequisite for efficient purging of mutant mtDNA. It
remains an outstanding and exciting question how cells mechanis-
tically detect and remove mutant mtDNA. Plausible physiological
parameters that may serve as signals on dysfunctional mitochon-
dria are a reduced membrane potential (39), decreased ATP levels
(5), or altered redox states (40). What processes may remove mu-
tant mtDNA from cells? Our microscopic analyses suggest that mu-
tant mtDNA transfer to daughter cells of heteroplasmic zygotes
may be reduced, but not entirely prevented (Fig. 1D). Preferential
transport of fit mitochondria into daughter cells has been demon-
strated in yeast previously (40). In combination with our pedigree
analysis, where a large percentage of first-generation colonies ap-
pears homoplasmic (Fig. 1C), we suggest that further rounds of se-
lection against mutant mtDNA likely occur in the daughter cells
that eventually entirely purge mutant mtDNA. While we find that
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mitochondrial fission or Atg32-mediated mitophagy is not absolutely
essential for selection against mutant mtDMNA, especially during
production of the first daughter cell of heteroplasmic zygotes, these
processes may contribute to efficient clearance during further growth
and cell divisions. Furthermore, WT mtDNA could also be prefer-
entially replicated as suggested for D. melanogaster (3, 7) or mutant
mtDNA could be selectively degraded within mitochondria by nu-
cleases. It was demonstrated in yeast that the mtDNA polymerase
Mip1 degrades mtDNA through its exonuclease domain wpon pro-
lenged starvation (41). It remains to be determined whether such a
mechanism could also be involved in clearance of mutant mtDNA.
Together, selection against mutant mtDNA could entail a combina-
tion of mechanisms that may include selective transport of mito-
chondria containing healthy mtDNA to daughter cells, mitophagic
removal of mitochondrial fragments containing mutant mtDNA,
selective replication of healthy mtDNA, or selective degradation of
mutant mtDNA by nucleases. The discovery of a purifying selection
in & cerevisiae combined with the tools we developed in this study
will be of great value in elucidating molecular mechanisms respon-
sible for clearance of mutant mtDNA.

MATERIALS AND METHODS

Yeast strains and plasmids

All yeast strains are derived from W303 background. Strain infor-
mation can be found in table 1. Deletions of genes and C-terminal
tagging of nuclear-encoded genes were performed in haploid strains
using homologous recombination as described previously (42). For
the experiment presented in fig. 53A, the mating type of strain
yCi0354 had to be switched from Mat alpha to Mat a. Mating type
switching was performed by transient (90 min) galactose-induced
expression of the HO endonuclease from the plasmid pTH132 (43).
Subsequently, a Mat a strain that had lost the plasmid pIH132 was
isolated. Primer and plasmid information can be found in tables 52
and 53, respectively.

Pedigree analysis R

Approximately 1.85 x 10” cells from early post-log phase [optical
density at 600 nm (ODggg) ~ 1.5] growing cultures of strains with
opposing mating types were combined in a 1.5-ml reaction tube,
vortexed, centrifuged at 3000 rpm for 3 min, and resuspended in 50 pl
of rich medium containing glucose [yeast extract peptone dextrose
(YPD)]. Subsequently, the cell suspension was spotted onto a YPD
plate and incubated for 2 to 3 hours to allow mating of strains. A
small amount of cells was scraped off the plate and was resuspended
in 200 pl of YPD medium. From this mated cell suspension, 30 pl
was spread as a line on a YPD plate. Individual zygotes were identi-
fied on the basis of their characteristic shape and transferred to free
areas on the agar plate. Cell growth was monitored, and daughter
cells were separated from zygotes or mother cells and transferred to
free areas on the agar plate. This procedure was repeated for five
generations (Fig. 1, A and B). After incubation for 2 days at 30°C,
the grown colonies were replica-plated onto plates containing syn-
thetic defined medium lacking arginine (3D-Arg) and plates con-
taining rich medium and glycerol as a carbon source [yeast extract
peptone glycerol (YPG)]. Those plates were again incubated for 24 to
48 hours, and growth was scored. Of note, colonies were scored as
“growing” for SD-Arg or YPG even when only parts of the replicated
colony displayed growth. Growth rates were not considered in this
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experiment. The presence or absence of growth was verified by re-
streaking of cell material from selected colonies onto YPG or SD-Arg
plates (fig. S1B). In addition, a mating-type test was performed to
confirm that the initially picked cells were zygotes. Lineages were only
considered when the starting zygotes were able to grow on YPG and
SD-Arg plates, indicating a heteroplasmic state. Of note, we sporad-
ically observed that mtDNA species were lost in one generation but
reappeared at a later generation (e.g., replicate 2 in Fig. 1B). We at-
tribute this observation to cases in which all copies of one particular
mtDXNA species are passed on to the daughter cell. In such a scenario,
a mother cell lacking this mtDNA species is produced, whereas this
species will be present in the daughter cell (fig. 51D).

Live-cell microscopy

For all live-cell microscopy experiments, yeast cells were imaged in
ibidi &-well p-Slides (ibidi GmbH, Grifelfing). For immobilization
of yeast cells during microscopy. wells were coated with concanav-
alin A, a lectin that can bind the cell wall of yeast cells. In brief, wells
were filled with 200 pl of concanavalin A (0.5 pg/ml) and incubated
for 30 min. Concanavalin A was removed, and wells were dried for
30 min at room temperature. For single-frame images and videos of
mating events, 1000 pl from two cultures with strains of opposing
mating types was combined in a reaction tube, vortexed thoroughly,
and centrifuged for 3 min at 5000 rpm. The pellet was resuspended
in 50 pl of YPD medium and spotted onto a YPD plate to allow cells
to mate. Plates were incubated for 3 hours for single-frame images
and for 1.5 hours for videos. The premated cells were scraped off
and resuspended in 400 pl of sterile-filtered 1:x phosphate-buffered
saline (PBS) buffer, and 200 pl was transferred into a concanavalin
A-coated well of ibidi 8-well p-Slide. The slides were centrifuged
for 2 min at 2000 rpm to promote adherence of the cells to the bot-
tom of the well. Wells were washed twice with 400 ul of filtered
synthetic complete (5C) medium to remove floating cells and eventu-
ally resuspended in SC medium for imaging. Microscopy was per-
formed at 30°C on a Nikon Ti2-Eclipse microscope equipped with a
CFI Apochromat TIRF 100:/1.49 numerical aperture (NA) oil ob-
jective and a TwinCam L5 dual-camera splitter attached to two
Photometrics Prime 958 25-mm cameras. The dual-camera setup
enabled simultaneous imaging of red and green fluorophores. Spec-
ifications of filters and dichroics can be made available upon request.
For time-lapse microscopy, cells were imaged every 2 or 7 min for
indicated total periods of time. For quantification of the imaging pre-
sented in Fig. 1D, zygotes were only considered when patchy struc-
tures were apparent for GFP and mRuby3 signals. Cells harboring
the Tet( repeats often showed a diffuse red staining of mitochondria,
which is likely explained by recombination of the TetO repeats.

Image processing and analysis

All images, except those obtained by structured fllumination micros-
copy, were postprocessed by deconvolution with the Huygens soft-
ware (Scientific Volume Imaging). Fluorescent channels acquired
simultaneously on two different cameras were aligned using a cus-
tom-built Python script. Alignment parameters were obtained from
simultaneous imaging in bright-field mode. For quantification of
Atp6-NG levels presented in Fig. 3A, mitochondria were first seg-
mented in 3D based on the matrix-mKate2 signal using the mito-
graph software (44). Binary masks for parental and daughter cells
were manually created in Fiji by drawing outlines on the bright-
field image. Masks were used in a next step to assign coordinates of
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the mitochondrial network to the respective cells. Then, Atps-NG
intensities were determined and summed up along the mitochon-
drial network of parental or daughter cells using custom-built Python
scripts. To account for differences in the mitochondrial amount in
different cells, the Atps-NG signal was normalized to the mito-
chondrial network length present in the respective cell.

Quantification of colocalization of Atp6-NG and Atp6-mKate2,
presented in fig. 57D, was performed as follows. The mitochondrial
network was first segmented in 3D based on the matrix-TagBFP
signal using the mitograph software. Manually created binary masks
were used to assign parts of the mitochondrial network to parental
or daughter cells. Fluorescent intensities of Atp6-NG and Atpe-
mKate2 were then determined for pixels along the mitochondrial
network. Next, Manders and Pearson correlation coefficients were
determined between both signals. For determination ofthe Manders
correlation coefficient, signals along the mitochondrial network were
thresholded beforehand with Yen et al.’s method (45).

Genetic manipulation of mtDNA

Strains harboring mtDNA in which the COB gene was replaced with
an arginine marker and a nonrecombinable Tet( array were gener-
ated as follows. First, a synthesized TetO array, in which 21 TetOQ
repeats are separated by spacers of varying length and sequence,
was inserted after the stop codon of the ARGE gene in the plasmid
pCOB-5T5 (8). This cloning step resulted in the plasmid pCO307,
which thus contains an insert in which sequences homologous to
the up- and downstream regions of the COB gene flank the ORF of
ARGS followed by the TetO array. pCO307 was introduced into the
kar!-1 strain aDFS160 po by biclistic transformation with the PDS-
1000/He particle delivery system (Bio-Rad Laboratories), and trans-
formants were selected by their ability to rescue the cox2-62 mutation
of the strain NB40-3C (46). pCO307 was then cytoducted into a
Aarg® W303 WT strain, which resulted in the deletion of the COB
gene by ARGE-TetD through homolegous recombination. Cells
containing the Acob:: ARGS-TetO-mtDNA were selected on the ba-
sis of their arginine prototrophy. Last, a construct (pCO407) con-
sisting of the Cup1 promoter driving expression of an ORF in which
the 5u? mitochondrial targeting sequence was fused to the TetR
gene, which, in turn, was followed by three copies of the red fluores-
cent protein mRuby3, was chromosomally integrated into the HO
locus (strain yCO460).

Strains harboring mtDNA in which the ATPé is tagged with ei-
ther NG or mKate2 were generated as follows. First, synthesized gene
fragments encoding NG and mKate2 compatible with the mitochon-
drial genetic code (Twist Bioscience, San Francisco) were fused to
the C terminus of the coding region of ATPé, which was amplified
from genomic DNA. ATPS-NG or ATPs-mKate2 was flanked with
an 806-bp region homologous to the upstream region of ATPs and
a 60-bp region homologous to the downstream region of ATPs. The
entire fragments were then cloned into the Xho I site of the plasmid
pPT24 (47), which resulted in either plasmid pCO444 or pCJ013 for
ATP6-NG and ATP6-mKate2, respectively. pCO444 and pCJ013 were
introduced into the karI-1 strain aDFS160 p” by biolistic transfor-
mation, and transformants were selected by their ability to rescue
the cox2 mutation of NB40-3C (46). pC0444 and pC]013 were then
cytoducted into the strain MR10 (48). Colonies in which ATPs-NG
{yCl043) or ATP6-mKate2 (yC]120) had successfully integrated into
the ATP6 locus were identified by their ability to grow on a non-
fermentable carbon source. A strain containing ATPs-NG-mtDNA
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and mating type alpha was obtained by mating yCJ043 with a p” W303
WT strain followed by sporulation and tetrad dissection (yCJ084).

Primer sequences used for cdloning and plasmid maps can be made
available upon request.

DAPI staining and structured illumination microscopy
Coverslips (no. 1.5) were coated with 50 pl of concanavalin A (0.5 pg/ml)
and air-dried for 1 hour. Residual concanavalin A was removed, and
coverslips were dried for 45 min before fixation. ODge = 0.5 of log
phase yeast cells were harvested at 5000 rpm for 3 min and washed
using 1x PBS + 0.02% Tween 20. Cells were resuspended in 20 pl of
1x PBS + 0.02% Tween 20. Subsequently, all cells were placed on the
concanavalin A—coated coverslips and incubated for 45 min to let
cells settle on the coverslip. Then, cells were washed for 2 min with
filtered SC medium. Cells were fixed using a 4% formaldehyde
solution + DAPI (1 pg/ml) in filtered SC medium for 30 min. Cells
were washed once more for 2 min using filtered 5C medium. Twenty
microliters of MOVIOL 4-88 (Roth) was added to the coverslips,
and microscope slides were put onto the coverslips. Fixed immobi-
lized cells were used for super-resolution imaging by structured il-
Iumination microscopy. The acquisition was performed on a 3D SIM
DeltaVision OMX V3 microscope (General Electric) equipped with
a 10x 1.4 NA cil immersion objective UPlanSApo (Olympus), 405-,
488-, and 593-nm diode lasers, and Cascade Il electron-multiplying
charge-coupled device (CCDY) cameras (Photometrics). After acqui-
sition with an appropriate refractive index oil, raw data were first
reconstructed and corrected for color shifts using the provided software
softWoRx 6.0 Beta 19 (unreleased). In a second step, a custom-made
macro in Fiji (49) finalized the channel alignment and established
composite TIFF (tag image file format) stacks, which were used for
image analysis.

Electron microscopy

For electron microscopy, all strains were pregrown in YPG medium
to select for functional mtDNA. Subsequently, cells were grown to
log phase in YPD or rich medium containing galactose medium, as
indicated. Sample preparation for electron microscopy was essentially
performed as previously described (50) with two minor changes:
The fixation with glutaraldehyde was performed for 1 hour, and all
centrifugation steps were carried out at 1610g for 5 min. Ultrathin
sectioning was performed using a Leica Ultracut UCT (Leica Micro-
systems, Wetzlar, Germany) ultramicrotome and an ultra 35° dia-
mond knife (Diatome, Nidau, Switzerland). Ultrathin 50- to 70-nm
sections were placed on Pioloform-coated copper slot grids (Plano,
Wetzlar, Germany) and poststained for 15 min with uranyl acetate
and 3 min with lead citrate, as previously described (50). Electron
microscopy was performed using a JEOL JEM-1400 Plus transmission
electron microscope (JEOL, Tokyo, Japan) operated at 80 kV. Images
were taken with a JEOL Ruby CCD camera (3296 x 2472 pixels) and
the TEM Center software Ver.1.7.12.1984 (JEOL, Tokyo, Japan).

Miscellaneous

Western blot analyses were performed with isolated mitochondria.
Fifty micrograms of isolated mitochondria was preheated on 95°C
for 5 min in 1x 5D5 loading buffer and separated on a 12% SDS gel.
After transfer to polyvinylidene difluoride membranes, membranes
were incubated with the following primary antibodies in 5% milk
and tris-buffered saline: mouse anti-NG (1:1000; Chromotek GmbH),
rabbit anti-aconitasel (1:1000), and rabbit anti- Atpé (1:1000).
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Quantitative real-time PCR experiments to determine mtDNA levels
were performed as described previously (51). For the petite analysis,
cells were grown overnight at 30°C, then freshly diluted to an OD\ggo = 0.2,
and grown for another 3 hours. A total of 200 cells were plated onto
YPG plates containing 0.1% glucose. Plates were incubated for 3 days
at 30°C. Only cells proficient in respiratory growth are able to con-
tinue growth after all glucose has been consumed.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
Supplementary material for this articie |s avallable at httpsyysclence. orgdol/ 10,1126/
scladvabiasas

View/requast a protocol for this paper from Ble-profoco.
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Figure S1

(A) Cuantitative PCR analysis of mtDNA levels of WT or Acob::A RGS strains, which
were used in the pedigree analysis (Fig. 1C). No difference in mtDNA levels between both
strains are apparent. The average value is derived from three biclogical replicates. The
value for each biological replicate was derived from three technical replicates; Error bars

indicate SI). n. 5. - non significant, t-test.

(B) Carry-over cell material does not support growth upon restreaking. Replica plat-
ing during the pedigree analysis results in carryv-over of cell material. While such cell
material i1s easily distinguished from growing cells by direct visual inspection of plates, 1t
15 difficult to discern on photos. For this experiment, cell material was restreaked on selec-
tive plate to demonstrate the difference between carry-over cell material and cell growth.

Asterisks indicate carry-over cell material.

(C) PCR analysis corroborates results from the growth-based pedigree assay. Genomic
DNA was extracted directly from YPD grown colonies without further incubation from
three pedigree lineages and remaining cell material was replica plated onto YPG or SC-
ARG (lacking arginine) plates. Presence of the COFB gene (present in WT mtDNA, which
supports growth on YPG) or the ARGS gene (present in Acob:rARGE mtDNA, which
supports growth on SC-Arg) was tested by PCR using specific oligos for the respective

genes. PCR results correlate perfectly with the growth based analysis.

(D) Schematic illustration of the pedigree analysis, explaining the skipping of genera-
tions on a respective medium. YPG - rich medium containing the non-fermentahble carbon

source glycerol, SC-Arg - synthetic defined medium lacking arginine.
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Figure 52

(A) Pedigree analysis of WT cells. The experiment is virtually identical to the experi-
ment presented m Fig. 1C with the difference that the starting strains for the pedigree
analysis had switched mating types. Specifically, i this experiment the strain contain-
ing WT mtDNA had mating type alpha, whereas the strain containing Acob A RGS had
mating type a. Striped bars indicate percentage of heteroplasmic cells containing W'T
and Acob:A RGE mtDNA. Grey or red bars indicate percentage of homoplasmic ecells
containing WT or Acob: ARGS mtDNA, respectively.

{B) Pedigree analysis of cells containing A RG# inserted neutrally into mtDNA upstream
of the C0X2 gene. We cannot distinguish between cells that are heteroplasmic for both
mtDNA species and cells where ARGS had recombined into WT mtDNA. The shown
result, however, indicates that A RGS does not confer a strong disadvantage on mtDNA,
which could lead to its removal.
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Figure 53

{A) Quantitative PCR analysis of mtDNA levels of WT or Acob::ARGE-TetO-TetR-
JxmRubyd strains, which were used for the microscopy experiments presented in Fig
1D. A slight increase in the mtDNA levels of the Acob:: ARGE-TetO-Tet R-3xmRubyd is

apparent. The average value is derived from three biological replicates. The wvalue for
each hological replicate was derived from three technical replicates; Error bars indicate

SD. n. s. - non significant, t-test.

{B) Additional microscopic images of the inheritance of either LacO-marked intact or

TetO-marked Acob:: ARGE-Tet( mtDNA. Images complement data shown in Fig. 1D.

Scale bar: I 10 pm.
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Figure 54

(A and B) Time-lapse microscopy of mating events between W'T cells expressing either
matrix-targeted NG or matrix-targeted mKate2. Mating events are shown, where either
both cells contained WT mtDNA (A) or one cell contained WT mtDNA and the other
contained Acob::d RGS mtDNA (B). Selected time-frames for (B) are shown in Fig. 1E.

(C and D) Similar to (A), except that cells with deletions of the nuclear-encoded Adnmi

(C) or Aatg32 (D) were used.

Scale bars: A-D 10 pm.
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Figure S5

{A) Schematic illustration of the NG-tagged ATPS within mtDNA.

(B) Quantitative PCR analysis of mtDNA levels of WT or strains expressing the Atp6-
NG protein. The average value 1s derived from three biological replicates. The value for
each biological replicate was derived from three technical replicates; Error bars indicate

SD. n. s. - non significant, t-test.

(C) Petite frequency of the Atpl-NG strain in comparison to WT and the Aaip2] strains.

(D) Westernblot analy=is of strains harbouring either WT or ATPENG mtDNA. Aconi-

tase (Acol) was used as a loading control.

(E) Widefield fluorescence microscopy images of diploid cells harbouring ATPE-NG mtDNA
and expressing nuclear-encoded matrix-targeted mScarlet.

Scale bar: E 10 pm.
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Figure 56

{A) Time-lapse microscopy of mating events between WT cells harbouring ATPE-NG
mtDNA and WT cells harbouring WT mtDNA and expressing nuclear-encoded matrix-
targeted Kate2.

({B) Time-lapse microscopy of mating events between cells expressing NG-tagged Coxd

and cells expressing nuclear-encoded matrix-targeted miate2.

{C) Growth analysis of strains expressing NG fused to Paml6 or the transmembrane

domain of Fisl in companson to WT. Strains were used in the time-lapse experiment

presented in Fig. 2, E and F and Fig. 54D and E.

(D) Westernblot analysis of strains harbouring the NG-tagged version of Pam16. Aconi-
tase was used as a loading control. Note that no signal for free NG 1s detectable indicating

that NG 1s not cleaved off.

(E) Time-lapse microscopy of mating events between W'T cells expressing NG fused to the
transmembrane domain of Fisl and WT cells expressing nuclear-encoded matrix-targeted

mKate2.

(F) Time-lapse microscopy of mating events between cells expressing NG-tageed Pam16

and cells expressing nuclear-encoded matrix-targeted miate2.

Scale bars: A and D-E 100 pm.
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Figure S7

[{A) Quantification of the equilibration of soluble Su9-mKate2 protein in mating experi-

ments shown in Fig. 3A and B; ** P<0.01, t-test.

(B) Quantification of the Atp6-NG in the daughter cells of zygotes from mating ex-

periments shown in Fig. 3A and B; * P<0.05, t-test.

{C) Spot test of strains expressing Atp6-NG or Atpb-mKate? compared to the WT and

a strain harbouring Aatpf mtDNA.

(D) Quantification of the co-localization of Atp6-NG and Atpb-mKate? in daughter cells
derived from matings between WT, Aatp20 or Aaip20 cells, in which parental cells con-
tained either ATPENG or ATP6-mKate2 mtDNA. The Pearson (PCC) and Manders
(MCC) correlation coefficients between Atp6-NG and Atph-mKate? signals along the
mitochondrial network of daughter cells were determined for multiple cells in three inde-

pendent experiments; * P<0.05, ** P<0.01, t-test.
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Figure S8

{A) Electron micrographs of mitochondria from WT, Aetp20, Aatp2l, and Aatp20

Matp2] cells grown in rich medium containing glucose.

(B) Quantification of cristae shape from cells grown in nch medium contaiming glucose.
For each strain, mitochondna from 50 cells were scored for mitochondnal ultrastructure
and grouped mto the indicated categories. Shown 1s the mean + standard deviation from
three independent experiments. Examples of mitochondria with altered cristae shape are

depicted on the right.

(C) Electron micrographs of mitochondria from Aatp20 Aatp2i cells grown in rich
medium containing galactose. Shown are two representative cells. For each cell, the

same mitochondrion was imaged in consecutive 70 nm ultrathin sections.

Scale bars: A and C 500 nm; B 200 nm.
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Figure 59

{A) Quantitative PCR analysis of mtDNA levels of WT, Aatp20, Aatp2], Aatp20MNatp21,
Amicl0, or Amic6) strains containing WT or Acob mtDNA. Strains were used for the
pedigree analysis presented in Figure 4A-F. The average value 1s derived from three bio-
logical replicates. The value for each biological replicate was derived from three technical

replicates; Error bars indicate SD. n. s. - non significant, t-test.

(B) Petite frequency of the indicated deletion strains.
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Movie S1

Mitochondrial morphology during mating events of WT cells. Mating events
between two cells containing either WT or Acob::ARGS mtDONA . Cells expressed either
matrix-targeted mKate2 (WT mtDNA, cyvan) or NG (Acob:ARGS mtDNA, magenta).
Mating events were monitored by live-cell microscopy. Brightfield, single fluorescent chan-

nels and a merge from both fluorescent channels are shown.

Movie S2

Mitochondrial morphology during mating events of Adnmi cells. Mating events
between two Adnmi cells containing either WT or Acob::A RGS mtDNA. Cells expressed
either matrbe-targeted mKate2 (WT mtDNA, cyan) or NG (Acob: A RGS mtDNA, ma-
genta). Mating events were monitored by live-cell microscopy. Brightfield, single fluores-
cent channels and a merge from both Anorescent channels are shown. Images were taken

m 7 min intervals.

Movie S3

Mitochondrial morphology during mating events of Aatg32 cells. Mating events
between two Aatgd? cells containing either WT aor Acob: A RGS mtDONA. Cells expressed
either matrbe-targeted mKate2 (WT mtDNA, cyan) or NG (Acob: A RGS mtDNA, ma-
genta). Mating events were monitored by live-cell microscopy. Brightfield, single fluores-

cent channels and a merge from both flnorescent channels are shown. Images were taken
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m 7 min intervals.

Movie S4

Diffusion of mitochondrial-encoded Atp6-NG throughout the mitochondrial
network of zygotes. Cells expressing matrix-targeted mRKate2 (cyan) were mated with
cells expressing mtDNA-encoded AtpS-NG (magenta) and were monitored by live cell
imaging. Brightfield, single luorescent channels and a merge from both fluorescent chan-

nels are shown. Images were taken in 7 min intervals.

Movie S5

Diffusion of Fis-NG throughout the mitochondrial network of zygotes. Cells ex-
pressing matrix-targeted mKate2 (cyan) were mated with cells expressing nuclear-encoded
Fisl-NG (magenta) and were monitored by live cell imaging. Brightfield, single fluores-
cent channels and a merge from both Auorescent channels are shown. Images were taken

mm 7 min intervals.

Movie S6

Diffusion of Pam16-NG throughout the mitochondrial network of zygotes.
Cells expressing matrix-targeted mKate2 (cyan) were mated with cells expressing nuclear-

encoded Pam16-NG (magenta) and were monitored by live cell imaging. Brightfield, single
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fluorescent channels and a merge from both fluorescent channels are shown. Images were

taken in 7 min intervals.

Table S1

Yeast strains used in this study.

Table 52

Primers used in this study.

Table S3

Plasmids used in this study.
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 5
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Supplemental Figure 6
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Supplemental Figure 6
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Supplemental Figure 7
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Supplemental Figure 8
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Table 1 - Yeast Strains used in this study

Mame / Short Mating Genotype Source
Alias description ype
yCO380 |WT Mat a leu2-3,112 can1-100 ura3-1 1
his3-11. 15 mt-LacO
yCO381 | WT Mat alpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 1
his3-11. 15 mt-LacO
yC0391 | Aarg8 Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,772 |2
ura3-1 CANT arg8-HI53 intronless
MDA
yCO354 | Aarg8:-HIS3 Mat ajpha | ade2-1 his3-11,15 frp1-1 leu2-3,112 |2
Acob-ARGEM ura3-1 GANT arg8-HI53 cob ARGSM
intronless mitDMNA
yCJ048 Meutral ARGE | pat alpha leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
his3-11,15 Aarg8-hphNTT study
ARGE::mitDNA
yCco392 | Aarg8 Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,172 | This
ura3-1 CANT arg8-HIS3 intronjess | study
mtDNA
YyCOO9E9 | Aarg8:-HIS3 Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 This
Acob-ARGEM ura3-1 CANT arg8-HI53 cob: ARGSEM | study
intronless mitDMNA
YCO480 | Acob-ARGE- |[Mata leu2-3,712 trp1-1 can1-100 ura3-1 This
TetO- his3-11,15 Aarg8-hphNT pvi100u- | Study
TetR-3xRuby mMtTagBFP HO-Sug-TetR-3xmBuby3—
KanMX4-HO Acob:-ARGE-Tet0
yCJo33 LacO- Mat alpha | leu2-3,712 can1-100 ura3-1 This
Lacl-3xGFP his3-11,15 mi-LacO HO-5u9- study
TagBFP-Pcup-Sug-3xGFP-
Lacl--kanhiX4
yCJOD9 | HO:Sus- Mat a leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
mkatez his3-11.15 mt-LacO HO::5ug- study

mKateZ::kanMX6
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yCJO10 HO:SU9-NG | Mat alpha | leu2-3,712 can1-100 ura3-1 This
his3-11,15 mt-LacO HO:-Su$g- study
NG kanh X6
yCJOT8 | Aarg8:HIS3 | Mat alpha |ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
Acob::ARGEM ura3-1 CANT arg8::HIS3 cob ARGSEM | study
HO::Su8-NG HO::Su9-NG-kanMX6 intronless
MtODNA
yCJOB1 | Aarg8:HIS3 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
HO:Sug- ura3-1 CANT arg8:HIS3 intronless study
miKate2 MtDNA HO::5u9-mKate2:-kanhMX6
yCJoo2 | Adnm7 Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
Aarg8:-HIS3 ura3-1 CANT arg8:HIS3 cob: ARGEM | study
Acoh::ARGEM intronfess MtDNA Adnm1-hphNT1
yCJOD4 | Adnmt Aarg8 | Mata ade?-1 his3-11,153 frp1-1 leu2-3,112 | This
ura3-1 CANT arg8-HIS3 intronless study
mtDNA Adnmi-hphNTT
yCJOBS | Adnm7 Mat alpha |ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
Aarg8::HIS3 urad-1 CANT arg8-HIS3 cobARGEM | study
Acob::ARGEM introniess mMtDNA Adnm1-hphNT1
HO:--Su9-NG HO::Su9-NG-kanMX6
yCJOBE | AdnmT sarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
HO::5ug- ura3-1 CANT arg8:-HIS3 intronless study
mKate2 mMtDNA Adnmi-hphINTT HO:-Sug-
miate2-kanMXE
yCJOT4 | Aafgaz Mat alpha ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leuw2-3,112 This
Aarg8:-HIS3 ura3-1 CANT arg8-HIS3 cob ARGEM | study
Acob:ARGSM intronless mtDNA Aatg32-hphNT1
yCJOTS | Aatg32 Aarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3112 | This
ura3-1 CANT arg8::HIS3 intronless study
mtDNA Aatg32-hphNTT
yCJOTE | Aafga2 Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
Aarg8::HIS3 ura3-1 CANT arg8-HIS3 cob: ARGEM | study
Acob:ARGSM intronfess MtDNA Aatg32-hphNT1
HO::5u9-NG HO::Sud-NG-kanhX6
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yCJOT7 | Aalg32 Aarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
HO:-5ug- ura3-1 CANT argB--HIS3 intronfess study
mKate2 mtDNA Aatg32-hphNT1 HO:-Su9-
miate2-kanMX&
yCo114 | rhoo Mat alpha | leu2 ura3-52 ade2-107 ang8::URA3 |3
kar1-1 rho?
yCoO115 | mot Acox2 Mat a lys2 leu2-3,112 ura3-52 his3HinDill 3
arg8:-hisG rho* cox2-62
yCJo25 MRE WT Mat a ada2-1 his3-11,15 tp1-1 leu2-3,712 |4
urad-1 GANT arg8--HIS3
yCJO26 MR10 Aafpf | Mata ade2-1 his3-11,15 tp1-1 leu2-3,712 |4
ura3-1 CANT arg8:HIS3 Aatp6
yCJ043 | ATPG-NG Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
ura3-1 CANT arg8:HIS3 ATPE-NG study
yCJ126 | HO:Su9- Mat a/ ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
mScarlet alpha ura3-1 CANT arg8-HIS3 ATPE-NG study
ATPE-NG HO:--Su8-mScariet-URA3
yCJO45 | HO:Su9- Mat alpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
mKkate2 his3-11,15 mt-LacO HO::Su9- study
miate2-kanMX&
yCJ019 | COX4- Mat alpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
MNeonGreen his3-11,15 mt-LacO Cox4-NeonGreen | study
yCJor2 Fis1-NG Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leuw2-3,712 | This
ura3-1 CANT arg8::HIS3 intronless | study
mMtONA FIST-NG::-kanhX6
yJ114 Pam16-NG Mata lew2-3,112 can1-100 ura3-1 This
his3-11,15 mit-LacO PAMT6- study
NG::kanh X
yCJO51 | Aalp21 ATFG- | Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
NG ura3-1 CANT arg8-HIS3 ATPG-NG study
Aatp21--hphINTT
yCJ052 | Aalp21 Mat alpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
HE;ISUEQ— his3-11,15 mt-LacO Mito study
mKate

Aatp21-hphNT1 HO:-Sug-mKate2-
kanMX6
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yCJO52 | Aafp20 ATP6- | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
NG ura3-1 GANT arg8-HIS3 ATP6-NG study
Aatp20--hphNT1
yCJ054 | Aatp20 Mat ajpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
HO::Su9- his3-11,15 mt-LacO Mito study
mKate2 Aatp20-hphNT2 HO::Sug-mKate2-
kanMX6
yCJOST | Aafp20Aatp21 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
ATPE-NG ura3-1 CANT arg8:HIS3 ATPE-NG study
Aatp21-hphNT1 Aatp20-hphNT2
yCJ058 | Aalp20Aatp21 | Mat alpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
HO::Su9- his3-11,15 mt-LacO Mito study
mKate2 Aatp21:hphNTT Aatp20-:hphNT2
HO::Su9-mKate2-kanMXx6
yCOT754 | AmicT0ATPE- | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
NG ura3-1 GANT arg8-HIS3 ATPE-NG study
Amic10:hphNT1
yCoO7s5 | Amic10 Mat alpha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
HO:-Su9- his3-11,15 mt-LacO Mito study
mKate2 Amic10-hphNTT HO:-Sud-mKate2-
kanMX6
yCJOBE | AmicB0 ATPE- | jMata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
NG ura3-1 CANT arg8:HIS3 ATPE-NG study
Amic60-hphNTT
yCJOBT AmicB0 Mat aipha leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
HO:Su9- his3-11,15 mt-LacO Mito study
mKate2 AmicBO-hphNTT HO:-Su8-mKate2-
kanMX6
yCJ120 | ATPG-mKate2 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
ura3-1 CANT arg8:-HIS3 ATP6- study
mKate2
yCJ0B4 | ATPG-NG Mat aipha | leu2-3,112 can1-100 ura3-1 This
his3-11,15 ATP6-NG study
Y123 ATPE-NG Mat alpha | lew2-3,712 can1-100 ura3-7 This
?‘-‘l‘g"g;l- his3-11,15 ATPS-NG pvt100u-TagBFFP study
ag
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yCJ124 ATPG-mKate2 | Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,772 | This
pyti00u- ura3-1 GANT arg8::HIS3 ATPE- study
TagBFF mkKate2 pvi100u-TagBFP
yCJ127 ATPE-NG Mat alpha |leu2-3,712 cani-7100 ura3-1 This
Aalp2Q his3-11,75 ATPE-NG Aafp20:-NatNT2 | study
pvt100u- pvt100u-TagBFP
TagBFF
yCJ128 ATPG-mKate2 | Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,772 | This
Aatp20 ura3-1 CANT arg8::HIS3 ATP6- study
pvit100u- miate2 Aatp20::NatNT2 pvtT100u-
TagBFF TagBFP
yCJ130 ATPB-NG Mat alpha | leu2-3,712 cani-100 ura3-1 This
Aaip21 his3-11,15 ATPE-NG Aafp21:-hphNTT | study
pv1100u- pvt100u-TagBFP
TagBFF
yCJ132 ATPG-mKate2 | Mat a ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,772 | This
Aatp21 ura3-1 CANT arg8::HIS3 ATP6E- study
pvi100u- mKate2 Aatp21--hphNTI pvt100u-
TagBFP TagBFP
yCJ103 WT LacO-Lacl | Mat alpha | leu2-3,712 cani-100 ura3-T1 This
fis3-11,15 mi-LacO SuS-3xGFP- study
Lacl:-kanMX6
yCJ104 WT matrix- Mat a leu2-3,712 trp71-1 canT-7100 ura3-1 This
mKate2 ade2-1 his3-11,15 HO-Su9-mKate2 study
yCJ105 LacO-Lacl Mat alpha | leu2-3,712 can1-100 ura3-1 This
Aafp21 his3-11,15 mi-LacO SuS-3xGFP- study
Lacl:zkanMX6 Aatp21::NatNT2
yCJ106 | matrix-mkate2 | pMat a leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 This
Aaip21 ade2-1 his3-11,15 HO-5u9-mKate2 study
Aatp27::NatNT2
yCJ134 | LacO-Lacl Mat alpha | leu2-3,712 can1-100 ura3-1 This
AmicB0 his3-11,15 mi-LacO Sug3-3xGFP- study
Lacl::kanMX6 AmicG0::hphNTT
yCJ135 matrix-mkate2 | Mat a leu2-3,712 trp7-1 can-100 ura3-1 This
Amice0 ade?-1 his3-11,15 HO-Su9-mKate2 study
AmicB0::hphNT T
yC.J020 | Aaip20 Mat alpha |ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
8:-HIS3 ura3-1 CANT arg8-HIS3 cob ARGEM | study
Aarg
Acob: - ARGSM intromiess mMtDNA Aafp20:-hphINTT
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yCJ022 | Aalp20 Aarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
ura3-1 CANT arg8-HIS3 intronless study
mtDNA Aatp20:hphNT T
yCJ046 | Aatp20Aatp21 | Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 tp -1 leuw2-3,112 | This
Aarg8:-HIS3 ura3d-1 CANT arg8-HIS3 cob ARGEM | study
Acob ARGSM intronless mtDNA Aatp21-hphNT1
Aatp20-: kanMXG
yCJ047 | Aalp20Aatp21 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
Aag8 urad-1 CANT arg8:HIS3 intronless study
MDNA Aatp21::hphNTT
Aatp20-kanMX6
yCJ005 | Aaip21 Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
Aarg8:-HIS3 ura3-1 CANT arg8:HIS3 cobARGEM | study
Acob:ARGSM intronfess MDNA Aatp21-hphNT1
yCJOO7 | Aatp2{ Aarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
ura3-1 CANT arg8--HIS3 intronless study
MtDNA Aatp21-hphNTT
yoOT756 | AmicT0 Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
Aarg8::HIS3 urad-1 CANT arg8-HIS3 cob ARGEM | study
Acob:ARGSM intronless mtDNA Amic10:-hphNT1
yCOT57 | Amic10 Aarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
ura3-1 CANT arg8-HIS3 intronless study
mtDNA Amict0-hphNT1
yCJO70 | AmicG0 Mat alpha | ade2-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 | This
Aarg8:-HIS3 urad-1 CANT arg8-HIS3 cob ARGEM | study
Acob ARGSM intronfess mtDNA AmicB0-:hphNT1
yoJO71 | AmicB0 Aarg8 | Mata ade2-1 his3-11,15 trp1-1 lew2-3,112 | This
urad-1 CANT arg8::HIS3 intronless study

mtDNA AmicB0::hphNT1

TOsman et al. 2015
2 Gruschke et al. 2011
iSteele et al. 1996
4 Rak et al. 2007
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Tabel 2 - Primers used in this study

Name [/ Alias Sequence
CO356 CATTAAGTAGCTACCAGCGAATCTAAATACGACGGATAAAGAATG
Adnm1 51 CGTACGCTGCAGGTCGAC
CO357 CGCAATGTTGAAGTAAGATCAAAAATGAGATGAATTATGCAATTA
Adnm1 52 ATCGATGAATTCGAGCTCG
CO573 TCACAAAAGCAAAAAAAATCTGCCAGGAACAGTAAA
Aatg32 51 CATATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
CO574 GTGAGTAGGAACGTGTATGTTTGTGTATATTGGAA
Aatg32 52 AAAGGTTAATCGATGAATTCGAGCTCG
COB388 TGCTACGAGAGGGAATAAACACGGAAAAAGACAAAATATACCAT
Amic10 S1 GCGTACGCTGCAGGTCGAC
COBa89 TATTTTITTITTTTTGAATATATATAAAGCATCGTCGCTTAAGACTAAT
Amic10 52 CGATGAATTCGAGCTCG
CO986 ACCTGCCGATAAATCATATTTCAGAACGCTAATCAATTCATC
Aatp20 51 ATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
CO987 ACGAATATACAAGGGTTTTGCGAATAGATAGAATTAAAAAGCT
Aatp20 52 TAATCGATGAATTCGAGCTCG
co1104 CGGAACATAACGTATATAGGAACTAGCTGAGTGAGTTAAAG
Aatp21 51 GATGCGTACGCTGCAGGTCGALC
CO1105 TAATGTGCATTTTTAGTATCCTATTTATGTTGAAGCTTCTATTTA
Aatp21 52 ATCGATGAATTCGAGCTCG
CO1114 CTACAGATACAGCATTTCCAAGA
qPCR Cox1
v
CO1115 GTGCCTGAATAGATGATAATGGT
qPCR Cox1
1]
CO1116 CACCCTGTTCTTTTGACTGA
gPCR Act1 fv
conMy CGTAGAAGGCTGGAACGTTG
gPCR Act1
1Y
CO1196 GGCATAAGAACGCATTGAAAAGTCTAAAAAACTAATATTCGT
Amic60 S1 ATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
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conmgr

AGGTGTAATGACGTACATCTCTTTTCTCTTTGTATTATTCTTITC

Amic60 52 AATCGATGAATTCGAGCTCG
CO1268 GTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACAATGGTCTCAA
tagging of AAGGGGAGG
Fis1 fw
C0O1269 CCAAGCTTCTTATATAATTCATCCATTCCCATGACA
tagging of
Fisirv
CO1270 GGATGAATTATATAAGAAGCTTGGTCATGGTACTGA
backbone for
Fis1-NG fw
CO1271 GCAAGCTAAACAGATCTTACCTTCTCTTGTITCTTAAGAAGAAAC
backbone for
Fis1-NG v
CO1677 CGAATTCAACAAATTCATCTGGTGCAGATAATAGTGCAAGT
tagging of AGCAATCAGCGTACGCTGCAGGTCGAC
FPami6 fw
CO1678 GCTGCATGCTTTCGATAACACTTGTGACGTAATGATGGAGGCTT
tagging of CCTTGAATCGATGAATTCGAGCTCG
FPami6 v
CO562 AATCAAATGTGTATTTAAGTTTAGTG
Amplification
of COB for
CO562 TTATTTATTAACTCTACCGATATAGAAT
Amplification
of COB rev
Co8m TCAAGACCTGAAGATTTATGTATCACAAGAGG
Amplification
of ARGS for
COo601 TTAAGCATATACAGCTTCGATAGC
Amplification
of ARGE rev
C0O982 53 | TACAAACTAAACCCTGTTGGETGTTCCAAATGATGACCACCATCA
tagging of CGGTGACGGTGCTGGTTTA
Coxd
C0O982 52 | AAAAAGTAAAAGAGAAACAGAAGGGCAACTTGAATGATAAGATT
tagging of AATCGATGAATTCGAGCTCG
Coxd
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Table 3 - Plasmids used in this study

Name / Meeded for Source
Alias
pCco021 Janke deletion cassette G418 resistance 1
pCO059 Janke deletion cassette NAT resistance 1
pCOO74 Janke deletion cassette hygromycin resistance 1
pCO151 pvt100u-TagBFP This study
pCO2a2 pCOB-5T5 2
pCO441 HO-Ppek-Sus-mkate2-kanMX6-HO This study
pCO442 HO-Peaki-SU9-NG-kanMX6-HO This study
pCO307 pCOB/STS Arg8+Temm+synth-TetO This study
pCO408 | HO-Pcup-Su9-3xGFP-Lack—Prax-SuS-TagBFP-KanMX |  This study
pCco407 HO-Prup-Sug-TetR-3xRuby3—Preki-Sud-TagBFP- This study
KanMx4-HO
pCO444 Plasmid for biolistic transformation and generation of | This study
ATP6-mtNeonGreen
pCO494 C-Terminal tagging of proteins with NeonGreen This study
pCJO13 Plasmid for biolistic transformation and generation of This study

ATP6-mtNeonGreen

1 Janke et al. 2004
2 Gruschke et al. 2011
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Abstract

Summary: Here, we introduce YeastMate, a user-friendly deep learning-based ap plication for automated detection
and segmentation of Saccharomyces cerevisiae cells and their mating and budding events in microscopy images.
We build upon Mask R-CNM with a custom segmentation head for the subclassification of mother and daughter cells
during lifecycle transitions. YeasthMate can be used directly as a Python library or through a standalone application
with a graphical user interface (GUI) and a Fiji plugin as easy-to-use frontends.

Awail ability and implementation: The source code for YeastMate is freely available at https:/github.com/hoerlteamy
YeastMate under the MIT license. We offer installers for our software stack for Windows, macOS and Linux. A

detailed user guide is available at https:/yeastmate.readthedocs.io.

Contact: hoerl@bio. Imu.de

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformaticsonline.

1 Introduction

An important experimental approach when working with the bud-
ding yeast Saccharomyces cerevisize is to examine the effecs of
mutations on morphological features or protein localization either
by brightfield or uorescent microscopy (Ohya er al., 2015). Such
experiments can also be performed in a systematic manner by com-
bining automated microscopy with strain libraries comprising thou-
sands of yeast strains that carry gene deletions or express
fluorescently tagged proteins (Giaever et al., 2002; Hoh et al., 2003
Weill et al., 2018), which, however, calls for robust automarted
image analysis pipelings. In recent years, tools based on convolution-
al neural networks (CNMs) have become state-of-the-art for many
tasks in hiomedical image analysis (von Chamier e al, 2019},
including segmentation of individual 8. cerevisiae cells (Dietler of al,
2020, Lu et al., 200% Salem et al., 2021). Many experimental strat-
egies facilicated by the veast system also make use of specific transi-
tions in the yeast lifecycle like budding and mating to study things
like organelle inheritance and mitochondnal quality conceal
(Jakubke et al., 2021; Rafelski et al., 2012}, Detection of matings
and buddings is often done by hand or through dedicated postpro-
cessing routines on the output of a single-cell segmentaton tool (e.g.
tracking of cellsin a tdme series of images), highlighting the need for
easy-to-use end-to-end solutions for these more complex tasks,

Here, we present YeastMare, a novel deep learning-based ool
for end-to-end segmentation of single cells and detection of transi-
tions in the lifecycle of $.cerevisiae in single transmited light images.

©The Muthor|s) 2022 Published by Oxford Unieersity Press.

YeastMate performs three tasks: instance segmentation of single
cells, objea detection of zygotes and budding evenis and antomarc
assignment of mother and daughter cells involved in a mating or
budding event. The detecion backend is based on Mask R-CNN
[He et al.,, 2007) and is complemented by a user-friendly fronend
wsing modern web technologies as well as a Fiji plugin. In the sk of
detecting mating and budding events, we achieve accuracies compar-
able to manual human reannotation and we can also perform single-
cell segmentation robustly acros variows datasets. YeastMate is al-
mady being uwsed in ongoing research in our lab (Jakubke & al.,
2021). In addition to the software, we also provide a new dataset of
images with manuvally annotated cells and mating and budding
events.

2 Materials and methods

CMN architecture and traiming: Our network architecture builds
upon Mask R-CHNMN with a modified mask segmentation head pro-
docing multclass semantic segmentations (Supplementary Fig. 51)
for each detected object. Instead of individually detecting mother
and daughter cells, we first detear the whole mating and budding
events as well as single cells. In a postprocessing step, we resolve the
mwles of the cells involved in budding or mating events based on the
multiclass segmentaton masks (Supplementary Fig. 5Z). We used
80% of our images for training our network and cross-validaton
and 20%; as a hold-oat test set for the final performance assesament.
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Fig. 1. {A} Main componets and oupur of YassrMate We perform instance segmenzation of single cdbs and detecion of litecycl mansitions using a modifed Mask R-CNN
{middle}, which can either be used directly from Python code or via twa GUIT fromends {keh to provide instancee segmentation of single cells as well a5 dewcrion of budding
evens and mating sverss with idendfication of the mather (M) and daugher D) calls involed in the event {right). (B} Pracision-racal| {PR} curves of YaastMate performance
for detection of maring and hudding events in our ®sr datasetr. Fluman precision and recall dnring reannatation by thres differenr anthors are ploted as colorad stars. [(C)
Singlewcell detecrion performance (Fy score) and ssgmentation performance {mean inerssction-over-mmion of roe positive detecrions) of YeastNer, YeasSpotter, YeaZ and
Yeashare on our own test daraser a5 well a5 darasers from Dieler & oL (2020} and Salem ef al. (2021}, The vales in the table ane mean = standard deviation across all images

ina dataser

Software architecture: YeastMate is implemented in 2 modular
way: the detection backend can be used as a Python library but also
runsas a webservice o provide its capabilities o dient applicaons.
As clients, we provide a Fiji plogin thar directly interfaces with the
server via HI'TP requests as well as a sandalone GUI Desktop ap-
plication (Fig. 1 and Supplementary Figs 53-455). We provide the
whole YeastMate stack as a single installable file for use on a local
workstation.

For more details, please refer to the Supplementary Methods.

3 Results

Datasat: For training YeastMate, we collected 147 brightfield and
differental interference conmast (DIC) images of Scerevisize
acquired on two different microscopes at various imaging conditions
and generated curated single-cell segmentation masks and mating
and budding annotations. [n total, our data conrain 17 058 individ-
ual cells, 3615 buddings and 2380 zygotes (Supplementary Table
§1).

Oject detection performance: Our network achieves a mean
average precision (mAP) of 0.878 as well as favourable APs for the
individual classes of objects when applied to our test set (Fig. 1B
and Supplementary Fig. 56). We also assessed interhuman repro-
dudi hility by comparing the annotatons for mating and budding
events of four different annotators (with the most experienced one
chosen as the reference). On our test dataset, mean interhuman
precision and recall are (0.908, 0.946) for mating events and
(0.774, 0.763) for budding events. These values lie dose o the PR-
curves of our network, indicating that YeastMate can achieve ob-
ject detection performance comparable o mannal  human
annotaton.,

Single-cell segmentation performance: YeastMate also compares
favourably to exiting CNM-hased solutions in single-cell segmenta-
tion, showing consistent performance not only on our own test data-
set, but ako two publicly available datasets (Fig. 1C, Supplementary
Results, Supplementary Fig, 57 and Table 52). Based on the robust
Mask R-CMN architearure, YeastMate achieves the highest single-
cell detearion performance of all wols as well as competitve resuls
in segmentation

4 Conclusion

With YeastMate, we introduce an easy-to-use application to not
anly perform single-cell segmentation in images of S.cerevisiae
with high robustness across damses, but also detect transitions in
the cell cycle in single images with accuracies comparable o
human annotation. YeastMate is implemented in a modular way
and can be run on local workstations buat the detection server can
also be run on a remote compute server. Addidonally, we provide
two user-friendly frontends to make the tool available withourt the
need to write code. We can envision YeastMate to be expanded to
detect other life cycle states, such as meiotic asci, similar to exst-
ing work in Arabidopsis thaliana (Lim et al, 2020). YeastMarte
can provide a considerable improvement to high-throughpuar smd-
izs of yeast, fadlitating not only the amomated analysis of large
image datasets of single cells, but also enabling the study the com-
plex interplay of cellular components during both sexnal and asex-
ual reproduction of 5.cereisie.
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Diskussion

Verteilung der Proteine wahrend der Fusion zweier mitochondrialer Netzwerke in Hefe

Bevor die Hypothese aufgestellt werden kann, dass Hefen zwischen intakter und defekter
MtDNA unterscheiden kdnnen, musste vorab untersucht werden, welche Prozesse an der
mitochondrialen Qualitatssicherung beteiligt sein konnten. 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 wiirde 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 I6slichen
Matrixproteine stattfindet (Nunnari, 1997; Okamoto, 1998). Um diese Untersuchungen
reproduzieren zu kénnen, 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 farben hier die
gesamte Matrix der Mitochondrien an. Anfangs wurden zwei WT- Hefezellen verpaart, welche
sowohl roten (SU9-mKate2) als auch griinen Farbstoff (SU9-NeonGreen) beinhalten (Paper 1
Abb. S4A). In einem nachfolgenden Schritt wurde eine WT- Zelle mit einer Zelle verpaart,
welche defekte mtDNA (Acob 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 I6slichen Matrixproteine
gezeigt werden. Dies ebnet die Grundlage fir 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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Qualitatssicherung der mitochondrialen DNA

Eine der wichtigsten Schliisselfragen, namlich ob Hefezellen lberhaupt in der Lage sind
intakte von defekter mitochondrialer DNA zu unterscheiden wurde mit Hilfe der Pedigree-
Analyse untersucht. Diese Analyse konnte zeigen, dass die Backerhefe 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 (Acob mtDNA)
verpaart wird. Der Vorgang der Verpaarung und die anschlieBende 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 fiinf Generationen betrug
der Anteil der intakten mtDNA sogar 80 Prozent in allen untersuchten Zellen. Somit konnte
abschlieend festgestellt werden, dass Hefezellen in der Tat in der Lage sind zwischen
intakter und defekter mtDNA zu unterscheiden (Paper 1 Abb. 1C).

Eine zudem durchgefiihrte qPCR konnte bestatigen, dass beide Ausgangszellen Uber
dieselben Mengen an mtDNA verfliigen (Paper 1 Abb. S1A). Falls in einer
heteroplasmatischen Zelle nahezu ausschlieRlich intakte mtDNA vorliegt, hatte diese
intakte mtDNA eine deutlich héhere Chance in die neue Tochterzelle inseriert zu werden.
Diese Analyse unterstreicht jedoch, dass die Selektion tatsdchlich auf Grundlage eines
aktiven Transports der intakten mtDNA in die Tochterzelle erfolgt und nicht aufgrund eines
statistischen Vorteils der intakten mtDNA gegeniiber der defekten mtDNA. Dies
verdeutlichte auch die Abb. 1C des Papers 1 in der die intakte mtDNA praferiert aus der
heteroplasmatischen Ausgangszelle in die neue Tochterzelle inseriert wird. Statistisch
gesehen hatten bei einer neutralen Weitergabe sowohl die intakte, als auch die defekte
mtDNA dieselbe Wahrscheinlichkeit in die Tochterzelle Gibertragen zu werden. Somit kann
geschlussfolgert werden, dass die Weitergabe der intakten mtDNA nicht zufillig erfolgt.
Dain 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 (Lacl-3xGFP) in der ersten Tochtergeneration zu finden war, als
defekte mtDNA (TetR-3xmRuby3) (Paper 1 Abb. 1D). Dieses Ergebnis unterstiitzt 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 fiir diese Qualitatssicherung ist.
Durchgefiihrte Studien in der Fruchtfliege D. melanogaster brachten die Hypothese auf, dass
die Fission essentiell an der mitochondrialen Qualitadtssicherung beteiligt sei (Lieber, 2019;
Chen, 2020). Um diese Theorie auch in Hefen zu untersuchen wurde die zuvor eingefiihrte
Pedigree-Analyse auch mit einer DNM1 Knock-Out-Version, durchgefiihrt. Dnm1 ist in Hefen
flr den mitochondrialen Fissions-Prozess zustandig. Die Ergebnisse dieser Analyse wurden in
Paper 1 Abb. 1F gezeigt. Die positive Selektion der intakten WT-mtDNA gegeniiber der
defekten (Acob mtDNA) wird hier verdeutlicht. Diese Analyse zeigt, dass die Mdglichkeit
einzelne Bereiche der Mitochondrien abzuteilen, nicht essentiell fir die Qualitatssicherung
der mtDNA ist. Weitere Studien in Hefen hatten die Hypothese aufgestellt, dass der Prozess
der Mitophagie, respektive der Mitophagie-Rezeptor Atg32, an der Qualitatssicherung der
mtDNA beteiligt sei (Kanki, 2009; Okamoto, 2009). Um auch diese Hypothese aufzugreifen,
wurde erneut eine Pedigree-Analyse durchgefiihrt. In einem weiteren Experiment wurde das
Gen, welches fiir die Mitophagie essentielle Protein Atg32 kodiert, ausgeschalten. Atg32 steht
am Anfang des Mitophagie-Pathways und nimmt hier eine Schlisselrolle ein. Die in Paper 1
Abb. 1G gezeigten Ergebnisse spiegeln, wie auch die Ergebnisse der Adnm1-Analyse, die des
WT wieder. Hier konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Mitophagie nicht wesentlich fir
die mitochondrialen Qualitatssicherung ist.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Hefezellen aktiv zwischen defekter und intakter mtDNA
unterscheiden kénnen und das weder die Autophagie, noch der Prozess der mitochondrialen
Fission an der Qualitatssicherung beteiligt sind. Ob jedoch diese Erkenntnisse und die damit
verbundene Qualitatssicherung auf Grundlage eines spezifischen und selektiven Transports in
die Tochterzellen erfolgt oder die Grundlage auf replikativen Nachteilen fir die Acob mtDNA
zurlickzufiihren ist, kann in dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden. Es ist denkbar,
dass die defekte Acob-mtDNA gegenliber der intakten WT-mtDNA einen replikativen Nachteil
aufweist. So ist es moglich, dass die intakte mtDNA von der Zelle favorisiert vervielfaltigt wird

und dadurch die defekte mtDNA Uber 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, Uber eine intakte Atmungskette verfligt und keinerlei Wachstumsdefekt,
verglichen zum WT, zeigt (Paper 1 Abb. S5D und Abb. S7C). Die Atp6-Signale der untersuchten
Stamme zeigen punktuelle Signale (Paper 1 Abb. S5E), welche darauf schlieen 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 anschlieBenden Aufnahmen am Super-Resolution-Mikroskop konnte
zeigen, dass diese Signale sich jeweils in raumlicher Naher zur mtDNA befinden. Es ist in den
Abbildungen zu erkennen, dass jeweils eine mtDNA in rdumlicher Nahe zu einem Atp6-NG-
Protein liegt (Paper 1 Abb. 2B). Es ist auBerdem zu erkennen, dass immer eine zentrale mtDNA
zwischen zwei Atp6-NG Signalen liegt. Dies lasst einen ersten Hinweis zu, dass mtDNA kodierte
Proteine immer nahe ihres Ursprungs bleiben. Solch eine rdumliche Ndhe kdnnte einen
Schlisselpunkt flr eine moégliche Qualitatskontrolle bieten. Bereiche, welche defekte mtDNA
beinhalten, konnten somit von der Zelle effizienter aus dem Netzwerk entfernt werden. Die
zuvor gewonnenen Erkenntnisse, dass sich die 16slichen Proteine wahrend des Matings rapide
verteilen und mtDNA kodierte Proteine nahe ihres Ursprungs bleiben, wurden in den
darauffolgenden Untersuchungen miteinander verknipft. In einem nachfolgenden
Experiment wurde eine Hefezelle, welche das Atp6-NG beinhaltet, mit einer Hefezelle, welche
das l6sliche 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 liber 1,5 Stunden nach dem Mating verbleibt das Atp6-NG Signal in der
jeweiligen Ursprungszelle.

Ein daraufhin durchgefiihrtes Mating mit einem nuklear kodierten Protein der Atmungskette
(Cox4) konnte die oben genannte Erkenntnis zudem bestatigen (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.
86



Diese Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass sich wahrend eines Matings zwar die
[6slichen Matrix-Proteine vermischen, die in die IMM inserierten Proteine der Atmungskette
hingegen bleiben in der jeweiligen Ausgangszelle lokalisiert. Solch ein Mechanismus kénnte
einen Hinweis darauf zulassen, dass die mitochondriale Qualitatskontrolle auf Basis der
Atmungskettenproteine ablauft.

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 nuklear 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 kdnnten fir solch eine raumliche
Trennung der in die IMM inserierten Proteine sorgen. Nach den von uns durchgefiihrten
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
Qualitatssicherung der Mitochondrien beteiligt sein konnten. Denn die Cristae kdnnen 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 Qualitatssicherung

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 FOF1-
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 fiihrt zu Cristae, welche die gesamte Matrix durchspannen,
losgeldst von der Membran vorliegen, oder keine klare Struktur mehr aufweisen (Harner, 2016;
Li, 2016). EM-Aufnahmen zeigen, dass Deletionen von Aatp20, Aatp21 und Aatp20Aatp21 zu
einem Verlust der Cristae-Strukturen fiihren (Paper 1 Abb. 3E und S8A). Hier sind primar
Septen erkennbar, welche die gesamte Membran durchspannen (Paper 1 Abb. S8B und S8C).
Diese Veranderungen 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 Berlcksichtigung 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 rdumlicher Nahe zu der mtDNA verbleiben und wahrend 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 kdnnten die
Cristae eine Art physische Barriere aufbauen, welche eine Diffusion durch das Netzwerk
verhindern konnte. Aufgrund der phanotypischen Strukturen der Cristae, welche vertikal in
die Matrix der Mitochondrien ragen, kann so eine Barriere aufgebaut werden die die jeweilige
mtDNA lokal halt und diese an einer Diffusion hindern kénnte.

Die Atmungskettenproteine liegen primar an den Cristae lokalisiert vor. In der Abb. S8A im
ersten Paper, welche EM-Aufnahmen der Cristae eines WT und diverser Mutanten zeigt,
konnte einen Indikator daflir geben, weshalb im WT ein punktuelles Signal und in den
Mutanten keine klaren Abgrenzungen mehr erkennbar sind (Schagger, 2001; Kondadi, 2020).
Denn hier kdnnten die Atmungskettenproteine quer tber die Cristae verteilt vorliegen, welche
in diesen Mutanten die gesamte Matrix durchspannen. Somit wiirden 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 durchgefiihrt, um
zu untersuchen ob diese Veranderungen der Cristae Morphologie einen Einfluss auf die
mitochondriale Qualitatssicherung haben. Die Abb. 4A im Paper 1 zeigt sehr deutlich, dass alle
untersuchten Stamme nun nicht mehr in der Lage sind effizient zwischen intakter WT- und
defekter Acob-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 Uber die Diffusion auf Proteinebene treffen zu konnen, sondern auch
auf die mtDNA-Diffusion, wurde in weiteren Untersuchungen die Diffusion der mtDNA
wahrend 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 Aatp21- als auch in Amic60-Zellen, die mtDNA
keine Diffusion in die Partnerzelle zeigt. Dies konnte darauf hinweisen, dass die mtDNA lokal
an der IMM verankert vorliegen konnte. Diese Theorie wird dadurch unterstitzt, dass in
Amic60 Mutanten die Cristae nicht langer 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 verstarkte Diffusion von mtDNA in die Partnerzelle detektiert werden.
Zusammengefasst erklart dies die nun stattfindende starke Diffusion der
Atmungskettenproteine, die sich nun Uber die gesamten Septen verteilen und somit nicht
mehr lokalisiert erscheinen konnen. 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 flhrt 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 moglich. Eine Qualitdtssicherung der mtDNA kann stattfinden.

rechts: Beispielhafte Darstellung der Cristae-Morphologie in Aatp20Aatp21-Doppeldeletionsmutanten und die daraus
resultierende Vermischung der Atmungskettenkomplexe von deren Ausgangs-mtDNA. Die parallel zur inneren Achse
verlaufenden Cristae sorgen fiir eine Vermischung der kodierten Proteine. Eine klare Zuordnung von Proteinen und der
Ursprungs-mtDNA ist nicht mehr moglich. Diese Stamme verfligen lber eine eingeschrankte Fahigkeit der mtDNA-

Qualitatskontrolle.
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Kurze Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit

Deletionen der Cristae-Morphologie Gene filihren dazu, dass die Qualitdtssicherung der
mtDNA beeintrachtigt ist. Eine Pedigree-Analyse aller verwendeten Stamme zeigt, dass
Aatp20, Aatp21 und Aatp20Aatp21 sowie Amic10 und Amic60, nicht aber Adnm1 oder Aatg32,
zu einer starken Beeintrachtigung der mtDNA Qualitatskontrolle fihren. Hierbei ist es der Zelle
nicht moglich zwischen intakter und defekter mtDNA zu unterscheiden. Die Zelle inseriert
zufallig mtDNA in die Tochterzelle. Weder ein Verlust der Fission, noch der Autophagie fihrt
in den Zellen, verglichen zum WT, zu einer Beeintrachtigung der mtDNA Qualitatskontrolle.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass ein Verlust von Proteinen oder Proteinkomplexen, die
essentiell fir eine normale Cristae-Morphologie sind, zu einer Beeintrachtigung der
Qualitatssicherung der mtDNA flhrt. Ferner geben die Ergebnisse einen Hinweis darauf, dass

die mtDNA an der IMM verankert sein konnte.
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Modell zum Einfluss der Cristae-Morphologie auf die mtDNA Qualitatssicherung

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse und neuer Erkenntnisse Uber die
mitochondriale Qualitatssicherung und den Einfluss der Cristae, wird nachfolgend ein Modell
aufgestellt, um diese Erkenntnisse zu vereinen (Abb. 2.1). Das Modell schlagt vor, dass eine
intakte, in einem WT vorkommende Cristae-Struktur, von den Zellen genutzt werden kann,
um unterschiedliche mtDNA Molekiile und die von den jeweiligen mtDNAs kodierten Proteine
lokal voneinander zu separieren. Dadurch entstehen Einflussbereiche der mtDNA. Diese
Einflussbereiche kdénnen von der Zelle genutzt werden, um effizient defekte mtDNA im
mitochondrialen Netzwerk zu erkennen und diese anschliefend zu beseitigen. Ein Verlust der
Cristae-Strukturen und damit der Einflussbereiche der mtDNA fiihrt nun dazu, dass die mtDNA
kodierten Proteine nicht mehr ihrem Ursprung zugeordnet werden kénnen und nun frei durch
die Matrix diffundieren wiirden. Somit ist es der Zelle nicht mehr moglich, 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, kdnnten
auf Grundlage eines reduzierten Protonengradienten erkannt werden. Es ware denkbar, dass
die Zelle Bereiche der Mitochondrien erkennt, welche eine verringerte Leistung der
Atmungskette aufweisen. Defekte mtDNA wirde dementsprechend defekte Proteine
erzeugen, welche wiederum die Leistung der Atmungskette vermindern kdnnte. Dies wiirde
sich in Form eines geringeren Protonengradienten oder einer geringeren ATP-Produktion
zeigen. Diese ATP-Produktion oder eine Verringerung des Protonengradienten kdnnte 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 mdchte 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 fiir die mitochondriale Forschung,
da es der Hefe moglich ist, aufgrund der Fahigkeit der Fermentation, ohne Mitochondrien zu
Uberleben (Malina, 2018). Studien in Drosophila melanogaster und Mausen konnten zeigen,
dass defekte Kopien von mtDNA wahrend 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 Qualitatssicherung der mtDNA
beteiligt ist (Chen, 2020). So wurde angenommen, dass Bereiche mit defekter mtDNA (ber die
Fission in kleinere mitochondriale Subkompartimente abgeschniirt werden, welche
anschlieend abgebaut und liber 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 kdnnten maRgeblich dazu beitragen, eine
weitere Liicke im Wissensstand zu schlieBen. So kénnen die in Mausen und Fruchtfliegen
gewonnenen Erkenntnisse nun auf genetischer und molekularbiologischer Weise Aufschluss
Uber die Wichtigkeit einer intakten Cristae-Morphologie geben. Der hier in Hefen aufgezeigte
Prozess der Cristae-abhangigen Qualitatskontrolle sollte nachfolgend nun auch etwa in
Mausen oder Fruchtfliegen untersucht werden. Es ist denkbar, dass sich das in dieser Arbeit
beschriebene Einflussbereich-Modell und eine Selektion Uber den Fission Prozess nicht
ganzlich ausschlieRen. Diese beiden Mechanismen kénnten weiterhin parallel stattfinden und
vor allem in hoher entwickelten Tieren wie der Fruchtfliege oder in Mdusen zusammen wirken
und somit eine Selektion der intakten mtDNA sogar noch effizienter gestalten. Trotz der
Tatsache, dass die Fission in dem hier prasentierten experimentellen Setup keine Relevanz fiir
mtDNA Qualitatssicherung darstellt, kann dennoch eine Beteiligung beider Prozesse und

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

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen weitere Fragen auf, die lGber weitere Ergebnisse und
einer Fortsetzung der Forschung aufgeklart werden miissen. Das durchgefiihrte Experiment
der mtDNA Diffusion zeigt, dass trotz eines Verlust des MICOS-Komplexes, die mtDNA
weiterhin lokal bleibt. Dies konnte 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 Uber einen Pulldown-Assay analysiert werden. Hierflir kdnnte das
bereits beschriebene LacO-Lacl 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 zusatzlich nachweisbar sind. Sollten
zum Beispiel ausschliefllich Proteine der Atmungskette zu finden sein, kdnnte dies einen
Rickschluss dariber geben, dass die mtDNA héchstwahrscheinlich hier eine starkere
Bindung aufweist.

Ein weitere Moglichkeit ist es die mtDNA ebenfalls tiber das LacO-Lacl-GFP Fusionskonstrukt
im EM zu analysieren. Hierfiir kénnten das GFP, welches an der mtDNA gebunden vorliegt,
visualisiert werden, um somit die Lokalisation der mtDNA zu untersuchen. Hierfir wiirden,
wie bereits in dieser Arbeit gezeigt, Schnitte durch die Mitochondrien aufgenommen. Die
Detektion des GFPs erfolgt iber Goldpartikel welche an Anti-GFP Antikorper gebunden
waren. Die finale Detektion der Aufnahmen wirde liber ein Immunogold-EM erfolgen.
Solche Aufnahmen konnten in anderen Experimenten bereits erfolgreich erzeugt werden
(Kawai-Noma, 2010; Frankl, 2015; Binder, 1996). Mit diesem Experiment konnte die
Lokalisation der mtDNA wahrend verschiedener Zellstadien, im Prozess der Verpaarung oder
wahrend einer stattfindenden Zellteilung verfolgt werden. AuBerdem kdnnte 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 fur die Aufrechterhaltung der Integritat der mtDNA und somit auch einer intakten
Atmungskette. Darauffolgend wurde von uns die Hypothese aufgestellt, dass eine weitere

Erhéhung der Cristae-Anzahl dementsprechend zu einer noch geringeren Mobilitat der
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mtDNA kodierten Proteine fliihren kdnnte. Somit konnte in solchen Zellen gegebenenfalls ein
noch hoherer Anteil an intakter mtDNA, verglichen zum WT, beobachtet werden. Des
weiteren kdnnten 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
moglicher Kandidat fir solche Fragestellungen ware das pflanzlichen Protein Curvature
Thylakoid 1 (Curtl). Das pflanzliche Curtl Protein fihrt zu einer Membranbiegung der
inneren Membran der Chloroplasten (Li, 2021). Dazu musste das entsprechende pflanzliche
Gen in die nukledare DNA inseriert und zielgerichtet in die IMM importiert werden. Fraglich
ist jedoch, ob das Protein sowohl in Hefen, als auch generell in Mitochondrien, (iberhaupt
dieselbe Funktion wie in den Chloroplasten lGbernehmen kénnte. Einige vorhergehende
Experimente konnten bereits pflanzliche Proteine erfolgreich in Hefen inserieren. Diese
Proteine haben Uberwiegend in Hefen einen erzeugten Phanotypen kompensieren kénnen
(Edens, 1984; Alderson, 1991). Um weitere Uberlegungen durchzufiihren, miisste vorab
auch diese Kompensation und Funktionalitat flir mitochondriale Gene gezeigt werden.

Uber die hier gezeigten Experimente zur Diffusion von Atp6-NG und der Pedigree-Analyse
konnten weitere Gene untersucht werden. Es ist davon auszugehen, dass an der mtDNA
Qualitatssicherung weitere Gene beteiligt sein konnten. Um diese zu identifizieren, konnten
weitere Gene der Autophagie neben Atg32, wie etwa Atgl0, 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 vollumfanglich aufgeklart
werden konnte, ist der zelluldire Mechanismus der Qualitdtskontrolle. 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 Qualitatskontrolle
beide mitochondrialen Membranen ({berqueren oder duschspannen muss, eine
entscheidende Rolle und wirft zugleich weitere Fragen auf. Hierbei kdnnte ein
mikroskopischer Ansatz, wie in der Abb. 1D des ersten Papers genutzt werden, um die
Aussage der Pedigree-Analyse zu unterstreichen. Hierflr kénnten die Zellen iber mehrere
Generationen hinweg unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. So kdnnte eine

Aufnahme alle 1,5 Stunden Aufschluss dariiber geben, ob entweder die intakte WT oder die
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defekte Acob mtDNA in die Tochterzellen transportiert wird. Solch ein Screening kénnte
nachfolgend fiir eine groBere Anzahl an moglichen Genen erfolgen, welche eine wichtige
Rolle in der mtDNA Qualitatssicherung spielen. Bei solch einem Experiment ist zum einen
darauf zu achten, dass die Zellen durchweg mit genligend Nahrstoffen versorgt werden
miuissen, um sich erfolgreich paare zu kénnen und eine Zellteilung vorantreiben kénnen. Zum
anderen ist es wichtig, die Exposition der Zellen zu den Lasern der Kameras moglichst gering
zu halten, um zu vermeiden, dass die Zellen aufgrund eines phototoxischen Effekts, DNA
Schaden akkumulieren.

Eingangs ist zu erwdhnen, dass alle in dieser Arbeit verwendeten Stamme fir die defekte
mtDNA, eine Mutation im Acob Gen aufweisen. Die erwdhnte Problematik der Weitergabe
von entweder intakter oder defekter mtDNA und dessen Ursprung, kdnnte Uber einen
Single-Cell-Sequenzier-Ansatz gelést 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 Schlisselrolle in der Qualitatssicherung einnimmt.
Somit kénnte die mtDNA, von zuvor Uber das Tetraden-Mikroskop vereinzelter Zellen, Gber
PCR vervielfaltigt werden, um anschlieend das Genom zu sequenzieren. Hierbei wiirde die
DNA von einzelnen Zellen extrahiert und sequenziert werden. Nachfolgen wiirden die
gewonnenen Sequenzierdaten mit denen einer WT Kontrolle verglichen werden. Dies konnte
auf einer Einzelzellebene Aufschluss liber die genauen Genbereiche geben, welche zum
einen praferiert vererbt werden. Zum anderen kdonnte diese Methode aufzeigen, welche
Prozesse an der mtDNA Qualitatssicherung beteiligt sein konnten. AuBerdem kdnnte dieser
Sequenzieransatz spontan auftreten Mutationen, welche nicht zwingend einen Effekt mit
sich bringen, sowohl im intakten WT Genom, als auch im defekten Acob Genom aufzeigen.
In nachfolgenden Experimenten ware es aullerst spannend, auch andere mtDNA kodierte
Gene zu entfernen, um deren Effekt auf die mtDNA genauer zu untersuchen. AulRerdem
konnten auch schwachere Punktmutationen in das mitochondriale Genom eingefiihrt
werden. Diese Stamme konnten nachfolgend einen schwéacheren Effekt in der bereits oben
beschriebenen ,purifying selection” aufzeigen. Es ist zudem denkbar, dass solch ein
Sequnzieransatz einen Defekt im Genom der Acob Zellen aufweist, was wiederum dazu
flihren konnte, dass die defekte mtDNA weniger Molekiile aufweist.

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

mitochondrialen Qualitatskontrolle aufzeigt. Zudem werden neue Techniken vorgestellt, um
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weiterflihrende Analysen erst zu ermoglichen. Weitere Experimente miissen nun die oben
beschriebenen neu entstandenen Fragestellungen bewaltigen, um die mitochondriale

Qualitatssicherung der Hefen vollumfanglich zu verstehen.
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Klinische Relevanz

AbschlieBend konnten die neuen Erkenntnisse dieser Arbeit eine Grundlage zur Erforschung
moglicher Therapien von mitochondrialen Krankheiten darstellen. Die Kernkomponenten der
mtDNA sind im Laufe der Evolution streng konserviert, jedoch gibt es drastische Unterschiede
in der jeweiligen Grofle 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 Qualitatssicherung in Hefe beteiligt
sind, konnten auch in weiterentwickelten Saugetieren aktiv sein. Zuvor muss allerdings
untersucht werden, ob sich die Ergebnisse dieser Arbeit in andere Organismen Ubertragen
lassen.

Die nachfolgenden Annahmen und Theorien sind aktuell rein spekulativer Natur und
bendtigen weitere intensive Forschung, um einen moglichen klinischen Einsatz zu gewahren.
Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit aufgefiihrt, sind diverse Krankheiten im Menschen
auf defekte mtDNA zuriickzufiihren. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass eine Anhaufung von
defekter mtDNA zum Auftreten von neurodegenerativen Krankheiten und auch einigen
Krebsarten fiihren kann (Grazina, 2006; Wang, 2015; Clay, 2009; Liu, 2006; Pyle 2016). Bevor
weiterfliihrende klinische Studien geplant werden kdnnen, muss zuvor untersucht werden, ob
die Mitochondrien von Patienten mit mitochondrialen Krankheiten ebenfalls eine verdanderte
Cristae-Morphologie aufweisen. Nachdem dies geklart ware, kénnten spezifische Gen-
Therapien entwickelt werden, die zu einer Uberproduktion von Cristae-Proteinen fiihren. Dies
konnte dazu fiihren, dass sich neue Cristae bilden und somit die Qualitatssicherung wieder
funktionsfahig ablauft. Hierfiir konnte die Phosphorylierung der SU e und der SU g der ATP-
Synthase genauer betrachtet werden. Es gibt Anzeichen, dass die Phosphorylierung
maRgeblich an der Dimerisierung und damit an der intakten Cristae-Biegung beteiligt ist. So
konnten Untersuchungen von Jorg Reinders im Jahr 2007 zeigen, dass die Phosphorylierung
der SU e und SU g maRgeblich an einer intakten Cristae-Struktur beteiligt ist (Reinders, 2007).
Eine zielgerichtete Phosphorylierung, respektive eine zielgerichtete Erhéhung der
Phosphorylierung, konnte ebenfalls eine interessante Stellschraube fiir weitere

Therapieverfahren liefern.
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