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1. Zusammenfassung 

Mitochondrien werden aufgrund ihrer evolutionären Abstammung von α-Proteobakterien von zwei 

Membranen ummantelt. Die innere Mitochondrienmembran kann wiederum in die innere 

Grenzmembran und die in die Matrix ragenden Cristae-Membranen unterteilt werden, welche an den 

sogenannten crista junctions miteinander verbunden sind. Die durch diesen Aufbau entstehenden 

Cristae, in denen die mitochondriale Atmungskette lokalisiert ist, sind entscheidend an der 

Aufrechterhaltung mitochondrialer Funktionalität und Dynamik beteiligt. Schlüsselspieler der 

Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie sind der in den crista junctions lokalisierte 

Proteinkomplex mitochondrial contact site and cristae organizing system (MICOS), welcher sich aus 

dem MIC10- und dem MIC60-Subkomplex zusammensetzt, sowie die GTPase optic atrophy type 1 

(OPA1). OPA1 wiederum wird durch die stresssensitive Metalloprotease overlapping with m-AAA-

Protease (OMA1) als Reaktion auf mitochondrialen Stress prozessiert. In den letzten Jahren konnten 

zwar große Fortschritte bei der Erforschung von MICOS und OPA1 und ihrer jeweiligen Funktionen 

erzielt werden, dennoch sind nach wie vor viele zentrale Fragen zum Verständnis der Bildung und 

Aufrechterhaltung von Cristae-Membranen ungeklärt. Aufgrund der großen klinischen Relevanz des 

Themas, beschloss ich daher im Rahmen meiner Arbeit zu untersuchen, wie das Wechselspiel zwischen 

MICOS und OPA1 die Cristae-Biogenese und -Dynamik beeinflusst. Hierbei suchte ich nach direkten 

Wechselwirkungen zwischen MICOS und OPA1, sowie nach Reaktionen auf Seiten des einen Partners, 

wenn man den anderen verändert. 

Hierfür arbeitete ich mit den beiden Zelllinien HEK293T und HeLa. Anders als in der Literatur 

beschrieben, konnte ich bei der Durchführung einer Immunpräzipitation keine direkte Protein-Protein-

Wechselwirkung zwischen OPA1 und dem MICOS-Komplex in Wildtyp-Zellen nachweisen. Bei der 

Untersuchung von OPA1 bzw. dessen Oligomeren gelang es mir an isolierten Mitochondrien, denen die 

MICOS-Untereinheit MIC10 fehlt (ΔMIC10), Hinweise zu finden, die auf eine Interaktion zwischen 

MIC10 und OPA1 im Wildtyp schließen lassen. Weiterhin gelang es durch elektronenmikroskopische 

Untersuchung und Messung des Sauerstoffverbrauchs in ΔMIC10-Zellen, in denen OPA1 durch 

Transfektion mit gegen die GTPase gerichtete siRNA ausgeschaltet wurde, zu bestätigen bzw. neu 

herauszufinden, dass OPA1 entscheidend für die Aufrechterhaltung der crista junctions und damit die 

optimale Leistungsfähigkeit der mitochondrialen Atmungskette ist. Weiterhin konnte ich Hinweise 

finden, die darauf schließen lassen, dass Zellen als Reaktion auf eine gefährdete Cristae-Architektur 

verminderte Mengen an OMA1 exprimieren. Um die Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die 

beiden Schlüsselspieler der Aufrechterhaltung der Cristae  

-Morphologie zu untersuchen, arbeitete ich mit dem Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette 

Trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazone (FCCP). Hierunter konnte ich bestätigen, dass 

sowohl der MICOS-Komplex und OPA1 als auch dessen Oligomere eine deutliche, aber dennoch 

reversible Destabilisierung bzw. Prozessierung unter mitochondrialem Stress erfahren. Als neue 
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Erkenntnis habe ich herausgefunden, dass das MIC10-Protein eine schützende Funktion auf die übrigen 

zum MIC10-Subkomplex gehörenden Proteine innehat. MIC10 wird unter mitochondrialem Stress 

zuerst abgebaut, während die restlichen zum MIC10-Subkomplex gehörenden Proteine unter diesen 

Bedingungen nach wie vor stabil sind. Ich vermute, dass entweder das OPA1-Protein direkt oder aber 

die für die Prozessierung von OPA1 verantwortliche, aktivierte Metalloprotease OMA1 für diese 

Destabilisierung verantwortlich ist. 

Zwar konnte im Rahmen meiner Arbeit unter Wildtyp-Bedingungen keine nennenswerte direkte 

Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MICOS und OPA1 festgestellt werden. Ein anderes Bild 

ergab sich aber in Zellen mit einem mutations- bzw. stressbedingt destabilisierten MICOS. OPA1 

scheint unter diesen Bedingungen mit dem MIC10-Subkomplex zu interagieren und könnte – 

gemeinsam mit der Metalloprotease OMA1 - die Stabilität der MICOS-Subkomplexe regulieren. 

 

 

2. Abstract 

Due to their evolutionary descent from α-proteobacteria, mitochondria are encased in two membranes. 

The inner mitochondrial membrane can in turn be subdivided into the inner boundary membrane and 

the cristae membranes that protrude into the matrix, which are connected to each other at the so-called 

crista junctions. The cristae formed by this structure, in which the mitochondrial respiratory chain is 

localized, play a decisive role in maintaining mitochondrial functionality and dynamics. Key players in 

the development and maintenance of cristae morphology are the mitochondrial contact site and cristae 

organizing system (MICOS) protein complex, which is localized in the crista junctions and consists of 

the MIC10 and MIC60 subcomplexes, and the GTPase optic atrophy type 1 (OPA1). OPA1, in turn, is 

processed by the stress-sensitive metalloprotease overlapping with m-AAA protease (OMA1) in 

response to mitochondrial stress. In recent years, great progress has been made in the study of MICOS 

and OPA1 and their respective functions; however, many central questions regarding the understanding 

of the formation and maintenance of cristae membranes remain unanswered. Due to the high clinical 

relevance of this topic, I decided to investigate how the interplay between MICOS and OPA1 influences 

cristae biogenesis and dynamics. I was looking for direct interactions between MICOS and OPA1, as 

well as for reactions on the part of one partner when the other is altered.  

For this purpose, I worked with the two cell lines HEK293T and HeLa. Contrary to what is described in 

the literature, I was unable to demonstrate a direct protein-protein interaction between OPA1 and the 

MICOS complex in wild-type cells when carrying out immunoprecipitation. Nevertheless, by examining 

OPA1 or its oligomers on isolated mitochondria lacking the MICOS subunit MIC10 (ΔMIC10), I was 

able to find evidence suggesting an interaction between MIC10 and OPA1 in the wild type. Furthermore, 
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electron microscopic examination and measurement of oxygen consumption in ΔMIC10 cells, in which 

OPA1 was knocked down by transfection with siRNA directed against the GTPase, confirmed or newly 

revealed that OPA1 is crucial for the maintenance of crista junctions and thus the optimal performance 

of the mitochondrial respiratory chain. Furthermore, I found evidence suggesting that cells express 

reduced levels of OMA1 in response to compromised cristae architecture. To investigate the effects of 

mitochondrial stress on the two key players in the maintenance of cristae morphology, I worked with 

the uncoupler of the mitochondrial respiratory chain trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazone 

(FCCP). This allowed me to confirm that both the MICOS complex and OPA1, as well as its oligomers, 

undergo a clear but reversible destabilization or processing under mitochondrial stress. As a new finding, 

I succeeded in discovering that the MIC10 protein has a protective function on the other proteins 

belonging to the MIC10 subcomplex. MIC10 is degraded first under mitochondrial stress, while the 

other proteins belonging to the MIC10 subcomplex are still stable under these conditions. I suspect that 

either the OPA1 protein directly or the activated metalloprotease OMA1 responsible for the processing 

of OPA1 is responsible for this destabilization. 

My work did not reveal any significant direct protein-protein interaction between MICOS and OPA1 

under wild-type conditions. However, a different picture emerged in cells with a mutation- or stress-

induced destabilized MICOS. OPA1 appears to interact with the MIC10 subcomplex under these 

conditions and could - together with the metalloprotease OMA1 - regulate the stability of the MICOS 

subcomplexes. 
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3. Einleitung 

 

3.1 Mitochondrien als Teil des Zellorganellen-Netzwerkes  
 

Eukaryotische Zellen beherbergen verschiedene intrazelluläre Membransysteme, die man als 

Zellorganellen bezeichnet. Diese haben einerseits ihre jeweils spezifischen Aufgaben, denen sie 

nachgehen. Andererseits stehen sie auch untereinander in Kontakt, indem sie Metabolite austauschen, 

gemeinsamen regulatorischen Prozessen unterliegen oder in direktem Membrankontakt 

zueinanderstehen. Dies ist Voraussetzung dafür, dass die Zelle als Ganzes funktioniert und auf 

Veränderungen in ihrer Umgebung reagieren kann [43]. 

Mitochondrien sind eingebettet in dieses Netzwerk aus Zellorganellen [90]. Sie sind im Zytosol 

lokalisiert, wo sie untereinander hochdynamische Netzwerke ausbilden [38]. Als Konsequenz ihres 

evolutionären Ursprunges von α-Proteobakterien sind sie von zwei Membranen umgeben: der äußeren 

und der inneren Mitochondrienmembran (Abb. 1). Diese ummanteln zwei voneinander getrennte 

Kompartimente, den Intermembranraum und die mitochondriale Matrix (Abb. 1) [44,91]. Die äußere 

Membran trennt das Mitochondrium vom Zytosol ab und vermittelt den Kontakt bzw. die 

Kommunikation mit anderen Zellorganellen [6]. Die innere Membran kann weiter in die innere 

Grenzmembran und die Cristae-Membranen unterteilt werden (Abb. 1) [97]. Die innere Grenzmembran 

steht dabei in engem physischem Kontakt zur äußeren Mitochondrienmembran und ist gemeinsam mit 

dieser am Import von Proteinen vom Zytosol ins Mitochondrium beteiligt [101,111]. Cristae dagegen 

sind Membraneinstülpungen, die von der inneren Grenzmembran in die Matrix vorragen (Abb. 1). Diese 

dienen der Oberflächenvergrößerung und beherbergen unter anderem die Komplexe der Atmungskette, 

sowie die F1FO-Synthase (Abb. 1), sodass via oxidativer Phosphorylierung ATP-Synthese betrieben 

werden kann [40,78]. Die Verbindung zwischen der inneren Grenzmembran und den Cristae wird durch 

die sogenannten crista junctions hergestellt (Abb. 1) [102]. Diese halten die unterschiedliche 

Proteinverteilung zwischen den beiden Subdomänen der inneren Mitochondrienmembran aufrecht und 

stellen somit eine Diffusionsbarriere innerhalb der inneren Membran dar (Abb. 1) [85,86]. Das Lumen 

der Cristae wird topographisch zum Intermembranraum gezählt. Aufgrund der Diffusionsbarriere an 

crista junctions wird es häufig als Intra-Cristae-Raum bezeichnet [85,86,102]. Studien haben zeigen 

können, dass Cristae hochdynamisch sind und sich ihre Membranmorphologie innerhalb von Sekunden 

verändern kann [73,74]. Dabei hängt ihre Morphologie von verschiedenen Faktoren ab wie bspw. dem 

metabolischen Status des jeweiligen Mitochondriums. Niedrige ADP-Konzentrationen mit folglich 

langsamer mitochondrialer Respiration führen dabei zu einem niedrigen Cristae-Volumen, während 

hohe ADP-Spiegel mit daraus resultierender schneller Respiration eine Expansion der Cristae-Volumina 

zur Folge haben [19,52]. 
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Aus proteomischen Studien ist bekannt, dass Mitochondrien von Säugetieren über 1.500 

unterschiedliche Proteine enthalten. Das Proteom variiert dabei in Abhängigkeit vom jeweiligen 

Gewebetyp in seiner Zusammensetzung. Da die maternal vererbte mitochondriale DNA (mtDNA) 

jedoch nur für 13 dieser Proteine codiert, ist der Großteil der mitochondrialen Proteine im Zellkern 

kodiert und wird im Anschluss an die Translation im Zytosol in die Mitochondrien importiert [104,132]. 

Man unterscheidet verschiedene Wege, die ein Protein beim Import vom Zytosol ins Mitochondrium 

durchlaufen kann. Welchen der diversen Import-Wege das jeweilige Protein dabei durchläuft, hängt von 

einem jeweils spezifischen Erkennungssignal ab, das das jeweilige Protein trägt [105]. 

 

Abbildung 1: Aufbau von Mitochondrien 

Abb. 1 Aufbau von Mitochondrien: Mitochondrien sind von zwei Membranen ummantelt, aus deren 

Konsequenz mit dem Intermembranraum und der Matrix zwei voneinander getrennte Kompartimente entstehen. 

Während die äußere Membran den Kontakt mit anderen Organellen des Zytosols vermittelt, kann die innere 

Membran in die innere Grenzmembran und die in die Matrix ragenden Cristae unterteilt werden. Die Verbindung 

zwischen innerer Grenzmembran und den Cristae wird durch sogenannten crista junctions an deren Übergang 

sichergestellt. Das Lumen der Cristae wird topographisch zum Intermembranraum gezählt. Aufgrund der 

Diffusionsbarriere an crista junctions wird es häufig als Intra-Cristae-Raum bezeichnet. 

 

 

3.2 Mitochondrial contact site and cristae organizing system (MICOS) 
 

In den crista junctions ist ein großer Proteinkomplex lokalisiert, der 2011 etwa zur selben Zeit von drei 

unterschiedlichen Arbeitsgruppen in den Mitochondrien der Bäckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) 

entdeckt wurde und entscheidend an der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie 

beteiligt ist [53,57,131]. Diesem Proteinkomplex wurde der Name mitochondrial contact site and cristae 
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organizing system, kurz MICOS, gegeben. Die Untereinheiten des Komplexes werden mit Mic 

bezeichnet, gefolgt von einer Nummer, die dem Molekulargewicht des jeweiligen Proteins entspricht 

[104]. Bis heute sind sechs MICOS-Untereinheiten in Saccharomyces cerevisiae bekannt: Mic10, 

Mic12, Mic19, Mic26, Mic27 und Mic60. In humanen Zellen verständigte man sich auf eine 

Nomenklatur, bei der die drei Buchstaben großgeschrieben werden (MIC anstelle von Mic). Bei 

Säugetieren kommt mit MIC25 zudem noch eine weitere Untereinheit hinzu und das Mic12-Protein 

entspricht hier QIL1 (auch als MIC13 bekannt) [4,104]. 

 

3.2.1 Evolution von MICOS 

 

Genauso wie das Mitochondrium selbst, stammt auch der MICOS-Komplex von α-Proteobakterien ab 

[89]. MIC60 zeigt dabei in seiner Sequenz signifikante Übereinstimmungen mit Proteinen, die auch in 

α-Proteobakterien vorkommen und scheint somit das älteste aller MICOS-Proteine zu sein [61]. Zu 

MIC60 kamen im Laufe der Zeit mit MIC10 und MIC19 weitere MICOS-Komponenten hinzu, bevor 

QIL1, MIC25, MIC26 und MIC27 den Komplex in seiner heutigen Form vervollständigten. MIC19 und 

MIC25 sind dabei Orthologe von Mic19 in Bäckerhefe, die durch Gen-Duplikation entstanden sind. 

MIC26 und MIC27 sind aus evolutionärer Sicht die jüngsten MICOS-Proteine und durch voneinander 

unabhängige Duplikation in Wirbeltieren und Hefen entstanden [61]. 

 

3.2.2 MIC10 und MIC60 als zentrale MICOS-Komponenten 

 

Biochemische Analysen in der Vergangenheit haben gezeigt, dass MIC10 und MIC60 die zentralen 

Komponenten des MICOS-Komplexes sind. Deren Verlust führt zur massiven Destabilisierung des 

gesamten Proteinkomplexes mit der Konsequenz, dass es zu Defekten der mitochondrialen 

Membranarchitektur sowie der Funktionen, welche die einzelnen Proteine innehaben (s. Kap.  3.2.3 und 

3.2.4), kommt [53,57,131]. Weitere Untersuchungen ergaben, dass MIC10 und MIC60 jeweils die 

Kernuntereinheiten von zwei großen MICOS-Subkomplexen sind (Abb. 2). Dem MIC60-Subkomplex 

gehören neben Mic/MIC60, Mic/MIC19 und in Säugetieren zusätzlich noch MIC25 an. Den MIC10-

Subkomplex bilden die Proteine Mic/MIC10, Mic12/QIL1, sowie Mic/MIC26 und Mic/MIC27 

[35,137]. 



 11 

 

Abbildung 2: Cristae 

Abb. 2 Cristae: Der MICOS-Komplex setzt sich aus den beiden Subkomplexen MIC60 und MIC10 zusammen, 

welche Voraussetzung für die Stabilität der crista junctions sind. Neben MIC10 sind OPA1 und die Dimere der 

F1FO-ATP-Synthase entscheidend an der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie beteiligt.  

 

 

3.2.3 Der MIC60-Subkomplex 

 

Die am besten untersuchte Komponente des MIC60-Subkomplexes ist dessen namensgebende 

Kernuntereinheit MIC60. Wesentliche Strukturelemente von Mic60 sind ein N-terminales 

Transmembransegment (TMS), sowie eine zentrale coiled-coil-Region und eine C-terminale Mitofilin-

Signatur-Domäne, die in den Intermembranraum ragen [107]. Neben MIC19 stehen auch die dem 

MIC10-Subkomplex zugehörigen Proteine MIC10 und QIL1 in direktem Kontakt mit MIC60. Somit 

verbindet MIC60 beide MICOS-Untereinheiten miteinander und scheint als tragende Grundstruktur des 

gesamten MICOS-Komplexes zu fungieren [119]. 

Eine weitere bemerkenswerte Funktion des MIC60-Subkomplexes ist dessen Interaktion mit 

verschiedenen Proteinkomplexen der äußeren Membran. Diese Wechselwirkungen machen MICOS zu 

einem zentralen Verbindungsglied zwischen der inneren und äußeren Mitochondrienmembran.  

Besonders wichtige Interaktionspartner des MIC60-Subkomplexes sind dabei der TOM- (translocase of 

the outer membrane) und SAM- (sorting and assembly machinery) Komplex [11,28,95]. Interessant ist, 

dass der durch den Mic60-Subkomplex vermittelte Kontakt zwischen innerer und äußerer 

Mitochondrienmembran in Bäckerhefe auch bei Abwesenheit des Mic10-Subkomplexes stabil ist, 
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während die Bildung der crista junctions auf die Anwesenheit beider MICOS-Subkomplexe angewiesen 

ist  

MIC60 ist außerdem an verschiedenen mitochondrialen Protein-Biogenese-Mechanismen direkt oder 

indirekt beteiligt. So führt das Fehlen von Mic60 in Hefe dazu, dass der Import von Vorläuferproteinen 

in den Intermembranraum über den MIA- (mitochondrial intermembrane space assembly) Weg 

beeinträchtigt wird, während dessen Überexpression den Proteinimport über den MIA-Weg stimuliert 

[131]. Zudem erleichtert Mic60 den Import von mitochondrialen β-barrel-Proteinen, sodass sie mithilfe 

des TOM- und SAM-Komplexes in die äußere Membran eingebaut werden können [11]. Callegari et 

al., 2019 haben berichtet, dass der MICOS-Komplex in humanen Mitochondrien für den effizienten 

Import von Carrier-Proteinen in den Intermembranraum benötigt wird [13]. 

Mithilfe einer Blue native-PAGE an isolierten Mitochondrien aus Säugerzellen gelang es, einen großen 

Proteinkomplex zu identifizieren, welcher aus Bestandteilen des MICOS- und SAM-Komplexes besteht. 

Diesem beide mitochondriale Membranen umspannenden Komplex wurde der Name mitochondrial 

intermembrane space bridging (MIB) complex gegeben. Als dessen wichtigste Bestandteile erwiesen 

sich die beiden MICOS-Proteine MIC60 und MIC19, sowie SAM50. Das Zusammenspiel der 

verschiedenen MIB-Komponenten ist dabei für die Aufrechterhaltung der Cristae, sowie die Biogenese 

der Atmungskettenkomplexe von besonderer Bedeutung [95,96].  

Bemerkenswert ist zudem, dass der Knockdown von MIC60 zum kompletten Verlust der Cristae führt 

und auch die Proteinmenge der restlichen MICOS- und SAM-Komponenten bei Abwesenheit von 

MIC60 stark reduziert ist [68,96]. Darüber hinaus ist die durch die Protease yeast mitochondrial DNA 

escape 1-like, kurz YME1L (s. Kap. 3.8), regulierte MIC60-Homöostase von entscheidender Bedeutung 

für den Zusammenbau des gesamten MICOS-Komplexes, die Aufrechterhaltung der mitochondrialen 

Morphologie, sowie die Organisation der mtDNA [64,82]. Vereinzelte Studien mit Säuger-

Mitochondrien weisen darauf hin, dass MIC60 auch mit der Dynamin-artigen GTPase optic atrophy 

type 1 (OPA1) interagiert, die an der mitochondrialen Fusion und Aufrechterhaltung der Cristae-

Morphologie beteiligt ist (s. Kap. 3.5- 3.11) [9,41]. Allerdings ergibt die Literatur hier kein klares Bild, 

denn die Befunde verschiedener Studien zu Umfang und Intensität dieser Interaktion unterscheiden sich 

erstaunlich deutlich voneinander.  Es könnte sich daher um eine transiente, regulatorisch bedeutsame 

Interaktion handeln, deren Bedeutung noch nicht vollends verstanden ist.  

Vergleichsweise wenig ist über die beiden anderen, ebenfalls zum MIC60-Subkomplex gehörenden 

peripheren Innermembranproteine MIC19 und MIC25 bekannt [133]. MIC19 interagiert neben MIC60 

auch mit dem Hitzeschockprotein HSP70, OPA1 und SAM50 [21]. In MIC19 KO- (Knockout) Zellen 

konnten zudem steigende Spiegel an dynamin-related protein 1 (DRP1) nachgewiesen werden, welches 

an der mitochondrialen Teilung beteiligt ist (s. Kap. 3.4), wohingegen der Gehalt an OPA1 in diesen 

Zellen abnimmt. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass der Knockdown von MIC19 zur 

Fragmentierung des zytosolischen Mitochondrien-Netzwerks und zur Beeinträchtigung der Cristae-
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Morphologie führt [21,96]. Die Depletion von MIC25 hat dagegen nur geringfügige Auswirkungen auf 

den restlichen MICOS- und MIB-Komplex, und auch die Cristae-Morphologie bleibt bei Abwesenheit 

von MIC25 weitgehend unbeeinträchtigt [96]. 

 

3.2.4 Der MIC10-Subkomplex 

 

Das Protein MIC10 ist die Kernuntereinheit des MIC10-Subkomplexes. In Hefe besitzt es zwei TMS, 

wobei sowohl der N-, als auch der C-Terminus in den Intermembranraum hineinragen (Abb. 3). Beide 

TMS werden dabei durch ein in die Matrix ragendes, positiv geladenes Aminosäuremotiv miteinander 

verbunden. Dieses ist Voraussetzung für die Lokalisation von Mic10 in der inneren 

Mitochondrienmembran [12]. Mic10 besitzt außerdem charakteristische, hochkonservierte Glycin-

reiche Motive in beiden TMS, welche für die Bildung von Mic10-Oligomeren vonnöten sind (Abb. 3) 

[3]. Der Verlust dieser Glycin-Motive verhindert die Mic10-Oligomerisierung mit der Folge, dass keine 

Membrankrümmung mehr induziert werden kann. Daraus lässt sich schließen, dass die Mic10-

Oligomerisierung Voraussetzung dafür ist, dass Mic10 die Membrankrümmung in den crista junctions 

induzieren kann [8,12]. Die Depletion von Mic/MIC10 führt in Hefen und Säugetieren zur starken 

Beeinträchtigung der physiologischen Cristae-Morphologie, sowie zur Reduktion der Proteinmengen 

von QIL1, MIC26 und MIC27. Auf die zum MIC60-Subkomplex gehörenden Proteine MIC19, MIC25 

und MIC60 hat die Abwesenheit von MIC10 dagegen keinen Effekt [45,53,57,82,123,131]. 

In Hefe interagiert Mic10 auch mit dimeren und oligomeren Formen der F1Fo-ATP-Synthase [109]. 

Diese Dimere befinden sich an der Spitze der Cristae, wo sie Membrankrümmung induzieren und somit 

von großer Bedeutung für eine intakte Cristae-Morphologie sind (Abb. 2) [23,99]. Eine Subpopulation 

von Mic10, welche sich außerhalb des in den crista junctions befindlichen MICOS-Komplexes befindet, 

ist dazu in der Lage, an die Dimere der F1Fo-ATP-Synthase zu binden und so deren Oligomerisierung 

zu unterstützen. Daraus lässt sich ableiten, dass Mic10, neben seiner zentralen Rolle als Induktor der 

charakteristischen Membrankrümmung an den crista junctions, auch in funktionellem Austausch mit 

der sich am anderen Ende der Crista befindlichen F1Fo-ATP-Synthase steht. Dies unterstreicht seine 

herausragende Bedeutung für den Erhalt der Cristae-Morphologie [109]. 

Mic12 in Hefe bzw. QIL1 in Säugetieren ist ein kleines Protein, welches in den crista junctions 

angereichert und dort Teil des MIC10-Subkomplexes ist. Es besitzt ein N-terminales TMS, während 

seine C-terminale Domäne in den Intermembranraum ragt. Der KO von QIL1 in humanen Zellen führt 

zur Destabilisierung von MIC10, MIC26 und MIC27 und somit zum fast vollständigen Verlust des 

gesamten MIC10-Subkomplexes. Gleichzeitig kommt es nach QIL1-Depletion zur Akkumulation eines 

kleineren Subkomplexes bestehend aus MIC19, MIC25 und MIC60. Zudem führt der QIL1-KO zur 

Destabilisierung der crista junctions, sowie zu Veränderungen der gesamten Cristae-Morphologie. 

Interessanterweise kann auch die Überexpression von MIC10 die durch QIL1-Depletion 
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hervorgerufenen Defekte nicht beheben. Aus all diesen Beobachtungen lässt sich schließen, dass QIL1 

als Bindeglied zwischen dem MIC10- und MIC60-Subkomplexen fungiert und weiterhin von 

herausragender Bedeutung für die Integrität des gesamten MICOS-Komplexes und die Stabilität der 

crista junctions ist [47,48]. 

Sowohl MIC26 als auch MIC27 gehören der Proteinfamilie der Apolipoproteine an. Beide sind Teil des 

MIC10-Subkomplexes in Mitochondrien, was verdeutlicht, dass die Funktion von Apolipoproteinen 

nicht nur auf den Transport von Lipiden durch das Blut und lymphatische System beschränkt ist. In 

Säugetieren werden MIC26 und MIC27 für die Stabilität der crista junctions und Aufrechterhaltung der 

Cristae-Morphologie benötigt [75,132]. MIC27 interagiert dabei mit MIC10, MIC60 und SAM50, sowie 

mit dem wichtigen mitochondrialen Membranlipid Cardiolipin, das an der Entstehung von 

Membrankrümmungen und der Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie beteiligt ist [62,116]. 

Letzteres könnte ein Hinweis dafür sein, dass MIC27 für die Interaktion des MICOS-Komplexes mit 

den Lipiden der inneren Mitochondrienmembran verantwortlich ist [132]. MIC26 interagiert mit 

MIC10, MIC27 und MIC60, und der Gehalt an MIC26 korreliert positiv mit dem von Tafazzin. Bei 

Tafazzin handelt es sich um ein mitochondriales Enzym, welches entscheidend am Cardiolipin-

Stoffwechsel beteiligt ist [117]. Diese und andere Befunde sprechen dafür, dass neben MIC27 auch 

MIC26 mit Cardiolipin assoziiert ist [75]. 

 

Abbildung 3: Modell MIC10 

Abb. 3 Modell MIC10: Das MIC10-Protein besitzt zwei TMS, wobei sowohl der N-, als auch der C-Terminus in 

den Intermembranraum ragen. Die beiden TMS werden dabei durch ein in die Matrix ragendes, positiv geladenes 
Aminosäuremotiv miteinander verbunden, was die Voraussetzung für die Verankerung von MIC10 in der inneren 

Membran ist. Beide Transmembrandomänen verfügen zudem über hochkonservierte Glycin-reiche Motive (z. B. 

GxGxGxG), welche die MIC10-Oligomerisieung und folglich die Induktion der Membrankrümmung an den crista 

junctions unterstützen. 
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3.2.5 Entstehung lamellarer und tubulärer Cristae 

 

An Entstehung und Aufrechterhaltung der dynamischen Cristae-Morphologie sind verschiedenste 

Faktoren beteiligt, wobei der MICOS-Komplex, OPA1, die F1FO-ATP-Synthase, sowie das 

Phospholipid Cardiolipin als Schlüsselspieler fungieren (Abb. 2) [19]. Die Cristae können dabei 

verschiedene Phänotypen aufweisen, sodass unter anderem zwischen lamellaren und tubulären Cristae 

unterschieden werden kann [54]. 

Obwohl in den vergangenen Jahren große Fortschritte auf dem Gebiet der Erforschung der Cristae-

Entstehung gemacht wurden und die an diesem Prozess beteiligten (Membran-) Proteine und Lipide 

näher charakterisiert werden konnten, ist der genaue Mechanismus der Cristae-Biogenese weiterhin 

unklar. Wahrscheinlich existieren verschiedene Mechanismen, die spezifisch für die Bildung 

bestimmter Cristae-Typen sind. Lamellare Cristae könnten dann entstehen, wenn zwei Mitochondrien 

miteinander fusionieren. Nach Verschmelzung der äußeren Membran führt die Aktivität von OPA1 zur 

Fusion der inneren Mitochondrienmembran, wobei die typische, sackähnliche Struktur der lamellaren 

Cristae entsteht. Diese wird durch die Dimerisierung der F1FO-ATP-Synthase stabilisiert, indem sie die 

Membrankrümmung der Cristae-Ränder induziert. Schließlich wird die Verbindung der neu 

entstandenen lamellaren Cristae mit der inneren Grenzmembran durch die durch den MICOS-Komplex 

vorgenommene Entstehung der crista junctions sichergestellt. Die Bildung von tubulären Cristae ist 

dagegen das Ergebnis eines von OPA1 unabhängigen Mechanismus. Dabei kommt es zur Einstülpung 

der inneren Membran, welche durch die Oligomerisierung der F1FO-ATP-Synthase, sowie den Einstrom 

des Phospholipids Cardiolipin induziert wird. Auch hierbei führt die von MICOS abhängige Formierung 

der crista junctions zur zusätzlichen Stabilisierung der neu entstandenen tubulären Cristae [19,54,72]. 

 

 

3.3 Teilung und Fusion als Voraussetzung mitochondrialer Dynamik 
 

Mitochondrien bilden untereinander ein hochdynamisches Netzwerk und durchlaufen kontinuierliche 

Zyklen aus Teilung und Fusion. Eine fein austarierte Balance zwischen beiden Prozessen ist essentiell 

für die mitochondriale Qualitätskontrolle und für Anpassungsprozesse als Reaktion auf Stress oder 

metabolische Veränderungen. Dabei unterscheidet sich die mitochondriale Dynamik und in deren 

Konsequenz auch die Morphologie der Mitochondrien erheblich zwischen verschiedenen Geweben und 

Zelltypen je nachdem welchen Anforderungen sie entsprechen müssen [36,84]. Mitochondriale Fusion 

stellt dabei die Verteilung der mtDNA sicher und ist weiterhin mit einer Steigerung der respiratorischen 

Kapazität assoziiert [80,81,88]. Eine Ausdehnung des mitochondrialen Netzwerkes kann sowohl durch 

stimulierte Fusion als auch infolge supprimierter Teilung erreicht werden. Durch limitierte Teilung 

entstandene und aus hyperfusionierten Mitochondrien bestehende Netzwerke sind dazu in der Lage, 
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diese Organellen vor ihrem Abbau durch Autophagie zu schützen [42,108]. Mitochondriale Teilung ist 

die Voraussetzung dafür, dass Mitochondrien inklusive ihrer mtDNA während der Mitose korrekt auf 

die entstehenden Tochterzellen verteilt werden können [87]. Stimulierte Teilung mit sich 

anschließender, selektiver Fusion ermöglicht außerdem die Isolierung individueller (defekter) 

Mitochondrienpartikel aus einem bestehenden Netzwerk, welche anschließend durch Mitophagie 

eliminiert werden können. So ist es möglich, geschädigte Mitochondrien vom Rest des Netzwerkes zu 

trennen, bevor sie größeren Schaden anrichten können [126]. Veränderungen der mitochondrialen 

Fusion bzw. Teilung sind mit verschiedenen Krankheiten wie bspw. neurodegenerativen Erkrankungen 

vergesellschaftet. So konnten in der Vergangenheit Assoziationen zur Alzheimer-Demenz, Parkinson-

Krankheit und zu Chorea Huntington festgestellt werden [58,65,110,127]. Dies unterstreicht die 

herausragende Bedeutung von korrekt ablaufender mitochondrialer Teilung und Fusion, auf deren 

biochemische Abläufe, sowie die daran beteiligten Schlüsselspieler, im Folgenden näher eingegangen 

werden soll. 

 

3.4 Mitochondriale Teilung 
 

Die Balance zwischen mitochondrialer Teilung und Fusion wird durch eine Gruppe verschiedener 

Proteine reguliert, die zur Familie der dynamin-related proteins gehören und an der inneren und äußeren 

Membran lokalisiert sind. Sie enthalten eine hochkonservierte GTPase-Domäne und besitzen die 

Fähigkeit zur GTP-Hydrolyse, Oligomerisierung und Umgestaltung von Membranen [20,79,84].  

An der äußeren Membran wird die mitochondriale Teilung durch das sich normalerweise im Zytosol 

befindliche dynamin-related protein 1 (DRP1) dirigiert.  

Im Gegensatz zur äußeren Membran ist über die genauen Abläufe bei der Teilung der inneren 

Mitochondrienmembran wenig bekannt. Dies liegt unter anderem daran, dass bisher kein 

Schlüsselprotein, wie es das DRP1 für die äußere Membran ist, für die Teilung der inneren Membran 

identifiziert werden konnte. Daraus ergeben sich zwei verschiedene Theorien, wie die Teilung der 

inneren Membran vonstattengehen könnte. Erstens besteht die Möglichkeit, dass die Teilungs-

maschinerie der äußeren Membran rund um DRP1 zusätzlich auch für die Teilung der inneren Membran 

verantwortlich ist [34,66,76]. Alternativ könnten aber auch Faktoren der inneren Membran in 

Mitochondrien existieren, welche in Kontakt mit den an der Teilung der äußeren Membran beteiligten 

Proteinen stehen und so die Teilung der inneren Membran induzieren [84]. Eines dieser Proteine, die an 

der Teilung der inneren Membran beteiligt sein könnten, ist die proteolytisch prozessierte Version der 

GTPase optic atrophy type 1 (OPA1; s. Kap. 3.5- 3.7), die auch als S-OPA1 für „short-OPA1“ 

bezeichnet wird. So wurde beobachtet, dass an definierten Orten der mitochondrialen Teilung, an denen 

auch DRP1 nachzuweisen war, ebenfalls S-OPA1 lokalisiert ist [5]. 
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3.5 MFN1, MFN2 und OPA1 als Schlüsselspieler mitochondrialer Fusion 
 

Die vollständige Fusion zweier Mitochondrien erfordert die Verschmelzung der äußeren und in einem 

zweiten Schritt der inneren Membran. Eine Schlüsselrolle bei der Fusion der äußeren Membran nehmen 

dabei Mitofusine (MFN) ein. Bei diesen handelt es sich um GTP-bindende Proteine aus der Dynamin-

Superfamilie. In Säugetieren sind die Mitofusine MFN1 und MFN2 für die Regulation der Fusion der 

äußeren Membran verantwortlich. Sie sind in der äußeren Membran lokalisiert (Abb. 4) und besitzen 

ein TMS, wobei sowohl der N-, als auch der C-Terminus ins Zytosol ragt [113,115]. Es wurde gezeigt, 

dass die Deletion von MFN1 und/oder MFN2 die mitochondriale Fusion behindert und dass eine 

erfolgreiche Fusion die Anwesenheit der Mitofusine auf beiden zu verschmelzenden äußeren 

Membranen erfordert [15,77].  

Die Dynamin-ähnliche GTPase OPA1 ist dagegen für die Fusion der inneren Mitochondrienmembran 

verantwortlich (Abb. 4), wobei die Anwesenheit von MFN1 in der äußeren Membran die Voraussetzung 

hierfür ist [10,17,135]. Neben seiner Funktion als wichtiger Faktor mitochondrialer Fusion, ist das 

Protein OPA1 allerdings auch an diversen anderen Prozessen wie bspw. Aufrechterhaltung der Cristae-

Morphologie, mitochondriale Teilung oder Apoptose beteiligt, was es zu einem der Schlüsselspieler 

innerhalb der Aufrechterhaltung mitochondrialer Funktionen macht [84]. Im Folgenden soll daher der 

Fokus auf das OPA1-Protein gelegt werden, um ein besseres Verständnis für seine vielfältigen 

Funktionen zu entwickeln. 

 

Abbildung 4: Mitochondriale Fusion 

Abb. 4 Mitochondriale Fusion: Die in der äußeren Membran lokalisierten Mitofusine MFN1 und MFN2 sind die 

Hauptfaktoren der Fusion der äußeren Mitochondrienmembran. Schlüsselspieler der Fusion der inneren Membran 

sind dagegen die langen, in der inneren Membran lokalisierten und nicht prozessierten OPA1-Formen (L-OPA1). 

Dagegen werden nur basale Spiegel an S-OPA1, welche durch limitierte Prozessierung durch YME1L entstanden 

sind, für eine erfolgreiche Fusion toleriert. 
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3.6 Mutationen im OPA1-Gen führen zur „autosomal-dominanten optischen Atrophie“ 
 

OPA1 ist ein Akronym für optic atrophy type 1 und wurde nach seiner genetischen Mutation benannt, 

welche unter anderem zur „autosomal-dominanten optischen Atrophie“ (ADOA) führt [2]. Diese 

optische Neuropathie ist durch eine Atrophie retinaler Ganglienzellen mit Verlust von Myelin- und 

Nervengewebe des Sehnervs gekennzeichnet, sodass es als Konsequenz zum progressiven Verlust der 

Sehkraft kommt [69]. Tatsächlich wird das OPA1-Protein in sehr großen Mengen in der Retina gebildet, 

man findet es aber auch weit verbreitet im gesamten Körper. Dies erklärt, warum verschiedene 

Krankheiten mit einer heterozygoten Mutation im OPA1-Gen assoziiert sind wie bspw. Taubheit, 

Parkinsonismus oder Demenz [14]. Die einzige homozygote OPA1-Mutation, die bisher identifiziert 

werden konnte, führte zur early-onset Enzephalomyopathie, hypertrophen Kardiomyopathie sowie dem 

Tod bereits im frühesten Kleinkindalter [122]. Sowohl in Mäusen als auch beim Menschen führen 

Mutationen im OPA1-Gen unter anderem zu einer gestörten Cristae-Struktur, mitochondrialer 

Fragmentierung, mtDNA-Instabilität, Reduktion mitochondrialer Respiration sowie einem Anstieg 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [1,16,24]. Dies unterstreicht die klinische Relevanz des OPA1-

Proteins, auf dessen Biosynthese und Prozessierung im folgenden Abschnitt näher eingegangen werden 

soll. 

 

3.7 Biosynthese und Prozessierung von OPA1 
 

Das humane OPA1-Protein wurde im Jahre 2000 als Homolog des Dynamin-ähnlichen Proteins 

mitochondrial genome maintenance 1 (Mgm1) in Hefe entdeckt [26]. Es besitzt eine konservierte GTP-

Bindungsdomäne, eine GTP-Effektor-Domäne, sowie eine N-terminale Transmembrandomäne, welche 

das Protein in der inneren Mitochondrienmembran verankert. Dabei ragt die GTPase-Domäne in den 

Intermembranraum [45,51].  

Da es sich bei OPA1 um ein kerncodiertes Protein handelt, muss es nach der Proteinbiosynthese im 

Zytosol erst noch ins Mitochondrium transportiert werden, um dort seinen vielfältigen Aufgaben 

nachgehen zu können. Hierfür besitzt das Vorläuferprotein zusätzlich noch eine N-terminale 

mitochondrial targeting sequence (MTS), die das Protein für den Import ins Mitochondrium 

kennzeichnet. Angekommen im Mitochondrium wird diese MTS des Vorläuferproteins durch die 

mitochondrial processing peptidase (MPP) entfernt und OPA1 anschließend in der inneren 

Mitochondrienmembran verankert (Abb. 5). Die Verankerung des OPA1-Proteins in der 

cardiolipinhaltigen Membran erfolgt dabei mithilfe einer lipidbindenden Paddle-Domäne. Dabei dringt 

eine konservierte Schleife innerhalb dieser Paddle-Domäne tief in die Doppelschicht ein und unterstützt 

so die Wechselwirkung von OPA1 mit Cardiolipin-enthaltenden Membranen [130]. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben dabei zeigen können, dass OPA1 sowohl in den 

Cristae, als auch der inneren Grenzmembran und den crista junctions lokalisiert ist [9,129].  

Aus alternativem Splicing von 3 der insgesamt 30 OPA1-Exons (Exon 4, 4b und 5b) resultieren acht 

verschiedene OPA1-mRNA-Isoformen im Menschen (Abb. 5). Dabei wird vermutet, dass Isoformen, 

welche das Exon 4 enthalten (1, 5, 7, 8) an mitochondrialer Fusion und Aufrechterhaltung des 

Membranpotentials beteiligt sind. Exon 5b enthaltende Isoformen (4, 6, 7, 8) sind dagegen an der 

Dichthaltung der crista junctions beteiligt, um die Freisetzung von Cytochrom c aus den Cristae-

Speichern zu verhindern, wohingegen die Exon 4b enthaltenden OPA1-Isoformen (3, 5, 6, 8) an der 

Aufrechterhaltung der mtDNA mitwirken (Abb. 5) [25,27,93]. Nach Prozessierung durch die MPP 

können die membrangebundenen, langen OPA1-Formen (L-OPA1) an zwei definierten Schnittstellen, 

die als S1 und S2 bezeichnet werden, weiter prozessiert werden, um kurze, lösliche OPA1-Formen (S-

OPA1) zu generieren [56,63]. Im Menschen besitzt jede der insgesamt acht L-OPA1-Isoformen eine S1-

Schnittstelle, welche von Exon 5 codiert wird und die Hälfte zusätzlich noch eine S2-Schnittstelle (4, 6, 

7, 8), deren korrespondierende DNA-Sequenz auf Exon 5b lokalisiert ist (Abb. 5) [25,63,93,121]. Dabei 

wird die Prozessierung an S1 und S2 durch zwei Proteasen des Intermembranraums durchgeführt. Die 

Prozessierung an S1 wird durch die Metalloprotease OMA1 vorgenommen, während die Protease 

YME1L OPA1 an S2 prozessiert (Abb. 5) [55,121]. 

Von der Malsburg et al., 2023 gelang es, einen Mechanismus für die durch OPA1-vermittelte Fusion 

der inneren Mitochondrienmembran aufzudecken: So fanden sie heraus, dass membrangebundene L-

OPA1-Moleküle den Membranumbau initiieren und lösliches S-OPA1 zum Ort der Fusion rekrutieren. 

Letztere polymerisieren zu einem flexiblen zylindrischen Gerüst, welches die innere Membran 

umschließt. Die Dimerisierung der Paddle-Domäne stellt wiederum die Energie zur Verfügung, welche 

für die Umgestaltung der inneren Membran hin zu einer tubulären Form mit moderater Krümmung 

benötigt wird. Weitere Konformitätsänderungen der OPA1-Oligomere führen schließlich dazu, dass es 

zur Extraktion der konservierten Schleife, welche die Paddle-Domäne normalerweise tief in der 

Membran verankert, aus der cardiolipinhaltigen Membran kommt. Hierdurch wird zusätzlicher 

Krümmungsstress erzeugt, der in Summe zu einer instabilen, fusionsanfälligen inneren Membran führt. 

In der Folge kommt es zu einer weiteren tubulären Verformung, sodass sich der Abstand der beiden 

miteinander zu verschmelzenden Membranen verringert, was schließlich in einer Verschmelzung der 

beiden hochgekrümmten Membranen resultiert [130]. 
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Abbildung 5: Biosynthese und Prozessierung von OPA1 

Abb. 5 Biosynthese und Prozessierung von OPA1: Als Ergebnis alternativen Splicings von 3 der 30 OPA1-

Exons (4, 4b, 5b) resultieren acht verschiedene OPA1-Isoformen. Alle 8 Isoformen besitzen dabei die Schnittstelle 

S1, welche von Exon 5 codiert wird. Die Isoformen 4, 6, 7 und 8 besitzen darüber hinaus zusätzlich die S2-

Schnittstelle, deren korrespondierende DNA-Sequenz auf Exon 5b lokalisiert ist. Durch Prozessierung von L-

OPA1 durch OMA1 an S1 und YME1L an S2 entsteht S-OPA1. Das Vorläuferprotein besitzt zudem eine MTS, 

um es für den Import ins Mitochondrium zu kennzeichnen. Dort angekommen, wird diese von der MPP 

abgespalten und L-OPA1 kann in die innere Membran eingebaut werden. 

MPP: mitochondrial processing peptidase, MTS: mitochondrial targeting sequence, TM: Transmembrandomäne 

 

 

3.8 YME1L, OMA1 und ihr Einfluss auf die OPA1-Prozessierung 
 

Eine gewisse Menge an S-OPA1 wird durch Prozessierung von L-OPA1 an der S2-Schnittstelle erzeugt, 

sodass es unter basalen Bedingungen zu einem definierten Gleichgewicht zwischen langen und kurzen 

OPA1-Isoformen kommt [39,45]. Wie bereits erwähnt, ist die ATP-abhängige i-AAA-Protease yeast 

mitochondrial DNA escape 1-like (YME1L) für die proteolytische Prozessierung an der S2-Schnittstelle 

verantwortlich [121]. YME1L ist in der inneren Mitochondrienmembran verankert, wobei ihr 

katalytisches Zentrum in den Intermembranraum ragt [6]. Relativ wenig ist dabei darüber bekannt, wie 

die durch YME1L vorgenommene OPA1-Prozessierung an S2 reguliert wird, auch wenn gezeigt werden 

konnte, dass sie sich durch einen Anstieg der oxidativen Phosphorylierung steigern lässt [87]. Die ATP-

unabhängige overlapping with m-AAA-Protease (OMA1) wurde dagegen als Stress-sensitive 

Metalloprotease identifiziert, die L-OPA1 an der S1-Schnittstelle proteolytisch prozessiert. Sie ist 

ebenfalls in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert, wobei ihr C-terminal gelegenes 

katalytisches Zentrum in Richtung Intermembranraum orientiert ist, während ihre N-terminale Domäne 
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in die mitochondriale Matrix ragt. Dort spielt dieser zur Matrix hin orientierte Teil eine wichtige Rolle 

in der Wahrnehmung von Veränderungen des Membranpotentials [7,70]. OMA1 agiert in enger 

Kooperation mit YME1L, indem es unter basalen Bedingungen für ein Equilibrium bestehend aus 

langen und kurzen OPA1-Isoformen sorgt (Abb. 6 und 8). Stressaktiviert führt OMA1 zur kompletten 

OPA1-Cleavage und somit zur Entstehung ausschließlich kurzer OPA1-Isoformen, die sich frei im 

Intermembranraum befinden (Abb. 6, 7 und 8). So konnte gezeigt werden, dass pharmakologische 

Inhibitoren der Atmungskette wie Valinomycin, Oligomycin oder der Entkoppler Carbonylcyanid 3-

chlorophenylhydrazon (CCCP) zur Verlagerung des Gleichgewichts hin zu S-OPA1 führen, während 

der Knockdown von OMA1 dazu in der Lage ist die CCCP-induzierte L-OPA1-Prozessierung zu 

verhindern [30,46,49,55]. Neben mitochondrialer Depolarisierung können auch Hitze sowie oxidativer 

Stress eine verstärkte OMA1-Aktivierung zur Folge haben (Abb. 8) [7]. Dabei wird OMA1 nach seiner 

Aktivierung am C-Terminus autokatalytisch gespalten, sodass eine kürzere OMA1-Form (S-OMA1) 

entsteht (Abb. 7). Diese ist die eigentlich aktive OMA1-Form, welche dazu in der Lage ist, L-OPA1 an 

S1 zu prozessieren (Abb. 7). Dabei ist S-OMA1 deutlich instabiler als die lange, inaktive OMA1-Form 

(L-OMA1), lässt sich aber durch andauernde Membrandepolarisierung stabilisieren [7,138]. Weiterhin 

konnte gezeigt werden, dass S-OMA1 durch die Protease YME1L abgebaut wird, unter der 

Voraussetzung, dass ausreichend hohe ATP-Spiegel vorhanden sind (Abb. 7). Membrandepolarisierung 

und ein verminderter zellulärer ATP-Gehalt führen dagegen zur Degradierung von YME1L mit der 

Folge, dass die aktive S-OMA1-Form stabilisiert wird. Somit bleibt festzuhalten, dass der reziproke 

proteolytische Abbau von S-OMA1 und YME1L zur variablen OPA1-Prozessierung in Abhängigkeit 

von aktuellen metabolischen Gegebenheiten führt [71]. 
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Abbildung 6: OPA1-Prozessierung unter basalen Bedingungen und mitochondrialem Stress 

Abb. 6 OPA1-Prozessierung unter basalen Bedingungen und mitochondrialem Stress: Unter basalen 

Bedingungen sorgt die Aktivität von YME1L an S2 für ein Equilibrium aus langen und kurzen OPA1-Formen. 

Stressinduzierte OMA1-Aktivierung führt dagegen zur massiven Prozessierung von L-OPA1 an S1, mit der Folge, 

dass sich das Verhältnis zwischen langen und kurzen OPA1-Formen verschiebt und es zu einem Übergewicht von 

S-OPA1 kommt 

 

 

 

Abbildung 7: Prozessierung von L-OPA1 durch aktive Metalloprotease OMA1 

Abb. 7 Prozessierung von L-OPA1 durch aktive Metalloprotease OMA1: Stressinduzierte, autokatalytische 

proteolytische Prozessierung von L-OMA1 führt zur Entstehung von S-OMA1. Diese aktive OMA1-Form 

schneidet L-OPA1 an S1, sodass S-OPA1 entsteht. S-OMA1 ist dabei sehr instabil und wird bei gleichzeitiger 

Anwesenheit von ATP durch YME1L abgebaut. 
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3.9 Limitierung mitochondrialer Fusion durch OPA1-Prozessierung 
 

Wie bereits erwähnt, ist mitochondriale Fusion und Teilung eine wichtige Voraussetzung für die 

Aufrechterhaltung mitochondrialer Dynamik in Abhängigkeit von den aktuell vorherrschenden 

metabolischen Gegebenheiten. Dabei ist OPA1 sowohl an der Fusion als auch der Teilung von 

Mitochondrien beteiligt, was auf den ersten Blick paradox erscheinen mag. Die Prozessierung von L-

OPA1 ist dabei entscheidend für die Balance zwischen mitochondrialer Fusion und Teilung. So kann 

durch Deletion von OMA1 die proteolytische Prozessierung von L-OPA1 an S1 verhindert werden und 

als Konsequenz ein verlängertes und stark verzweigtes mitochondriales Netzwerk entstehen [5,106]. 

Weiterhin behalten Mitochondrien die Fähigkeit zur Fusion, trotz des Fehlens von YME1L und/oder 

OMA1 [5,114]. Dies verdeutlicht, dass die Prozessierung von L-OPA1 entbehrlich für mitochondriale 

Fusion ist. Die Re-Expression von S-OPA1 in mouse embryo fibroblasts (MEFs), denen YME1L und 

OMA1 fehlt, führt dagegen zur Fragmentierung von Mitochondrien, genauso wie die Überexpression 

von S-OPA1 in Wildtyp-Zellen. Dies kann als Hinweis für gesteigerte mitochondriale Teilung gewertet 

werden [5,63]. Zudem konnte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen werden, dass S-OPA1 an 

definierten Orten mitochondrialer Teilung gemeinsam mit Schlüsselspielern mitochondrialer Teilung 

der äußeren Membran wie DRP1 lokalisiert ist [5]. Aus all diesen Beobachtungen lässt sich schließen, 

dass die langen OPA1-Formen vor allem für mitochondriale Fusion verantwortlich sind, während die 

kurzen, prozessierten OPA1-Formen entscheidend für die Teilung von Mitochondrien sind und dass die 

durch OMA1 und YME1L vorgenommene L-OPA1-Prozessierung der limitierende Faktor für 

mitochondriale Fusion ist (Abb. 4 und 5) [5,84]. 

 

3.10 OPA1 und seine regulierende Funktion auf Apoptose 
 

Apoptotische Zellen zeigen dramatische Veränderungen ihrer mitochondrialen Morphologie und 

Cristae-Struktur. So konnte gezeigt werden, dass die DRP1-abhängige mitochondriale Teilung, sowie 

Veränderungen der Cristae-Struktur zur erleichterten Freisetzung pro-apoptotischer Proteine wie 

Cytochrom c, aus den Cristae ins Zytosol führen und somit die apoptotische Kaskade ins Rollen bringen 

[103,124]. OPA1 ist an der Fusion der inneren Mitochondrienmembran, ebenso wie an der 

Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie beteiligt und übt somit zwei voneinander unabhängige 

Funktionen aus, welche die Zelle vor dem Tod durch Apoptose schützt (Abb. 8). Dabei ist die 

Anwesenheit von OPA1-Oligomeren entscheidend für die Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie 

und somit für die Tatsache, dass sich Cytochrom c unter basalen Bedingungen fast ausschließlich in den 

Cristae befindet [32]. Die Oligomerisierung von OPA1 wird unter anderem in Abhängigkeit von den 

aktuell vorherrschenden metabolischen Anforderungen der Zelle reguliert. So konnte gezeigt werden, 

dass die OPA1-Oligomerisierung bei Mangelernährung der Zelle stimuliert wird mit der Intention, die 

Zelle vor dem Tod zu bewahren [98].  
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Die Aktivierung der pro-apoptotischen, zur Bcl-2-Familie gehörenden Proteine Bax und Bak an der 

äußeren Mitochondrienmembran, ebenso wie die mitochondriale Rekrutierung des BH3-Proteins Bid, 

führen dagegen zur Destabilisierung der OPA1-Oligomere. Daraus resultiert eine Störung der Cristae-

Struktur mit der Folge, dass es zur Cytochrom c-Freisetzung aus den Cristae-Speichern ins Zytosol 

kommt [32,103,136]. Die gänzliche Abwesenheit von OPA1 führt ebenfalls zur Fragmentierung der 

Mitochondrien, sowie zur starken Störung der Cristae-Struktur, welche die Freisetzung von Cytochrom 

c zur Folge hat  [92]. Somit bleibt festzuhalten, dass OPA1 einen starken regulatorischen Einfluss auf 

die Cristae-Morphologie im Allgemeinen, sowie auf die Freisetzung von Cytochrom c aus den Cristae 

ins Zytosol und damit die Einleitung der apoptotischen Kaskade hat. Welche Rolle die Prozessierung 

von OPA1 dabei spielt, soll im Folgenden näher beleuchtet werden. 

 

3.11 Anhaltende OPA1-Prozessierung durch OMA1 führt zur Apoptose 
 

Der durch OMA1-Aktivierung hervorgerufene Verlust von L-OPA1 mit einer daraus resultierenden 

Akkumulation von S-OPA1 führt zur mitochondrialen Fragmentierung. Dabei ist eine transiente OMA1-

Aktivierung dazu in der Lage, das Zellüberleben zu unterstützen, indem Fragmentierung die 

kontinuierliche mitochondriale Erneuerung durch Mitophagie unterstützt. Andauernde OMA1-

Aktivierung führt dagegen zu exzessiver mitochondrialer Fragmentierung, gestörter Cristae-

Morphologie und schließlich zum Zelltod (Abb. 8) [5,55,67]. Die durch apoptotische Stimuli 

hervorgerufene Oligomerisierung von Bax bzw. Bak an der äußeren Mitochondrienmembran ist dazu in 

der Lage OMA1 zu aktivieren. Dies wiederum hat eine verstärkte Prozessierung von L-OPA1 an S1 zur 

Folge, sodass vermehrt S-OPA1 entsteht. Die daraus resultierende Veränderung der Cristae-

Morphologie führt schließlich zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Cristae-Speichern ins Zytosol, 

welche zusätzlich noch dadurch erleichtert wird, dass die Oligomerisierung von Bax bzw. Bak, neben 

der Aktivierung von OMA1, auch zur verstärkten Durchlässigkeit der äußeren Membran führt [67]. Die 

Beobachtung, dass OMA1 offenbar eine pro-apoptotische Funktion ausübt, wird durch die Tatsache 

untermauert, dass der Knockout von OMA1 die Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol zu verhindern 

vermag und die jeweiligen Zellen eine verstärkte Resistenz gegenüber apoptotischen Stimuli aufweisen 

[5,67,106]. Die besondere Bedeutung mitochondrialer Teilung und Fragmentierung für die Einleitung 

des Zelltodes wird zudem dadurch unterstrichen, dass neben der OPA1-Prozessierung via OMA1 auch 

Schlüsselspieler dieser Prozesse wie DRP1 für apoptotische Cristae-Veränderungen erforderlich sind 

[37,94]. Interessanterweise kann die durch OMA1 vorgenommene, verstärkte Prozessierung von OPA1 

neben dem apoptotischen auch nekrotischen Zelltod induzieren, wie Untersuchungen an retinalen Zellen 

gezeigt haben, welche dem Ischämie/-Reperfusions-Syndrom ausgesetzt waren [125].  
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Somit bleibt festzuhalten, dass eine exzessive OPA1-Prozessierung dazu in der Lage ist, sowohl 

apoptotischen als auch nekrotischen Zelltod zu induzieren (Abb. 8) und diesem durch OMA1-

Supression mit daraus resultierendem stabilisierten L-OPA1-Gehalt vorgebeugt werden kann. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von OMA1 zusätzlich zu den 

beschriebenen Veränderungen auf lokaler, mitochondrialer Ebene, auch eine Stressantwort auf globaler 

zellulärer Ebene induzieren kann. Dies geschieht, indem OMA1 den DAP3-binding cell death enhancer 

1 (DELE1) schneidet, wodurch dessen mitochondrialer Import beschränkt wird und das Protein im 

Zytosol akkumuliert. Dort ist DELE1 dazu in der Lage, die integrated stress response (ISR) auszulösen. 

Beim ISR handelt es sich um ein breit angelegtes Transkriptionsprogramm, welches als Reaktion auf 

mitochondriale Dysfunktion ausgelöst wird. Es umfasst dabei unter anderem die Hemmung der 

Proteinsynthese, eine verbesserte oxidative Abwehr, sowie die metabolische Umstellung der Zelle 

[112,120].  

In Zusammenschau aller Befunde kann festgehalten werden, dass OMA1, sowohl pro-apoptotische als 

auch das Zellüberleben sichernde Funktionen ausüben kann. Die besondere Rolle, die OMA1 einnimmt, 

macht sie zu einem potenziellen therapeutischen Angriffspunkt bei bspw. Brustkrebs, da in Studien 

gezeigt werden konnte, dass OMA1 unter anderem dazu in der Lage ist, sowohl die Aggressivität als 

auch das Metastasierungspotential von Brustkrebszellen zu vermindern [27]. 
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Abbildung 8: Verschiedene Funktionen von OPA1 

Abb. 8 Verschiedene Funktionen von OPA1: In gesunden Mitochondrien existiert ein physiologisches 

Gleichgewicht zwischen Fusion und Teilung und die Anwesenheit von OPA1-Oligomeren führt zur 

Aufrechterhaltung einer intakten Cristae-Struktur, sowie dem Erhalt des mitochondrialen Netzwerkes. 

Demgegenüber führen diverse Stressoren zur starken Aktivierung von OMA1 mit der Folge, dass es zum Verlust 

der OPA1-Oligomere kommt und L-OPA1 zu S-OPA1 prozessiert wird. Als Konsequenz kommt es zur 

gesteigerten mitochondrialen Teilung und bei länger andauerndem Stress zur Störung der Cristae-Struktur, 

mitochondrialer Fragmentierung, Mitophagie und schließlich gar zum Zelltod via Apoptose oder Nekrose. 

 

 

3.12 Zielsetzung der Arbeit 
 

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten im Detail beschrieben, sind sowohl MICOS als auch 

OPA1 Schlüsselspieler bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie und damit 

der mitochondrialen Dynamik. Dennoch sind nach wie vor viele Fragen zu dieser Thematik offen. 

Insbesondere aufgrund der großen klinischen Relevanz werden dringend Informationen darüber 

benötigt, wie das Wechselspiel von MICOS und OPA1 die Cristae-Biogenese und -Dynamik 

beeinflusst. 

Um einen wissenschaftlichen Beitrag zu diesem Thema zu leisten, beschloss ich, dieses Wechselspiel 

zwischen MICOS und OPA1 genauer zu untersuchen und dessen Auswirkungen auf die mitochondriale 

Dynamik zu erforschen. Dabei suchte ich sowohl nach direkten Wechselwirkungen als auch nach 

Reaktionen aufseiten des einem Partners, wenn man den anderen Partner verändert. 
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4. Material & Methoden 

 

4.1 Material 
 

4.1.1 Geräte 

 

1.000 µl Pipette Brandt, Transferpette S 

2,5 µl Pipette Brandt, Transferpette S 

20 µl Pipette Brandt, Transferpette S 

200 µl Pipette Brandt, Transferpette S 

Absaugpumpe Zellkultur neoLab Migge GmbH Heidelberg, 

Vacuum-aspiration system (D-9330) 

Anlage Destilliertes Wasser Merck Millipore 

Autoklav HP-Medizintechnik GmbH, 
VARIOKLAV Dampfsterilisator, 

Baujahre 1994 und 2017 

Blot-Apparatur Thermo Scientific™ Owl™ HEP-1 

BN-Apparatur  Serva, SE600X Chroma Deluxe Dual-

gekühlt 

BN-Gradientenmischer Hoefer SG30 Gradient Maker 

Peristaltikpumpe Gilson minipuls 3 

BN-Umwälzpumpe Fisher Scientific, 

Fisherbrand™ Isotemp™ Heated 

Immersion Circulators: Model 4100C 
Eismaschine Scotsman, AF124 

Elektrische Pipetierhilfe Brandt, Accu-jet® pro 

Feinwaage KERN ALJ 

Gradientengel-Kasten Thermo Fisher Scientific, invitrogen, 

Mini Gel Tank 

Heizblock Eppendorf ThermoMixer C 

Imager Amersham Imager 600 

Inkubator Thermo Fisher Scientific, HERACELL 
150i CO2 Incubator 

Kipprollen-Mischer PHOENIX Instrument RS-TR05 

Kipptisch  Ingenieurbüro CAT, M. Zipperer GmbH 

(#60281-00) 

Magnetrührer Heidolph MR 3001 

Mikroskop Zellkultur Leica, DMi1 

pH-Meter inoLab pH7110 
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Plate Reader TECAN, Spark 10 M multimode 

microplate reader 

Potter-Elvehjem Homogenisator (5 ml) Hartenstein Laborbedarf 

Power supplies PowerPRO 300 

Power supplies BN Consort, EV2650 

SDS-PAGE-Apparatur Bio Rad, Mini Protean II 

Seahorse Agilent, Seahorse XFe96 Analyzer 

Sterilbank Zellkultur Thermo Fisher Scientific, SAFE 2020 

Tiefkühler -80 °C Eppendorf, Hamburg, CryoCube, FC660h 

Vortexer Scientific Industries SI™ Vortex-Genie™ 

2 

Waage Chemikalienraum KERN PCB 

Waage Labor Mettler PM600 

Wasserbad Thermo Fisher Scientific, IsotempnGPD 

20 

Zentrifuge Labor Eppendorf Centrifuge 5424 R 

Zentrifuge Zellkultur Thermo Fisher Scientific (#75004230) 

Zellzähler Countess Thermo Fisher Scientific 

 

 

4.1.2 Verbrauchsmaterial 

 

1.000 µl Pipettenspitzen Starlab (#S1111-6701) 

10 µl Pipettenspitzen Starlab (#S1111-3700) 

10 cm Zellkulturschalen Greiner bio-one (#664160) 

15 cm Zellkulturschalen Greiner bio-one (#639160) 

200 µl Pipettenspitzen Starlab (#S1113-1706) 

48-Well-Platten Greiner bio-one (#677180) 

6-Well-Platten Greiner bio-one (#657160) 

96-Well-Platten Greiner bio-one (#655086) 

Alufolie Roth (#AA77.1) 

Columns IP MoBiTec, Mobicol „F“ (#M105135F) 

ECL-Entwicklerlösung Western Blot Thermo Scientific SuperSignal West Pico PLUS 

Entsorgungsbeutel Roth (#E706.1) 

Filter Tip 1.000 µl Starlab (#S1126-7810) 

Filter Tip 20 µl Starlab (#S1123-1810) 

Filter Tip 200 µl Starlab (#S1120-8810) 
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Gelbeladespitzen Starab, Gel-Saver II Tip-1, 200µ, Bulk 

Gradientengele 4-12% Bis-Tris Plus Thermo Fisher Scientific, invitrogen 

(#NW04125BOX) 

Handschuhe, Größe M Starlab (#SG-N-M) 

Handschuhe, Größe M Star-Lab, StarGuard Sensitive, Nitril Gloves 

Kryokonservierungsröhrchen Greiner bio-one (#122263) 

Labortücher LABSOLUTE (#7695251) 

Parafilm® Parafilm® (#PM-996) 

PVDF-Membran Merck Millipore (#IPVH00010) 

Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt (#72.690.001) 

Reaktionsgefäße 2 ml Sarstedt (#72.691) 

Serologische Pipette 10 ml SARSTEDT (#86.1685.001) 

Serologische Pipette 25 ml SARSTEDT (#86.1254.001) 

Serologische Pipette 2 ml Fisherbrand (#136753C) 

Serologische Pipette 3,5 ml SARSTEDT (#86.1171) 

Serologische Pipette 5 ml SARSTEDT (#86.1253.001) 

Skalpell Braun, Chirurgische Einmal-Skalpelle 

Transfermembran SDS Merck Millipore (#IPVH85R) 

Whatman-Papier Blotting-Papier MN218B, Macherey-Nagel 

Zentrifugenröhrchen 15 ml Greiner bio-one (#188271) 

Zentrifugenröhrchen 50 ml Greiner bio-one (#227261) 

 

 

4.1.3 Chemikalien 

 

2. AK Hase Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, HRP 
conjugate: AP187P; Sigma-Aldrich 

2. AK Maus Goat Anti-Mouse IgG, Fc, HRP conjugate: 

AP127P; Sigma-Aldrich  
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, M-3148 

3X FLAG® Peptid Sigma-Aldrich (#F4799) 

Uridin Sigma-Aldrich (#U3003-5G) 

6-Aminocaproic acid Sigma-Aldrich (#A7824-100G) 

Aceton Fisher Scientific (#67-64-1) 

Acrylamid  Roth (#3029.2) 

Anti-FLAG® M2 Affinity Gel Sigma-Aldrich (#A2220-5ML) 

Bambanker Nippongenetics (#BB02) 
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Bis-Tris Roth (#9140.3) 

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor 

Cocktail 

Roche (#04693132001) 

Coomassie G Serva, Coomassie Brilliant Blue G 250, 
(#17524.02) 

Digitonin Matrix BioScience (#60105) 

DMEM (1x) Thermo-Fisher Scientific, gibco (#41966029) 

DMSO Roth (#A994.2) 

1,4-Dithiothreit (DTT) Roth (#6908.2) 

EDTA Roth (#8043.2) 

Essigsäure Chemsolute, Art.-Nr. 2289.2500 

Ethanol ZChL UdS, 702543 

FCCP Abcam (#120081) 

Fetales Rinderserum (FCS) Gibco (#10270-106) 

Glycerol Sigma-Aldrich (#G7757-1L) 

Glycin Roth (#3908.3) 

HEPES Roth (#9105.3) 

Isopropanol/2-Propanol Sigma-Aldrich (#34863-2.5L) 

Lipofectamine® RNAiMAX Reagenz Thermo-Fisher Scientific, invitrogen (#13778) 

MES Roth (#4256.4) 

Methanol ZChL UdS, 701224 

Milchpulver Sucofin, Skimmed Milk Powder, easily soluble 

MOPS Roth (#6979.3) 

Opti-MEM® Medium Thermo-Fisher Scientific, gibco (#31985062) 

PBS pH 7,2 (1x) Thermo-Fisher Scientific, gibco (#20012-019) 

PMSF Roth (#6367.2) 

Proteinmarker BN Amersham, HMW Calibration Kit for Native 

Electrophoresis, 17044501 

Proteinmarker SDS Thermo-Fisher Scientific, PageRuler Protein 
Ladder (#26619) 

Proteinstandard IgG Bio-Rad Protein Assay Standard I (#500-0005) 

Roti®-Quant, 5x Konzentrat Roth (#K015.1) 

Rotiphorese® Gel30 (Acrylamid SDS-Gel) Roth (#3029.1) 

SDS, ultra pure Roth (#2326.2) 

siRNA Kontrolle Qiagen (#1027281) 

siRNA OPA1 Qiagen (#1027416) 

Sucrose Serva (#35579) 

TCA Sigma-Aldrich   

TEMED Roth (#2367.1) 
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Tricin Roth (#6977.5) 

Tris Roth (#5429.2) 

Triton X-100 Sigma-Aldrich (#9002-93-1) 

Trypsin-EDTA (0,05%) Thermo-Fisher Scientific, gibco (#25300-054) 

Tween 20 Roth (#9127.2) 

Blaues Trypsin (Zellzählung) Trypanblau 
(Trypan Blue stain 0,4%) 

Thermo-Fisher Scientific, invitrogen (#T10282) 

EDTA Roth (#8043.2) 

 

 

4.1.4 Antikörper 

 

Antikörper Ursprung/Hersteller Bestellnummer/Hasen-

Nummer 

Verdünnung 2.AK 

Maus/Hase 

Alpha-
Tubulin 

Abcam ab7291 1:500 Maus 

HSPA9 Abcam ab227215 1:500 Hase 

MIC10 AG van der Laan 5032 1:500 Hase 

MIC19 Sigma HPA042935 1:500 Hase 

MIC25 Sigma HPA051975 1:500 Hase 

MIC26 Sigma HPA003187 1:500 Hase 

MIC27 Sigma HPA000612 1:500 Hase 

MIC60 AG van der Laan 5041/5042 1:500 Hase 

OMA1 Santa Cruz sc-515788 1:500 Maus 

OPA1 BD Biosciences 612607 1:500 Maus 

QIL1 AG van der Laan 5037/5033 1:500 Hase 

SAM50 Abcam ab246987 1:500 Hase 

TOM40 Abcam ab185543 1:500 Hase 

Total 

OXPHOS 

Abcam ab110413 1:500 Maus 

YME1L1 Proteintech 11510-1-AP 1:500 Hase 
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4.1.5 Zelllinien 

 

Bei den von mir verwendeten Zelllinien handelt es sich um HEK293T sowie HeLa. 

HEK293, ein Akronym für human embryonic kidney-Zellen, ist eine permanente Zelllinie, die von 

embryonalen Nierenzellen abstammt. Diese wurden 1973 mit DNA von Adenovirus 5 transfiziert, 

sodass ein etwa 4,3 kB (Kilobasen) großes DNA-Fragment des Adenovirus-Genoms in Chromosom 19 

integriert wurde. Die von mir verwendeten HEK293T-Zellen wiederum sind eine Variante dieser 

HEK293-Zellen, die zusätzlich noch das SV40 large T-Antigen exprimieren. Vorteile der Zelllinie 

HEK293 sind unter anderem, dass sie alle humanen posttranslationalen Modifikationen besitzen und 

weiterhin eine hohe Teilungsrate aufweisen, was sie ideal für die Arbeit im Labor macht [2]. 

Bei der zweiten von mir verwendeten Zelllinie handelt es sich um HeLa-Zellen. Diese verdanken ihren 

Namen der damals 30-jährigen Henrietta Lacks, die 1951 an den Folgen ihres aggressiven 

Adenokarzinoms der Cervix verstorben ist. Aus Gewebeproben ihres Cervixkarzinoms gelang es 

schließlich, die erste humane Zelllinie der Welt zu etablieren [3]. Ebenso wie HEK293T, besitzen HeLa-

Zellen eine hohe Teilungsrate, wodurch sie sich schnell vermehren und somit optimal für 

Forschungszwecke verwendet werden können. 

Die von mir verwendeten, unten aufgelisteten Zelllinien, wurden von Dr. Alexander von der Malsburg 

mithilfe CRISPR/CAS-9 erzeugt und mir von ihm und Prof. Dr. Martin van der Laan freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt. 

 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Zelllinien 

HEK293T, Wildtyp  

HEK293T, ∆MIC10 Klon 6 

HEK293T, ∆MIC60 Klon 22 

HEK293T, ∆MIC10-MIC10-FLAG 

HEK293T, ∆MIC25-MIC25-FLAG 

HEK293T, FLAG-SAM50 

HeLa, Wildtyp 

HeLa, ∆MIC10 Klon 7 

 

 

 

 

 



 33 

4.2 Methoden 

 

 

4.2.1 Arbeit in Zellkultur 

 

Innerhalb der Zellkultur wurden sämtliche Schritte unter sterilen Bedingungen, sowie der 

Sicherheitsstufe 1 durchgeführt. 

 

4.2.1.1 Kultivierung von humanen Zellen 

 

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 in 10 cm- und 15 cm-Schalen. 

Als Nährmedium wurde DMEM (1x) verwendet, welchem 10 % FCS, sowie 50 µg/ml Uridin zugefügt 

wurden. Das Nährmedium wurde jeweils vor Verwendung bei 37 °C im Wasserbad aufgewärmt. 

 

4.2.1.2 Splitten von humanen Zellen 

 

Nach dem Absaugen des gebrauchten Nährmediums werden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und 

einige Minuten in 0,05 % Trypsin-EDTA (1x) inkubiert, um die adhärenten Zellen von der Schale zu 

lösen. Daraufhin wird das Trypsin durch Zugabe von frischem Nährmedium abgestoppt, die Zellen 

werden resuspendiert und ein Teil der Zell-Suspension in eine frische 10 cm- bzw. 15 cm-Schale 

überführt. Schließlich gibt man, je nach Größe der Schale, 10 ml bzw. 20 ml frisches Nährmedium hinzu, 

sodass die Zellen nun wieder optimale Proliferationsbedingungen haben und in den Inkubator überführt 

werden können. 

 

4.2.1.3 Ernten von humanen Zellen 

 

Hierfür wird das gebrauchte Nährmedium abgesaugt und 1x PBS hinzugefügt. Durch Abspritzen der 

Zellen mit 1x PBS lassen sich die HEK293T-Zellen in der Regel gut lösen. Anschließend werden die in 

1x PBS gelösten Zellen in ein 15 ml-Zentrifugationsröhrchen überführt und bei 800 x g für 5 Minuten 

zentrifugiert. Daraufhin wird der PBS-Überstand abgenommen und das erhaltene Zellpellet in 1x PBS 

resuspendiert. Es folgt ein erneuter Zentrifugationsschritt für 5 Minuten bei 800 x g mit anschließender 

Abnahme des Überstandes. Das erhaltene, gut gewaschene Zellpellet steht nun zur weiteren 

Verwendung wie bspw. für Ganzzelllysate oder zur Isolation von Mitochondrien bereit, kann aber auch 

für einige Wochen bei -80 °C weggefroren werden. 
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4.2.1.4 Einfrieren von humanen Zellen 

 

Hierfür wird das gebrauchte Nährmedium abgenommen und die konfluenten Zellen mit 1x PBS 

gewaschen. Daraufhin werden die am Boden haftenden Zellen mit 0,05 % Trypsin-EDTA (1x) gelöst. 

Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion erfolgt die Zugabe frischen Nährmediums. Nach Resuspension 

der Zellen werden diese in 15 ml-Zentrifugationsröhrchen überführt. Nach einer fünfminütigen 

Zentrifugation bei 300 x g wird der erhaltene Überstand abgenommen und das Zellpellet erneut in 

frischem Nährmedium resuspendiert. Nach Wiederholung des obigen Zentrifugationsschrittes und 

Abnahme des Überstandes erfolgt die Resuspension des Zellpellets in Bambanker-Lösung. Hierbei 

handelt es sich um ein spezielles Gefriermedium, das es ermöglicht, Zellen bei sehr niedrigen 

Temperaturen wegzufrieren und welches gleichzeitig deren Erholung und Vitalität nach dem Auftauen 

verbessert.  Es hat sich bewährt, eine 10 cm-Schale konfluenter Zellen in 600 µl Bambanker-Lösung zu 

lösen und dann jeweils 200 µl der Suspension in zwei Milliliter fassende Kryokonservierungsröhrchen 

zu überführen. Diese können dann bei -80 °C für einige Monate weggefroren werden. 

 

4.2.1.5 Auftauen von humanen Zellen 

 

Nach Auftauen der in Bambanker-Medium bei -80 °C tiefgefrorenen Zellen überführt man diese 

unverzüglich in vorbereitete 10 cm-Schalen, resuspendiert sie in 10 ml auf 37 °C vorgewärmtes 

Nährmedium und transferiert sie schließlich zum Kultivieren in den Inkubator. Durch regelmäßige 

lichtmikroskopische Begutachtung der Zellen in den folgenden Tagen kann beurteilt werden, ob der 

Auftauprozess erfolgreich war. 

 

4.2.1.6 Behandlung humaner Zellen mit FCCP 

 

Um humane Zellen mit dem mitochondrialen Entkoppler 

Trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazone (FCCP) zu behandeln, werden die zu 

untersuchenden Zellen in jeweils ein bis zwei Löcher einer 6-well-Platte ausgesät, mit jeweils zwei 

Millilitern Nährmedium versorgt und bis zur gewünschten Zelldichte im Inkubator bei 37 °C kultiviert. 

Anschließend wird das gebrauchte Medium durch Frisches ersetzt. Nun wird das FCCP, welches zuvor 

in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst wurde, in gewünschten Mengen in die jeweiligen Löcher der 6-

well-Platte gegeben und durch vorsichtiges Schwenken gleichmäßig verteilt, ohne dass sich die 

haftenden Zellen vom Boden lösen.  

Es hat sich gezeigt, dass die Zugabe von 50 µM FCCP mit sich anschließender Inkubation für zwei 

Stunden bei 37 °C optimal sind, um die von mir gewünschten Versuchsbedingungen zu schaffen. 
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Nach zweistündiger Inkubation wird das FCCP-haltige Medium abgenommen. Nun können die Zellen 

direkt geerntet werden, oder es erfolgt die erneute Zugabe frischen Nährmediums mit anschließender 

Überführung in den 37 °C-Inkubator für den Fall, dass die Regeneration von Proteinen nach Zugabe von 

FCCP untersucht werden soll und erntet diese dann zu einem späteren gewünschten Zeitpunkt. 

Die geernteten Zellen können direkt weiterverwendet oder aber bei -20 °C für einige Tage weggefroren 

werden, bevor sie für sich anschließende Experimente wie bspw. Ganzzelllysate benötigt werden. 

 

4.2.1.7 siRNA Transfektion 

 

Um die Expression bestimmter Proteine gezielt zu verhindern, eignet sich die siRNA Transfektion. 

Hierfür werden HeLa-Zellen in einer 6-well-Platte ausgesät. Die eigentliche Transfektion findet bei 60-

80 %iger Konfluenz der Zellen statt. Hierfür werden zunächst pro well 9 µl Lipofectamine® RNAiMAX 

Reagenz in 150 µl des Opti-MEM® Mediums gelöst. Anschließend werden 3 µl siRNA (10 µM) mit 

150 µl Opti-MEM® Medium vermischt. Daraufhin wird die gelöste siRNA zum ebenfalls gelösten 

Lipofectamine® RNAiMAX Reagenz im Verhältnis 1:1 gegeben und diese Lösung für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die während der Inkubationszeit entstandenen siRNA-Lipidkomplexe 

können nun zu den HeLa-Zellen hinzugegeben werden, wobei 250 µl pro well ausreichend sind. Nach 

72-stündiger Inkubation bei 37 °C stehen die transfizierten Zellen für experimentelle Zwecke zur 

Verfügung. 

 

 

4.2.2 Proteinkonzentration-Bestimmung nach Bradford 

 

Um Proteine quantitativ bestimmen zu können, wurde regelhaft ein Bradford-Test in 48-well-Platten 

durchgeführt. 

Um die jeweiligen Proteinmengen zu bestimmen, wird eine Standardreihe mittels 1,47 µg/µl IgG-

Proteinstandard angefertigt, die einen Nullwert aus reinem Wasser, sowie die Standardproteinmengen 

2, 5, 10, 15, 20, 25 und 40 µg gelöst in jeweils insgesamt 100µl Wasser umfasst. Zur Proteinbestimmung 

einer jeden Probe werden jeweils Triplikate angefertigt und die Proteinmenge in 1 µl oder 2 µl ermittelt, 

je nach vorher erwarteter Konzentration. 

Nach Hinzufügen von 1x ROTI®Quant erfolgt die Bestimmung der Extinktion im Plate Reader der 

Firma Tecan bei 595 nm. Die Auswertung der Standardkurve, sowie der einzelnen Proben, kann mithilfe 

des Programms Prism-GraphPad vorgenommen werden. 
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4.2.3 Isolation von Mitochondrien aus humanen Zellen 

 

Nach sterilem Ernten der konfluent gewachsenen Zellen finden alle der zur Isolation von Mitochondrien 

aus humanen Zellen notwendigen Schritte auf Eis statt. 

Zu Beginn erfolgt die Resuspension des geernteten Zellpellets in 2,5 ml Puffer A, woraufhin die 

Suspension in einen Potter transferiert wird. Nach 30-maligem Pottern schließt sich die Zugabe von 2,5 

ml Puffer B an. Nach Durchmischen der Suspension verteilt man diese gleichmäßig auf vorgekühlte 

Reaktionsgefäße. Anschließend werden die Proben bei 4 °C für 5 Minuten bei 1.000 x g zentrifugiert. 

Da der erhaltene Überstand unter anderem die gewünschten Mitochondrien enthält, wird dieser 

abgenommen und in ebenfalls vorgekühlte, frische Reaktionsgefäße überführt. Es folgt ein weiterer 

Zentrifugationsschritt bei 4 °C für 2 Minuten bei 12.000 x g. Nachdem der Überstand entfernt und 

verworfen worden ist, erhält man ein gelbliches Pellet bestehend aus den gewünschten isolierten 

Mitochondrien.  

Da Mitochondrien nicht mehrfach eingefroren und wieder aufgetaut werden sollten, empfiehlt es sich, 

aliquotierte Mengen zu erstellen. Hierfür wird das erhaltene Pellet in 60-80 µl Puffer C resuspendiert 

und es erfolgt eine Proteingehaltbestimmung nach Bradford (s. Kap. 4.2.2) Nach dem Erstellen von 

Aliquotes in gewünschten Konzentrationen können diese bei -80 °C für einige Monate weggefroren 

werden. 

• Puffer A  

o 83 mM Sucrose 

o 10 mM Hepes (pH 7,2) 

• Puffer B  

o 250 mM Sucrose 

o 30 mM Hepes (pH 7,2) 

• Puffer C  

o 320 mM Sucrose 

o 1 mM EDTA 

o 10 mM Tris-Cl (pH 7,4) 

 

4.2.4 Ganzzelllysat 

 

Nach Ernten der gewünschten Zellen finden alle Versuchsschritte der Erstellung von Ganzzelllysaten 

auf Eis statt. 

Nach Resuspension des Zell-Pellets in einer adäquaten Menge des frisch angesetzten Lysepuffers (etwa 

100 µl Lysepuffer für 2 konfluent bewachsene Löcher einer 6-well-Platte) werden die Proben für 30 
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Minuten auf Eis inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation bei 4 °C für 5 Minuten bei 956 x g. Anschließend 

wird der Überstand in frische, vorgekühlte Reaktionsgefäße überführt, während die pelettierten 

Zellkerne verworfen werden. Um im weiteren Verlauf Proben einer definierten Proteinmenge zu 

erhalten, folgt eine Proteingehaltbestimmung nach Bradford (s. Kap. 4.2.2). Es hat sich bewährt, pro 

Tasche eines SDS-Gels jeweils 30 µg Proteinmenge des Ganzzelllysates zu laden, weswegen 

entsprechende Aliquotes erstellt werden. Nach Zusatz von 2x Lämmli und Inkubation der Proben bei 50 

°C für 10 Minuten können die Proben bei -20 °C weggefroren und bei Bedarf weiterverwendet werden. 

• Lysepuffer Ganzzelllysat 

o 20 mM Tris (pH 7,4) 

o 150 mM NaCl 

o 1 mM DTT 

o 0,5 % Triton X-100 

o Proteaseinhibitor “cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail” der Firma Roche 

▪ 20x Stock ansetzen und diesen in entsprechenden Mengen zum Lysepuffer 

hinzugeben, dass er 20 % des Gesamtvolumens ausmacht 

• 1x Lämmli-Puffer 

o 8 % SDS 

o 40 % Glycerol 

o 60 mM Tris (pH 6,8) 

o 0,04 % Bromphenolblau 

o 1-2 % β-Mercaptoethanol 

 

4.2.5 TCA-Präzipitation 

 

Um Proteine aus einer Lösung zu fällen, bietet sich die TCA-Präzipitation mit Trichloressigsäure (TCA) 

an. 

Alle Schritte werden auf Eis durchgeführt. Zu Beginn wird der entsprechenden Probe TCA in einer 

finalen Konzentration von etwa 15 % zugefügt. Nach 10 Minuten auf Eis findet anschließend ein 

Zentrifugationsschritt bei 4 °C für 10 Minuten bei 21.130 x g statt. Nach Abnahme des Überstandes 

wird der Probe 1 ml eisgekühltes Aceton zugefügt, woraufhin eine erneute Zentrifugation bei 4 °C für 

10 Minuten bei 21.130 x g folgt. Nach Verwerfen des Überstandes und Trocknen des Pellets bei 

Raumluft können die Proben weiterverwendet und bspw. mit Lämmli-Puffer versetzt werden. 
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4.2.6 SDS-PAGE 

 

Um Proteine elektrophoretisch entsprechend ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde regelhaft 

eine SDS-PAGE (Akronym für „sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis“) 

durchgeführt. 

Nach Auftauen tiefgefrorener, aliquotierter Proben (bspw. isolierte Mitochondrien) auf Eis erfolgt eine 

Zentrifugation bei 4 °C für 5 Minuten bei 13.523 x g. Nach Abnahme des Überstands wird das Zellpellet 

in 2x Lämmli resuspendiert und die Probe anschließend bei 50 °C für 15 Minuten inkubiert, um die 

enthaltenen Proteine zu denaturieren. 

Nun werden jeweils 10 µg im Falle von isolierten Mitochondrien bzw. 30 µg Proteinmenge im Falle 

von Ganzzelllysaten in die eigens dafür vorgesehen Taschen der 10 %igen Bis-Tris-Gele pipettiert. Es 

empfiehlt sich außerdem zur Orientierung 5 µl Proteinmarker aufzutragen, um später den einzelnen 

Banden spezifische Molekulargewichte zuordnen zu können. 

Die Gelkammern werden mit 1x MES-Puffer oder aber 1x MOPS-Puffer aufgefüllt, je nachdem ob 

Proteine mit kleineren oder größeren Molekulargewichten untersucht werden möchten. Im Anschluss 

werden die Proteine bei 120 Volt für ca. eine Stunde aufgetrennt.  

• 1x MES 

o 0,05 M MES 

o 0,05 M Tris 

o 1 % SDS  

o 1,025 mM EDTA 

• 1x MOPS 

o 0,05 M MOPS 

o 0,05 M Tris 

o 1 % SDS  

o 1,025 mM EDTA 

 

4.2.7 Gießen von Bis-Tris-Gelen 

 

Um Proteine im Rahmen einer SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufzutrennen, wurden 10 %ige Bis-Tris-

Gele verwendet, die selbstständig gegossen wurden.  

Zum Gießen der Gele werden für das 10 %ige Trenngel identische Mengen an Acrylamid, 1 M Bis-Tris 

und Wasser verwendet. Anschließend werden APS und TEMED hinzugefügt (beispielhafte 

Mengenangaben können Tab. 2 entnommen werden) und die Suspension zügig in das zuvor gründlich 

mit 70 %igem Ethanol gereinigte BioRad-System zum Gießen der Gele überführt. Nach Überschichtung 
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mit Isopropanol werden die Trenngele bei Raumtemperatur zum Polymerisieren stehen gelassen. Für 

das 4,5 %ige Sammelgel werden Acrylamid im Anteil von 15 %, 1 M Bis-Tris im Anteil von etwa 33 

%, sowie Wasser im Anteil von ca. 52 % miteinander vermischt (s. Tab. 3). 

Nach vollständiger Polymerisierung des Trenngels wird das Isopropanol vorsichtig entfernt. Dem 

Sammelgel werden APS und TEMED zugefügt (beispielhafte Mengenangaben können Tab. 3 

entnommen werden), die gesamte Suspension zügig über das Trenngel gegossen und bei 

Raumtemperatur zum Auspolymerisieren stehen gelassen. Die fertigen Bis-Tris-Gele können mehrere 

Wochen bei 4 °C aufbewahrt werden. 

Tabelle 2: Schema 10 %iges Bis-Tris Trenngel (für 10 Gele) 

Acrylamid 30 ml 

1 M Bis-Tris 30 ml 

Wasser 30 ml 

APS 450 µl 

TEMED 45 µl 

 

Tabelle 3: Schema 4,5 %iges Bis-Tris Sammelgel (für 10 Gele) 

Acrylamid 4,5 ml 

1 M Bis-Tris 10 ml 

Wasser 15,5 ml 

APS 300 µl 

TEMED 30 µl 

 

 

4.2.8 Western Blot 

 

Um die im Rahmen einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine weiter zu untersuchen, schließt sich für 

gewöhnlich ein Western Blot an.  

Hierfür wird das entsprechende Gel von den Glasplatten gelöst und in 1x Transferpuffer überführt. 

Daraufhin werden drei ebenfalls mit Transferpuffer befeuchtete Whatman-Papierstücke auf den Boden 

der semi-dry Blot-Kammer transferiert und darauf das Gel der vorherigen SDS-PAGE in 

spiegelverkehrter Richtung gelegt. Die zuvor in Methanol aktivierte PVDF-Membran kann anschließend 

auf das Gel gelegt werden. Als letztes folgt nochmals eine Schicht aus drei Lagen in Transferpuffer 

befeuchtetem Whatman-Papier. 
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Bei 350 mA für 150 Minuten werden die Proteine auf die PVDF-Membran übertragen. Anschließend 

werden die auf die Membran übertragenen Proteine für ca. 3 Minuten in Coomassie gefärbt, woraufhin 

sie mittels Destain entfärbt werden. Dank des ebenfalls auf die Membran übertragenen Proteinmarkers 

ist es möglich, die Membran mithilfe eines Skalpells so zu schneiden, dass mehrere Proteine pro Gel 

untersucht werden können. Die einzelnen Membranstücke werden daraufhin in Methanol vollständig 

entfärbt und anschließend in TBST kurz gewaschen. Es folgt die Blockierung der Membran in 5 %iger-

Milchpulver-TBST-Lösung für 45 Minuten.  

Die Proteine werden anschließend mittels einer immunologischen Reaktion sichtbar gemacht. Hierfür 

werden die einzelnen Membranstücke in den jeweiligen Erstantikörper überführt und über Nacht bei 4 

°C inkubiert. Am nächsten Morgen folgen drei Waschschritte in TBST für insgesamt etwa 20 Minuten, 

um überschüssige Reste des Primärantikörpers zu eliminieren. Anschließend werden die gewaschenen 

Membranstücke im zuvor frisch angesetztem Zweitantikörper für eine Stunde inkubiert. Es folgt ein 

erneuter dreimaliger Waschschritt in TBST für insgesamt etwa 15 Minuten. Die Auswertung erfolgt am 

Amersham Imager 600 mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion, bei der die Membran für wenige 

Sekunden in ECL-Lösung gelegt und anschließend in den Amersham Imager 600 überführt wird. Mit 

diesem können Bilder von den jeweils untersuchten Proteinen aufgenommen werden. Die abschließende 

Versuchsauswertung kann mit den Programmen Affinity Photo und Affinity Designer erfolgen. 

• Coomassie 

o 40 % Ethanol 

o 10 % Essigsäure 

o 50 % H2O 

o 0,2 % Coomassie R  

• Destain 

o 40 % Ethanol 

o 10 % Essigsäure 

o 50 % H2O 

• Transferpuffer 

o 20 mM Tris 

o 150 mM Glycin 

o 0,02 % SDS 

o 20 % Ethanol 

• 1x TBST 

o 0,02 M Tris 

o 0,15 M NaCl (pH 7,5) 

o 1 % Tween 20 der Firma Roth 
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• Erstantikörper 

o Jeweiliger Erstantikörper der Verdünnung 1:500 in 5 %iger Milchpulver-TBST-Lösung 

• Zweitantikörper 

o Maus: Verdünnung 1: 3.000 in 5 %iger Milchpulver-TBST-Lösung 

o Hase: Verdünnung 1: 5.000 in 5 %iger Milchpulver-TBST-Lösung 

 

 

4.2.9 SDS-PAGE auf einem Gradientengel 

 

Große Proteine können mithilfe des Gradientengels „Invitrogen Bolt 4-12 % Bis-Tris Plus“ der Firma 

Thermo Fisher Scientific gut aufgetrennt werden. Als Laufpuffer eignet sich hierbei 1x MOPS und die 

Proteine werden bei 100 Volt für 95 Minuten aufgetrennt. 

 

4.2.10 Wet blot  

 

Mit dem Wet-Blotting-System der Firma Bio-Rad können die mithilfe des Gradientengels 

gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine (s. Kap. 4.2.9) auf eine PVDF-Membran übertragen 

werden. 

Hierfür werden auf die eigens dafür vorgesehene Vorrichtung zwei Lagen Schwämme platziert, welche 

zuvor mit auf 4 °C vorgekühltem Wet blot-Puffer befeuchtet wurden. Es folgt eine Schicht Whatman-

Papier, das ebenfalls mit obigem Puffer befeuchtet wird. Anschließend wird das aus der Plastikplatte 

herausgelöste Gradientengel in spiegelverkehrter Richtung auf das Whatman-Papier und darüber die in 

Methanol aktivierte PVDF-Membran gelegt. Nach einer zusätzlichen Schicht Whatman-Papier, sowie 

zwei weiteren Schwämmen, kann die Vorrichtung verschlossen und in den eigens dafür vorgesehenen 

Wet blot-Kasten überführt werden. Anschließend wird in die Kammer Wet blot-Puffer gegossen und 

zusätzlich etwas Eis zur Kühlung der Apparatur beigefügt.  Bei 100 Volt für 60 Minuten werden die 

Proteine vom Gel auf die Membran übertragen und können anschließend, wie im Kapitel 4.2.8 im Detail 

beschrieben, durch eine immunologische Reaktion visuell sichtbar gemacht werden. 

• Wet blot-Puffer (Kühlung auf 4 °C) 

o 25 mM Tris 

o 192 mM Glycin 

o 10 % Ethanol 
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4.2.11 Blue native-PAGE 

 

Mithilfe einer Blue native-PAGE (BN) ist es möglich, ganze Proteinkomplexe in ihrer nativen Form 

darzustellen. 

Hierfür empfiehlt es sich, ein Gradientengel von 4-13 % bereits am Vortag mithilfe eines speziellen 

Gradientenmischers anzufertigen und dieses über Nacht bei 4 °C eingepackt in Frischhaltefolie zu lagern 

(s. Kap. 4.2.12). 

Am darauffolgenden Tag werden die Proben frisch vorbereitet, wobei jeder der folgenden Schritte auf 

Eis durchgeführt wird. 

Nach Auftauen der bei -80 °C in Puffer C eingefrorenen Mitochondrien werden diese bei 4 °C für 5 

Minuten bei 20.817 x g zentrifugiert und der Puffer C-Überstand anschließend entfernt. Nach 

Resuspension des Pellets in frisch angesetztem Digitonin-Puffer werden die Proben für 15 Minuten auf 

Eis inkubiert. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 4 °C für 15 Minuten bei 21.130 x g, 

woraufhin der Überstand in frische, vorgekühlte Reaktionsgefäße überführt wird, die bereits 10x 

Loading-Dye enthalten. Es hat sich bewährt, jede vorgesehene Gel-Tasche mit 100 µg Mitochondrien 

gelöst in jeweils 65 µl Digitonin-Puffer und 5 µl 10x Loading-Dye zu beladen.  Zur Orientierung werden 

zudem 50 µl des BN-Markers aufgetragen, um später die Molekulargewichte der einzelnen 

Proteinkomplexe abschätzen zu können. In eventuell nicht für den Versuch benötigte Taschen werden 

jeweils 50 µl Empty-Lane-Puffer pipettiert, um die Versuchsqualität zu optimieren. Dadurch wird 

gewährleistet, dass die Proben vertikal und in einer in der Breite gleichbleibenden Linie im Gel wandern 

und sich nicht in horizontale Richtung ausbreiten.  Anschließend wird die Apparatur mit Coomassie 

enthaltenden Kathodenpuffer überschichtet und die gesamte Vorrichtung in die BN-Apparatur 

eingebaut, welche bereits zuvor mit auf 4 °C vorgekühlten Anodenpuffer befüllt worden ist. Nachdem 

das BN-Gel mit dem restlichen Coomassie enthaltenden Kathoden-Puffer überschichtet ist, werden die 

Proteinkomplexe bei 600 V und 25 mA pro Gel ca. 15 Minuten soweit aufgetrennt, bis die Proben aus 

den Taschen ins Gel gelaufen sind. Nun wird der bisherige Kathodenpuffer gegen Kathodenpuffer ohne 

Coomassie ausgetauscht und die Proteine werden bei gleicher Stromspannung und -stärke bis zum 

Gelende weiterlaufen gelassen. 

Schließlich wird das BN-Gel aus der Versuchsapparatur gelöst und für ca. 5 Minuten in 1x SDS 

inkubiert. Es folgt ein Western Blot nach dem in Kapitel 4.2.8 näher beschriebenen Versuchsprotokoll. 

• 1x Anodenpuffer BN 

o 50 mM Bis-Tris/HCl (pH 7,0) 

• 1x Kathodenpuffer (hell) BN 

o 50 mM Tricin (pH 7,0) 

o 15 mM Bis-Tris 



 43 

• 1x Kathodenpuffer Coomassie, BN 

o 50 mM Tricin (pH 7,0) 

o 15 mM Bis-Tris 

o 0,2 % Coomassie G 

• 1x SDS BN 

o 20 mM Tris 

o 150 mM Glycin 

o 0,02 % SDS 

o 20 % Methanol 

• 1x Loading Dye 

o 5 % Coomassie blue G 

o 50 mM E-amino n-caproic acid 

o 10 mM Bis-Tris (pH 7,0) 

o Filtrieren 

• Empty-Lane-Puffer BN 

o 200 µl 5x Digitonin-Puffer 

o 110 µl 10x Loading-Dye  

o 690 µl Wasser 

• 1x Digitonin-Puffer BN 

o 1 % Digitonin 

o 4 mM Tris-Cl (pH 7,4) 

o 0,02 mM EDTA 

o 10 mM NaCl 

o 10 % Glycerol 

o 0,2 mM PMSF 

 
 

4.2.12 Gießen von Blue native-Gelen 

 

Um Proteinkomplexe in ihrer nativen Form im Rahmen einer BN-PAGE darzustellen, ist es nötig, eigens 

dafür vorgesehene BN-Gradientengele zu gießen. Die Zusammensetzung eines 4-13 %igen Gels ist der 

folgenden Tabelle zu entnehmen: 
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Tabelle 4: Gießen eines BN-Gels 

 4 % 13 % 

3x Gel-Puffer (ml) 3 3 

Acrylamid (ml) 0,73 2,35 

Glycerol (ml) - 1,8 

Wasser (ml) 5,2 1,8 

10 % APS (µl) 30 30 

TEMED (µl) 3 3 

 

Nach dem Ansetzen der 4 bzw. 13 %igen Lösung (s. Tab. 4) werden diese in den BN-Gradientenmischer 

überführt, wobei es sich empfiehlt, erst hier das 10 %ige APS, sowie TEMED hinzuzugeben. 

Nach Gießen des 4-13 %igen Gradientengels wird zusätzlich noch eine oberste Schicht Sammelgel 

bestehend aus dem 4 %igen Ansatz gegossen. Anschließend polymerisiert das Gel für etwa eine Stunde 

bei Raumtemperatur aus, bevor es über Nacht eingepackt in einem angefeuchteten Tuch und 

Frischhaltefolie im Kühlschrank gelagert wird. Am darauffolgenden Tag kann das Gradientengel im 

Rahmen einer BN-PAGE (s. Kap 4.2.11). verwendet werden. 

• 3x Gel-Puffer (BN-PAGE) 

o 200 mM e-Amino n-caprotic Acid 

o 150 mM Bis-Tris (pH 7,0) 

 

4.2.13 Immunpräzipitation 

 

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen eignet sich die Durchführung einer 

Immunpräzipitation (IP). Streng genommen kann mithilfe der IP keine direkte Wechselwirkung 

zwischen zwei Proteinen nachgewiesen werden, sondern lediglich ob Protein A und Protein B in 

demselben Proteinkomplex vorkommen. Zum besseren Verständnis meiner Arbeit werde ich im 

Folgenden jedoch von direkter Wechselwirkung in Bezug auf IPs sprechen, womit ich das Vorkommen 

der jeweiligen Proteine in einem Proteinkomplex meine. 

Alle der folgenden Schritte sollten hierbei auf Eis durchgeführt werden. Nach Auftauen von jeweils 250 

µg von bei -80 °C weggefrorenen Mitochondrien werden die Proben bei 4 °C für 5 Minuten bei 21.130 

x g zentrifugiert, woraufhin der Puffer C-Überstand abgenommen wird. Daraufhin erfolgt die 

Resuspension des Pellets in 1 %igem Digitonin Solubilisierungspuffer (+ 2 mM PMSF) mit sich 

anschließender Inkubation der Suspension für 30 Minuten auf Eis.  

Nach Zentrifugation der Proben bei 4 °C für 10 Minuten bei 21.130 x g werden jeweils 25 µl des 

Überstands abgenommen und in frische Reaktionsgefäße überführt, denen zusätzlich 25 µl 4x Lämmli 
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zufügt werden. Die Proteine werden daraufhin für 5 Minuten bei 65 °C denaturiert, woraufhin diese 

sogenannten Total-Proben, welche später als Qualitätskontrolle dienen, bei -20 °C weggefroren werden. 

Der restliche Überstand wird in spezielle Säulen überführt, die in der Zwischenzeit mit 20 µl FLAG 

Beads befüllt worden sind, welche wiederum mit 0,3 % Digitonin Solubilisierungspuffer equilibriert 

wurden. Anschließend werden die gefüllten Säulen für zwei Stunden bei 4 °C rotiert, sodass die FLAG-

getaggten Proteine mit ihren eventuell vorhandenen direkten Interaktionspartnern an die FLAG Beads 

binden können. 

Es schließt sich ein achtmaliger Waschschritt an mit jeweils 300 µl 0,3 % Digitonin Waschpuffer, den 

man auf die Säulen gibt und diese anschließend bei 4 °C für eine Minute bei 52 x g zentrifugiert. Nach 

Abschluss aller Waschschritte werden die an die Beads gebundenen Proteine in jeweils 25 µl Elutions-

Puffer (0,3 % Digitonin in Waschpuffer, 100 µg/ml 3x FLAG peptide) eluiert und bei 4 °C für 5 Minuten 

bei 94 x g auf einem Heizblock inkubiert. Anschließend werden die eluierten Proteine für eine Minute 

bei 100 x g in frische Reaktionsgefäße abzentrifugiert. Nach erneuter Zugabe von 12,5 µl Elutions-

Puffer und Zentrifugation bei obiger Einstellung erhält man je Probe 37,5 µl Elutions-Volumen. Diesem 

wird 29,15 µl 4x Lämmli zugegeben, woraufhin die Proteine für 5 Minuten bei 65 °C denaturiert werden. 

Die fertigen Eluate-Proben können bei -20 °C weggefroren und bei Bedarf zusammen mit den Total-

Proben im Rahmen einer SDS-PAGE und eines Western Blots auf eventuell bestehende, direkte Protein-

Protein-Wechselwirkungen untersucht werden. 

• 5x Solubilisierungspuffer 

o 100 mM Tris (pH 7,4) 

o 250 mM NaCl 

o 50 % Glycerol 

o 0,5 mM EDTA 

• 5x Waschpuffer 

o 100 mM Tris (pH 7,4) 

o 300 mM NaCl 

o 50 % Glycerol 

o 2,5 mM EDTA 

 

4.2.14 Zählen von Zellen 

 

Zum Zählen von Zellen werden die Zellen ausgesät und bis zur gewünschten Konfluenz wachsen 

gelassen. Anschließend werden sie trypsiniert, woraufhin das Trypsin mit jeweils 10 ml Medium 

abgestoppt wird. Von dieser Zellsuspension werden daraufhin je 200 µl abgenommen und damit die 

eigentliche Zellzählung vorgenommen. Hierfür werden jeweils 11 µl der Zellsuspension mit 11 µl 
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Trypanblau (0,4 %) gemischt, wovon schließlich 11 µl auf jeden Objektträger pipettiert werden. Es folgt 

die eigentliche Zählung der Zellen mithilfe der Countess der Firma ThermoFisher Scientific, wobei es 

sich anbietet, eine Doppeltmessung durchzuführen. 

 

4.2.15 Messung des Sauerstoffverbrauchs von lebenden Zellen 

 

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs von lebenden Zellen eignet sich der „Seahorse XFe96 Analyzer“ 

der Firma Agilent. Zur Vorbereitung der Messung ist es nötig, die jeweiligen Zellen auszusähen und bei 

37 °C und 5 % CO2 im Inkubator wachsen zu lassen. Nach sich daran anschließender Zählung der Zellen 

(s. Kapitel 4.2.14) wird eine definierte Zellzahl in die eigens dafür vorgesehene „Seahorse Microplate“ 

überführt und auf insgesamt 80 µl pro well mit Standardmedium aufgefüllt. Dabei ist es sinnvoll, pro 

Bedingung mehrere Ansätze vorzubereiten, sodass das Ergebnis durch Mehrfachmessungen auf einen 

exakteren Mittelwert normiert werden kann. Daraufhin werden die sich nun in der „Seahorse 

Microplate“ befindlichen Zellen für eine Stunde unter der Sterilbank bei Raumtemperatur ruhen 

gelassen, bevor sie über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert werden. Zur weiteren Vorbereitung der 

Messung werden das „XF Calibrant“und die Sensor-Kartusche, welche in eine mit sterilem Wasser 

befüllte Platte hineinragt, ebenfalls über Nacht bei 37 °C und CO2-freien Bedingungen zum 

Hydratisieren inkubiert.  Am eigentlichen Tag der Messung wird das „XF Assay Medium“, welches sich 

aus DMEM-Medium (pH 7,4), Glucose (1 M), Pyruvat (100 mM) und Glutamin (200 mM) 

zusammensetzt, zusammen pipettiert und im Wasserbad vorgewärmt. Zur Vorbereitung der Sensor-

Kartusche wird das sterile Wasser vom Vortag entfernt und durch jeweils 200 µl pro well des 

vorgewärmten „XF Calibrants“ ersetzt. Anschließend folgt ein weiterer Inkubationsschritt bei 37 °C 

für 45-60 Minuten. Den sich nach wie vor in der „Seahorse Microplate“ befindlichen Zellen wird ihr 

Standardmedium vom Vortag abgenommen, welches durch jeweils 200 µl des „XF Assay Mediums“ 

ersetzt und daraufhin bei 37 °C ebenfalls für 45-60 Minuten inkubiert wird.  In der Zwischenzeit werden 

Stocks der Inhibitoren Oligomycin (100 µM), FCCP (100 µM) sowie Rotenon/Antimycin A (50 µM) 

vorbereitet. Hierfür erfolgt die Resuspension der Inhibitoren in vorbereitetem „XF Assay Medium“. 

Schließlich werden die Inhibitoren in die eigens dafür vorgesehenen Vorrichtungen der Sensor-

Kartusche überführt (s. Tab. 5 für genaue Konzentrationen), woraufhin die Messung mit dem 

Messprogramm „standard Agilent Seahorse CF Cell Mito Stress Test Kit template“ gestartet werden 

kann. Der „Seahorse XFe96 Analyzer“ führt dabei zunächst einen dreiminütigen Mischschritt der Zellen 

mit den Inhibitoren durch, woraufhin ein dreiminütiger Messschritt folgt. Dieses Prozedere wird jeweils 

drei Mal wiederholt. Dank der nacheinander erfolgenden Zugabe von verschieden Inhibitoren, die 

Komplex V (Oligomycin), Komplex I (Rotenon) und Komplex III (Antimycin A) der Atmungskette 

hemmen bzw. als Entkoppler der Atmungskette fungieren (FCCP), wird es dabei möglich, Parameter 

der mitochondrialen Respiration wie den basalen Sauerstoffverbrauch, den O2-Verbrauch unter ATP-

produzierenden Bedingungen oder die maximal mögliche Respiration von lebenden Zellen quantitativ 
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zu bestimmen (s. Abb. 9). Insgesamt beläuft sich die Dauer der Messung dabei auf etwa 60 bis 90 

Minuten. Um die erhaltenen Messwerte schließlich miteinander vergleichen zu können, eignet sich eine 

Normierung der Werte via Bradford bei 595 nm im Plate Reader.  

 

Tabelle 5: Pipettierschema Atmungsketten-Inhibitoren für Sauerstoffverbrauchsmessung 

 finale 

Konzentration 

pro well (µM) 

Menge 

Stock-

Lösung 

(µL)  

Menge 

Medium 

(µL) 

10x 

Konzentration 

im Port (µM) 

hinzuzufügende 

Menge pro Port 

(µL) 

Port A: 

Oligomycin 

0,5 150 2.850 5 20 

Port A: 

Oligomycin 

1,5 550 2.450 15 20 

Port A: 

Oligomycin 

2,5 630 1.890 25 20 

Port B: 

FCCP 

0,125 37,5 2.962,5 1,25 22 

Port B: 

FCCP 

0,25 75 2.925 2,5 22 

Port B: 

FCCP 

0,5 150 2.850 5 22 

Port B: 

FCCP 

1 300 2.700 10 22 

Port B: 

FCCP 

2 600 2.400 20 22 

Port C: 

Rotenon/ 

Antimycin A 

0,5 300 2.700 5 25 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Ermittlung verschiedener Parameter mitochondrialer Respiration 

Abb. 9 Schematische Darstellung der Ermittlung verschiedener Parameter mitochondrialer Respiration:  

Durch automatisierte, nacheinander erfolgende Zugabe von Inhibitoren bzw. Entkopplern der Atmungskette 

(Oligomycin, FCCP, Rotenon, Antimycin A) zu vitalen Zellen ist es mithilfe des Seahorse XFe96 Analyzers 

möglich, verschiedene Parameter der mitochondrialen Respiration zu messen.  

basal respiration: O2-Verbrauch, der zur Deckung des zellulären ATP-Bedarfs nötig ist. Er gibt Auskunft über 

den Energiebedarf der Zelle unter Standardbedingungen; ATP production: Durch Zugabe des Inhibitors des 

Komplexes V der Atmungskette (Oligomycin) ermittelter Anteil der Basalatmung, der für die ATP-Produktion 

verwendet wird; proton leak: Verbleibende Basalatmung, die nicht an ATP-Produktion gekoppelt ist. Sie kann 

Auskunft über mitochondriale Schädigung geben; maximal respiration: Durch Zugabe des Entkopplers FCCP der 

Atmungskette bricht der mitochondriale Protonengradient zusammen und es wird ein zellulärer Energiemangel 

simuliert. Daraus resultiert eine Stimulation der Atmungskette, sodass der O2-Verbrauch durch Komplex IV sein 

Maximum erreicht; spare capacity: Differenz zwischen maximaler Respiration (nach FCCP-Zugabe) und basaler 

Respiration (nach Oligomycin-Zugabe). Dieser Parameter gibt Auskunft darüber, wie gut die Zelle dazu in der 

Lage ist, sich an einen erhöhten Energiebedarf oder unter Stress anzupassen; non-mitochondrial oxygen 

consumption: Durch Zugabe der Inhibitoren der Komplexe I (Rotenon) und III (Antimycin A) kommt die 
Atmungskette zum Stillstand. Der noch gemessene O2-Verbrauch gibt Auskunft über die nicht-mitochondriale 

Atmung außerhalb von Mitochondrien; Abbildung der Homepage der Firma Agilent entnommen.          

 

 

4.2.16 Elektronenmikroskopie 

 

Zur Darstellung von Mitochondrien und ihrer Cristae-Morphologie eignet sich die 

Elektronenmikroskopie, welche dankenswerterweise von Sibylle Jungbluth für mich durchgeführt 

wurde. Hierfür werden die Zellen auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Saphirscheibchen (1,4 x 0,05 mm) 

bis zu einer Konfluenz von etwa 70-80 % wachsen gelassen, bevor sie bspw. mit siRNA transfiziert 

werden können (s. Kap. 4.2.1.7). Anschließend erfolgt das Einfrieren der Zellen mithilfe der „High 

pressure freezing“-Methode, bei der die Proben mit einer Geschwindigkeit von 20 m/s und einem Druck 

von 2.000 bar in flüssigen Stickstoff geschossen werden, wodurch die Kristallisation des Wassers 

innerhalb der Zellen beim Einfrieren verhindert wird. Anschließend erfolgt das Einbetten der Zellen 
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mithilfe des Einbettmediums Lowicryl bei -60 °C. Nach Aushärten der Proben werden Schnitte 

angefertigt, diese auf Nickel-Grid übertragen und daraufhin mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. 

Schließlich können Bilder der Mitochondrien mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 

aufgenommen und analysiert werden. 
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5. Ergebnisse 

 

5.1 Auswirkungen des Fehlens von MIC10 und MIC60 auf MICOS, MIB und OPA1  

 

Um einen Überblick über den MICOS-Komplex und die einzelnen Proteine zu erlangen, aus denen er 

sich zusammensetzt, wurden die Proteine isolierter Mitochondrien der Zelllinie HEK293T in einer SDS-

PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, mittels Western Blot auf die Membran übertragen und 

schließlich via enzymgekoppeltem Zweitantikörper dargestellt. 

Mit der von mir verwendeten Methode gelang es, in Mitochondrien humaner Wildtyp-Zellen sämtliche 

in der Literatur beschriebenen MICOS-Komponenten darzustellen, nämlich MIC60, MIC19, MIC25, 

MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 (Abb. 10).  

Demgegenüber sind im Einklang mit der Literatur bei Fehlen von MIC10 deutlich geringere Mengen 

der ebenfalls zum MIC10-Subkomplex gehörenden Proteine MIC26 und MIC27 im Vergleich zum 

Wildtyp detektierbar, während QIL1 überhaupt nicht mehr sichtbar ist (Abb. 10). Auf die dem MIC60-

Subkomplex angehörenden Proteine MIC60, MIC19 und MIC25 scheint das Fehlen von MIC10 

dagegen keine ersichtlichen Auswirkungen zu haben, und die Intensität der Protein-Banden bewegt sich 

auf der des Wildtyps (Abb. 10). 

Der Knockout von MIC60 scheint dagegen gravierendere Auswirkungen auf die Stabilität des gesamten 

MICOS-Komplexes zu haben. So sind in den MIC60-KO-Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp 

sämtliche MICOS-Untereinheiten in deutlich geringeren Mengen detektierbar, was ebenfalls den 

Erwartungen im Vergleich zur Literatur entspricht (Abb. 10). Hierbei ist anzumerken, dass es sich bei 

den von mir in meiner Arbeit verwendeten ΔMIC60-Zellen um einen Knockout handelt, - ich jedoch 

eine nicht erklärbare Restexpression von MIC60 in diesen Zellen bei all meinen Experimenten 

beobachten konnte. 

Auch SAM50 als wichtigster Bestandteil des SAM-Komplexes ist in Mitochondrien von ΔMIC60-

Zellen im Vergleich zum Wildtyp in geringeren Mengen wahrnehmbar, während das Fehlen von MIC10 

scheinbar keine Auswirkungen auf diesen in der äußeren Mitochondrienmembran lokalisierten und für 

den Einbau von β-barrel Proteinen verantwortlichen Komplex hat. Auch dies steht im Einklang mit der 

vorherrschenden Literatur (Abb. 10). 

Die Abwesenheit von MIC10 bzw. MIC60 hat weder Auswirkungen auf die Proteinmengen 

ausgewählter Atmungskettenproteine (s. „Total OXPHOS“-Antikörper), noch auf TOM40, einem in der 

äußeren Mitochondrienmembran lokalisierten Kanalprotein (Abb. 10). 
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Mithilfe eines Gradientengels gelang es, fünf OPA1-Isoformen (a-e, Abb. 10) darzustellen. Dabei stellen 

die oberen beiden Banden a und b die langen, unprozessierten OPA1-Formen dar, während die Aktivität 

der Protease YME1L an S2 zur Entstehung der Isoform d führt. Die Banden c und e sind dagegen das 

Resultat proteolytischer Prozessierung an S1 durch OMA1 [71]. 

Um Zusammenhänge zwischen dem MICOS-Komplex und OPA1 als Schlüsselspieler der Entstehung 

und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie zu untersuchen, wurde das OPA1-Isoformen-Muster 

auf Veränderungen in Abwesenheit von MIC10 bzw. MIC60 hin untersucht. So scheint es, dass das 

Fehlen von MIC60 keine erkennbaren Auswirkungen auf die Prozessierung von L-OPA1 hat, da das 

Verhältnis L-OPA1 zu S-OPA1 ähnlich wie im Wildtyp ist (Abb. 10). Dagegen sind bei Fehlen von 

MIC10 größere Mengen an L-OPA1 im Vergleich zum Wildtyp detektierbar, wobei vor allem die b-

Bande der fünf OPA1-Isoformen stärker erscheint (s. Pfeil in Abb. 10). Dies kann als Hinweis für eine 

eventuell bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen dem wichtigsten Bestandteil des MIC10-

Subkomplexes MIC10 und OPA1 gewertet werden. Bei Bande b handelt es sich dabei wie bei Bande a 

um eine Mischung aus verschiedenen langen OPA1-Isoformen [63,121]. 

 

Abbildung 10: Übersicht MICOS und OPA1 

Abb. 10 Übersicht MICOS und OPA1: Nach Isolation der Mitochondrien aus HEK293T wurde mit ihnen eine 

SDS-PAGE durchgeführt, wobei pro Spur 10 µg aufgetragen wurden. Anschließend wurden die Proteine via 

Western Blot auf die Membran übertragen und die jeweiligen Proteine mithilfe eines gegen sie gerichteten 

Antikörpers sichtbar gemacht.  

Die Buchstaben a-e stehen hierbei stellvertretend für die 5 detektierbaren OPA1-Isoformen, wobei es sich bei den 

Banden a und b um L-OPA1 handelt, während die Banden c-e S-OPA1-Isoformen repräsentieren. Es fällt auf, dass 

Bande b (s. Pfeil), die L-OPA1 entspricht, in ΔMIC10 stärker detektierbar ist im Vergleich zum WT und ΔMIC60. 

Atmungsketten-Proteine, gegen die der „Total OXPHOS-AK“ gerichtet ist: C. V – vATP5A: ATP Synthase 

Untereinheit α des Komplexes V; C. III – UQCRC2: Cytochrom b-c1 Komplex Untereinheit 2 des Komplexes III; 

C. IV – MTCO1: Cytochrom c Oxidase Untereinheit 1 des Komplexes IV; C. II – SDHB: Succinat Dehydrogenase 

Untereinheit B des Komplexes II; C. I – NDUFB8: NADH-Dehydrogenase β Subkomplex Untereinheit 8 des 

Komplexes I 
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5.2 OPA1-Oligomere trotz Abwesenheit von MIC10 auf Wildtyp-Niveau 
 

Nach der Beobachtung im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschließendem Western Blot, dass die 

langen OPA1-Formen in ΔMIC10-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp- und zu ΔMIC60-

Mitochondrien in größeren Mengen vorhanden zu sein scheinen (Abb. 10) interessierte mich, wie sich 

die OPA1-Oligomere in diesen Zelllinien darstellen. Hierfür isolierte ich aus Wildtyp-, ΔMIC10- und 

ΔMIC60-Zellen der Zelllinie HEK293T die Mitochondrien und führte mit diesen eine BN-PAGE mit 

folgendem Westen Blot durch, welche es ermöglicht, ganze Proteinkomplexe in ihrer nativen Form 

darzustellen (Abb. 11A). Zu Kontrollzwecken führte ich mit den Proben zusätzlich noch eine SDS-

PAGE plus Western Blot durch (Abb. 11B).  

Dabei zeigte sich in ΔMIC10-Mitochondrien im Rahmen der BN-PAGE ein Größen-Shift beim 

Nachweis der MICOS-Komplexe mit dem MIC60-Antikörper (Abb. 11A). Dies ist dadurch zu erklären, 

dass in ΔMIC10 keine Komplexe mehr vorhanden sind, in denen die Proteine MIC10, MIC26, MIC27 

und QIL1 enthalten sind, mit der Folge, dass der gesamte MICOS-Komplex in ΔMIC10 ein 

vermindertes Molekulargewicht aufweist und daher weiter im BN-Gel wandert. 

Die TOM40-Banden waren sowohl bei der SDS-, als auch der BN-PAGE im WT, Δ10 und Δ60 in etwa 

gleicher Intensität detektierbar (Abb. 11A und B). 

Mithilfe der BN-PAGE ist es möglich, OPA1-Oligomere darzustellen, welche sich sowohl aus langen 

als auch aus kurzen OPA1-Isoformen zusammensetzten [100]. Es ließ sich im Rahmen der BN-PAGE 

beobachten, dass die OPA1-Oligomere in ΔMIC10 in gleicher Intensität detektierbar sind wie im 

Wildtyp, während sie in geringeren Mengen in ΔMIC60-Mitochondrien wahrnehmbar waren (Abb. 

11A). Dies weist erneut auf eine eventuell bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen OPA1 und 

MIC10 hin. 

Interessanterweise scheinen auch die Oligomere der stresssensitiven Metalloprotease OMA1, welche 

die langen OPA1-Formen durch Prozessierung an S1 in kurze Formen überführt, in ΔMIC10 und 

ΔMIC60-Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp in geringeren Mengen vorhanden zu sein (Abb. 

11A).  

Somit wird mein Ergebnis der SDS-PAGE, dass die Banden der langen, nicht prozessierten OPA1-

Formen in ΔMIC10-Mitochondrien im Vergleich zum WT und ΔMIC60 besonders stark detektierbar 

sind (Abb. 10 und 11B), um die im Rahmen der BN-PAGE erlangte Erkenntnis erweitert, dass auch die 

OPA1-Oligomere in ΔMIC10 im Vergleich zu ΔMIC60 deutlich stärker zu detektieren sind (Abb. 11A). 

Auch dies kann erneut als Hinweis auf eine eventuell bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen 

OPA1 und MIC10 angesehen werden. Aus deren Konsequenz ergibt sich die Frage, welche Funktion L-

OPA1 bzw. OPA1-Oligomere in ΔMIC10-Zellen ausüben bzw. welche Rolle das MIC10-Protein bei 

der Prozessierung von OPA1 spielt. 
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Abbildung 11: MICOS und OPA1-Oligomere 

 

Abb. 11 MICOS und OPA1-Oligomere 

A: Aus der Zelllinie HEK293T des Wildtyps sowie ΔMIC10 und ΔMIC60 wurden die Mitochondrien isoliert und 

mit diesen eine BN-PAGE durchgeführt. Dabei wurden pro Spur 100 µg aufgetragen. Daraufhin wurden die 

Proteine via Western Blot auf die PVDF-Membran übertragen und schließlich mittels Chemielumineszenz-

Immunoassay nachgewiesen. 

B: Zu Kontrollzwecken wurden vor Durchführung der BN-PAGE (Abb. 11A) Proben der isolierten Mitochondrien 

abgenommen, um mit diesen eine SDS-PAGE durchzuführen. Hierbei wurden jeweils 10 µg pro Spur aufgetragen. 

Nach Durchführung eines Western Blots wurden die jeweiligen Proteine mithilfe einer Antigen-Antikörper-

Reaktion sichtbar gemacht. 

WT = Wildtyp, Δ10 = ΔMIC10, Δ60 = ΔMIC60 

 

 

5.3 Fehlen von OPA1 in ΔMIC10 führt zur Ablösung der Cristae von der inneren 

Grenzmembran 
 

Nach der Beobachtung an isolierten Mitochondrien, dass scheinbar eine gegenseitige Beeinflussung 

zwischen dem MIC10-Protein und den langen Formen bzw. Oligomeren der Dynamin-verwandten 

GTPase OPA1 besteht (Abb. 10 und 11) beschloss ich, diesen Aspekt in ganzen Zellen näher zu 

untersuchen, um mögliche Erklärungen für den vermehrten Gehalt an L-OPA1 in ΔMIC10 zu finden. 

A 

B 
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Hierfür wurden die Auswirkungen des Fehlens von MIC10 und/oder OPA1 auf die Cristae-Morphologie 

von Mitochondrien elektronenmikroskopisch untersucht. Dabei wurden HeLa-Zellen verwendet, da 

diese im Vergleich zu HEK293T ein deutlich ausgeprägteres mitochondriales Netzwerk besitzen. Die 

Elektronenmikroskopie (EM)-Bilder wurden dabei freundlicherweise von Sibylle Jungbluth angefertigt. 

Neben dem Wildtyp wurden ΔMIC10-Zellen auf eventuell bestehende Unterschiede ihrer Cristae-

Morphologie hin analysiert. Zusätzlich wurde in beiden Zelllinien OPA1 durch Behandlung mit einer 

gegen die GTPase gerichteten siRNA ausgeschaltet, was dankenswerterweise von Dr. Alexander von 

der Malsburg übernommen wurde, um die Folgen des Fehlens von OPA1 auf die Cristae-Architektur 

sowohl im Wildtyp als auch in ΔMIC10-Zellen beurteilen zu können. Außerdem wurden von allen vier 

Bedingungen Ganzzelllysate angefertigt und mit diesen eine SDS-PAGE durchgeführt, um 

sicherzugehen, dass sowohl der Knockout von MIC10 als auch das Ausschalten von OPA1 mithilfe der 

siRNA erfolgreich waren. Hierbei zeigte sich, dass in den mit siRNA gegen OPA1 behandelten Zellen 

sowohl im WT als auch in ΔMIC10 wie erwartet keine OPA1-Banden mehr detektierbar sind (Abb. 

12A). Dagegen ist das Protein Tubulin, welches die Hauptkomponente der Mikrotubuli ist, auch unter 

diesen Bedingungen detektierbar (Abb. 12A). 

Bei Analyse der elektronenmikroskopischen Bilder konnten sechs verschiedene Cristae-Typen 

identifiziert werden, welche in Zusammenschau mit bereits publizierten Daten wie folgt bezeichnet 

werden können: lamellar (Abb. 12B), lamellar in fragmentierten Mitochondrien (Abb. 12C), tubulär 

(Abb. 12E), Zwiebel-förmig (Abb. 12D), diskonnektiert (Abb. 12F), sowie die gänzliche Abwesenheit 

von Cristae (Abb. 12G) [123]. Zu der Schlussfolgerung, dass manche der Mitochondrien dabei 

fragmentiert sind, komme ich dadurch, dass diese bei Aufnahme der elektronenmikroskopischen Bilder 

geschwollen und deutlich kleiner als die übrigen Mitochondrien erscheinen (Abb. 12C). Ich konnte 

feststellen, dass die verschiedenen Cristae-Formen keineswegs in einem ausgeglichenen Verhältnis 

nebeneinander existieren. Vielmehr variiert das Verhältnis der verschiedenen Cristae-Typen zueinander 

in Abhängigkeit davon, ob es sich um den Wildtyp handelt, oder aber um Mitochondrien in Zellen, 

denen MIC10 und/oder OPA1 fehlt. Um eine valide Aussage über die beobachteten Unterschiede der 

Cristae-Morphologien unter den vier untersuchten Bedingungen treffen zu können, wurde eine 

quantitative Untersuchung der elektronenmikroskopisch gut identifizierbaren Mitochondrien 

vorgenommen und ihre jeweilige Cristae-Struktur einem der sechs Cristae-Typen zugeordnet (Abb. 

12H). 

Die Auswertung ergab, dass in Wildtyp-Zellen, welche ausschließlich mit der Kontroll-siRNA 

behandelt wurden, 80% und somit die deutliche Mehrheit der Mitochondrien eine lamellare Cristae-

Struktur aufweisen (Abb. 12B und H). Die restlichen 20% entfallen auf den lamellaren Typ in 

fragmentierten Mitochondrien, die zugleich geschwollen erscheinen, da sie ihre natürliche 

Konfiguration verloren haben und stattdessen eine kleinere und kreisrunde Form aufweisen (Abb. 12C 

und H). 



 55 

In Wildtyp-Zellen, welche wie in Abb. 12A zu sehen ist, erfolgreich mit der gegen OPA1 gerichteten 

siRNA behandelt wurden, verschiebt sich das Verhältnis zwischen lamellaren Cristae und lamellaren 

Cristae in fragmentierten Mitochondrien deutlich. So stellen die lamellaren Cristae in fragmentierten 

Mitochondrien mit 63% nun den häufigsten Cristae-Typ dar (Abb. 12H). Die bei Anwesenheit von 

OPA1 noch in der Überzahl gewesenen lamellaren Cristae machen nun nur noch 14% aus (Abb. 12H). 

Die restlichen Prozente verteilen sich auf den tubulären Typ (11%), dessen Merkmal es ist, dass sich 

eine einzige Endomembran innerhalb des jeweiligen Mitochondriums befindet, welche an einzelnen 

Stellen noch Kontakte zur inneren Grenzmembran aufweist (Abb. 12E und H), sowie die diskonnektierte 

Form (7%), bei der eben jene Verbindungen zur inneren Grenzmembran nicht mehr bestehen (Abb. 12F 

und H). In 5% der Mitochondrien der Wildtyp-Zellen ohne OPA1 sind dagegen überhaupt keine Cristae 

mehr sichtbar (Abb. 12G und H). 

Die quantitative Auswertung der Mitochondrien in ΔMIC10-Zellen, die ausschließlich mit der Kontroll-

siRNA behandelt wurden, zeigt, dass unter diesen Bedingungen der tubuläre Cristae-Typ mit 59% die 

deutlich dominierende Cristae-Morphologie ist (Abb. 12H). Die anderen Cristae-Typen in ΔMIC10 

weisen zu etwa gleichen Anteilen den diskonnektierten (10,5%), den Zwiebel-förmigen (8%), sowie den 

lamellaren Typ (7%) auf. Nur 4% der Mitochondrien besitzt dagegen die typische Cristae-Morphologie 

der fragmentierten Mitochondrien, während in 11,5% der Organellen keine Cristae mehr detektierbar 

sind (Abb. 12H). 

Schließlich wurden noch die Cristae in ΔMIC10 untersucht, welchen dank der erfolgreichen Behandlung 

mit siRNA OPA1 fehlt (Abb. 12A). Wiederum zeigte sich eine deutliche Verschiebung der Verteilung 

der sechs verschiedenen Cristae-Phänotypen. Mit 52% aller Mitochondrien macht nun der 

diskonnektierte Cristae-Typ die deutliche Mehrheit aus (Abb. 12H). Dagegen entfallen auf die tubuläre 

Cristae-Morphologie nur noch 20%. Die lamellaren (1%), zwiebelförmigen (2%) bzw. fragmentierten 

(3%) Formen sind dagegen kaum mehr ausmachbar. In 22% aller Mitochondrien sind überhaupt keine 

Cristae mehr detektierbar (Abb. 12H). 

Somit bleibt festzuhalten, dass in Wildtyp-Zellen und somit unter physiologischen Bedingungen die 

lamellare Cristae-Struktur deutlich überwiegt, während das Fehlen von OPA1 in diesen Zellen zur 

Fragmentierung und Schwellung der Mitochondrien führt, wobei die Cristae-Morphologie als solche 

nach wie vor große Ähnlichkeit mit der lamellaren Struktur des Wildtyps besitzt (Abb. 12B, C und H). 

In Zelllinien, denen MIC10 fehlt, verschiebt sich das Verhältnis zugunsten des tubulären Cristae-Typs, 

bei dem eine einzelne Endomembran innerhalb des jeweiligen Mitochondriums vorliegt, welche nur 

noch an wenigen Stellen über einen Kontakt mit der inneren Grenzmembran verfügt (Abb. 12E und H). 

Diese Kontakte zwischen der Endomembran und der inneren Grenzmembran scheinen dagegen bei 

zusätzlichem Fehlen von OPA1 in ΔMIC10 verloren zu gehen, da nun die diskonnektierte Cristae-

Morphologie vorherrschend ist (Abb. 12F und H).  
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Die beschriebenen Beobachtungen stellen einen möglichen Erklärungsansatz für die eingangs gestellte 

Frage dar, welchen Einfluss MIC10 auf die OPA1-Prozessierung hat (Abb. 10 und 11). So lässt sich aus 

der elektronenmikroskopischen Untersuchung ableiten, dass die langen OPA1-Formen womöglich für 

die Aufrechterhaltung der wenigen Kontakte der tubulären Cristae mit der inneren Grenzmembran in 

ΔMIC10 verantwortlich sind und diese stabilisieren (Abb. 12E). Diese Kontakte scheinen dagegen bei 

zusätzlichem Ausschalten von OPA1 verloren zu gehen, da die tubulären Cristae nun keine 

Stabilisierung durch L-OPA1 mehr erfahren. 

Gleichzeitig ergibt sich aus dieser Schlussfolgerung eine neue Frage: Wie verhält es sich in ΔMIC10-

Zellen mit der Aktivität der in den Cristae-Membranen lokalisierten Atmungskettenkomplexe, wenn das 

gleichzeitige Ausschalten von OPA1 zur Ablösung der tubulären Cristae von der inneren 

Grenzmembran führt und somit der direkte Kontakt zwischen den Cristae und dem übrigen 

Intermembranraum verloren zu gehen scheint? Um der Antwort näherzukommen, beschloss ich, den 

Sauerstoffverbrauch der Zellen unter denselben vier Bedingungen wie bei der 

elektronenmikroskopischen Untersuchung zu bestimmen, um Rückschlüsse auf die Aktivität der 

Atmungskette ziehen zu können. 
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Abbildung 12: Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran bei Ausschalten von OPA1 in ΔMIC10 

Abb. 12 Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran bei Ausschalten von OPA1 in ΔMIC10 

A: Wildtyp und ΔMIC10 der Zelllinie HeLa wurden mit gegen OPA1 gerichteter siRNA bzw. Kontroll-siRNA 

transfiziert. Nach 72-stündiger Inkubation wurde ein Ganzzelllysat durchgeführt und die Proteine anschließend 

mittels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, wobei 30 µg pro Spur aufgetragen wurden. Via Western Blot 

und Chemilumineszenz-Immunoassay wurden die jeweiligen Proteine sichtbar gemacht. 

B-G: Wildtyp und ΔMIC10 der Zelllinie HeLa wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Saphirscheibchen 

wachsen gelassen, bevor sie mit gegen OPA1 gerichteter siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und für 72 

Stunden inkubiert wurden. Anschließend wurden von ihnen elektronenmikroskopische Bilder angefertigt. 

H: Durch Auswertung der EM-Bilder vom Wildtyp bzw. ΔMIC10 mit/ohne OPA1 wurden die verschiedenen 

Mitochondrien analysiert und ihre Cristae-Morphologie quantitativ erfasst. 

WT = Wildtyp, Δ10 = ΔMIC10, si control = transfiziert mit Kontroll-siRNA, si OPA1 = transfiziert mit gegen 

OPA1 gerichteter siRNA 

A 

G F E 

D C B 

H 
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5.4 Fehlen von OPA1 in ΔMIC10-Zellen führt zur Reduktion des basalen 

mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs 
 

Um auf die Frage, wie es sich mit der Aktivität der Atmungskettenkomplexe in ΔMIC10-siOPA1-Zellen 

verhält, eine Antwort zu finden, wurde beschlossen eine detaillierte Untersuchung des basalen 

mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs sowie des O2-Verbrauchs unter ATP-produzierenden 

Bedingungen durchzuführen. Hierfür wurde der Wildtyp als Norm für mitochondriale Respiration unter 

physiologischen Bedingungen mit Zelllinien, denen MIC10 und/oder OPA1 fehlt verglichen, indem 

HeLa-Zellen nacheinander mit den Inhibitoren der Atmungskette Oligomycin, FCCP und Rotenon 

zusammen mit Antimycin A behandelt wurden. Dabei handelt es sich bei Oligomycin um einen Inhibitor 

der ATP-Synthase, während FCCP als Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette fungiert. Rotenon 

und Antimycin A blockieren dagegen Komplex I bzw. III der Atmungskette. Mittels des Seahorse 

XFe96 Analyzers der Firma Agilent, welcher durch automatisierte Zugabe der oben genannten 

Inhibitoren zu lebenden Zellen dazu in der Lage ist, verschiedenste Parameter der mitochondrialen 

Respiration zu messen, konnten schließlich quantitative Aussagen über die mitochondriale Atmung 

getroffen werden (s. Kap. 4.2.15 für detaillierte Erklärung zum Versuchsablauf). Um sicherzugehen, 

dass der Knockout von MIC10, sowie die von Dr. Alexander von der Malsburg durchgeführte 

Transfektion der Zellen mit gegen OPA1 gerichteter siRNA erfolgreich waren, wurden von den Zellen 

zusätzlich Ganzzelllysate angefertigt (Abb. 13C), sodass das Fehlen der Proteine im Rahmen einer SDS-

PAGE mit sich anschließendem Western Blot nachgewiesen werden konnte. Die Abwesenheit der 

OPA1-Banden in den mit siRNA behandelten Zellen zeigt dabei, dass die Transfektion erfolgreich war 

(Abb. 13C). Weiterhin sind sowohl das zytosolische Protein Tubulin, sowie das mitochondriale TOM40 

unter allen vier verwendeten Bedingungen in etwa gleicher Intensität detektierbar (Abb. 13C). 

Erwartungsgemäß war der basale mitochondriale Sauerstoffverbrauch, genauso wie der O2-Verbrauch 

unter ATP-Produktion in den Wildtyp-Zellen und somit unter physiologischen Bedingungen am 

höchsten (Abb. 13A und B). Dagegen waren beide Parameter in Wildtyp-Zellen, welche erfolgreich mit 

der gegen OPA1 gerichteten siRNA behandelt wurden (Abb. 13C), um knapp 15 % reduziert (Abb. 13A 

und B). In ΔMIC10-Zellen sank der basale Sauerstoffverbrauch um 20 % und der O2-Verbrauch unter 

ATP-produzierenden Bedingungen um gut 25 % im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 13A und B). 

Besonders drastisch waren die Auswirkungen in Zellen, denen neben dem MIC10-Protein auch OPA1 

fehlt. Hier war sowohl der basale Sauerstoffverbrauch als auch der O2-Verbrauch unter ATP-Produktion 

auf nur noch 53 % des gemessenen Ausgangswertes im Wildtyp reduziert (Abb. 13A und B). 

In Kombination mit den Erkenntnissen der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Cristae-

Morphologie (s. Kap. 5.3), lässt sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass die überwiegend lamellare 

Cristae-Struktur des Wildtyps (Abb. 12B) die besten Bedingungen für die Aktivität der in den Cristae 

lokalisierten Atmungskettenkomplexe bietet (Abb. 13A und B). Demgegenüber führt die fragmentierte 

Mitochondrien-Morphologie in Wildtyp-Zellen (Abb. 12C), bei denen das OPA1-Protein ausgeschaltet 
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wurde, zur Reduktion um etwa 15 % was den basalen Sauerstoffverbrauch und den O2-Verbrauch unter 

ATP-produzierenden Bedingungen betrifft (Abb. 13A und B). In ΔMIC10, deren Mitochondrien 

überwiegend tubuläre Cristae besitzen, welche nur noch an einigen wenigen Stellen Kontakt mit der 

inneren Grenzmembran aufweisen (Abb. 12E), beträgt der basale Sauerstoffverbrauch, sowie der O2-

Verbrauch unter ATP-Synthese immerhin noch 80 bzw. 75 % des Wildtyp-Niveaus (Abb. 13A und B). 

Dagegen führt die Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran (Abb. 12F), wie sie in HeLa-

Zellen, denen sowohl MIC10 als auch OPA1 fehlt, beobachtet werden kann, zur deutlichen Reduktion 

des basalen Sauerstoffverbrauchs und des O2-Verbauchs unter ATP-Produktion auf nur noch 53% der 

Werte im Wildtyp (Abb. 13A und B). Somit scheinen die durch das Ausschalten von OPA1 in ΔMIC10 

verloren gegangenen Kontaktstellen zwischen der inneren Grenzmembran und den Cristae zur Folge zu 

haben, dass die Aktivität der in den Cristae-Membranen lokalisierten Atmungskettenkomplexe stark 

beeinträchtigt wird. Daraus ergibt sich die Frage, ob der sinkende basale Sauerstoffverbrauch sowie der 

stark reduzierte O2-Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen in ΔMIC10 siOPA1-Zellen, 

damit zu erklären ist, dass die gekappte Verbindung der Cristae von der inneren Grenzmembran den 

Verlust von Proteinen der Atmungskette zur Folge hat, was einen Erklärungsansatz für die beobachteten 

Messwerte darstellen würde. Alternativ könnten die deutlich reduzierten Werte aber auch damit zu 

erklären sein, dass die Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran weniger den quantitativen 

Verlust von Atmungskettenproteinen zur Folge hat, sondern vielmehr als Ausdruck einer deutlich 

reduzierten Effektivität der Atmungskette unter diesen Bedingungen gewertet werden kann. Diese 

beiden Hypothesen wurden daher in einem sich anschließenden Experiment auf ihre Gültigkeit hin 

überprüft. 
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Abbildung 13: Basaler Sauerstoffverbrauch und O2-Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen in ΔMIC10-si 
OPA1-Zellen am niedrigsten 

Abb. 13 A+B Basaler Sauerstoffverbrauch und O2-Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen in 

ΔMIC10-si OPA1-Zellen am niedrigsten: Sowohl der Wildtyp als auch ΔMIC10 der Zelllinie HeLa wurden mit 

gegen OPA1 gerichteter siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und für 72 Stunden inkubiert. Schließlich wurde 
ihr basaler Sauerstoffverbrauch, sowie der O2-Verbrauch unter ATP-Produktion mithilfe des Seahorse XFe96 

Analyzers gemessen und die Werte graphisch dargestellt. 

C Kein Verlust von Atmungskettenproteinen in ΔMIC10-si OPA1: Es wurde ein Ganzzelllysat mit den 

transfizierten Zellen der Seahorse-Messung durchgeführt. Es folgte eine SDS-PAGE, wobei 30 µg pro Spur 
aufgetragen wurden. Schließlich wurden die Proteine mittels Western Blot und Chemilumineszenz-Immunoassay 

sichtbar gemacht. 

Atmungsketten-Proteine, gegen die der „Total OXPHOS-AK“ gerichtet ist: C. V – vATP5A: ATP Synthase 

Untereinheit α des Komplexes V; C. III – UQCRC2: Cytochrom b-c1 Komplex Untereinheit 2 des Komplexes III; 
C. II – SDHB: Succinat-Dehydrogenase Untereinheit B des Komplexes II; C. I – NDUFB8: NADH-

Dehydrogenase β Subkomplex Untereinheit 8 des Komplexes I 

WT = Wildtyp, Δ10 = ΔMIC10, si control = transfiziert mit Kontroll-siRNA, si OPA1 = transfiziert mit gegen 

OPA1 gerichteter siRNA 
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5.5 Menge an Atmungskettenproteinen in ΔMIC10-si OPA1-Zellen auf Wildtyp-

Niveau 
 

Um eine Aussage über die Proteine der Atmungskette, der in ΔMIC10-si OPA1-Zellen diskonnektierten 

Cristae treffen zu können, wurden Proben von den Zellen abgenommen, bei denen der basale 

Sauerstoffverbrauch gemessen wurde (s. Kap. 5.4) und mit diesen ein Ganzzelllysat mit sich 

anschließender SDS-PAGE durchgeführt. Schließlich konnten nach Durchführung eines Western Blots 

einzelne Proteine der Atmungskette mithilfe eines Antikörpers gegen die ATP-Synthase Untereinheit α 

des Komplexes V, die Cytochrom b-c1 Komplex Untereinheit 2 des Komplexes III, die Succinat-

Dehydrogenase Untereinheit B des Komplexes II sowie die NADH-Dehydrogenase β Subkomplex 

Untereinheit 8 des Komplexes I beurteilt werden (Abb. 13C). Anders als bei der Arbeit mit isolierten 

Mitochondrien (Abb. 10), war die Cytochrom c Oxidase Untereinheit 1 des Komplexes IV bei 

Durchführung einer SDS-PAGE mit sich anschließendem Western Blot mit Ganzzelllysaten nicht 

detektierbar (Abb. 13C). Es zeigte sich, dass die detektierbaren, jeweils für die einzelnen 

Atmungskettenproteine stehenden Banden sowohl in den WT-siOPA1-Zellen als auch in ΔMIC10 mit 

und ohne OPA1 in ihrer Intensität auf dem Niveau des Wildtyps liegen (Abb. 13C).  

Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Hypothese verworfen werden kann, nach der der beobachtete, 

stark verringerte basale Sauerstoffverbrauch bzw. die Reduktion des O2-Verbrauchs unter ATP-

produzierenden Bedingungen in ΔMIC10-siOPA1-Zellen (Abb. 13A und B) Folge eines Verlusts von 

Atmungskettenproteinen im Zuge der Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran sind. Damit 

stützt sie die zweite aufgestellte Hypothese, nach der die bei der Sauerstoffverbrauchmessung 

festgestellten reduzierten Werte (Abb. 13A und B) das Resultat sind einer verringerten Effektivität der 

mitochondrialen Atmungskette in ΔMIC10-Zellen, denen OPA1 fehlt. 

 

 

5.6 Keine Hinweise auf eine direkte Interaktion zwischen MICOS und OPA1 
 

In ΔMIC10 hat sich sowohl auf dem SDS- und BN-Gel, bei denen die L-OPA1-Isoformen und die OPA1-

Oligomere im Vergleich zum Wildtyp bzw. ΔMIC60 in starker Intensität detektierbar sind (Abb. 10 und 

11), als auch im Rahmen der Elektronenmikroskopie und der Messung des basalen Sauerstoffverbrauchs 

(Abb. 12 und 13) gezeigt, dass MIC10 Einfluss auf die OPA1-Prozessierung haben könnte. Daher 

interessierte mich, ob eine direkte physikalische Interaktion zwischen dem MICOS-Komplex und OPA1 

besteht. 

Um zu untersuchen, ob eine direkte Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MICOS und OPA1 

besteht, wurde neben dem Wildtyp und ΔMIC10-MIC10-FLAG-Zellen, auch ΔMIC25-MIC25-FLAG- 
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sowie FLAG-SAM50-Zellen im Rahmen einer IP untersucht, um neben dem MIC10-Subkomplex, mit 

dem MIC25-Protein auch den MIC60-Subkomplex, sowie den MIB-Komplex auf eine eventuell 

bestehende direkte, physische Interaktion mit OPA1 hin zu analysieren.  

Die ΔMIC10-MIC10-FLAG- sowie ΔMIC25-MIC25-FLAG-Zelllinien wurden hierbei von Dr. 

Alexander von der Malsburg erzeugt, indem endogenes MIC10 bzw. MIC25 deletiert und stattdessen 

eine FLAG-getaggte Version des Proteins ins Genom integriert wurde. In die Zelllinie FLAG-SAM50 

wurde dagegen zusätzlich zum endogenen SAM50 noch FLAG-getaggtes SAM50 integriert. Dies 

erklärt, weswegen in dieser Zelllinie jeweils zwei statt nur einer Proteinbande auf der Blot-Membran 

bei Verwendung des SAM50-Antikörpers detektierbar sind (Abb. 14). 

Es wurden aus den oben genannten Zellen die Mitochondrien isoliert und mit diesen eine 

Immunpräzipitation durchgeführt. Es folgte eine SDS-PAGE mit sich anschließendem Western Blot zur 

Darstellung der Proteine. Bei den Total-Spuren handelt es sich um die Gesamtheit aller in den jeweiligen 

Mitochondrien vorkommenden Proteine. In den Eluat-Spuren werden dagegen nur diejenigen Proteine 

detektiert, welche an den jeweiligen FLAG-getaggten Proteinen binden und somit eine direkte, 

physische Interaktion mit ihnen aufweisen. 

In den Total-Spuren aller untersuchten Zelllinien waren dabei sämtliche zum MICOS-Komplex 

gehörenden Proteine, sowie OPA1, OMA1, YME1L und TOM40 detektierbar (Abb. 14). Zudem sind 

in den Eluat-Spuren sowohl in ΔMIC10-MIC10-FLAG-Mitochondrien als auch in ΔMIC25-MIC25-

FLAG- sowie FLAG-SAM50-Mitochondrien physikalische Interaktionen mit allen zum MIC10- bzw. 

MIC60-Subkomplex sowie dem MIB-Komplex gehörenden Proteinen nachweisbar (Abb. 14). Auffällig 

ist hierbei, dass die ΔMIC25-MIC25-FLAG-Mitochondrien deutlich weniger MIC19 co-präzipitieren 

als bspw. MIC10 oder SAM50 (Abb. 14). MIC60 ist dagegen im Eluat überall in gleicher Intensität 

detektierbar (Abb. 14). 

In den Eluat-Spuren, welche mit dem Antikörper gegen TOM40 behandelt wurden, ließ sich in keiner 

der untersuchten Zelllinien das TOM40-Protein und somit keine direkte Protein-Protein-

Wechselwirkung nachweisen (Abb. 14). 

Es zeigte sich weiterhin, dass im Eluat weder in ΔMIC10-MIC10-FLAG- noch in ΔMIC25-MIC25-

FLAG- oder FLAG-SAM50-Zellen OPA1 detektierbar ist (Abb. 14). 

Somit bleibt festzuhalten, dass ich keine direkte Interaktion zwischen MICOS und OPA1 nachweisen 

konnte, und zwar weder mit MIC10 noch mit MIC25, welches ein wichtiger Partner von MIC60 ist und 

somit Rückschlüsse auf den MIC60-Subkomlpex erlaubt. Auch zwischen OPA1 und dem Kanalprotein 

SAM50 als wichtige Komponente des MIB-Komplexes, konnte keine direkte Protein-Protein-

Wechselwirkung festgestellt werden (Abb. 14). 

Ebenjenes Bild präsentiert sich auch bei Begutachtung des Eluats nach Behandlung der Blot-Membran 

mit einem gegen OMA1 bzw. YME1L gerichteten Antikörper. Auch hier ist keine Proteinbande in den 
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jeweiligen Eluat-Spuren wahrnehmbar (Abb. 14), sodass sich schlussfolgern lässt, dass auch zwischen 

OMA1 bzw. YME1L und MICOS keine direkte Interaktion zu bestehen scheint. 

Da sich unter basalen Bedingungen, worunter ich die physiologisch vorliegende Homöostase humaner 

Zellen ohne die Einwirkung externer Stimuli wie Hitze oder übermäßige Membrandepolarisierung 

verstehe, somit keine direkte physikalische Interaktion zwischen dem MICOS-Komplex und OPA1 

feststellen lässt (Abb. 14), die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung, sowie der 

Messung des basalen Sauerstoffverbrauchs jedoch Anlass dazu geben, dass diese beiden 

Schlüsselspieler der Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Morphologie durchaus miteinander 

agieren und aufeinander reagieren (Abb. 12 und 13), beschloss ich, mitochondrialen Stress zu erzeugen. 

Hierunter erhoffte ich mir, weitere Rückschlüsse auf die Art der Wechselbeziehung zwischen dem 

MICOS-Komplex und OPA1 ziehen zu können. 

 

 

Abbildung 14: Keine detektierbare physikalische Interaktion zwischen MICOS und OPA1 

Abb. 14 Keine detektierbare physikalische Interaktion zwischen MICOS und OPA1: Um eine womöglich 

bestehende Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen MICOS und OPA1 nachzuweisen, wurden Mitochondrien 

der Zellen WT, ΔMIC10-MIC10-FLAG, ΔMIC25-MIC25-FLAG und FLAG-SAM50 der Zelllinie HEK293T 

isoliert. Mit ihnen wurde eine Immunpräzipitation mit sich anschließender SDS-PAGE durchgeführt, wobei 10 µg 

pro Spur aufgetragen wurden. Via Western Blot und Antigen-Antikörper-Reaktion wurden die jeweiligen Proteine 

schließlich dargestellt. 

WT = Wildtyp, 10-F = ΔMIC10-MIC10-FLAG, 25-F = ΔMIC25-MIC25-FLAG, F-SAM50 = FLAG-SAM50, 

Total = alle in den Mitochondrien lokalisierten Proteine, Eluat = Proteine, die eine physikalische Interaktion 

miteinander aufweisen 
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5.7 Mitochondrialer Stress führt zur Prozessierung von OMA1 und OPA1  
 

Um zunächst die Auswirkungen von mitochondrialem Stress auf OPA1 und OMA1 zu untersuchen, 

wurden Zellen der Zelllinie HEK293T konfluent wachsen gelassen und anschließend mit 50 µM FCCP, 

einem Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette, für zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Um 

auszuschließen, dass eventuell zu beobachtende Unterschiede auf DMSO, in welchem das FCCP gelöst 

ist, zurückzuführen sind, wurden zudem auch Zellen mit ausschließlich DMSO für ebenfalls zwei 

Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die mit dem Entkoppler bzw. nur mit 

DMSO behandelten Zellen geerntet und ein Ganzzelllysat gemacht. Schließlich wurden die 

denaturierten Proteine im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschließendem Western Blot weiter 

untersucht.  

Das sich im Zytosol befindliche Tubulin, sowie das zur HSP70-Familie gehörende, mitochondriale 

Protein HSPA9, erfahren unter Behandlung mit FCCP keine auf der Blot-Membran detektierbaren 

Veränderungen (Abb. 15). 

Es zeigte sich dagegen, dass die oberen beiden OPA1-Banden, die L-OPA1 repräsentieren, nach 

Behandlung der Zellen mit 50 µM FCCP für zwei Stunden nicht mehr nachweisbar sind und sich das 

Gleichgewicht stattdessen hin zu ausschließlich kurzen OPA1-Banden verschiebt (Abb. 15). 

Weiterhin ist zu beobachten, dass auch die Metalloprotease OMA1, welche die langen OPA1-Formen 

an der Schnittstelle S1 schneidet, sodass kurze OPA1-Formen entstehen können, ebenfalls eine 

Veränderung unter FCCP-Behandlung erfährt. So ist nach Entkoppler-Zugabe zusätzlich zur auch unter 

basalen Bedingungen nachweisbaren, bei etwa 43 kDa laufenden OMA1-Bande, eine weitere, kürzere 

OMA1-Bande detektierbar, welche bei etwa 37 kDa läuft (Abb. 15). Zudem fällt auf, dass die 

Signalintensität der prozessierten Form von OMA1 nach FCCP-Behandlung stark abnimmt (Abb. 15). 

Somit bleibt festzuhalten, dass sowohl die mitochondriale Metalloprotease OMA1 als auch deren 

Zielprotein, die GTPase OPA1, bei Zugabe von FCCP eine Prozessierung hin zu kürzeren Formen 

durchlaufen (Abb. 15). Auf die Proteine MIC10 bzw. MIC60 scheint die Zugabe des Entkopplers FCCP 

für zwei Stunden dagegen keine unmittelbaren Auswirkungen zu haben. 
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Abbildung 15: Prozessierung von OMA1 und OPA1 unter mitochondrialem Stress 

Abb. 15 Prozessierung von OMA1 und OPA1 unter mitochondrialem Stress: Um die Auswirkungen 

mitochondrialen Stresses auf OMA1 und OPA1 zu untersuchen, wurde der Wildtyp der HEK293T-Zelllinie mit 

50 µM FCCP für zwei Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde ein Ganzzelllysat mit folgender SDS-PAGE 
durchgeführt, wobei 30 µg pro Spur aufgetragen wurden. Schließlich wurden die jeweiligen Proteine via Western 

Blot und Chemilumineszenz-Immunoassay sichtbar gemacht. 

WT = Wildtyp 

 

 

5.8 Destabilisierung von MICOS sowie OMA1- und OPA1-Oligomeren unter 

Membrandepolarisierung  
 

Nach der Beobachtung, dass sich unter basalen Bedingungen keine direkte Interaktion zwischen MICOS 

und OPA1 im Rahmen einer Immunpräzipitation nachweisen lässt (Abb. 14), interessierte mich, wie 

sich die Proteine verhalten, wenn man sie mitochondrialem Stress aussetzt. 

Da sich unter basalen Bedingungen zudem gezeigt hat, dass zwischen MIC10 und OPA1, trotz fehlender 

direkter Protein-Protein-Wechselwirkung (Abb. 14), ein gewisser Zusammenhang zu bestehen scheint 

was die Aufrechterhaltung der tubulären Cristae-Morphologie (Abb. 12), sowie das Verhältnis zwischen 

L-/S-OPA1 betrifft (Abb. 10 und 11), entschloss ich, neben dem Wildtyp auch ΔMIC10-Zellen der 

Zelllinie HEK293T näher zu untersuchen. 

Hierfür wurden konfluente Wildtyp- und ΔMIC10-Zellen jeweils für zwei Stunden mit 50 µM FCCP 

bzw. DMSO bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das gebrauchte Medium gegen 

Frisches ersetzt, woraufhin die Zellen für weitere acht Stunden bei 37 °C inkubiert wurden. Nach diesen 

acht Stunden wurden die Zellen geerntet und die Mitochondrien aus den mit FCCP bzw. nur mit DMSO 

behandelten Zellen isoliert. Schließlich führte ich mit den Mitochondrien eine BN-PAGE mit sich 

anschließendem Western Blot durch, um die Proteinkomplexe in ihrer nativen Form darzustellen.  

Es zeigte sich, dass der MICOS-Komplex im Wildtyp und ΔMIC10 nach Behandlung der Blot-Membran 

mit einem gegen MIC60, MIC10, MIC26 bzw. MIC27 gerichteten Antikörper nach Zugabe des 

Entkopplers FCCP in geringeren Mengen detektierbar ist im Vergleich zu Zellen, die ausschließlich mit 
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DMSO behandelt wurden (Abb. 16). Die TOM40 enthaltenden Komplexe erfahren dagegen keine 

sichtbaren Veränderungen unter FCCP-Einwirkung (Abb. 16). 

Weiterhin konnte gezeigt werden, wie bereits im Rahmen einer SDS-PAGE beobachtet (Abb. 10), dass 

die MIC26 und MIC27 enthaltenden Komplexe in ΔMIC10 im Vergleich zum Wildtyp in deutlich 

geringeren Mengen nachweisbar sind (Abb. 16). Bei zusätzlicher FCCP-Behandlung von ΔMIC10-

Zellen scheinen die detektierbaren Mengen an MIC26 und MIC27 enthaltenden Komplexen schließlich 

noch weiter abzufallen. Der MIC26 enthaltende Komplex ist nun gar nicht mehr auf der BN-PAGE 

erkennbar und auch der MIC27 enthaltende Proteinkomplex erscheint in deutlich schwächerer Intensität 

(Abb. 16). Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass in mit FCCP-behandelten 

ΔMIC10-Zellen bei Dekoration mit einem gegen MIC27 gerichteten Antikörper die bei etwa 69 kDa 

laufende Bande verschwunden, während die bei etwa 230 kDa laufende Bande weiterhin detektierbar 

ist (Abb. 16). 

Auch die OPA1-Oligomere sind nach Behandlung der Zellen mit FCCP im Vergleich zur 

ausschließlichen Behandlung mit DMSO in deutlich schwächerer Intensität nachweisbar (Abb. 16). 

Hierbei scheint es keinen gravierenden Unterschied zwischen entkoppeltem Wildtyp und ΔMIC10 zu 

geben, da die Intensitätsabnahme der Proteinbanden in beiden FCCP-Spuren ähnlich stark ausfällt (Abb. 

16). 

Bei Untersuchung der OMA1-Oligomere fällt neben der bereits beschriebenen Auffälligkeit, dass 

OMA1 in ΔMIC10 im Vergleich zum Wildtyp in geringeren Mengen detektierbar ist (Abb. 11), auf, 

dass weder im Wildtyp noch in ΔMIC10 OMA1-Oligomere nach Zugabe von FCCP wahrnehmbar sind 

(Abb. 16). 

Abschließend bleibt festzuhalten, dass sowohl der MICOS-Komplex als auch OPA1- und OMA1-

Oligomere durch mitochondrialen Stress destabilisiert zu werden scheinen (Abb. 16). 
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Abbildung 16: Destabilisierung von MICOS sowie OPA1- und OMA1-Oligomeren unter mitochondrialem Stress 

Abb. 16 Destabilisierung von MICOS sowie OP1- und OMA1-Oligomeren unter mitochondrialem Stress: 
Um die Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf den MICOS-Komplex und die OMA1- und OPA1-Oligomere 

zu untersuchen, wurde der Wildtyp sowie ΔMIC10 der Zelllinie HEK293T für zwei Stunden mit 50 µM FCCP 

inkubiert. Anschließend wurde das FCCP enthaltende Medium abgenommen und durch Frisches ersetzt, woraufhin 

die Zellen für acht Stunden regenerierten. Es folgte die Isolation der Mitochondrien, mit denen dann eine BN-

PAGE durchgeführt wurde, wobei 70 µg pro Spur aufgetragen wurden. Via Western Blot und Antigen-Antikörper-

Reaktion wurden die jeweiligen Proteinkomplexe schließlich dargestellt. 

WT = Wildtyp, Δ10 = ΔMIC10 

 

 

5.9 Destabilisierung von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 unter mitochondrialem 

Stress 
 

Nach der Beobachtung im Rahmen der BN-PAGE, dass sowohl der MICOS-Komplex als auch OPA1- 

und OMA1-Oligomere durch mitochondrialen Stress mit sich anschließender achtstündiger 

Regeneration destabilisiert zu werden scheinen (Abb. 16), interessierte mich, welche MICOS-

Untereinheiten genau für diese Destabilisierung verantwortlich sind und ob dabei alle Proteine 

beeinflusst werden, oder nur bestimmte. Zum anderen wollte ich wissen, wie sich eventuell bestehende 

Protein-Destabilisierungen nach mitochondrialem Stress darstellen, wenn man den Zellen die 

Gelegenheit gibt über einen längeren Zeitraum zu regenerieren. 
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Hierfür wurden Wildtyp und ΔMIC10-Zellen der Zelllinie HEK293T in 6-well-Platten konfluent 

wachsen gelassen und bei gewünschter Zelldichte für zwei Stunden mit 50 µM FCCP bei 37 °C 

inkubiert, um mitochondrialen Stress zu erzeugen. Nach zweistündiger Inkubationszeit wurde das 

gebrauchte Medium durch Frisches ersetzt und die Zellen zur Regeneration zurück in den 37 °C-

Inkubator überführt. Nun wurden jeweils zu den Zeitpunkten 0, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 Stunden 

nach zweistündiger FCCP-Behandlung Zellen geerntet und bei -20 °C weggefroren. Anschließend 

wurde mit den Proben ein Ganzzelllysat gemacht, um die Proteine daraufhin im Rahmen einer SDS-

PAGE mit folgendem Western Blot gelelektrophoretisch auftrennen zu können.  

Wie bereits beobachtet, führt die Behandlung der Zellen mit FCCP zur Prozessierung der langen OPA1-

Formen, sodass ausschließlich kurze OPA1-Banden detektierbar sind (Abb. 15 und 17). Weiterhin 

bestätigte sich die Beobachtung, dass auch OMA1 nach Zugabe von FCCP eine Veränderung vollzieht 

und eine zweite, einige Dalton kleinere Bande erscheint (Abb. 15 und 17). Die für die Prozessierung 

von OPA1 an S2 verantwortliche Protease YME1L erfährt dagegen keine gravierende Veränderung nach 

FCCP-Zugabe (Abb. 17). Auch HSPA9 bleibt nach Zugabe des Entkopplers stabil (Abb. 17). 

Dagegen scheint, anders als im Rahmen der BN-PAGE, bei der man den MIC60-Komplex in seiner 

nativen Form untersucht hat (Abb. 16), die FCCP-Behandlung im Wildtyp keinen größeren Einfluss auf 

die detektierbaren Mengen an MIC60 zu haben (Abb. 17). Ähnliches zeigt sich auch bei den restlichen 

zum MIC60-Subkomplex gehörenden Proteinen MIC19 und MIC25, sowie dem zum SAM-Komplex 

gehörenden Kanalprotein SAM50, die allesamt ebenfalls keine Destabilisierung im Wildtyp nach 

Zugabe des mitochondrialen Entkopplers zu durchlaufen scheinen (Abb. 17). 

Demgegenüber steht jedoch eine deutliche Destabilisierung von MIC10 im Wildtyp nach FCCP-

Behandlung, die ihr Maximum interessanterweise nicht direkt nach der zweistündigen Entkoppler-

Zugabe hat, sondern am stärksten nach acht- bis zehnstündiger Regeneration ausgeprägt ist (Abb. 17). 

Bemerkenswert ist zudem die Tatsache, dass die beobachtete MIC10-Destabilisierung im Wildtyp 

reversibel zu sein scheint und die Intensität der MIC10-Banden nach etwa 20 Stunden auf ähnlichem 

Niveau ist wie in Wildtyp-Zellen, die ausschließlich mit DMSO behandelt wurden (Abb. 17). Es fällt 

zudem auf, dass die MIC10-Regeneration scheinbar in eben jenem Zeitfenster abgeschlossen ist, in dem 

auch die langen OPA1-Banden erstmals nach FCCP-Behandlung wieder detektierbar sind (Abb. 17). 

Dagegen zeigt sich im Wildtyp keine erkennbare Destabilisierung der übrigen zum MIC10-Subkomplex 

gehörenden Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 nach FCCP-Behandlung (Abb. 17). 

In ΔMIC10-Zellen ist dagegen sowohl bei MIC26 als auch bei MIC27 nach FCCP-Zugabe jeweils eine 

zweite, um einige Dalton kleinere Bande detektierbar, während die unter basalen Bedingungen 

wahrnehmbare, höher laufende Bande an Intensität verliert (Abb. 17). Somit liegt die Vermutung nahe, 

dass es sich bei den kürzeren Banden in ΔMIC10 um Spaltprodukte von MIC26 bzw. MIC27 handelt. 

Auch QIL1 scheint bei Abwesenheit von MIC10 nach Behandlung mit FCCP destabilisiert zu werden, 
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da auch hier deutlich geringere Proteinmengen detektierbar sind. Ein Spaltprodukt wie bei MIC26 und 

MIC27 ist hier jedoch nicht wahrnehmbar (Abb. 17).  

Bemerkenswerterweise scheint auch die MIC26, MIC27 und QIL1-Destabilisierung in ΔMIC10-Zellen 

reversibel zu sein, da auch hier nach 16- bis 18-stündiger Regeneration die ursprünglichen 

Proteinbanden wieder in vergleichbarer Intensität wie in den ausschließlich mit DMSO behandelten 

Zellen detektierbar sind (Abb. 17). Im Falle von MIC26 und MIC27 sind auch die vermeintlichen 

Spaltprodukte in ΔMIC10 mit zunehmender Regenerationszeit in geringeren Mengen detektierbar (Abb. 

17), was die Hypothese stärkt, dass es sich bei diesen leichteren und daher weiter im Gel wandernden 

Banden um das Resultat einer Prozessierung von MIC26 und MIC27 nach FCCP-Behandlung in 

ΔMIC10 handelt. 

Anzumerken ist zudem, dass auch in den ΔMIC10-Zellen die vollständige Regeneration der 

destabilisierten MICOS-Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 in eben jenem Zeitfenster abgeschlossen zu 

sein scheint, in dem auch die langen OPA1-Formen nach FCCP-Behandlung erstmals wieder 

detektierbar sind (Abb. 17). 

Die zum MIC60-Subkomplex gehörenden Proteine MIC60, MIC19 und MIC25 erfahren in ΔMIC10-

Zellen ebenfalls eine vorübergehende, reversible Destabilisierung, welche am stärksten zwischen 10 und 

12 Stunden nach FCCP-Behandlung ausgeprägt ist (Abb. 17). Das SAM50-Protein erfährt dagegen auch 

in ΔMIC10-Mitochondrien keine deutliche Destabilisierung unter mitochondrialem Stress (Abb. 17) 

Somit lässt sich abschließend festhalten, dass MIC10 im Wildtyp durch mitochondrialen Stress 

destabilisiert zu werden scheint, während MIC26, MIC27 und QIL1, trotz Entkopplung der 

Atmungskette, bei Anwesenheit von MIC10 keine ersichtliche Destabilisierung erfahren. 

Demgegenüber führt mitochondrialer Stress bei gleichzeitigem Knockout von MIC10 zur Prozessierung 

von MIC26, MIC27 und QIL1 (Abb. 17). In Zusammenschau mit der Messung des Sauerstoffverbrauchs 

im Wildtyp und ΔMIC10-Zellen nach FCCP-Zugabe (Abb. 13A) lässt sich dabei folgender 

Zusammenhang feststellen: So ist die Sauerstoffverbrauchsrate vor FCCP-Zugabe sowohl im WT als 

auch in ΔMIC10 nahezu identisch (etwa 5 pmol/min/Protein) (Abb. 13A). Nach FCCP-Zugabe steigt 

sie im Wildtyp, trotz der in Abb. 17 festgestellten MIC10-Destabilisierung deutlich bis auf ungefähr 14 

pmol/min/Protein an (Abb. 13A). Dagegen steigt der Sauerstoffverbrauch in ΔMIC10 bei Entkopplung 

der Atmungskette, was wie in Abb. 17 zu sehen zur Destabilisierung von MIC26, MIC27 und QIL1 

führt, weit weniger deutlich an als im Wildtyp (auf nur ca. 10 pmol/min/Protein). 

Darüber hinaus scheinen sowohl die MIC10-Destabilisierung im Wildtyp als auch die MIC26-, MIC27- 

und QIL1-Destabilisierung in ΔMIC10 nach Entkopplung der Atmungskette reversibel zu sein, wobei 

die jeweilige Regeneration der genannten MICOS-Proteine in eben jenem Zeitraum abgeschlossen ist, 

in dem auch erstmals wieder lange OPA1-Formen detektierbar sind (Abb. 17).  
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Abbildung 17: Destabilisierung von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 unter mitochondrialem Stress 

Abb. 17 Destabilisierung von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 unter mitochondrialem Stress: Um die 

Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die einzelnen MICOS-Untereinheiten, sowie OMA1 und OPA1 zu 

untersuchen, wurde der Wildtyp sowie ΔMIC10 der Zelllinie HEK293T für zwei Stunden mit 50 µM FCCP 

behandelt. Anschließend wurde das FCCP enthaltende Medium gegen Frisches ersetzt und die Zellen zur 

Regeneration zurück in den Inkubator überführt. Zu den Zeitpunkten 0, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 Stunden nach 

FCCP-Einwirkung wurden die jeweiligen Zellen geerntet. Es schloss sich ein Ganzzelllysat mit folgender SDS-

PAGE an, wobei 30 µg pro Spur aufgetragen wurden. Schließlich wurden die einzelnen Proteine via Western Blot 

und einem Chemilumineszenz-Immunoassay dargestellt. 

WT = Wildtyp, ΔMIC10 
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6. Diskussion 

 

6.1 Verminderte Prozessierung von L-OPA1 bei Fehlen von MIC10  
 

Das Ergebnis meiner Untersuchung des MICOS-Komplexes zeigt, dass ich mit meinen 

Versuchsbedingungen sämtliche in der Literatur beschriebenen MICOS-Proteine in humanen Zellen, 

nämlich MIC60, MIC19, MIC25, MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1, nachweisen kann (Abb. 10). Dass 

das Fehlen von MIC10 zur Reduktion bzw. dem vollständigen Verlust der Proteine MIC26, MIC27 

sowie QIL1 führt (Abb. 10), demonstriert darüber hinaus die in der Literatur beschriebene, besondere 

Rolle von MIC10 für die Stabilität des MICOS-Komplexes. Weiterhin bestätigen meine Resultate die 

herausragende Bedeutung des MIC60-Proteins für die Integrität des gesamten MICOS-Komplexes, da 

dessen Knockout zur Destabilisierung sämtlicher übriger zum Komplex gehörenden Proteine führt (Abb. 

10). Anhand dieser Ergebnisse lässt sich ableiten, dass MIC10 und MIC60 die beiden Kernkomponenten 

des MICOS-Komplexes sind und deren Verlust gravierende Auswirkungen auf die Stabilität des 

gesamten Komplexes hat. Dabei scheinen speziell die Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 eine direkte 

Abhängigkeit von MIC10 aufzuweisen, sodass sich schlussfolgern lässt, dass diese Teil des MIC10-

Subkomplexes sind. Aus der Beobachtung, dass die Proteine MIC19 und MIC25 bei Abwesenheit von 

MIC10 in unveränderten Mengen detektierbar sind, während dagegen die Abwesenheit von MIC60 zur 

deutlichen Reduktion dieser beiden Proteine führt (Abb. 10), lässt sich außerdem ableiten, dass MIC60, 

MIC19 und MIC25 Bestandteile des MIC60-Subkomplexes sind. 

All diese Beobachtungen bezüglich des MICOS-Komplexes und seiner Subkomplexe stehen im 

Einklang mit den Resultaten diverser anderer Gruppen in den vergangenen Jahren [4,35,53,57,131,134]. 

Weiterhin konnte ich bestätigen, dass der zum SAM-Komplex gehörige Kanal SAM50 auf die 

Anwesenheit von MIC60 angewiesen ist, da der Knockout von MIC60 in meinen Versuchen zur 

deutlichen Reduktion von SAM50 führte (Abb. 10). Damit konnte ich die in der Literatur beschriebene 

Abhängigkeit zwischen dem in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten MICOS-Komplex und 

dem für den Einbau von β-barrel Proteinen in die äußere Membran zuständigen SAM-Komplex 

bestätigen. Diese Abhängigkeit wurde bereits von Ott et al., 2012 beschrieben, die dem beide 

Membranen umspannenden Komplex bestehend aus MICOS und SAM den Namen „mitochondrial 

intermembrane space bridging complex (MIB)“ gaben [95]. 

Als neue Erkenntnis habe ich herausfinden können, dass der Verlust von MIC60 nur geringe 

Auswirkungen auf die Prozessierung von L-OPA1 hat (Abb. 10). Dagegen konnte ich zeigen, dass die 

Abwesenheit von MIC10 zur verminderten Prozessierung von OPA1 führt, da in diesen Zellen die 

langen OPA1-Isoformen im Vergleich zum Wildtyp in stärkerer Intensität detektierbar sind, wobei 

insbesondere Bande b, welche wie Bande a eine Mischung aus verschiedenen, langen OPA1-Isoformen 
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darstellt [63,121], deutlich stärker als im Wildtyp nachweisbar ist (Abb.10). Diese Erkenntnis weist auf 

eine möglicherweise bestehende gegenseitige Beeinflussung zwischen dem MICOS-Protein MIC10 und 

OPA1 hin, weswegen ich beschloss, diese näher zu untersuchen. Zukünftig wäre es darüber hinaus von 

Interesse, welche proteolytische Prozessierung betroffen ist, wenn Bande b „akkumuliert“. Darüber 

hinaus wäre es interessant zu testen, wie sich andere Substrate der betreffenden Protease in ΔMIC10 

verhalten bzw. ob diese wie OPA1 ebenfalls durch die Abwesenheit von MIC10 beeinflusst werden. 

 

6.2 Verminderte OMA1-Expression in ΔMIC10 schützt OPA1 vor Prozessierung  
 

Um die von mir beobachtete verminderte Prozessierung von OPA1 in ΔMIC10 (Abb. 10) besser 

verstehen zu können, beschloss ich mir die OPA1-Oligomere, sowie die stresssensitive Metalloprotease 

OMA1, welche als Schlüsselspieler der OPA1-Prozessierung an der Schnittstelle S1 fungiert, im 

Rahmen einer BN-PAGE mit sich anschließendem Western Blot in ihrer nativen Form anzusehen (Abb. 

11) [55]. Hierbei konnte ich erstmals zeigen, dass die Stabilität der OPA1-Oligomere, trotz des 

Knockouts von MIC10, vergleichbar mit der des Wildtyps ist (Abb. 11). Eine mögliche Erklärung für 

diese Beobachtung erhielt ich bei der Untersuchung der OMA1-Oligomere sowie des OMA1-Proteins 

im Rahmen einer BN- bzw. SDS-PAGE in diesen Zellen. So konnte ich beobachten, dass die OMA1-

Oligomere bzw. das OMA1-Protein in ΔMIC10-Zellen in geringerer Intensität detektierbar sind als im 

Wildtyp (Abb. 11A und B). Da OMA1 laut Literatur entscheidend an der Prozessierung der langen 

OPA1-Isoformen beteiligt ist, würde ein verminderter Gehalt an OMA1 in ΔMIC10 erklären, weshalb 

OPA1 in diesen Zellen eine verminderte Prozessierung erfährt. Ich vermute daher, dass in ΔMIC10-

Zellen weniger OMA1 exprimiert wird, um OPA1 vor einer Prozessierung durch die Metalloprotease 

zu schützen und als Konsequenz daraus die Zellen vor mitochondrialer Teilung, Fragmentierung oder 

gar Apoptose bewahrt werden. Um diese Hypothese auf ihre Richtigkeit hin zu überprüfen, wäre es in 

Zukunft darüber hinaus interessant zu testen, ob die mRNA-Menge von OMA1 in ΔMIC10 ebenfalls 

geringer ist oder sich dieser von mir beobachtete Effekt nur auf Proteinebene darstellt. Alternativ könnte 

man davon ausgehen, dass OMA1 in ΔMIC10 in stressaktivierter Form vorliegt, welche wiederum eine 

geringere Stabilität aufweist (Abb. 15 und 17), was erklären würde, weshalb OMA1 schwächer 

detektierbar ist (Abb. 11). Die verminderte OPA1-Prozessierung in ΔMIC10 (Abb. 10, 11 und 16) 

spricht jedoch gegen eine Stressaktivierung von OMA1 und stützt damit die Hypothese, nach der in 

ΔMIC10 verminderte Mengen an OMA1 exprimiert werden.  

Nachdem ich eine mögliche Erklärung für die verminderte Prozessierung von OPA1 in ΔMIC10-Zellen 

gefunden hatte, beschloss ich mich der Frage zu widmen, welche spezifische Funktion die langen OPA1-

Formen in ΔMIC10 ausüben, um zu verstehen, weshalb dort ein hoher Gehalt an L-OPA1 physiologisch 

sinnvoll ist. 
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6.3 Stabilisierung der crista junctions in ΔMIC10 durch L-OPA1 
 

Um der Frage nachzugehen, welche Funktion der vermehrte Gehalt von L-OPA1 in ΔMIC10 hat, 

untersuchte ich die Morphologie der Cristae in Zellen denen MIC10 und/oder OPA1 fehlt 

elektronenmikroskopisch (Abb. 12). Die Bilder der Elektronenmikroskopie wurden dabei 

freundlicherweise von Sibylle Jungbluth angefertigt. Die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte 

durch Dr. Alexander von der Malsburg. 

Im Vergleich zu den überwiegend lamellaren Cristae des Wildtyps (Abb. 12B und H), wiesen die Cristae 

in ΔMIC10-Zellen eine deutlich veränderte Cristae-Morphologie auf. Diese repräsentierten sich 

mehrheitlich als eine einschichtige, kreisförmige Endomembran innerhalb des jeweiligen 

Mitochondriums, welche nur an wenigen Stellen über crista junctions verfügt, die sie wiederum mit der 

inneren Grenzmembran verbinden (Abb. 12E und H). Genauso wie Stephan et al., 2020, die ebenfalls 

die mitochondriale Cristae-Architektur in ΔMIC10-Zellen untersucht haben, vermute ich, dass diese 

wenigen verbliebenen Verbindungen zwischen den Cristae der ΔMIC10-Zellen und der inneren 

Grenzmembran durch die Anwesenheit der langen OPA1-Isoformen aufrechterhalten wird und dies eine 

mögliche Erklärung für die verminderte Prozessierung von L-OPA1 in ΔMIC10 sein könnte [117]. Um 

meine Hypothese auf ihre Richtigkeit hin zu untersuchen, beschloss ich, OPA1 mithilfe einer gegen die 

GTPase gerichteten siRNA in ΔMIC10-Zellen auszuschalten (Abb. 12A). Wie erwartet, hatte dies zur 

Folge, dass die wenigen, in ΔMIC10 verbliebenen crista junctions durch das zusätzliche Ausschalten 

von OPA1 verloren gingen, sodass es zur Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran kam 

(Abb. 12F und H).  

Somit komme ich zu dem Schluss, dass die verminderte Prozessierung von L-OPA1 in ΔMIC10 darin 

begründet liegt, dass diese zur Aufrechterhaltung der verbliebenen crista junctions benötigt werden und 

deren Verlust zur Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran führen würde. Um letzteres zu 

verhindern, erscheint es daher durchaus logisch, dass in ΔMIC10 verminderte Mengen an OMA1 

exprimiert werden, wie ich im Rahmen einer SDS- sowie BN-PAGE herausgefunden habe (Abb. 10, 11 

und 16), da ein erhöhter Gehalt an aktiviertem OMA1 eine vermehrte Prozessierung von OPA1 zur 

Folge hätte mit dramatischen Konsequenzen für die Architektur der gesamten inneren 

Mitochondrienmembran. Diese Erkenntnisse, die ich durch die elektronenmikroskopische 

Untersuchung gewinnen konnte, stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Stephan et al., 2020, 

welche zu ähnlichen Ergebnissen bezüglich der Cristae-Morphologie in ΔMIC10-Zellen kommen [123]. 

Ich komme nach meinen bisherigen Beobachtungen zu dem Schluss, dass OPA1 offensichtlich an der 

Entstehung und Aufrechterhaltung der mitochondrialen Cristae-Struktur beteiligt ist, indem es die crista 

junctions zu stabilisieren vermag. Außerdem vermute ich, dass Zellen als Reaktion auf eine gefährdete 

Architektur der inneren Mitochondrienmembran wie dies bspw. in ΔMIC10-Zellen der Fall ist, zum 

Schutze der crista junctions verringerte Mengen an OMA1 exprimieren. Darüber, wie genau dabei die 
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Kommunikation zwischen Mitochondrien und dem Zellkern erfolgt, sodass verminderte Mengen an 

OMA1 in ΔMIC10-Zellen exprimiert werden, kann ich an dieser Stelle nur mutmaßen, da in der 

Literatur verschiedene Kommunikationswege zwischen Mitochondrien und dem Zellkern beschrieben 

werden. So kann die Kommunikation zwischen den beiden Organellen bspw. über diverse 

Signalkaskaden ablaufen, sowie über Proteine, die in beiden Zellkompartimenten lokalisiert sind oder 

aber über die Erkennung mitochondrialer Produkte durch Kernproteine [31]. Es bedarf daher in Zukunft 

weiterer Forschung, um zu klären, wie genau die Kommunikation zwischen Mitochondrien und dem 

Zellkern erfolgt, sodass verminderte Mengen an OMA1 in ΔMIC10-Zellen exprimiert werden. 

Alternativ zur Hypothese einer verminderten OMA1-Expression in ΔMIC10 ist es allerdings auch 

möglich, dass die proteolytische Aktivität von OMA1 von der Membrankrümmung abhängig ist. Da 

diese bei Abwesenheit des Proteins MIC10, welche normalerweise für diese Krümmung verantwortlich 

ist, fehlen würde, wäre OMA1 in diesem Fall nicht mehr dazu in der Lage, L-OPA1 zu prozessieren, 

mit der Folge, dass diese Dynamin-verwandte GTPase weiterhin an der Stabilisierung der crista 

junctions in ΔMIC10 mitwirken könnte. Eine Krümmungsabhängigkeit der OMA1-Aktivität könnte 

man hierbei bspw. durch Rekonstitution in Liposomen von unterschiedlichem Durchmesser nachweisen. 

In diesem Falle ließen sich die im Rahmen der SDS- und BN-PAGE vermindert detektierbaren Mengen 

an OMA1 in ΔMIC10 (Abb. 10, 11 und 16) damit erklären, dass es sich bei OMA1 prinzipiell um ein 

sehr instabiles Protein handelt. Weitere Untersuchungen sind in Zukunft notwendig, um abschließend 

klären zu können, was die genaue Ursache dafür ist, dass OPA1 in ΔMIC10 offensichtlich eine 

verminderte Prozessierung durch OMA1 erfährt. 

 

 

6.4 Crista junctions als Voraussetzung für optimale mitochondriale Respiration in 

ΔMIC10  

 

Da in den Cristae die Komplexe der Atmungskette lokalisiert sind, ging ich als nächstes der Frage nach, 

wie es sich mit der Aktivität der Atmungskettenkomplexe in Zellen, denen MIC10 und/oder OPA1 fehlt, 

verhält. Hierfür verglich ich den basalen mitochondrialen Sauerstoffverbrauch, sowie den O2-Verbrauch 

unter ATP-produzierenden Bedingungen in den jeweiligen Zellen als Kenngrößen für die Aktivität der 

Atmungskette, indem ich diese Parameter mithilfe des „Seahorse XFe96 Analyzer“ durch Zugabe 

verschiedener Inhibitoren bzw. Entkopplern der Atmungskette quantitativ erfasste (Abb. 13). 

Aus der Tatsache, dass sowohl der von mir gemessene basale Sauerstoffverbrauch als auch der O2-

Verbrauch unter ATP-produzierenden Bedingungen von allen von mir gewählten Bedingungen im 

Wildtyp am höchsten war (Abb. 13B), lässt sich ableiten, dass die im Wildtyp hauptsächlich 

vorherrschende, lamellare Cristae-Morphologie (Abb. 12B und H) die besten Voraussetzungen für eine 
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optimale mitochondriale Respiration bietet. Da das Ausschalten von OPA1 im Wildtyp mithilfe einer 

siRNA (Abb. 13C) weiterhin nur zur Reduktion um etwa 15% des basalen mitochondrialen 

Sauerstoffverbrauchs und des O2-Verbrauchs unter ATP-produzierenden Bedingungen führte (Abb. 

13B), komme ich außerdem zu dem Schluss, dass die alleinige Abwesenheit von OPA1 nur geringe 

Auswirkungen auf die Effektivität der mitochondrialen Respiration hat und diese auch ohne die 

Anwesenheit von OPA1 erfolgreich ablaufen kann, ohne dass dies gravierende Folgen für die 

Energieversorgung der Zelle hätte. 

Überraschenderweise beträgt sowohl der basale mitochondriale Sauerstoffverbrauch als auch der O2-

Verbrauch unter ATP-Produktion in ΔMIC10-Zellen immerhin noch 80 bzw. 75 % des Niveaus im 

Wildtyp und ist damit vergleichbar mit den Auswirkungen, die das Fehlen von OPA1 im Wildtyp auf 

die mitochondriale Respiration hat (Abb. 13B). Daraus leite ich ab, dass die wenigen verbliebenen crista 

junctions in ΔMIC10, welche durch L-OPA1 stabilisiert werden (s. Kap. 6.3), ausreichend sind, um 

einen adäquaten Ablauf der mitochondrialen Atmung zu gewährleisten. 

Um die Notwendigkeit einer Verbindung zwischen der inneren Grenzmembran und den Cristae für einen 

optimalen Ablauf des Elektronentransports der Atmungskette zu überprüfen, sah ich mir auch die 

Auswirkungen des Ausschaltens von OPA1 auf die mitochondriale Respiration in ΔMIC10-Zellen an 

(Abb. 13). Wie erwartet führte das gleichzeitige Fehlen von OPA1 und MIC10 zum drastischen 

Einbruch des basalen mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs und des O2-Verbrauchs unter ATP-

produzierenden Bedingungen auf nur noch knapp über 50% der Ausgangswerte im Wildtyp (Abb. 13B). 

In Kombination mit meinen im Rahmen der Elektronenmikroskopie gewonnenen Erkenntnisse 

bezüglich der Cristae-Morphologie, lässt sich daraus ableiten, dass die Ablösung der Cristae von der 

inneren Grenzmembran (Abb. 12F) als Folge des Ausschaltens von OPA1 in ΔMIC10 zu einer enormen 

Verschlechterung der mitochondrialen Respiration führt. Da die Ablösung der beiden Teile, aus denen 

sich die innere Mitochondrienmembran zusammensetzt, wiederum die Folge des Verlustes der crista 

junctions ist, welche in ΔMIC10 normalerweise durch L-OPA1 stabilisiert werden (s. Kap. 6.3), komme 

ich weiterhin zu dem Schluss, dass die Anwesenheit der crista junctions die Voraussetzung für eine 

optimale Funktionsweise der Atmungskette ist. 

 

 

6.5 Reduzierte Effektivität der Atmungskette bei Verlust der crista junctions  
 

Nach meinen Erkenntnissen, dass die Ablösung der Cristae von der inneren Grenzmembran zum 

drastischen Einbruch der mitochondrialen Respiration führt (s. Kap. 6.3 und 6.4), stellte ich mir die 

Frage, ob die beobachteten Messwerte Folge eines quantitativen Verlusts von Proteinen ist, aus denen 
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sich die Atmungskette zusammensetzt, oder vielmehr als Ausdruck einer deutlich reduzierten 

Effektivität der Atmungskette unter diesen Bedingungen gewertet werden kann.  

Um meine beiden aufgestellten Hypothesen auf ihre Richtigkeit hin zu überprüfen, untersuchte ich 

einzelne Proteine der Atmungskette mithilfe eines gegen sie gerichteten Antikörpers im Rahmen einer 

SDS-PAGE mit sich anschließendem Western Blot (Abb. 13C). Ich stellte hierbei fest, dass sich die 

Quantität der untersuchten Atmungsketten-Proteine bei Ablösung der Cristae von der inneren 

Grenzmembran keineswegs verringert, sondern vielmehr auf dem gleichen Niveau des Wildtyps liegt 

(Abb. 13C). Somit komme ich zu dem Schluss, dass die verringerte mitochondriale Respiration, die ich 

beim Verlust der crista junctions in ΔMIC10-siOPA1-Zellen feststellen konnte (Abb. 13B), nicht durch 

den quantitativen Verlust von Atmungsketten-Proteinen erklärt werden kann. Vielmehr scheint sie die 

Konsequenz einer deutlich verminderten Effektivität der Atmungskette infolge der Ablösung der Cristae 

von der inneren Grenzmembran zu sein. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Verlust 

der crista junctions, trotz der insgesamt konstant bleibenden Menge an Atmungsketten-Proteinen, 

destabilisierende Auswirkungen auf die Stabilität der Komplexe der Atmungskette hat, da allein mit der 

Analyse der Proteine der Atmungskette im Rahmen einer SDS-PAGE (Abb. 13C) keine qualitative 

Aussage über die Stabilität der Komplexe getroffen werden kann. So ist denkbar, dass es in ΔMIC10-

siOPA1-Zellen zur Destabilisierung der Atmungskettenkomplexe kommt, trotz der insgesamt konstant 

bleibenden Menge an den aus ihnen bestehenden Proteinen (Abb. 13C). Dies würde ebenfalls den 

Elektronentransport der Atmungskette behindern und damit den deutlich reduzierten basalen 

Sauerstoffverbrauch in diesen Zellen erklären (Abb. 13B). Um diese Frage endgültig beantworten zu 

können, empfiehlt es sich daher, zukünftig die Stabilität der Atmungskettenkomplexe in ΔMIC10-

siOPA1-Zellen im Rahmen einer BN-PAGE im Detail zu untersuchen. 

 

 

6.6 Keine physikalische Interaktion zwischen MICOS bzw. MIB und OPA1  

 

Nachdem ich herausfinden konnte, dass die GTPase OPA1 in ΔMIC10-Zellen für die Stabilität der crista 

junctions verantwortlich ist und deren Fehlen gravierende Auswirkungen sowohl auf die Architektur der 

inneren Mitochondrienmembran (Abb. 12E, F und H), als auch auf die Effektivität der Atmungskette 

hat (Abb. 13B und C), stellte ich mir die Frage, ob womöglich eine direkte, physikalische Interaktion 

zwischen OPA1 und dem MICOS-Komplex besteht. Um dieser Frage nachzugehen, untersuchte ich 

sowohl den MIC10-, als auch den MIC60-Subkomplex und SAM50 als Teil des MIB auf eventuell 

bestehende physikalische Interaktionen mit OPA1, sowie mit den an der Prozessierung der GTPase 

beteiligten Enzymen OMA1 und YME1L (Abb. 14). 



 77 

Überraschenderweise konnte ich im Rahmen der durchgeführten Immunpräzipitation in WT-, ΔMIC10-

MIC10-FLAG-, ΔMIC25-MIC25-FLAG- und FLAG-SAM50-Mitochondrien keine direkte Protein-

Protein-Wechselwirkung zwischen OPA1 und MICOS bzw. MIB nachweisen (Abb. 14). Dasselbe 

Ergebnis erhielt ich auch bei der Untersuchung möglicher physikalischer Interaktionen zwischen OMA1 

bzw. YME1L und dem in den crista junctions lokalisierten MICOS-Komplex (Abb. 14). Damit konnte 

ich keine direkte physikalische Interaktion zwischen OPA1 und den an seiner Prozessierung beteiligten 

Proteasen OMA1 und YME1L auf der einen Seite und MICOS bzw. MIB auf der anderen Seite 

nachweisen. Mein Ergebnis steht damit im Widerspruch zu den Erkenntnissen von Barrera et al., 2016, 

sowie Glytsou et al., 2016, welche eine direkte physikalische Interaktion zwischen OPA1 und dem 

größten MICOS-Protein MIC60 nachweisen konnten [9,41]. Ebenso beschreiben Viana et al., 2021 eine 

Assoziation zwischen MIC60 und OMA1, womit deren Ergebnisse ebenfalls im Widerspruch zu meinen 

Resultaten stehen [128]. Eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz zwischen meinen Ergebnissen und 

den Erkenntnissen der genannten Gruppen ist, dass diese vermutlich andere Versuchsbedingungen für 

die Immunpräzipitation hatten als ich, sodass trotz meiner diesbezüglich negativen Ergebnisse nicht 

auszuschließen ist, dass eine schwache Interaktion zwischen OPA1 bzw. OMA1 und MIC60 bestehen 

könnte. 

Auffällig war zudem die Tatsache, dass in ΔMIC25-MIC25-FLAG-Mitochondrien deutlich weniger 

MIC19 co-präzipitiert wurde als bspw. MIC10 oder SAM50, während MIC60 im Eluat in allen Spuren 

in gleicher Intensität detektiert werden konnte (Abb. 14). Dies könnte als Hinweis darauf gewertet 

werden, dass MICOS-Komplexe bzw. der MIC60-Subkomplex in der Regel entweder überwiegend 

MIC19 oder aber MIC25 enthalten. 

Abschließend stelle ich fest, dass unter basalen Bedingungen keine physikalische Interaktion zwischen 

MICOS und OPA1 nachweisbar ist (Abb. 14). Da meine Ergebnisse der Elektronenmikroskopie (Abb. 

12), sowie der Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs (Abb. 13) jedoch durchaus Anlass 

zur Vermutung geben, dass OPA1 und MICOS miteinander agieren, um eine intakte Cristae-Architektur 

(Abb. 12), sowie optimale Bedingungen für einen effizienten Ablauf des Elektronentransports der 

mitochondrialen Atmungskette (Abb. 13) zu gewährleisten, beschloss ich, mitochondrialen Stress zu 

erzeugen. Hiervon erhoffte ich mir, unter diesen extremen zellulären Bedingungen Rückschlüsse auf die 

Interaktion zwischen OPA1 und MICOS ziehen zu können, welche unter basalen Bedingungen 

möglicherweise verborgen bleibt. 
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6.7 Aktivierung von OMA1 unter mitochondrialem Stress  
 

Bevor ich mich mit einer möglicherweise bestehenden Interaktion zwischen MICOS und OPA1 unter 

mitochondrialem Stress befasste, widmete ich mich zunächst der Frage, welche allgemeinen 

Auswirkungen der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials auf OPA1 und die stresssensitive 

Metalloprotease OMA1 hat (Abb. 15). 

Hierbei beobachtete ich im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschließendem Western Blot, dass die 

unter basalen Bedingungen sichtbaren, beiden oberen OPA1-Banden, welche die langen OPA1-

Isoformen repräsentieren, bei Erzeugung von mitochondrialem Stress verschwinden und sich das 

Verhältnis L-/S-OPA1 hin zu ausschließlich kurzen OPA1-Formen verschiebt (Abb. 15). Hieraus leite 

ich ab, dass OPA1 bei zellulärem Stress eine verstärkte Prozessierung erfährt, an deren Ende sämtliche 

langen Isoformen zu kurzen OPA1-Formen proteolytisch prozessiert wurden (s. Abb. 6 und 7). Mein 

Ergebnis steht dabei im Einklang mit den Erkenntnissen zahlreicher anderer Gruppen, welche ebenfalls 

eine verstärkte Prozessierung der langen OPA1-Isoformen hinzu ausschließlich kurzen Formen bei 

Verlust des mitochondrialen Membranpotentials bzw. mitochondrialem Stress im Allgemeinen 

beobachten konnten [18,29,50,63]. 

Weiterhin stellte ich fest, dass auch die Metalloprotease OMA1, welche die langen OPA1-Isoformen an 

der Schnittstelle S1 schneidet, ebenfalls eine Veränderung bei Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials erfährt [55]. So beobachtete ich nach Zugabe des Entkopplers FCCP eine zweite, 

um einige Dalton kleinere OMA1-Bande, welche unter basalen Bedingungen nicht sichtbar ist (Abb. 

15). In Zusammenschau mit den beobachteten Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die OPA1-

Prozessierung (Abb. 15) schlussfolgere ich, dass es einen Zusammenhang zwischen der unter Stress 

erscheinenden, zweiten OMA1-Bande und der verstärkten OPA1-Prozessierung gibt. So vermute ich, 

dass diese zweite, um einige Dalton kleinere OMA1-Bande die eigentlich aktive OMA1-Form 

repräsentiert, welche die langen OPA1-Isoformen an S1 schneidet (Abb. 7). Aufgrund der Tatsache, 

dass diese aktive OMA1-Form erst bei Verlust des mitochondrialen Membranpotentials sichtbar wird, 

schließe ich weiterhin, dass OMA1 nur bei zellulärem Stress aktiv ist und an der OPA1-Prozessierung 

mitwirkt, während sie unter basalen Bedingungen ausschließlich in einem inaktiven Zustand vorliegt 

(Abb. 7). Meine Ergebnisse und Hypothesen sind vereinbar mit den Beobachtungen von Zhang et al., 

2014, welche unter Verlust des mitochondrialen Membranpotentials ebenfalls ein zweite, um ein paar 

Dalton kleinere OMA1-Form ausmachen konnten und die ebenfalls vermuten, dass es sich bei dieser 

kürzen OMA1-Form um die eigentlich aktive Form der Metalloprotease handelt, welche nur in diesem 

Zustand dazu in der Lage ist, L-OPA1 an S1 zu schneiden [138]. 

Aufgrund der Tatsache, dass es sich als sehr schwierig herausstellte, die kurze OMA1-Form zu 

stabilisieren und ich verschiedene Konzentrationen und Inkubationszeiten des Entkopplers FCCP 

ausprobieren musste, bevor es mir gelang, S-OMA1 zufriedenstellend darzustellen, vermute ich 
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weiterhin, dass die aktive OMA1-Form äußerst instabil ist und einen raschen Abbau erfährt. Zhang et 

al., 2014 machten offensichtlich ähnliche Beobachtungen, da auch sie eine rasche Degradierung der 

aktiven OMA1-Form beschreiben [138]. Die Tatsache, dass die Signalintensität der prozessierten 

OMA1-Form nach FCCP-Behandlung stark abnimmt (Abb. 15), kann ebenfalls als Hinweis auf eine 

geringere Stabilität gewertet werden. Alternativ könnte es jedoch auch sein, dass der von mir verwendete 

OMA1-Antikörper die prozessierte OMA1-Form deutlich schlechter erkennt. 

Rainbolt et al., 2016 wiederum gelang es, den von mir und anderen beobachteten raschen Abbau von S-

OMA1 zu erklären, indem sie nachweisen konnten, dass S-OMA1 bei Anwesenheit von ATP durch die 

Protease YME1L rasch abgebaut wird (Abb. 7), während es unter Membrandepolarisierung und 

vermindertem zellulären ATP-Gehalt gelingt, die aktive OMA1-Form zu stabilisieren [71]. 

Nachdem ich die in der Literatur beschriebenen Auswirkungen mitochondrialen Stresses auf die OPA1-

Prozessierung und OMA1 bestätigen konnte, widmete ich mich der Frage, welche Auswirkungen die 

Erzeugung von Stress auf die Stabilität des MICOS-Komplexes sowie die der OPA1- und OMA1-

Oligomere hat. 

 

 

6.8 Destabilisierung von MICOS sowie OPA1- und OMA1-Oligomeren unter 

mitochondrialem Stress  
 

Um die Auswirkung mitochondrialen Stresses auf die Stabilität des MICOS-Komplexes sowie die 

OPA1- und OMA1-Oligomere zu erforschen, untersuchte ich diese im Rahmen einer BN-PAGE mit sich 

anschließendem Western Blot. Da ich unter basalen Bedingungen weiterhin einen Zusammenhang 

zwischen MIC10 und OPA1 bei der Aufrechterhaltung der crista junctions, sowie einen effektiv 

ablaufenden Elektronentransport der Atmungskette feststellen konnte (Abb. 12 und 13), untersuchte ich 

neben dem Wildtyp auch ΔMIC10-Zellen auf Veränderungen unter Membrandepolarisierung hin (Abb. 

16). 

Ich stellte fest, dass der gesamte MICOS-Komplex im Wildtyp und ΔMIC10 bei Behandlung der Blot-

Membran mit Antikörpern gegen MIC60, sowie gegen die zum MIC10-Subkomplex gehörenden 

MIC10, MIC26 und MIC27 eine deutliche Destabilisierung unter mitochondrialem Stress erfährt (Abb. 

16). Die von mir beobachtete MICOS-Destabilisierung unter mitochondrialem Stress steht dabei im 

Einklang mit den Ergebnissen von Viana et al., 2021, welche ebenfalls eine Destabilisierung des 

MICOS-Komplexes bei Dekoration der Blot-Membran mit einem gegen MIC60 gerichteten Antikörper 

nach Zugabe des Entkopplers CCCP in MEFs beobachten konnten [128]. 

Weiterhin bestätigte ich die bereits von mir im Rahmen einer SDS-PAGE mit sich anschließendem 

Western Blot beobachtete Abhängigkeit von MIC26 und MIC27 vom MIC10-Protein (Abb. 10), da der 
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MICOS-Komplex bei Behandlung der Blot-Membran mit gegen die jeweiligen Proteine gerichteten 

Antikörper in ΔMIC10 in deutlich geringeren Mengen detektierbar ist und seine Stabilität bei 

zusätzlicher Erzeugung mitochondrialen Stresses weiter abnimmt (Abb. 16). Dies unterstreicht die 

bereits von mir festgestellte und auch in der Literatur mehrfach beschriebene große Bedeutung des 

MIC10-Proteins für die gesamten Stabilität des MIC10-Subkomplexes [53,57,131]. 

Interessanterweise konnte ich in mit FCCP behandelten ΔMIC10-Mitochondrien bei Behandlung der 

Blot-Membran mit einem MIC27-Antikörper beobachten, dass die bei etwa 69 kDa laufende 

Proteinbande verschwindet, während die bei etwa 230 kDa laufende Bande nach wie zu detektieren ist 

(Abb. 16). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass die normalerweise bei 69 kDa laufende 

Bande Monomeres oder Dimeres MIC27 repräsentiert, welches unter Membrandepolarisierung in 

ΔMIC10 proteolytisch verdaut wird und daher nicht mehr detektierbar ist. 

Nachdem ich bei Durchführung einer SDS-PAGE mit folgendem Western Blot eine verstärkte 

Prozessierung der langen OPA1-Isoformen hin zu ausschließlich kurzen Formen unter 

Membrandepolarisierung beobachten konnte (Abb. 15), interessierte mich darüber hinaus, welche 

Auswirkungen diese Verschiebung des Gleichgewichts zwischen L-/S-OPA1 auf die Stabilität der 

OPA1-Oligomere hat. Im Rahmen einer BN-PAGE plus Western Blot stellte ich fest, dass die OPA1-

Oligomere unter Stress eine deutliche Destabilisierung erfahren (Abb. 16). Daraus lässt sich ableiten, 

dass die langen OPA1-Isoformen essenziell für die Stabilität der OPA1-Oligomere sind, während die 

Verschiebung des Gleichgewichts zwischen L-/S-OPA1 hin zu ausschließlich kurzen OPA1-Isoformen 

unter Membrandepolarisierung (Abb. 6 und 7) dazu führt, dass die Oligomere der GTPase destabilisiert 

werden. Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen von Frezza et al., 2006 und Pellegrini et al., 2007, 

welche ebenfalls eine Destabilisierung der großen, L-OPA1 enthaltenden OPA1-Oligomere unter 

zellulärem Stress bzw. apoptotischen Stimuli beobachten konnten [33,100]. 

Bemerkenswert ist weiterhin, dass die Destabilisierung der OPA1-Oligomere unter mitochondrialem 

Stress in ΔMIC10-Zellen etwa gleich stark ausfällt wie im Wildtyp (Abb. 16) und nicht bei Fehlen von 

MIC10 im Vergleich zum Wildtyp deutlich stärker ausfällt, wie ich es bei der MICOS-Destabilisierung 

bei Behandlung der Blot-Membran mit Antikörpern gegen MIC26 und MIC27 feststellen konnte (Abb. 

16). Dies unterstreicht, dass OPA1 nicht nur unter basalen Bedingungen von großer Bedeutung in 

ΔMIC10 ist, wie ich es bereits im Rahmen der elektronenmikroskopischen Untersuchung sowie der 

Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs feststellen konnte (Abb. 12 und 13). Denn auch 

unter Stressbedingungen scheinen stabile OPA1-Oligomere von großer Wichtigkeit in ΔMIC10-Zellen 

zu sein.  

Weiterhin beschloss ich, mir auch die Stabilität der OMA1-Oligomere unter Stress genauer anzusehen, 

nachdem ich im Rahmen einer SDS-PAGE plus Western Blot die aktivierte, um einige Dalton kleinere 

als die inaktive Metalloprotease OMA1 visuell darstellen konnte (Abb. 15). Hierbei gelang es mir, mein 

Ergebnis zu bestätigen, dass OMA1 in ΔMIC10-Zellen im Vergleich zum Wildtyp unter basalen 
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Bedingungen in geringeren Mengen exprimiert zu werden scheint (Abb. 11B und 16). Alternativ könnte 

man meinen, dass die geringen Mengen an OMA1-Oligomeren in ΔMIC10 Ausdruck einer 

Stressaktivierung der Metalloprotease mit sich rasch anschließendem Abbau der aktiven Form sind. 

Diese Stressaktivierung müsste jedoch zur Folge haben, dass L-OPA1 verstärkt zu S-OPA1 prozessiert 

wird mit einem daraus resultierenden verminderten Gehalt an OPA1-Oligomeren in ΔMIC10. Es ist 

jedoch genau das Gegenteil der Fall: Die OPA1-Oligomere sind in ΔMIC10 unter basalen Bedingungen 

in ebenso starker Intensität detektierbar wie im WT (Abb. 16). Daher komme ich zu dem Schluss, dass 

die verminderten Mengen an OMA1-Oligomeren in ΔMIC10 Ausdruck einer reduzierten OMA1-

Expression sind.  

Darüber hinaus stellte ich fest, dass mitochondrialer Stress zur drastischen Destabilisierung der OMA1-

Oligomere führt, da sowohl im Wildtyp als auch in ΔMIC10 nach Zugabe des Entkopplers FCCP keine 

OMA1-Oligomere mehr detektierbar sind (Abb. 16). Ich vermute, dass die Ursache für die vollständige 

Destabilisierung der OMA1-Oligomere darin begründet liegt, dass die Entkopplung der Atmungskette 

zur Aktivierung der stresssensitiven Metalloprotease führt, welche äußerst instabil ist und rasch durch 

YME1L vollständig abgebaut wird [71], wie ich bereits im vorherigen Experiment (Abb. 15) feststellen 

konnte. 

Abschließend komme ich zu dem Schluss, dass mitochondrialer Stress zur Destabilisierung des 

gesamten MICOS-Komplexes sowie der OPA1- und OMA1-Oligomere führt und dass die 

Aufrechterhaltung mitochondrialer Homöostase somit essenziell für die Integrität des MICOS-

Komplexes sowie der OPA1- und OMA-Oligomere zu sein scheint. 

 

 

6.9 Destabilisierung des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress  
 

Um die im Rahmen der BN-PAGE beobachtete Destabilisierung des gesamten MICOS-Komplexes, 

sowie der OPA1- und OMA1-Oligomere unter Stress (Abb. 16) näher zu untersuchen und zu prüfen, ob 

eventuell ein Zusammenhang bei der Destabilisierung dieser Proteine besteht, sah ich mir als nächstes 

die Auswirkungen der Entkopplung der Atmungskette im Zeitverlauf an, wenn man dem Wildtyp sowie 

ΔMIC10-Zellen die Gelegenheit dazu gibt, sich im Anschluss an eine zweistündige Zugabe von 50 µM 

FCCP vom Stressor zur regenerieren.  

Es bestätigte sich hierbei die bereits beobachtete Erkenntnis, dass die Zugabe des Entkopplers FCCP 

zum Erscheinen einer zweiten, um einige Dalton kleineren OMA1-Bande führt (Abb. 15 und 17), welche 

vermutlich die eigentlich aktive OMA1-Form repräsentiert. Diese wiederum ist dann dazu in der Lage 

L-OPA1 an der S1-Schnittstelle proteolytisch zu prozessieren, sodass kurze OPA1-Isoformen entstehen 

können (Abb. 7) [55]. Letzteres konnte ich ebenfalls im Rahmen dieses Experiment bestätigen, da sich 
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die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen L-/S-OPA1 hin zu ausschließlich kurzen OPA1-

Isoformen in eben jenem Zeitfenster abspielt, in dem auch die aktive OMA1-Form detektierbar ist (Abb. 

17). Da diese Beobachtungen bezüglich OPA1 und OMA1 sowohl im Wildtyp als auch in ΔMIC10 

identisch sind, scheint die Aktivierung von OMA1, sowie die daraus resultierende Prozessierung von 

OPA1 unabhängig von der An- bzw. Abwesenheit des MIC10-Proteins zu sein (Abb. 17). 

Während ich im Rahmen der BN-PAGE sowohl im Wildtyp als auch in ΔMIC10 noch eine deutliche 

Destabilisierung des MICOS-Komplexes nach FCCP-Zugabe mit sich anschließender achtstündiger 

Regeneration beobachten konnte (Abb. 16), zeigte sich bei Durchführung einer SDS-PAGE im Wildtyp 

überraschenderweise keine Reduktion des Gehalts an den zum MIC60-Subkomplex gehörenden 

Proteinen MIC60, MIC19 und MIC25 (Abb. 17). Auch in ΔMIC10 repräsentierte sich im Zeitverlauf 

nur eine geringfügige Destabilisierung der Proteine MIC60, MIC19 und MIC25 nach FCCP-Zugabe 

(Abb. 17), welche deutlich geringer ausfällt als man nach Analyse der BN-PAGE (Abb. 16) hätte 

erwarten können. Daraus leite ich ab, dass die Destabilisierung des MIC60-Subkomplexes unter 

mitochondrialem Stress, welche sowohl von mir und auch Viana et al., 2021 beobachtet werden konnte, 

keineswegs zum direkten Abbau der einzelnen Bestandteile des Subkomplexes führt. Vielmehr scheinen 

die einzelnen Proteine weiterhin in den Zellen in freier Form vorzuliegen (Abb. 17) [128]. Über die 

Ursache für meine Beobachtung, dass die MIC60-Proteine, trotz MICOS-Destabilisierung, nicht 

abgebaut werden, sondern weiterhin in freier Form innerhalb der Zellen vorzuliegen scheinen, kann ich 

an dieser Stelle nur spekulieren. Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass die Neusynthese von MIC60 

zu aufwendig wäre, weshalb die Zelle auf den Abbau des Proteins verzichtet und stattdessen nach 

Verschwinden des mitochondrialen Stresses zum Neuaufbau des MIC60-Subkomplexes die 

ursprünglichen Proteine verwendet und sozusagen recycelt. Eine weitere Hypothese ist, dass MIC60, 

trotz Destabilisierung seiner Oligomere unter mitochondrialem Stress, aus dem Grund nicht abgebaut 

wird, da es bekanntlich essenziell für die Stabilität des gesamten MIC10-Subkomplexes ist und deren 

Abbau vermutlich auch den Verlust des zweiten MICOS-Subkomplexes zur Folge hätte [53,57,131].  

Darüber hinaus stelle ich fest, dass mitochondrialer Stress offenbar keine Auswirkungen auf den MIB- 

bzw. SAM-Komplexes zu haben scheint, da bei Untersuchung des wichtigen Kanalproteins SAM50 

weder im Wildtyp noch in ΔMIC10 Veränderungen bezüglich des quantitativen Gehalts des 

Kanalproteins beobachtet werden konnten (Abb. 17). 

Interessanterweise konnte ich eine deutliche Destabilisierung des MIC10-Proteins im Wildtyp nach 

Zugabe des Entkopplers FCCP beobachten, welche ihr Maximum überraschenderweise nicht direkt nach 

FCCP-Zugabe hatte, sondern am stärksten nach acht- bis zehnstündiger Regeneration der Zellen 

ausgeprägt war (Abb. 17). Bemerkenswert ist zudem, dass die MIC10-Destabilisierung scheinbar 

reversibel ist, da der quantitative MIC10-Gehalt nach etwa 20stündiger Regeneration wieder auf 

demselben Niveau wie unter basalen Bedingungen ist (Abb. 17). Auffällig ist zudem, dass die 

Regeneration von MIC10 in ebenjenem Zeitfenster abgeschlossen ist, in dem auch erstmals wieder lange 
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OPA1-Isoformen detektiert sind (Abb. 17). Auf die übrigen zum MIC10-Subkomplex gehörenden 

Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 scheint die Erzeugung mitochondrialen Stresses im Wildtyp dagegen 

keine Auswirkungen zu haben, da ihr quantitativer Gehalt im Zeitverlauf konstant blieb (Abb. 17).  

Ein anderes Bild repräsentierte sich dagegen in den ΔMIC10-Zellen, in denen ich eine drastische 

Destabilisierung mit sich anschließendem Abbau der Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 nach 

Entkoppler-Zugabe beobachten konnte, wobei ich im Falle von MIC26 und MIC27 sogar die 

vermutlichen Spaltprodukte dieses Abbaus nachweisen konnte (Abb. 17). Auch hier konnte ich darüber 

hinaus feststellen, dass die Destabilisierung der zum MIC10-Subkompex gehörenden Proteine in 

ΔMIC10 reversibel ist, wobei die vollständige Regeneration erneut in eben jenes Zeitfenster der 

Rückkehr der langen OPA1-Isoformen fällt (Abb. 17). 

Aus all diesen Beobachtungen leite ich ab, dass das MIC10-Protein im Wildtyp eine schützende 

Funktion für die übrigen zum MIC10-Subkomplex gehörigen Proteine MIC26, MIC27 und QIL1 zu 

haben scheint, sodass diese auch unter mitochondrialem Stress weiterhin stabil sind, während MIC10 

abgebaut wird (Abb. 17). Diese Hypothese wird gestützt durch die drastische Destabilisierung von 

MIC26, MIC27 und QIL1 in ΔMIC10-Zellen nach Zugabe des Stressors (Abb. 17). Bei Abwesenheit 

von MIC10 scheint der Schutzfaktor, den MIC10 normalerweise ausübt, wegzufallen, sodass die übrigen 

zum MIC10-Subkomplex gehörenden Proteine destabilisiert und infolgedessen abgebaut werden (Abb.  

17). 

Die potenziell schützende Funktion von MIC10 auf die übrigen zum MIC10-Subkomplex gehörigen 

Proteine unter Membrandepolarisierung spiegelt sich auch bei meiner durchgeführten Analyse der 

Sauerstoffverbrauchsrate wider (Abb.  13). So ist der Sauerstoffverbrauch vor FCCP-Zugabe sowohl im 

Wildtyp als auch in ΔMIC10 auf ähnlichem Niveau (etwa 5 pmol/min/Protein, Abb. 13A). Nach Zugabe 

des Entkopplers FCCP steigt sie im Wildtyp bis auf etwa 14 pmol/min/Protein an (Abb. 13A), trotz der 

in Abb. 17 beobachteten MIC10-Destabilisierung. Dagegen lässt sich dieser Parameter in ΔMIC10, bei 

der es unter Membrandepolarisierung wie beobachtet zur Destabilisierung von MIC26, MIC27 und 

QIL1 kommt (Abb. 17), nur auf ca. 10 pmol/min/Protein steigern (Abb. 13A). Daraus lässt sich ableiten, 

dass die Anwesenheit des gesamten MIC10-Subkomplexes und nicht nur des MIC10-Proteins 

entscheidend für eine optimale mitochondriale Respiration zu sein scheint. 

Nachdem ich den Abbau von MIC10 im Wildtyp bzw. des gesamten MIC10-Subkomplexes in ΔMIC10 

unter mitochondrialem Stress beobachten konnte (Abb. 17), stellte ich mir die Frage, wer oder was für 

den Abbau dieser Proteine zuständig ist. Aufschluss auf diese Frage geben mir die beobachteten 

Veränderungen des OPA1- und OMA1-Phänotyps unter mitochondrialem Stress bzw. deren 

Regeneration. So ist auffällig, dass sich der Abbau der Proteine MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 in 

eben jenem Zeitfenster abspielt, in dem OMA1 in einem aktivierten Zustand vorliegt und OPA1 eine 

verstärkte Prozessierung hin zu ausschließlich kurzen Isoformen erfährt (Abb. 17). Die beobachtete 

Regeneration der zum MIC10-Subkomplex gehörenden Proteine scheint darüber hinaus zeitgleich zur 



 84 

Inaktivierung von OMA1 und der Rückkehr der langen OPA1-Isoformen stattzufinden (Abb. 17). Aus 

diesen Beobachtungen leite ich ab, dass es offenbar einen Zusammenhang zwischen der Destabilisierung 

bzw. dem Abbau des MIC10-Subkomplexes, der Aktivierung von OMA1 und Prozessierung von OPA1 

zu geben scheint. Drei mögliche Theorien habe ich hierbei dafür, wie genau sich der Abbau des MIC10-

Subkomplexes abspielen könnte. 

Eine Hypothese ist, dass die Aktivierung der Metalloprotease OMA1 unter mitochondrialem Stress nicht 

nur dazu führt, dass OPA1 von ihr verstärkt an S1 prozessiert wird, sondern auch direkt für den Abbau 

der Proteine MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 verantwortlich ist, indem die Protease sie an definierten 

Sequenzen spaltet, wie es die beobachteten Spaltprodukte im Falle von MIC26 und MIC27 nahelegen 

(Abb. 17). Dies würde dabei die in Kapitel 6.3 aufgestellte Hypothese, nach der die proteolytische 

OMA1-Aktivität möglicherweise von der durch MIC10 induzierten Membrankrümmung abhängig ist, 

widerlegen, da diese folglich bei Abwesenheit von MIC10 nicht für den Abbau von MIC26, MIC27 und 

QIL1 verantwortlich gemacht werden könnte. 

Alternativ könnten aber auch die durch die OMA1-Aktivierung verstärkt entstehenden kurzen OPA1-

Isoformen für den Abbau des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress verantwortlich sein, 

sodass OMA1 nicht direkt in deren Abbau eingreift, sondern vielmehr über den Zwischenschritt der 

verstärkten OPA1-Prozessierung am Abbau von MIC10, MIC26, MIC27 und QIL1 mitwirkt. Diese 

verstärkte Prozessierung von L-OPA1 durch OMA1 hätte nämlich, wie von mir im Rahmen einer BN-

PAGE beobachtete zur Folge, dass es zu einer Destabilisierung der OPA1-Oligomere kommt (Abb. 16). 

Wie bereits in Kapitel 3.11 genauer beschrieben, hätte dies wiederum als Konsequenz, dass es zu einer 

Veränderung der Cristae-Struktur und schließlich zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Cristae-

Speichern ins Zytosol kommt, womit die apoptotische Kaskade eingeleitet würde (s. Kap. 3.10 und 

3.11). Es ist daher auch denkbar, dass die von mir beobachtete Destabilisierung von MIC10 im Wildtyp 

bzw. MIC26, MIC27 und QIL1 in ΔMIC10 Ausdruck einer beginnenden durch Zugabe des Entkopplers 

induzierten Apoptose ist, an deren Anfang die verstärkte Prozessierung von L-OPA1 zu S-OPA1 steht.  

Es ist weiterhin nicht auszuschließen, dass OPA1 selbst dazu in der Lage ist, Proteasen wie bspw. OMA1 

oder YME1L zu aktivieren, die im Anschluss wiederum für die von mir beobachtete Destabilisierung 

des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress sorgen könnten. Welche der verschiedenen 

Hypothesen letztendlich zutreffend ist, gilt es in Zukunft weiter zu untersuchen. 

Somit konnte ich insgesamt einen funktionellen Zusammenhang zwischen dem MIC10-Subkomplex, 

OPA1 und OMA1 nachweisen, welcher insbesondere unter mitochondrialem Stress zum Tragen kommt. 

Um die Auswirkungen der beobachteten Veränderungen von OMA1, OPA1 und des MIC10-

Subkomplexes unter Stress auf die Cristae-Morphologie zu untersuchen, wäre es in Zukunft interessant, 

diese im Rahmen einer elektronenmikroskopischen Untersuchung genauer zu erforschen, um ein noch 

besseres Verständnis für die Entstehung und Aufrechterhaltung der Cristae-Struktur und der an ihr 

beteiligen Proteine zu erhalten. 
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6.10 Fazit der Arbeit 
 

Im Rahmen meiner Forschung konnte ich zahlreiche in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse, wie 

das Wechselspiel von MICOS, OMA1 und OPA1 die Cristae-Biogenese und -Dynamik beeinflusst, 

bestätigen. Darüber hinaus gelang es mir, einige ganz neue Erkenntnisse zu diesem Thema beizusteuern: 

1. L-OPA1 bzw. dessen Oligomere weisen auch bei Abwesenheit des MIC10-Proteins eine 

ähnliche Stabilität wie im Wildtyp auf mit dem Ziel, den Verlust der verbliebenen crista 

junctions in diesen Zellen zu verhindern. L-OPA1 leistet damit einen Beitrag bei der 

Aufrechterhaltung der crista junctions und wird daher bei Abwesenheit von MIC10 vermindert 

durch OMA1 prozessiert. 

2. Zellen exprimieren als Reaktion auf eine gefährdete Cristae-Architektur geringere Mengen an 

OMA1 zum Schutze der crista junctions. 

3. Der Verlust der crista junctions führt zu einer verringerten Effektivität der mitochondrialen 

Atmungskette. 

4. Das MIC10-Protein hat eine schützende Funktion auf die übrigen zum MIC10-Subkomplex 

gehörenden Proteine MIC26, MIC27 und QIL1. MIC10 wird unter mitochondrialem Stress 

zuerst abgebaut, während die restlichen zum MIC10-Subkomplex gehörenden Proteine unter 

diesen Bedingungen nach wie vor stabil sind. 

5. Die Destabilisierung des MIC10-Subkomplexes unter mitochondrialem Stress ist reversibel. 

 

Damit konnte ich einen Beitrag zur Untersuchung des komplexen Wechselspiels von MICOS, OMA1 

und OPA1 bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der mitochondrialen Cristae-Morphologie leisten. 

Meine Erkenntnisse können dabei zukünftig helfen zu verstehen, wie Zellen auf eine gefährdete Cristae-

Architektur reagieren bzw. welche Auswirkungen mitochondrialer Stress auf die Cristae-Morphologie 

hat. Insbesondere aufgrund der großen klinischen Relevanz der Cristae-Architektur bzw. der an ihr 

beteiligten Proteine OPA1, OMA1 und MICOS bei bspw. der Tumorentstehung bedarf es auch in 

Zukunft dringend weiterer Forschung zu diesem Thema, um diese Erkrankungen besser verstehen und 

therapeutische Ansatzmöglichkeiten entwickeln zu können. 
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MIA mitochondrial intermembrane space import and 

assembly pathway 

MIB mitochondrial intermembrane space bridging 

complex 

MICOS mitochondrial contact site and cristae organizing 

system 

min Minute 

mM Millimolar 

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 

MPP mitochondrial processing peptidase 

mRNA messenger-RNA 

mtDNA mitochondriale DNA 

MTS mitochondrial targeting sequence 

NaCl Natriumchlorid 

nm Nanometer 

N-terminal Amino-terminal 

O2 Sauerstoff 

OCR oxygen consumption rate 

OMA1 overlapping with m-AAA-Protease 

OPA1 optic atrophy type 1 

PBS Phosphate-buffered saline 

pmol Pikomol 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

RNA ribonucleic acid 

ROS reactive oxygen species 

s. siehe 

S1 Schnittstelle 1 

S2 Schnittstelle 2 

SAM sorting and assembly machinery 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis 

siRNA small interfering RNA 

S-OMA1 short OMA1 

S-OPA1 short OPA1 

Tab. Tabelle 

TBS Tris-buffered saline 

TCA Trichloressigsäure 

TEM Transmissionselektronenmikroskopie 

TEMED Tetramethylendiamin 

TM Transmembrandomäne 

TOM translocase of the outer mitochondrial membrane 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

V Volt 
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WT Wildtyp 

x g Einheit der relativen Zentrifugalbeschleunigung 

YME1L yeast mitochondrial DNA escape 1-like 
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