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Mitochondria are essential cellular organelles, which supply eukaryo-
tic cells with the universal energy carrier adenosine triphosphate.
These organelles feature a unique double-membrane architecture,
which is formed by a smooth outer membrane and a highly folded
inner membrane. Harnessing super-resolution light and electron
microscopy, we investigate the role of MICOS, a large mitochondrial
protein complex, in determining the complex folding of the inner

membrane.
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B Erst das Zusammenspiel einer Vielzahl
subzelluldrer Prozesse ermoglicht komplexe
Funktionen wie das Schlagen des Herzens
oder die Weiterleitung von Nervenimpulsen.
Der wichtigste chemische Brennstoff zum
Antrieb solcher Prozesse ist das Molekiil
Adenosintriphosphat (ATP), welches den
Zellen als universeller und sofort verfiig-
barer Energietlibertriager dient. Der grofte
Teil des verfiigharen ATPs wird in den
Mitochondrien, kleinen Zellorganellen mit
einem Durchmesser von etwa 200-800 nm,
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erzeugt. Daher werden diese Organellen
gerne als ,Kraftwerke der Zelle® bezeichnet.

Das Geheimnis ihrer besonderen Funktion
der Energiegewinnung liegt im einzigartigen
strukturellen Aufbau der Mitochondrien. Sie
besitzen eine glatte duBere Membran, die
eine zweite, stark eingefaltete innere Memb-
ran umschlieBt. Lamellenartige Einstiilpun-
gen der Innenmembran werden Cristae
genannt und reprasentieren mitochondriale
Subkompartimente (Abb. 1). Im Gegensatz
zur inneren Grenzflaichenmembran ist die
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A Abb. 1: Schematische Darstellung des mitochondrialen Netzwerks in einer Zelle und der mito-

chondrialen Membranarchitektur.
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Cristaemembran (Abb. 1) mit den Atmungs-
kettenproteinkomplexen angereichert. Um
die erhohte Konzentration dieser Protein-
komplexe in den Cristae zu gewihrleisten,
sind Cristaemembran und innere Grenzfla-
chenmembran lediglich durch kleine, runde
bis schlitzférmige Offnungen mit einem
Durchmesser von nur 20-30 nm verbunden
(Abb. 2), die als Crista Junctions bezeichnet
werden.

Die Atmungskettenkomplexe bewerkstel-
ligen die Bildung von ATP. Hierzu werden
iiber mehrere Zwischenschritte zunédchst
Protonen (positiv geladene Wasserstoffato-
me) aus der Matrix, dem Innenraum des
Mitochondriums, in das Cristaelumen trans-
portiert. Dabei wird ein Gradient tiber die
Membran erzeugt. Die mitochondriale F,F -
ATPase, ein in die Cristaemembran integrier-
ter Proteinkomplex, baut diesen Protonen-
gradienten wieder ab und nutzt die dabei
freiwerdende Energie dhnlich einer Turbine
zur Erzeugung von ATP.

Untersuchung der mitochondrialen
Struktur durch Mikroskopie

Obwohl der besondere Aufbau der Mitochon-
drien bereits vor etwa 70 Jahren entdeckt
wurde, ist bis heute umstritten, wie die kom-
plizierte Cristaearchitektur genau entsteht.
Gesichert ist, dass dabei zahlreiche unter-
schiedliche Proteine beteiligt sind, die die
Fahigkeit besitzen, Membranen zu binden
und aktiv zu verformen [1]. Die genaue Auf-
klarung der Entstehung von Cristae ist
anspruchsvoll, da Mitochondrien dynamisch
sind und eine sehr geringe GroBe aufweisen.
Tatsachlich ermoglicht die klassische Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) eine
prizise Analyse der Mitochondrienstruktur
(Abb. 2). Da hierbei allerdings die Elektronen
die Probe durchstrahlen miissen, ist es not-
wendig, diese zuvor in sehr diinne Scheiben
zu schneiden. GroBere Volumen lassen sich
besser mit der Focused-lon-Beam-Scanning-
Elektronen-Mikroskopie (FIB-SEM) analysie-
ren, bei der abwechselnd ein Ionenstrahl
eine diinne Schicht der Probe abtragt und die
darunterliegende Oberflache anschlieBend
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Super-Resolution-Mikroskopie
e Lokalisation von Proteinen

e Lebende und fixierte Proben

Elektronenmikroskopie
e Visualisierung von Membranen

e Fixierte Proben

A Abb. 2: Mikroskopie von Mitochondrien. A, Super-Resolution-Mikroskopie von Mitochondrien.
Ausschnitt einer STED-Mikroskopieaufnahme. Markiert wurde das Protein MIC60 an den Crista
Junctions (blau) und das Protein ATPB in der Cristaemembran (rot). B, TEM-Aufnahme von Mito-

chondrien. GréBenbalken: 1 um.

durch das Scannen mit einem Elektronen-
strahl abgebildet wird. Obwohl beide Techni-
ken die Cristae zuverldssig visualisieren,
haben sie gemeinsam, dass sie nur auf fixier-
ten, also toten Zellen angewendet werden
konnen. Zudem lassen sich mit ihnen Pro-
teine innerhalb der Zelle nur eingeschrankt
lokalisieren.

Die Fluoreszenz-Lichtmikroskopie bietet
hier Vorteile, da sie statt Elektronen sicht-
bares Licht verwendet. So konnen nicht nur
gezielt einzelne Proteinspezies mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert und dann
in der Zelle lokalisiert (Abb. 2), sondern auch
lebende Zellen untersucht werden. Allerdings
ist das Auflosungsvermogen von Lichtmikro-
skopen im Vergleich zu Elektronenmikrosko-
pen stark begrenzt. Der Wellencharakter des
Lichts ist dafiir verantwortlich, dass die Lin-
sen eines Lichtmikroskops das Licht nicht
beliebig genau fokussieren konnen, was das
Auflosungsvermogen konventioneller Fluo-
reszenzmikroskope in der Praxis auf etwa
200 nm begrenzt. Da dieser Wert im Bereich
des Durchmessers eines Mitochondriums
liegt, konnen konventionelle Lichtmikrosko-
pe die submitochondriale Verteilung von Pro-
teinen kaum analysieren.

Super-Resolution-Mikroskopie

Die Entwicklung hochauflésender Super-
Resolution-Mikroskope in den 2000er-Jahren
ermoglichte es, das fundamentale Auflo-
sungsproblem zu losen; diese Entwicklung
wurde 2014 mit dem Nobelpreis fiir Chemie
gewiirdigt. Heute stehen Biowissenschaftlern
zahlreiche unterschiedliche beugungsunbe-
grenzte Lichtmikroskope zur Verfiigung. Der
,Trick” zur Uberwindung der Auflosungs-
grenze besteht darin, dass diese Mikroskopie-
verfahren unterschiedliche Zustdnde der
fluoreszierenden Molekiile ausnutzen, um
benachbarte Fluorophore zeitlich oder raum-
lich voneinander getrennt aufnehmen und
dadurch doch unterscheiden zu konnen
(Abb. 2, [2]). STED-Super-Resolution-Mikros-
kopie erlaubt es auf diese Weise beispielswei-
se, die dynamische Bewegung einzelner Cris-
tae innerhalb von Mitochondrien mit einer
Auflésung von ca. 50 nm zu verfolgen und so
vollig neue Einblicke in die Dynamik des
Organells zu erhalten [3, 4]. MINFLUX-Nano-
skopie, eine neuere darauf aufbauende Tech-
nik, ermoglicht inzwischen sogar eine dreidi-
mensionale Lokalisation von Molekiilen mit
einer Prizision im einstelligen Nanometerbe-
reich [5, 6].
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Der MICOS-Komplex

Das mitochondriale Kontakstellen- und
Cristae-Organisations-System, kurz MICOS
(mitochondrial contact site and cristae
organizing system) ist ein groBer Protein-
komplex in der inneren Membran, der eine
zentrale Rolle bei der Ausformung der
Cristae spielt [7]. Er besteht aus mindes-
tens sieben unterschiedlichen Proteinen,
die in zwei Teilkomplexen organisiert sind.
Sie werden gemaB ihrer beiden Kernpro-
teine MIC60- bzw. MIC10-Teilkomplex
genannt. Obwohl die Teilkomplexe bereits
2011 entdeckt wurden, blieb ihre prézise
Rolle bei der Cristaebildung zunichst
unklar.

Um die Funktion der unterschiedlichen
MICOS-Teilkomplexe detailliert zu analy-
sieren, haben wir in einer Studie die Syn-
these der sieben MICOS-Proteine mithilfe
der Genschere CRISPR-Cas9 systematisch
in kultivierten menschlichen Zellen unter-
bunden [8]. Der Verlust der MIC60-Proteine
16st in humanen Zellen den Abbau des voll-
standigen MICOS-Komplexes aus. Dies ver-
hindert die Bildung von Crista Junctions
und fiihrt so letztlich zum Abldsen der Cris-
tae von der inneren Grenzflaichenmembran.
Durch gezieltes Entfernen des MIC10-Pro-
teins ist es hingegen moglich, lediglich
einen Abbau der MIC10-Teilkomplexe
herbeizufiihren, wahrend die MIC60-Teil-
komplexe in den Mitochondrien stabil
zurlickbleiben. MIC10-defiziente Mito-
chondrien weisen eine stark verdnderte
Cristaearchitektur auf und bilden groBe,
flachliegende Cristae, die parallel zur
AuBenmembran verlaufen (Abb. 3A). Auf-
grund der Anwesenheit der MIC60-Teil-
komplexe sind diese allerdings weiterhin
durch zahlreiche Crista Junctions mit der
inneren Grenzflichenmembran verbunden
(Abb. 3A). Untersuchungen mittels Elektro-
nentomographie und MINFLUX-Nanoskopie
zeigten iibereinstimmend, dass die Crista
Junctions in Abwesenheit des MIC10-Teil-
komplexes allerdings eine abberrante, eher
schienenartige Verteilung aufweisen
(Abb. 3A, [8]).

Cristaebildung auf Knopfdruck

Die Tatsache, dass beide MICOS-Teilkom-
plexe unterschiedliche Funktionen austiben,
ermoglichte es, das Zusammenspiel beider
Teilkomplexe bei der Bildung der lamellen-
formigen Cristae genauer zu analysieren.
Dazu stellten wir die Produktion von MIC10
in den vormals MIC10-defizienten Zellen
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A Abb. 3: Einfluss des MICOS-Komplexes auf die Cristaearchitektur. A, 3D-MINFLUX-Nanoskopie
des Crista-Junction-Markers MIC60 (links) und Rekonstruktionen der Innenmembran von Mito-
chondrien in Wildtypzellen und MIC 10-defizienten Zellen basierend auf Elektronentomographie-
daten (rechts). B, Remodellierung der Cristae bei der Wiederherstellung des MICOS-Komplexes
aus seinen beiden Teilkomplexen. GroBenbalken: 250 nm. Rekonstruktion der Innenmembran

basierend auf FIB-SEM-Daten.

wieder her und verfolgten die Neubildung
der MIC10-Teilkomplexe und ihre Assem-
blierung mit den noch bestehenden MIC60-
Teilkomplexen iiber einen Zeitraum von
mehreren Stunden. Die damit einhergehen-
den Verdanderungen der Membranstruktur
konnten mithilfe von FIB-SEM analysiert
werden. Es zeigte sich, dass die Bildung von
MICOS zu einer fortschreitenden Reparatur
der Cristaestruktur fiihrte, bei der sich bin-
nen weniger Stunden groBe, zuvor flachlie-
gende Cristae wellenformig aufstellten
(Abb. 3B), um sich schlieflich wieder in ein-
zelne Lamellen umzuwandeln [8]. Diese
Beobachtung zeigt, dass die Assemblierung
von MICOS aus den beiden Teilkomplexen
als molekularer Schalter fungiert, der die
Trennung groBerer Membranteile in einzelne
Lamellen und die prazise Verteilung der
Crista Junctions entlang der Mitochondrien
steuert.

Die genaue Untersuchung dieses Prozes-
ses erforderte den Einsatz zahlreicher unter-
schiedlicher molekulargenetischer, bioche-
mischer und bildgebender Techniken. Das
Beispiel unterstreicht, dass zunehmend kom-
plexer werdende biologische Fragestellungen
vielfach nur durch die Kombination der Stéar-
ken unterschiedlichster Analysetechniken
gelost werden konnen.
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