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Die Proteinausstattung eines einzelnen
pflanzlichen Mitochondriums
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The structure and function of mitochondria have been characterized
with increasing precision. How the protein inventory defines the
characteristics of the organelle remains insufficiently understood,
however. Recently we devised a quantitative proteomic approach to
estimate the copy numbers of proteins in a single plant mitochondrion,
as physical operational unit in the cell. We illustrate how such a simple
thought experiment can give fascinating insights into how a mito-

chondrion works.
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B Mitochondrien sind tief verwurzelt in der
Evolution komplexen Lebens. Sie tiberneh-
men zentrale Aufgaben im zellularen Ener-
giestoffwechsel und in der Signaltransduk-
tion. Unser aktuelles Verstandnis von Mito-
chondrien fallt groBtenteils in zwei Kategori-
en, die sich wahrend der vergangenen Jahr-
zehnte weitgehend parallel entwickelt haben:

Einerseits konnten die biochemischen und
physiologischen Funktionen von Mitochon-
drien im Detail untersucht werden. Anderer-
seits haben wir tiefe Einsichten in die Orga-
nisation und Struktur von Mitochondrien in
der Zelle gewonnen, vornehmlich dank zell-
biologisch-mikroskopischer Verfahren. Diese
beiden Blickwinkel unterscheiden sich -

biochemisch-physiologische Messungen
beruhen meist auf der Vermessung von Mito-
chondrienpopulationen; zellbiologische Mes-
sungen zumeist auf der Erfassung einzelner,
diskreter Organellen in Zellen oder Geweben.
Zwar tauschen einzelne Mitochondrien
durch Fusion und Teilung regelmaBig Kom-
ponenten aus; ihre Funktionen in der Zelle
fiihren sie jedoch als diskrete Organisations-
einheiten, also als Individuen, aus. Jedoch
fehlt uns bisher ein quantitatives Verstand-
nis davon, wie genau ein einzelnes Mitochon-
drium zusammengesetzt ist.

Skalierung von Proteomdaten
auf ein einzelnes Organell

Eine einfache Anndherung kann erzielt wer-
den, wenn man das Proteom von Mitochon-
drien (welches aus Proben bestimmt wird,
die riesige Mengen einzelner Mitochondrien
enthalten) auf die Dimensionen eines einzel-
nen Mitochondriums skaliert (Abb. 1). Fiir
die quantitative Proteomanalyse verwende-
ten wir aufgereinigte Mitochondrien aus
einer Zellkultur der Ackerschmalwand
(Arabidopsis thaliana) [1]. Mithilfe eines
labelfreien massenspektrometrischen shot-
gun-Ansatzes konnten wir die relativen
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A Abb. 1: Abschatzung der Proteinausstattung eines einzelnen Mitochondriums mittels quantitativer Proteomik unter Beriicksichtigung grundlegender
physikalischer Eigenschaften eines einzelnen Mitochondriums von Arabidopsis thaliana. Die relativen Anteile der einzelnen Proteinspezies am Proteom
isolierter Mitochondrien wurden durch shotgun-Massenspektrometrie anhand von iBAQ-Werten (intensity-based absolute quantification) experimentell
bestimmt. Um die Kopienzahl eines jeden Proteins in einem einzelnen Mitochondrium zu berechnen, ist eine Abschatzung der Gesamtzahl vorhandener
Proteinmolekiile erforderlich. Diese beruht auf dem Volumen und der Dichte eines représentativen Mitochondriums sowie seinem Proteingehalt und
der durchschnittlichen Proteinmasse.
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Innere Mitochondrienmembran
AufBere Mitochondrienmembran

A Abb. 2: Die Proteinausstattung eines Mitochondriums. Ein reprédsentatives Mitochondrium aus
Arabidopsis-Zellkultur enthalt insgesamt etwa 1,4 Millionen Proteinmolekiile. lhre Verteilung auf
die verschiedenen Stoffwechselwege wird hier anhand der aufsummierten Kopienzahlen aller
beteiligten Proteine dargestellt. Eingeférbte Flachen illustrieren den Volumenanteil dieser Pro-
teine an den Mitochondrienmembranen (verschiedene Farben) bzw. dem Gesamtproteom der
Matrix (Graustufen), die zu 20 Prozent aus Proteinen besteht. Aminosauren: Enzyme des Amino-
sédurestoffwechsels; ANT: ATP/ADP-Translokase; Kofaktoren: Biosynthese von Kofaktoren;
DNA/RNA: mit dem mitochondriellen Genom assoziierte Proteine; OXPHOS: Komplexe der
Atmungskette und der ATP-Synthasekomplex; PDC: Pyruvatdehydrogenasekomplex; PTM: post-
translationale Modifikationen (regulatorische Proteine); ROS: antioxidative Enzyme; Citratzyklus:
Enzyme des Citratzyklus; TIM: translocase of the inner membrane (Anzahl der aktiven Dimere);
TOM: translocase of the outer membrane (Anzahl der Trimere); Transporter: weitere Transporter
der inneren Mitochondrienmembran (auBer ANT); VDAC: voltage dependent anion channel.

Anteile der einzelnen Proteinspezies am
Gesamtproteom abschéatzen. Fiir die Skalie-
rung der relativen Anteile benotigt man die
Gesamtzahl aller Proteinmolekiile in einem
einzelnen Mitochondrium. Diese Zahl lasst
sich aus den physikalischen Eigenschaften
eines reprasentativen Mitochondriums herlei-
ten — wie anteiligem Proteingehalt, Volumen,
Dichte und der durchschnittlichen Masse
eines mitochondriellen Proteins. Fiir dieses
Mitochondrium berechneten wir dann aus
den Proteomdaten die Anzahl der enthalte-
nen Molekiile fiir jedes identifizierte Protein.
Wichtig bei dieser Betrachtung ist, dass
sowohl die Quantifizierung der Proteinantei-
le als auch deren Skalierung auf experimen-
tellen Messwerten und Annahmen beruhen,
die zwar sinnvoll sind, aber auch Unzuldng-
lichkeiten enthalten. Mit dem Wissen um
diese Limitierung lassen sich auf Basis der
errechneten Kopienzahlen und bekannter
Eigenschaften der einzelnen Proteine Gedan-
kenexperimente durchfiihren, die faszinie-

rende Einblicke in die Funktionsweise der
Mitochondrien ermdoglichen.

Wie viele Kopien von welchem
Protein enthélt ein einzelnes
Mitochondrium?

Ein reprasentatives Mitochondrium enthalt
1,4 Millionen einzelne Proteinmolekiile
(Abb. 2). Ahnliche Berechnungen ergeben
fiir eine Blatt-Mesophyllzelle eine Ausstat-
tung von 25 Milliarden Proteinmolekiilen,
von denen sich 20 Milliarden auf die Chloro-
plasten und knapp 500 Millionen auf alle
Mitochondrien verteilen [2]. Auf Grundlage
dieser Zahlen lassen sich konkrete Gedan-
kenexperimente zu Aufbau und Funktion
eines Mitochondriums durchfiihren. Bei die-
sem gedanklichen Rundgang stechen die an
der Produktion und dem Transport von ATP
beteiligten Proteine durch ihre Dominanz in
Masse und Haufigkeit hervor. Die ATP-Pro-
duktion erfordert eine vergleichsweise kleine
Anzahl verschiedener Proteine, diese jedoch

in jeweils hoher Kopienzahl. Die mitochon-
drielle Atmungskette nimmt mit insgesamt
knapp 370.000 einzelnen Proteinmolekiilen,
die zu 20.000 Komplexen zusammenge-
schlossen sind, allein 18 Prozent der Oberfla-
che der inneren Mitochondrienmembran ein
und bestimmt damit maBgeblich ihre
Struktur [3]. Weitere 9,5 Prozent der inneren
Mitochondrienmembran sind von knapp
98.000 Metabolittransportermolekiilen
besetzt, welche die Verbindung zur
umgebenden Zelle herstellen. Das haufigste
Mitochondrienprotein iiberhaupt ist mit
44.000 Kopien das Protein VDAC1 (voltage
dependent anion channel 1), das zusammen
mit den weiteren vier VDAC-Isoformen
34 Prozent der duBeren Mitochondrienmem-
bran einnimmt und diese weitestgehend
durchldssig fiir niedermolekulare Stoffe
macht. Zum Vergleich: Die groBe Unterein-
heit von RubisCO, kommt in einer durch-
schnittlichen Blattzelle etwa 3,2 Milliarden
mal vor, was etwa 32 Millionen Kopien in
jedem Chloroplasten entspricht [2]. Mito-
chondrien synthetisieren nur wenige Pro-
teine selbst, sind also auf den Import eines
GroBteils ihrer Proteinausstattung aus dem
Cytosol angewiesen. Limitierend ist in die-
sem Fall die Praprotein-Translokase in der
inneren Mitochondrienmembran, der TIM-
Komplex, der Proteine {iber die innere Mito-
chondrienmembran transportiert. Einzelnen
Mitochondrien stehen 550 Kopien dieser
dimeren Translokase zur Verfiigung, wohin-
gegen die Praprotein-Translokase der duBe-
ren Mitochondrienmembran, der TOM-Kom-
plex, mit 2.700 trimeren Kopien pro Mito-
chondrium vertreten ist. Die Transportkapa-
zitat wiirde dennoch ausreichen, um den
Proteingehalt der Matrix innerhalb von weni-
ger als sieben Stunden zu verdoppeln. Das
Volumen der mitochondrialen Matrix wird
unserer groben Abschidtzung nach zu etwa
20 Prozent mit Proteinen ausgefiillt, ohne
Beriicksichtigung der sie umgebenden
Hydrathiillen.

Die Ausstattung des reprasentativen Mito-
chondriums zeigt eine klare Dominanz des
sehr groBen Pyruvatdehydrogenasekomple-
xes, der mit insgesamt 14.200 einzelnen Pro-
teinmolekiilen etwa 50 Prozent des Protein-
volumens in der Mitochondrienmatrix aus-
macht. Der Citratzyklus pflanzlicher Mito-
chondrien passt seine Funktionsweise den
unterschiedlichen Anforderungen der Zelle
flexibel an [4]. Er besteht aus neun Enzymen,
die zusammen 140.000 Proteinmolekiile stel-
len. Pflanzliche Mitochondrien nutzen meist
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Malat als Substrat und besitzen die
erforderliche Enzymausstattung, um
innerhalb von einer Stunde ihre eigene
Masse an Malat umzusetzen. Neben der
Energieversorgung erfiillen Mitochon-
drien weitere essenzielle Stoffwechsel-
funktionen. Dementsprechend enthalten
sie Enzyme fiir die Synthese von Kofak-
toren und Eisen-Schwefel-Clustern, den
Abbau von Aminosduren und die Entgif-
tung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).
Letztere werden offenbar vorsorglich im
Uberschuss vorgehalten. Die Kapazitit
der antioxidativen Enzyme eines Mito-
chondriums tibertrifft die zu erwartende
ROS-Produktion selbst unter Stressbe-
dingungen bei Weitem. Zur Regulation
der hoch abundanten Pyruvatdehydro-
genase steht dagegen eine vergleichs-
weise geringe Anzahl regulatorischer
Proteine zur Verfligung. So wiirden die
120 Kopien der Pyruvatdehydrogenase-
Kinase eines Mitochondriums bei maxi-
maler Aktivitat eine knappe halbe Stun-
de benotigen, um alle 9.000 Molekiile
ihres Substrates (der PDH-E1j-
Untereinheit) zu phosphorylieren, was
in etwa der Zeitspanne entspricht, die
fiir die Inaktivierung des Pyruvatdehy-
drogenasekomplexes im Licht beobach-
tet wurde [5]. Einzelne Faktoren, die am
Edieren von mRNA beteiligt sind, liegen
im Durchschnitt sogar mit weniger als
einer Kopie pro Mitochondrium vor. Das
bedeutet, dass nicht jedes Mitochondri-
um gleichzeitig tiber dieses Protein ver-
fligen kann. Solche Proteine werden
vermutlich zwischen einzelnen Mito-
chondrien durch regelmaBige Fusion
und Teilung weitergegeben. Diese
Schlussfolgerung entspricht der Beob-
achtung, dass auch die mitochondrielle
DNA von Arabidopsis in substochiomet-
rischen Konzentrationen mit durch-
schnittlich nur einem vollstindigen
mitochondrialen Genom pro drei
Mitochondrien vorliegt [6].

Wie heterogen und wandelbar
sind Mitochondrien?

Fiir unsere Berechnungen haben wir ein
reprasentatives Mitochondrium zugrun-
de gelegt. Eine solche Mittelung kann
der eigentlichen Heterogenitiat der
Mitochondrien natiirlich nicht gerecht
werden. In Samenpflanzen, die aus spe-
zialisierten Zelltypen, Geweben und
Organen aufgebaut sind und ihren Zell-
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stoffwechsel flexibel an wechselnde
Umweltbedingungen anpassen konnen
ist es augenscheinlich, dass die Kompo-
sition und Funktion der Mitochondrien
diese Spezialisierung und Anpassung
reflektieren (Abb. 3). Unterschiede in
der Zusammensetzung der Proteome
wurden bisher fiir Mitochondrienextrak-
te von pflanzlichen Strukturen gezeigt,
die sich einfach mechanisch trennen
lassen (Blétter, Wurzeln, Bliiten, Stamm,
Schoten, Zellkultur [7]). Jedoch ist dies
nur die Spitze des Eisbergs, denn die
Organe bestehen wiederum aus hochst
unterschiedlichen Geweben und Zellty-
pen. Selbst auf Einzelzellebene ist es
wahrscheinlich, dass die einzelnen Mito-
chondrien tiber unterschiedliche Prote-
inausstattungen verfiigen (Abb. 3), wie
es fiir spezifische Proteine bereits
gezeigt werden konnte [8, 9]. Beispiels-
weise ist eine gezielte Anreicherung
einzelner Mitochondrien mit bestimm-
ten Proteinen wahrscheinlich - in
Abhéngigkeit von ihrer Positionierung
in der Zelle und damit ihrer Funktion
und ihrer Interaktion mit anderen Zell-
strukturen. Um zukiinftig ein realisti-
sches und quantitatives Verstandnis von
Heterogenitit mitochondrieller Struktu-
ren und Funktionen zu erlangen, wer-
den analytische Ansitze notwendig sein,
die eine Mittelung von Unterschieden
vermeiden. Genetische Tagging-Metho-
den bieten bereits die Moglichkeit, Mito-
chondrien aus definierten Zelltypen
aufzureinigen [10-13] und so Populati-
onen gezielt zu trennen. Zukiinftig ware
eine direkte Untersuchung der Protein-
ausstattung einzelner Mitochondrien
wiinschenswert, wie sie sich in der Ent-
wicklung spezialisierter bildgebender
Techniken (z. B. Kryoelektronentomo-
graphie) oder hochauflosender massen-
spektroskopischer Verfahren (z. B.
MALDI-Imaging, Single Cell Proteomics)
andeutet.
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Spezialisierung nach
Zelltyp und Gewebe

—

Akklimatisierung
an Umweltfaktoren

Spezialisierung
innerhalb der Zelle

A Abb. 3: Eine wichtige zukiinftige Herausforderung wird darin bestehen, die proteomischen

Unterschiede zwischen Mitochondrien und deren Plastizitat experimentell zu analysieren. Hetero-

genitéat ist dabei nicht nur in der Entwicklung, zwischen Organen, Geweben und Zelltypen zu

erwarten, sondern auch zwischen den Mitochondrien in einzelnen Zellen. Hinzu kommt die flexible

Anpassung der Proteinausstattung als Antwort auf Umweltfaktoren. Ein realistisches und
umfassendes Verstandnis bedarf zukiinftig der Vermessung dieser quantitativen Unterschiede.
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Das hier diskutierte proteombasierte Gedankenexperiment ist ein Resultat der gemeinsamen Aktivitaten
der Plant Mito Group als informelle, offene Plattform von Wissenschaftler:innen in Deutschland (bisher
aus Berlin, Bonn, Bremen, Diisseldorf, Halle, Hannover, Kaiserslautern, Minchen, Minster, Potsdam und
Ulm), die sich fiir die unterschiedlichsten Aspekte mitochondrieller Biologie in Pflanzen begeistern.
Seitdem die Idee fiir diese Gruppe 2013 am Rande der International Conference for Plant Mitochondria
in Rosario (Argentinien) u. a. von Axel Brennicke (1953-2017) angestoBen wurde, finden halbjahrliche
Treffen zur Diskussion aktueller Fragen um Mitochondrien der Pflanzen statt.
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