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Proteomprojekte wurden initiiert, um systematisch nach bisher unbe-
kannten mitochondrialen Funktionen in Pflanzen zu suchen. Auf der Basis
dieser Projekte konnten interessante neue Einblicke in die Physiologie
von Pflanzenmitochondrien gewonnen werden.

Proteome projects were initiated to systematically search for so far
unknown mitochondrial functions in plants. Based on these projects,
new insights into the physiology of these organelles were obtained.

Allgemeine mitochondriale
Funktionen

B Die Hauptfunktion der Mitochondrien ist
die Bereitstellung von Adenosintriphosphat
(ATP), das fiir den Ablauf zahlreicher bio-
chemischer und physiologischer Prozesse in
Zellen benotigt wird. Um dieser Funktion
nachzukommen, importieren Mitochondrien
Pyruvat aus dem Zytoplasma und oxidieren es
nachfolgend durch die Enzyme des Citrat-
zyklus zu CO,. Dabei abgezweigte Elektronen
werden indirekt auf eine Elektronentrans-
portkette in der inneren Mitochondrien-
membran, die Atmungskette, tibertragen. Die-
se transferiert die Elektronen nachfolgend
auf molekularen Sauerstoff, der dabei zu Was-
ser reduziert wird, und nutzt die bei diesem
Transport frei werdende Energie zum Aufbau
eines Protonengradienten iiber die innere
Mitochondrienmembran. Dieser chemi-osmo-
tische Gradient kann schlieBlich vom mito-
chondrialen ATP-Synthasekomplex genutzt
werden, um ADP zu ATP zu phosphorylieren.
Da diese Form der ATP-Bildung mit einem
Verbrauch an molekularem Sauerstoff gekop-
pelt ist, wird der gesamte Prozess auch als
Oxidative Phosphorylierung oder Zellatmung
bezeichnet.

Inzwischen ist jedoch bekannt, dass Mito-
chondrien neben der Oxidativen Phosphory-
lierung noch zahlreiche weitere Funktionen
in der eukaryotischen Zelle ausfiihren, so z. B.
den Abbau von Aminosduren, die Biosynthe-
se von prosthetischen Gruppen oder den
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Zusammenbau von Eisen-Schwefel-Clustern,
um nur einige wenige Beispiele zu nennen.
Ferner wurde erst kiirzlich gefunden, dass
Mitochondrien eine Schliisselrolle bei der
Apoptose, dem programmierten Zelltod, spie-
len.

Mitochondriale Funktionen

in Pflanzen

Die Mitochondrien pflanzlicher Zellen haben
dartiber hinaus eine ganze Reihe von Extra-
funktionen, die teilweise in einer Beziehung

zur Photosynthese stehen. So ist die Atmungs-
kette pflanzlicher Mitochondrien dafiir ver-
antwortlich, die Redoxbalance der Pflanzen-
zelle zu gewahrleisten, indem tiberschiissige
Reduktionsenergie schonend abgebaut wird.
Fiir die Realisierung dieser Funktion gibt es
alternative Atmungskettenenzyme, die am
Elektronentransport der Atmungskette betei-
ligt sind, ohne zum Protonengradienten {iber
die innere Mitochondrienmembran beizutra-
gen.

Ferner sind pflanzliche Mitochondrien an
der Photorespiration beteiligt. Im Zuge die-
ses Stoffwechselwegs wird, analog zur ,nor-
malen“ mitochondrialen Respiration (die in
Pflanzen auch als Dunkelrespiration bezeich-
net wird), O, verbraucht und CO, freigesetzt.
Im Gegensatz zur Dunkelrespiration wird das
0, jedoch nicht in den Mitochondrien, son-
dern in den Chloroplasten verbraucht. Fer-
ner ist die Photorespiration, wie der Name
dieses Stoffwechselwegs bereits impliziert,
ein lichtabhangiger Prozess. Ausgangspunkt
der Photorespiration ist die Oxygenase-Neben-
aktivitit des die CO,-Fixierung katalysieren-
den Enzyms Ribulose-1,5-bisphosphat-Car-
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A Abb. 1: Zweidimensionale gelelektrophoretische Aufrennung der mitochondrialen Proteine aus
der Modellpflanze Arabidopsis thaliana. A, Trennung der Proteine nach ihren isoelektrischen
Punkten (horizontale Trennrichtung) bzw. ihrer molekularen Masse unter denaturierenden Bedin-
gungen (vertikale Trennrichtung). B, Trennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse unter
nativen (horizontale Trennrichtung) bzw. unter denaturierenden Bedingungen (vertikale Trennrich-
tung). Blaue Pfeile markieren Proteine, die massenspektrometrisch identifiziert wurden, rote Pfei-

le markieren Carboanhydrasen.
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Arabidopsis thaliana

A Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des NADH-Dehydrogenasekomplexes (Komplex
1) der Atmungskette aus verschiedenen Organismen. Der Komplex aus Arabidopsis thaliana zeich-
net sich durch ein Zusatzmodul aus (weiBer Kreis), der Carboanhydrasen enthalt. M: mitochondri-
ale Matrix; IM: innere Mitochondrienmembran; IMS: mitochondrialer Intermembranraum. Teilab-
bildungen aus www.scripps.edu/mem/biochem/Cl/research.html, modifiziert.

boxylase/Oxygenase (Rubisco). Im Zuge die-
ser Nebenaktivitét entsteht die C,-Verbindung
Phosphoglykolat, die im Rahmen des Calvin-
Zyklus nicht weiter umgesetzt werden kann.
Die Photorespiration dient dem Recycling von
Phosphoglykolat, indem zwei dieser C,-Ver-
bindungen unter CO,-Freisetzung in die C,-
Verbindung Phosphoglycerat umgewandelt
werden. Ein entscheidender Schritt des Photo-
respirationswegs findet dabei in den Mit-
ochondrien statt: die Umwandlung von zwei
Molekiilen Glycin zu einem Serin und CO,
durch den Glycin-Dehydrogenasekomplex.
Bemerkenswerterweise wird bei Pflanzen, die
unter Starklichtkonditionen kultiviert wer-
den, durch diesen Schritt, und nicht durch
den Abbau von Pyruvat {iber den Citratzyklus,
die Hauptmenge an CO, in den Mitochondrien
freigesetzt.

Viele weitere Sonderfunktionen pflanz-
licher Mitochondrien sind bekannt und wer-
den in aktuellen Ubersichtsartikeln darge-
stellt!!],

Proteomanalysen zur Identifizierung
mitochondrialer Funktionen in
Pflanzen

Es wird vermutet, dass pflanzliche Mito-
chondrien noch an zahlreichen anderen Pro-
zessen beteiligt sind. Daher wurden vor eini-
gen Jahren Mitochondrienproteomprojekte
initiiert, mit deren Hilfe systematisch bis-
her unbekannte mitochondriale Funktionen
in Pflanzen aufgedeckt werden sollen!? 3],
Ausgangspunkt fiir diese Projekte, die sich
zundchst auf die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana bezogen, war die Herstellung hoch-
reiner Mitochondrienfraktionen. Nachfol-
gend wurden die Proteine dieser Fraktionen

mithilfe zweidimensionaler Gelelektropho-
reseverfahren aufgetrennt (Abb. 1). Klas-
sischerweise werden dafiir Gel-Systeme ver-
wendet, die in einer ersten horizontalen
Dimension auf einer Auftrennung der Pro-
teine nach ihrem isoelektrischen Punkt
basieren und in einer zweiten Gel-Dimen-
sion auf einer Auftrennung nach der mole-
kularen Masse (Abb. 1A). Mit diesem Ver-
fahren konnen bis zu 600 mitochondriale
Proteine aus Arabidopsis thaliana dargestellt
werdenl?l, Alternativ kann auch in der ersten
Gel-Dimension eine Auftrennung nach Gro-
Be erfolgen, allerdings unter nativen Kondi-
tionen, sodass Proteinkomplexe intakt blei-
ben. Dies ist beispielsweise mithilfe der Blau-
nativen Gelelektrophorese moglich, die den
Farbstoff Coomassie-Blau verwendet, um
Proteinkomplexen eine einheitliche negative
Ladung zu verleihen!®. Auf diese Weise kin-
nen in einer ersten Gel-Dimension zunachst
Proteinkomplexe getrennt werden, die durch
Elektrophorese in einer zweiten Gel-Dimen-
sion unter denaturierenden Konditionen wei-
ter in ihre Untereinheiten zerlegt werden.
Auf den resultierenden Gelen bilden die
Untereinheiten individueller Proteinkom-
plexe charakteristische vertikale Punktrei-
hen (Abb. 1B).

Proteintrennungen auf der Basis beider Gel-
Systeme wurden verwendet, um mithilfe mas-
senspektrometrischer Verfahren systematisch
neue mitochondriale Proteine in Pflanzen zu
identifizieren. Ferner wurden in jlingster Zeit
gelfreie Verfahren eingesetzt, um in noch gro-
Berem Mafstab neue Proteine aufzuspiiren.
Bis heute konnten iiber 400 Proteine beschrie-
ben werden, die in Pflanzenmitochondrien
vorkommen!®!. Durch diese proteomischen

Untersuchungen konnten zahlreiche neue
Funktionen fiir Pflanzenmitochondrien vor-
hergesagt werden, die zum Teil bereits expe-
rimentell verifiziert sind.

Fallstudie: Identifizierung
mitochondrialer Carboanhydrasen
Mithilfe der beiden beschriebenen Gel-Sys-
teme konnten erstmals Proteine fiir Mito-
chondrien beschrieben werden, die auf der
Basis von Aminosduresequenzvergleichen
als Carboanhydrasen identifiziert wurden.
Uberraschenderweise kommen diese Protei-
ne als Bestandteil des NADH-Dehydrogena-
sekomplexes der Atmungskette (Komplex I)
vor. Carboanhydrasen Kkatalysieren die
Umwandlung von CO, + H,0 zu Hydrogen-
carbonat (HCO3) + H" und sind zuvor fiir ver-
schiedene Pflanzenkompartimente beschrie-
ben worden, nicht jedoch fiir die Mitochon-
drien. In den Chloroplasten sind die Carbo-
anhydrasen fiir die effiziente Versorgung von
Rubisco mit CO, verantwortlich. Doch wor-
in besteht die Funktion der Carboanhydra-
sen in den Mitochondrien?

Eine strukturelle Charakterisierung des
mitochondrialen NADH-Dehydrogenasekom-
plexes aus Arabidopsis mittels single particle-
Elektronenmikroskopie - einem Verfahren,
bei dem zahlreiche Einzelaufnahmen eines
gereinigten Proteinpartikels zu einer hoch-
aufgelosten Durchschnittsstruktur verrech-
net werden - ergab, dass die mitochondrialen
Carboanhydrasen eine Extradoméane bilden,
die auf der Matrix-exponierten Seite an den so
genannten ,Membranarm*“ des Komplexes |
fixiert istl%. Diese hochcharakteristische
Domaine ist nur in pflanzlichen Komplex-I-
Strukturen sichtbar (Abb. 2).

Werden die Chloroplasten aktiv mit
mitochondrialem CO, versorgt?
Genexpressionsstudien ergaben, dass die
Gene, die fiir die mitochondrialen Carboan-
hydrasen codieren, vermindert transkribiert
werden, sofern Pflanzen in Gegenwart von
erhohten CO,-Konzentrationen kultiviert
werden. Dies ist auch fiir die Gene der Enzy-
me des Photorespirationswegs bekannt.
Daher wird postuliert, dass die mitochon-
drialen Carboanhydrasen das im Zuge dieses
Stoffwechselwegs gebildete CO, in Hydro-
gencarbonat umwandeln. Durch den stark
basischen pH-Wert an der Matrix-exponier-
ten Seite des Membranarms des Komplexes
I liegt das Reaktionsgleichgewicht dieser
Umwandlung stark auf der Hydrogencarbo-
nat-Seite. Doch worin konnte der Vorteil die-
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lasmamembran

Mitochondrium

| .. Carboxysom
|

A Abb. 3: Modellhafte Darstellung der CO,-Konzentrierungsmechanismen. A, in griinen Pflanzen-
zellen. B, in Cyanobakterien. In beiden Zelltypen basiert der Mechanismus auf (i) einer Umwand-
lung von CO, in Hydrogencarbonat (HCO,), (ii) einem anschlieBenden Transport in ein auf die
CO,-Fixierung spezialisiertes biochemisches Kompartiment (Pflanzenzellen: Chloroplast; Cyano-
bakterium: Carboxysom) und (iii) auf der Riickumwandlung von Hydrogencarbonat in CO,.

Cl: Komplex I; CA: Carboanhydrasen; BCT: Hydrogencarbonattransporter; Glycine DH: Glycin-

Dehydrogenasekomplex.

ser Umwandlung fiir die Pflanzenzelle beste-
hen?

Einer Hypothese zufolge kann das CO, in
Form von Hydrogencarbonat aktiv von den
Mitochondrien in die Chloroplasten trans-
portiert werden (Fig. 3A)7]. Anders als in tie-
rischen Zellen ist das in den Mitochondrien
gebildete CO, kein ,Abfall“, sondern eine
wichtige Ressource fiir die CO,-Fixierung im
Zuge des Calvin-Zyklus. Unter physiologi-
schen Wachstumsbedingungen ist CO, oft-
mals limitierend fiir Pflanzenwachstum, spe-
ziell an trockenen bzw. heiBen Standorten,
an denen Pflanzen zum Schutz vor Wasser-
verlust ihre Spaltoffnungen schlieBen. Tat-
sachlich belegen physiologische Untersu-
chungen, dass das mitochondriale CO, eine
wichtige interne CO,-Quelle fiir die Photo-
synthese darstellt!8]. Interessanterweise
ahnelt dieser postulierte innerzelluldre CO,-
Transportmechanismus dem gut untersuch-
ten CO,-Konzentrierungsmechanismus der
Cyanobakterien. Auch in Cyanobakterien
wird CO, in Hydrogencarbonat umgewandelt,
wofiir ein spezieller cyanobakterieller Kom-
plex I erforderlich ist (Abb. 3B).

Fazit

Proteomanalysen haben zur Entdeckung
interessanter mitochondrialer Proteine in
Pflanzen gefiihrt. Auf der Basis dieser Unter-
suchungsstrategie konnten neue Funktionen
fiir Pflanzenmitochondrien vorhergesagt wer-
den, z. B. Carboanhydrasen, die bei der akti-
ven Versorgung der Photosynthese durch mit-
ochondriales CO, eine Rolle spielen konnten.
In der Zukunft miissen diese vorhergesagten
neuen Funktionen pflanzlicher Mitochon-
drien weiter untersucht werden, um tiefere
Einblicke in den Energiestoffwechsel der
Pflanzenzelle zu erhalten.
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