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IMPORT BIALEK DO MITOCHONDRIOW

WPROWADZENIE

Kiedy prawie 30 lat temu pisatem przeglad
0 biogenezie mitochondridw (Michejda i Pie-
trzykowski 1969) do ksiazki redagowanej przez
Lecha Wojtczaka, byliSmy wszyscy zafascyno-
wani swiezym wtedy odkryciem w mitochon-
driach DNA oraz aparatu do jego transkrypcji i
translacji. O ile wiedza o energetycznych fun-
kcjach mitochondrialnych bytajuz dos¢ dobrze
ugruntowana i znalazta wspaniate uogélnienie
w chemiosmotycznej teorii P. Mitchella (okoto
1964) to problemy zwigzane z biogenezg tych
organelli dopiero sie zarysowywaty. Zartowano,
ze mitochondria odkryto przez przypadek i
szczescie (by chance and luck), robigc aluzje do

nazwiska Brittona Chance’a, jednego z filarow
wiedzy o energetyce mitochondriéw i Dawida
Lucka, odkrywcy zdolnosci izolowanych mito-
chondriow do wbudowywania znakowanych
promieniotwérczo aminokwasow do biatek mi-
tochondrialnych. Dzi$ wiemy, ze — jak kazda
btona — btony mitochondrialne nie powstajg de
novo, ale rosng przez interkalacje (wbudowywa-
nie elementéw do istniejgcej matiycy). Wprowa-
dzenie nowej czasteczki biatka integralnego wy-
maga uprzedniej obecnosci w btonie docelowej
receptora dla tego biatka, co jest Swietng ilu-
stracja zakletego kregu biogenezy struktur ko-
morkowych na obecnym etapie ewolucji.

GENETYCZNE KONSEKWENCJE SYMBIOTYCZNEGO POCHODZENIA MITOCHONDRIOW

Odkrycie mitochondrialnego a potem chlo-
roplastowego, funkcjonalnego genomu wskrze-
sito dawniejsza, po6zniej odrzucong koncepcje
dziedziczenia cytoplazmatycznego (tj. niejadro-
wego, pozachromosomalnego). Stanowito zara-
zem silny argument popierajgcy dotychczas ra-
czej intuicyjny poglad o symbiotycznym pocho-
dzeniu mitochondriow z prebakterii (i chloro-
plastow z sinic). Wkrotce jednak stwierdzono,
ze zakres kompetencji genomoéw tych organelli,
a zwitaszcza mitochondriéw, jest bardzo ograni-
czony. W najbardziej zredukowanym ilosciowo
DNA mitochondriéw ssakéw informacji transla-
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cyjnej wystarcza tylko na synteze okoto 10 krot-
kich peptydéw wobec przynajmniej Kkilkuset
biatek dziatajgcych w tych organellach. Ogrom-
na wiec ilos¢ biatek musi by¢ importowana do
mitochondriéw z cytoplazmy a odpowiednia in-
formacja genetyczna zawarta w genomie jgdro-
wym.

Logika koncepcji bakteryjnego (symbiotycz-
nego) pochodzenia mitochondriéw jest wiec
dwutorowo$¢ procesu, ktéry mial miejsce w
ewolucyjnym powstaniu komorki eukariotycz-
nej. Duza czes¢ gendéw kodujgcych biatkowe
(zaréwno btonowe, jak i rozpuszczalne) elemen-
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ty energetycznych funkcji prebakterii zostata
przemieszczona do genomu jadrowego. By¢ mo-
Zze najpierw geny te zostaly przekopiowane w
jadrze, potem DNA przedtuzyto sie o sekwencje
zdolne do kierowania biatka do ewoluujacej
organelli i do ich importu, a dopiero potem
mitochondrialne kopie tych genéw mogty byc¢
usuniete bez utraty funkcji mitochondrium. Za-
razem jednak w genomie jadrowym wytworzyta
sie de novo informacja o biatkach pozwalajg-
cych na metaboliczne i biogenetyczne komuni-
kowanie sie dawnej bakterii z cytoplazmg go-
spodarza nowej komorki eukariotyczne;.
Przyktadem takiej nowej funkcji metabo-
licznej jest zapewnienie wymiany ADP i ATP
pomiedzy matriks mitochondrialng a cytopla-
zma, procesu o kluczowym znaczeniu energety-
cznym dla komorki eukariotycznej. Petnigce te
funkcje biatko, translokaza nukleotydoéw adeni-

KIEROWANIE BIALEK Z RYBOSOMOW

Poczatkowo uwazano, ze biatka importowa-
ne do mitochondriéw powstajg w procesie
translacji przebiegajgcej na rybosomach przyle-
gajacych do zewnetrznej btony mitochondrial-
nej, a wiec import ich przebiega ko-translacyj-
nie, jak w przypadku biatek kierowanych do
retikulum endoplazmatycznego, na przykiad
biatek sekrecyjnych. Wkrétce jednak przekona-
no sie, ze drogi kierowania biatek, syntetyzowa-
nych na rybosomach cytoplazmatycznych, do
réznych przedziatow komoérkowych sg bardzo
réznorodne (rys. 1). Obecnie przyjmuje sie, ze
biatka przeznaczone ostatecznie do mitochon-
driow ulegajg catkowitej syntezie na wolnych
rybosomach i petnemu sfatdowaniu (konforma-
cji) w cytoplazmie przed rozpoczeciem importu;
ten ostatni jest wiec procesem posttranslacyj-
nym.

Skutecznos¢ kierowania biatek z cytopla-
zmy do ich ostatecznej lokalizacji w poszczegél-
nych przedziatach (dwoch faz wodnych i bton
ograniczajgcych te przedziaty) wymaga obecno-
Sciw tych biatkach odpowiedniego sygnatu (mo-
zliwie jednoznacznego), a zarazem obecnosci w
btonach przyjmujacego przedziatu odpowied-
niego biatkowego receptora, rozpoznajgacego ten
sygnat.

W przypadku importu do retikulum endo-
plazmatycznego wigcza sie jeszcze dodatkowo
posredni kompleks molekularny (biatka + RNA),
jakim jest w cytoplazmie SRP (signal recogni-
tion particie), a ktéry rozpoznajac sygnat ujaw-
niajacy sie przy koricu N syntetyzowanego biat-
ka przyprowadza caty rybosom wraz z osadzo-
nym na nim mRNA do receptorow (Ri, receptory

nowych, nie wystepuje w btonie bakterii, gdzie
jego obecnos$¢ bytaby nielogiczna. Jest ono ko-
dowane w DNAjadrowym i dopiero po imporcie
ostatecznie wbudowywane w wewnetrznag btone
mitochondrialng. Szybko wykluczono doswiad-
czalnie mozliwos¢, aby mRNA dla takiego biatka
wnikato do matriks mitochondrialnej i ulegato
translacji na rybosomach mitochondrialnych.
Translacja odbywa sie wiec na rybosomach
cytoplazmatycznych a odpowiednie biatko musi
catkowicie przejs¢ przez blone zewnetrzng za-
nim przyjmie ostateczng lokalizacje w wewne-
trznej btonie mitochondrialnej albo znajdzie sie
w przedziale miedzybtonowym. Powyzszy sche-
mat dotyczy wszystkich biatkowych przenosni-
kéw dla metabolitéw. Z kolei biatka zlokalizo-
wane ostatecznie w matriks (np. enzymy cyklu
kwasow trojkarboksylowych) musza przejsc
przez bariere obu bton mitochondrialnych.

DO PRZEDZIALOW KOMORKOWYCH

SRP) w btonie retikulum. Nastepnie ten sygna-
towy fragment biatka zostaje przekazany przez
SRP do wiasciwego receptora btonowego (Rz2,
receptor sekwencji sygnatowej), co dopiero
umozliwia podjecie dalszej translacji na ryboso-

Rys. 1. Kierowanie nowo syntetyzowanych biatek do
poszczegblnych przedziatébw komoérki eukariotycz-
nej.

ER — retikulum endoplazmatyczne, CL — chloroplast, P —
peroksyzom, M — mitochondrium, OM — btona zewnetrz-

na, IM — blona wewnetrzna, IMS — przestrzehh miedzybto-
nowa, CS — miejsca kontaktowe.
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mie i rownoczesng translokacje rosngcego biat-
ka poprzez biatkowy kompleks w btonie retiku-
lum, zwany translokonem. System ten nazwano
ko-translacyjnym. Przy kierowaniu biatek do
mitochondridow etap SRPjest pominiety a trans-
lacja dokonczona w cytoplazmie. Sygnat zawar-
ty w biatku jest rozpoznawany bezposrednio
przez receptory na zewnetrznej blonie mito-
chondrialnej. Jednak przed wprowadzeniem

biatka do znajdujacego sie w tej btonie komple-
ksu biatkowego zwanego TOM (translocase of
the outer membrane), odpowiednika transloko-
nu, biatko musi uledz rozfatdowaniu przez cyto-
plazmatyczne biatko z klasy biatek opiekun-
czych (chaperony, Hsp 70). Ostatecznie wiec
przez btony mitochondrialne biatko importowa-
ne przechodzi w postaci rozfatdowanej, podob-
nie jak w retikulum.

ETAPY IMPORTU BIALEK DO MITOCHONDRIOW | SEKWENCJE SYGNALOWE

Zagadnienie mechanizmu importu biatek do
mitochondriéw opisano ostatnio w licznych
przegladach (Kiebter i wspétaut. 1993, Pfan-
ner iwspé’faut. 1994, Schatz | Dobberstein
1996, Shore iwspé’raut. 1995, Stuard iNeu-
pert 1996, Lint i wspoétaut. 1996), a nawet
wszedt onjuzjako materiat klasyczny do najno-
wszych podrecznikéw molekularnej biologii ko-
mOorki (Lodish i wspotaut. 1995). Dlatego tez w
tym artykule poza zasadniczym zarysem me-
chanizmu procesu ijego molekularnej aparatu-
ry zostang poruszone tylko wybrane zagadnie-
nia. Szczego6towy artykut przegladowy z poda-
niem obszernej literatury przedmiotu ukaze sie
wkrotce w Postepach biologii komorki (Kmita i
Michejda 1997).

Klasycznym materiatem w badaniu importu
biatek byly i sg nadal mitochondria drozdzy i
Neurospora crassa. Dopiero w ostatnich kilku
latach badania rozciggnieto na mitochondria
roslin (Moore i wspotaut. 1994) i ssakoéw (lwa-
hashi | wspotaut. 1994), w tym cziowieka (Go-
ping i wspotaut. 1995), przy czym wyniki wska-
zujg na konserwatywnos¢ aparatury importu.
Znaczng komplikacje stanowi uzywanie nazew-
nictwa komponentéw aparatu importu odreb-
nego u drozdzy (szkota G. Schatza, np. MAS, ISP
z cyfrg oznaczajaca mase w kDa) i u Neurospora
(szkota W. Neuperta, np. MOM, MIM), podczas
gdy biatka te sg najprawdopodobniej homologi-
czne. Dlatego tez od 1996 roku postanowiono
zastgpi¢ je przez symbole TOM — dla catego
kompleksu w btonie zewnetrznej i TIM — dla
kompleksu w btonie wewnetrznej. Odpowied-
nie, poszczego6lne biatka wchodzace w skiad
tych komplekséw opisuje sie terazjako na przy-
kfad Tim23.

Poszczegdllne etapy importu biatka do mito-
chondrium przedstawiono w uproszczeniu na
rysunku 2. W ostatnim 10-leciu zidentyfikowa-
no wiele sktadnikéw biorgcych udziat w impor-
cie biatek mitochondrialnych, co pozwolito na
sformutowanie orientacyjnego schematu mole-
kularnego mechanizmu tego importu (Kiebter
i wspotaut. 1993).

Chaperony (powolnie dziatajgce ATPazy)
cytoplazmatyczne, rozfatdowujgc biatka pre-
kursorowe sformowane na rybosomach, uta-
twiajg rozpoznanie sygnatowych sekwencji tych
biatek, kierujacych je do mitochondriéw przez
receptory w zewnetrznej btonie mitochondrial-
nej. Receptory te wraz z innymi biatkami tworzg
translokaze zewnetrznej btony (TOM), ktéra
wspolnie z kompleksem translokazy btony we-
wnetrznej (TIM) przeprowadza transport biatka
prekursorowego w postaci wyprostowanego po-
lipeptydu do matriks, przestrzeni miedzybtono-
wej lub btony wewnetrznej. Wbudowanie biatka
do btony zewnetrznej i do przestrzeni miedzy-
btonowej nie wymaga udziatu TIM. Przejscie
przez btone wewnetrznag ku matriks wymaga
obecnosci potencjatu transbtonowego, ujemne-
go w matriks. Od strony matriks mitochondrial-

Rys. 2. Schemat etapéw importu biatek do mitochon-
driow.
OM — btona zewnetrzna, IM — btona wewnetrzna, IMS —

przestrzen miedzybtonowa, R — receptor, PP — proteaza
procesorowa.
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nej w translokacji biatka ijego powtornym sfat-
dowaniu pomagajg chaperony mitochondrial-
ne, a sekwencje sygnatowe sg po wejsciu biatka
do matriks przewaznie odcinane przez bardzo
specyficzne mitochondrialne peptydazy proce-
sorowe. Do niedawna uwazano, ze przy wpro-
wadzaniu biatek do mitochondriéw kompleksy
TOM i TIM dziatajag tylko tacznie, a to w tak
zwanych miejscach kontaktowych, tojest miej-
scach, gdzie obie btony mitochondrialne Scisle
do siebie przylegaja, co jest widzialne w obra-
zach ultrastrukturowych uzyskanych technikag
mikroskopii elektronowej (van der Klei i wspot-
aut. 1994).

Obecnie wiele obserwacji wskazuje na to, ze
kazdy z tych komplekséw moze dziata¢ nieza-
leznie, awytworzenie wspolnego super-komple-
ksu (miejsc kontaktowych) jest procesem dyna-
micznym (Horst i wspétaut. 1995, segui-Real
i wspotaut. 1993). Udowodniono bowiem, ze do
importu biatka sg zdolne zaréwno izolowane w
postaci pecherzykéw zewnetrzne btony mito-
chondrialne, zawierajgce tylko TOM, jak i po-
zbawione tejze btony mitoplasty (tj. matriks
zamknieta wewnetrzng btong mitochondrialng)
zawierajgce tylko TIM.

Sygnatem kierujgcym biatka prekursorowe
do mitochondrioéw jest zazwyczaj odcinek przy
koricu N biatka, zwany presekwencja (sekwen-
cjg targetowaq), tuz za ktoérag czesto znajduje sie
réwniez sygnat sortujacy, decydujacy o ostate-
cznej lokalizacji biatka juz po jego wejsciu do
mitochondriow. Sekwencje sygnatowe przy

koricu N sg przewaznie odcinane przez pepty-
dazy procesorowe w matriks.

Jakikolwiek bytby pierwotny ewolucyjnie
charakter sekwencji sygnatowych, obecne pre-
sekwencje kierujace biatko do mitochondriéw
przy catej swej ré6znorodnosci wykazujg wspol-
ny zestaw wiasciwosci strukturalnych i fizycz-
nych, a wiec motyw strukturalny przy braku
konserwatywnego uktadu sekwencji pierwotnej
(brak motywu sekwencyjnego). Presekwencje te
moga dziata¢ przy imporcie niezaleznie od ro-
dzaju biatka, do ktorego sg przytaczone najcze-
Sciej od konica N. Daje to cenng doswiadczalnie
mozliwo$¢ konstruowania biatek chimerowych,
w ktérych tylko presekwencja decyduje o ich
imporcie. Zazwyczaj presekwencje sg hydrofilne,
majg tadunek dodatni wynikajacy z licznych reszt
natadowanych dodatnio przy braku reszt o ta-
dunku ujemnym i sg zdolne do tworzenia amfi-
patycznej struktury helikalnej. Ich translokacja
do matriks wymaga obecnosci potencjatu trans-
btonowego w btonie wewnetrznej. Mitochondria-
mi mogly zostac tylko takie bakterie, ktére byty
zdolne do rozpoznawania sekwencji sygnatowych
i do translokacji ich przez btone. Stwierdzono
niedawno (Roise i Maduke 1994), ze bakteria
glebowa Paracoccus denitrijicans, uwazana za
bliska dawnych promitochondriéw, moze wigzacé
i importowaé¢ syntetyczne presekwencje mito-
chondrialne w sposéb zalezny od potencjatu
transbtonowego; nie importuje natomiast zmuto-
wanych presekwencji o obnizonej zdolnosciwpro-
wadzania biatka do mitochondriéw.

TRANSLOKACJA BIALKA PRZEZ ZEWNETRZNA BLONE MITOCHONDRIALNA; KOMPLEKS TOM

Przy identyfikacji molekularnych sktadni-
kéw maszynerii importu biatka w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej duzg pomoca byto uzy-
cie przeciwciat wobec biatek tej btony oraz pro-
teaz, ktdre silnie ograniczaty zdolnos¢ izolowa-
nych, nietknietych mitochondriéw do importu
biatek prekursorowych. W ten sposoéb zidentyfi-
kowano a pézniej sklonowano biatka TOM be-
dace receptorami zaréwno dla odszczepialnych
sekwencji targetowych przy koricu N, jak i in-
nych sekwencji sygnatowych rozmieszczonych
w innych czesciach dojrzatego importowanego
biatka (np. przy koncu C w sekwencji poryny).
W przypadku presekwencji odszczepialnych,
kompleks TOM tylko inicjuje proces przekazy-
wania biatka prekursorowego do kompleksu
TIM w btonie wewnetrznej. Natomiast kompleks
TOM jest w peilni samodzielny i kompetentny
przy wbudowywaniu biatek do btony zewnetrz-
nej i przy imporcie kilku biatek do przestrzeni

miedzybtonowej, czemu nie towarzyszy odcina-
nie sekwencji sygnatowych.

Biatka tworzgce kompleks TOM (rys. 3) moz-
na podzieli¢ na 2 grupy (Lill i Neupert 1996).
Pierwsza grupa to biatka o duzej (60%-80%)
domenie cytozolowej, dziatajgce jako receptory
przy wstepnym rozpoznaniu biatek prekursoro-
wych na powierzchni mitochondrium; sa to
Tom20 (awiec o masie 20 kDa), Tom70, Tom22
i Tom37. Druga grupe stanowig biatka o prze-
wazajacej domenie transbtonowej, ktére moga
tworzy¢ kanat (translokon): Tome ,Tom7, Toms
i Tom40.

Centralnymi sktadnikami receptorowymi sg
Tom20 i Tom22. Brak ktéregokolwiek z nich
drastycznie obniza import. Tworzg one miejsce
wigzace dla presekwencji, oznaczone jako miej-
sce cis, ktore stuzy jako gtéwny punkt wejsScia
biatek prekursorowych (Mayer i wspotaut.
1995a, M ayer i wspotaut. 1995b) zaré6wno ma-
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Rys. 3. Skiadniki molekularne kompleksu TOM i
czynniki cytoplazmatyczne biorgce udziatw imporcie
biatek mitochondrialnych.

Cyfry oznaczajg mase molekularng w kDa. A — prekursoiy
translokazy nukleotydéw adeninowych, przenos$niki fosfo-
ranu i niewielu innych biatek. B — liczne biatka prekurso-
rowe zawierajace presekwencje, biatka btony zewnetrznej i
liaza hemu. IMS — przestrzen miedzybtnowa, OM — zew-
netrzna btona mitochondrialna. Wezyk = presekwencja tar-
getowa; pola zakreskowane — biatka Tom o domenach
gtéwnie transbtonowych. Reszta objasnien w tekscie.

jacych odszczepialng sekwencje targetowa przy
konicu N, jak i licznych biatek bez tej sekwencji,
a kierowanych do btony zewnetrznej i przestrze-
ni miedzybtonowej (Nargang i wspo6taut. 1995).
Gtoéwna sitg rozpoznajaca biatko prekursorowe
W miejscu cis sg interakcje jonowe pomiedzy
dodatnio natadowang presekwencja a ujemny-
mi tadunkami na Tom20 i Tom22 (Mayer i
wspotaut. 1995a).

Para Tom70 i Tom37 bierze udziat w impor-
cie znacznie mniejszej ilosci biatek, w tym prze-
nosnikéw w btonie wewnetrznej i cytochromie
Ci (Gratzer i wspoOtaut. 1995), a wiec biatek
przyprowadzanych przez wykryty niedawno
(Komiya i Wspéiaut. 1994, Michara | Omura
1996) cytoplazmatyczny czynnik MSF, jakby
analog SRP. Zestaw Tom70 i Tom37 przekazuje
rozpoznane biatka i tak najpierw do grupy Tom20
i Tom22 nim wejdg one do kanatu (poru), ajego
funkcje moga by¢ przejete przez te druga grupe.

translokacja BIALKA PRZEZ WEWNETRZNA

Kompleks TIM w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej odbiera kierujgcg do matriks syg-
natowg sekwencje biatka prekursorowego ze
strony trans kompleksu TOM blony zewnetrz-
nej. Ta sekwencja sygnatowa przechodzi naste-
pnie przez btone wewnetrzng, przypuszczalnie

Nastepnie importowane biatko przechodzi
do domniemanego kanatu, nazywanego do nie-
dawna GIP (general insertion protein). Kanat
taki moga tworzy¢ transmembranowe biatka
kompleksu TOM, zwiaszcza Tom40, przy czym
Tome miatby stabilizowa¢, a Tom7 destabilizo-
wac potaczenie Tom40 z receptorami (Hontin-
ger iwspotaut. 1996). Jest kwestig otwarta, czy
kanat takijest identyczny z kanatem scharakte-
ryzowanym elektrofizjologicznie przez variette
i wspoétautoréw 1994 i nazwanym PSC (peptide
sensitive channel).

Presekwencje i dalsze dojrzate czeSci biatek
moga wys$lizgiwacé sie z powrotem przez TOM do
cytoplazmy, o ile nie bedzie sity wigzacej je
wewnagtrz mitochondrium. W przypadku prese-
kwencji kierujacej do matriks, sitg ta moze byc¢
potencjat transbtonowy (A\/) na poziomie kom-
pleksu TIM w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej, a pézniej dziatanie ATP-zaleznych cha-
peronéw mitochondrialnych w matriks. Nato-
miast transport bialek o innych presekwen-
cjach jest energetycznie wsparty wylgcznie
przez wigzanie tych ostatnich do miejsca trans
kompleksu TOM od strony przestrzeni miedzy-
btonowej (Mayer i wspétaut. 1995a, Mayer |
wspoétaut. 1995c). Miejscem trans jest prawdo-
podobnie hydrofilna domena przy koricu C biat-
ka Tom22 (Boitiger i wspétaut. 1995).

W nieznany dotgd sposob zakotwiczenie
presekwencji w miejscu trans doprowadza do
catkowitego rozfatdowania najblizszych za pre-
sekwencjg odcinkéw dojrzatego biatka, umozli-
wiajac im wejscie do kanatu TOM i przekazanie
wyprostowanej formy peptydu do kompleksu
TIM lub zlokalizowanie biatka w przestrzeni
miedzybtonowej. Sity dziatajace w miejscu trans
przesuwajg wiec réwnowage odwracalnego w
zasadzie przechodzenia biatka prekursorowego
przez kompleks TOM, a to w kierunku wejscia
do mitochondrium. Stad tez biatko o prese-
kwencji kierujacej do matriks, nie mogace wejsé
do kompleksu TIM w wyniku braku AT, zostaje
i tak wprowadzone w catloéci do przestrzeni
miedzybtonowej i dopiero po doswiadczalnym
wytworzeniu AT bedzie kontynuowac¢ translo-
kacje ku matriks poprzez kanat kompleksu
TIM.

BLONE MITOCHONDRIALNA; KOMPLEKS TIM

przez kanat przewodzgcy biatko, awchodzgcy w
skiad kompleksu TIM (rys. 4). Nastepnie zacho-
dzi translokacja catego biatka prekursorowego,
napedzana od strony matriks dziataniem cha-
peronu mt-Hsp70, wspotpracujgcego z Tim44,
ktdry jest biatkiem zwigzanym peryferycznie z



76 Jan Michejda

domniemanym kanatem (von Ahsen i wspétaut.
1995). Kompleksy TOM i TIM dziatajg w sposéb
skoordynowany, dopiero gdy sa potaczone prze-
strzennie przez ulegajgce translokacji biatko
prekursorowe. Nie moznajednak wykluczyé¢, ze
oba kompleksy oddziatywujg tez pomiedzy sobg
bezposrednio, tworzac swego rodzaju baze stru-
kturalng dla dynamicznego powstawania miejsc
kontaktowych.

Uwaza sie (Berthold i wspotaut. 1995), ze
w kompleksie TIM biatka Tim23 i Tim 17 stano-
wig rdzen kanatu translokacyjnego awspoétpra-
cowac¢ z nim moga takze inne biatka, TIM 14 i
TIM33. Tim23 i Tim 17 sa biatkami integralnymi
o wspélnym podobienstwie sekwencji w ich do-
menie transblonowej. Dodatkowo Tim23 ma
rozlegta domene hydrofilng eksponowanag po
zewnetrznej stronie wewnetrznej btony mito-
chondrialnej. Po wewnetrznej stronie tej btony
z kompleksem TIM jest zwigzane peryferyczne
biatko Tim44, ktére sprzega funkcje kanatu ze
zrédiem energii, jakim jest mt Hsp70 (Rassow |
wspotaut. 1994). Oba te ostatnie biatka dziatajg
jak kontrolowany przez ATP molekularny me-
chanizm zapadkowy wychwytujacy kolejne seg-
menty importowanego biatka w miare wytania-
nia sie ich z kanatlu (Schneider i wspotaut.
1994, Voos i wspoétaut. 1996).

Tylko wczesny etap, to jest przejscie prese-
kwencji i najblizszego za nig odcinka dojrzatego
biatka wymaga potencjatu transbtonowego, AT,
podczas gdy translokacja dalszej czesci polipep-
tydu przebiega juz bez udziatu potencjatu (Un-
germann iwspélaut. 1996). Dziatanie AT zapo-
biega zwrotnemu wyslizgnieciu sie tancucha
polipeptydowego przemieszczanego w kanatach
obu komplekséw az do momentu, gdy funkcje
tgq przejmie w matriks mitochondrialny chape-
ron mtHsp70. Od tej chwili proces translokacji
biatka do matriks jest juz nieodwracalny. Po-
wtarzajace sie cykle wigzania sie Hsp70 z kom-
pleksem Tim44 — importowane biatko i naste-

Rys. 4. Sktadniki molekularne
kompleksuTIM, czynniki proce-
sorowe w matriks i hipotetyczny
kompleks eksportujacy.

Cyfry oznaczajg mase molekularng
w kDa. IM — wewnetrzna btona mi-
tochodrialna, IMS — przestrzen
miedzybtonowa, MPP, MIP — pepty-
dazy procesorowe; MIP1 — peptyda-
za procesorowa w przestrzeni
btonowej, MGE — Mgel. Wezyk —
sekwencja targetowa, pusty prosto-
kat — sekwencja sortujgca (w dro-
dze a) lub sekwencja stop, kotwi-
czaca (w drodze (3.

pujacej potem ATP-zaleznej dysocjacji tego po-
tréjnego kompleksu prowadzi do petnego prze-
prowadzenia translokacji. Istotny etap tego pro-
cesu, a mianowicie wymiana ADP zwigzanego z
Hsp70 na ATP, jest prowadzony przez dalsze
niezbedne biatko matriksowe, Mgel, bedace
eukariotycznym homologiem bakterialnego
biatka Grp E.

Wprowadzone do matriks biatko prekurso-
rowe, nadal zwigzane z mtHsp70, podlega dzia-
taniu specyficznej peptydazy procesorowej MPP
0 podjednostkach a i (3 tworzgcych heterodi-
mer. Peptydaza ta odcina sekwencje targetowg
albo odstaniajac w niektérych biatkach druga z
kolei sekwencje sortujgca, albo pozostawiajac
juz samo biatko dojrzate. Biatko dojrzate zostaje
najczesciej przekazane do dwoéch chaperonow
pomocniczych mtHsp60 i CpnlO (réowniez
homologicznych do chaperonéw bakteryjnych),
ktére przy udziale innych czynnikéw pomagaja
w ostatecznym sfatdowaniu wprowadzonego
biatka ijego wbudowaniu w wieksze kompleksy.

Natomiast biatka, w ktérych peptydazy pro-
cesorowe MPP odstonity kolejng sekwencje sor-
tujgca, moga by¢ kierowane do hipotetycznego
kompleksu eksportujacego w btonie wewnetrz-
nej. Bytby to jeden ze sposobéw wbudowania
biatek do wewnetrznej btony mitochondrialnej,
a takze do wtdérnego wyprowadzenia ich do
przestrzeni miedzybtonowej (GArtner i wspol-
aut. 1995). W tym ostatnim przypadku sekwen-
cja sortujgca bytaby odcinana przez peptydaze
IMP1, przylegajacg do btony wewnetrznej od
strony przestrzeni miedzybtonowe;j.

Taki model wbudowywania okresla sie jako
mechanizm konserwatywny (rys. 5). Zaklada
on, ze dla pewnych biatek sortowanie do btony
wewnetrznej i przestrzeni miedzybtonowej na-
stepuje dopiero po wejsciu biatka prekursoro-
wego do matriks, skad ulega ono re-eksportowi,
zaleznemu od sity protonomotorycznej, analogi-
cznemu do mechanizmu dziatajgcemu u bakte-
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rii gram-ujemnych i stanowigcemu pozostatos¢
ewolucyjng. Przekonywujacych dowodéw na
dziatanie takiej drogi dostarcza, na przykiad, im-
port integralnych biatek btony wewnetrznej: pod-
jednostki 9 FOATPazy (ROJO i wspétaut. 1995) i
podjednostki Il oksydazy cytochromowej, ktére sg
zakodowane w zaleznosci od gatunku albo w
genomie jadrowym albo mitochondrialnym.
Drugi model sortowania biatek prekursoro-
wych do btony wewnetrznej zwany bezposred-
nim lub zakotwiczenia (stop-transfer) zakiada

KANALOWA FUNKCJA KOMPLEKSOW TOM

W latach obecnych, gdy ,mitochondriolo-
dzy” sg zafascynowani wykiyciem w mitochon-
drialnych blonach kanatéw, uderzajacym jest
ubéstwo wiedzy o kanatach czynnych w impor-
cie biatek. By¢ moze elektrofizjologiczna chara-
kterystyka pewnych z kilku wykrytych kanatéw
mitochondrialnych (Sorgato 1993),
uzyskana gtéwnie metoda patch clamp i tip dip
jest wlasnie objawem dziatalnosci TOM oraz
TIM.

Wydaje sie oczywiste, ze importowane biat-
ko przechodzi przez btone w hydrofilnym porze
(kanale) w obrebie zaréwno kompleksu TOM,
jak i TIM. Niestety prawie nic nie wiadomo
jeszcze o strukturze takich kanatow, ich wyscie-
leniu resztami aminokwasoéw, wymiarze, sele-
ktywnosci (dyskryminacji) oraz stanach za-
mkniecia i otwarcia. W zewnetrznej btonie do-
brze scharakteryzowana jest elektrofizjologicz-
nie przewodnos¢ kanatu VDAC (voltage depend-
ent anion channel = poiyna) o selektywnosci
anionowej, umozliwiajgcego wymiane z cytopla-
zmg metabolitow o masie do 2 kDa. VDAC
jednak nie wchodzi w skiad TOM.

W zewnetrznej btonie mitochondrialnej opi-
sano wiasciwosci elektrofizjologiczne réwniez
innego kanatu (zwanego PSC — peptide sensi-

I Moran

Rys. 5. Dwa modele kierowania
biatek do btony wewnetrznej (IM)
i przestrzeni miedzybtonowej.

A — konserwatywny, B — kotwiczacy
(stop transfer). Wezyk — sekwencja
targetowa, pelny prostokat — se-
kwencja z dalsza informacjg: sortu-
jaca — w (A) lub kotwiczaca od razu
w btonie (,stop”) w (B).

ominiecie etapu wnikania takich biatek do ma-
triks, a to dzieki obecnosci na importowanym
polipeptydzie sygnatu ,,stop” (zamiast sekwencji
sortujacej), zakotwiczajgcego biatko od razu w
btonie na etapie kompleksu TIM. Ten model
wydaje sie bardziej prawdopodobny dla importu
cytochromu ci, natomiast import cytochromu
b2 ostatecznie zlokalizowanego w przestrzeni
miedzybtonowej moze przebiega¢ obiema dro-
gami w zaleznosci od warunkéw doswiadczal-
nych (Grunhier i wspotaut. 1995).

I TIM

tive channel) o duzym przewodnictwie i sele-
ktywnosci kationowej, blokowany przez zasado-
we peptydy, w tym przez mitochondrialne se-
kwencje sygnatowe (Vatiette iwspétaut. 1994).
Mozliwos¢, aby sygnaty elektryczne tego kanatu
pochodzity z poryny wykluczono, stwierdzajgc
je (Fevre iwspoétaut. 1990) rowniez w mitochon-
driach mutantéw drozdzy catkowicie pozbawio-
nych — drogg delecji — kanatu VDAC (Michej-
da i wspoOtaut. 1989). Obecnos$¢ peptydow syg-
natowych zar6wno w mutantach, jak i szczepie
dzikim powoduje, obok blokady elektrycznej
kanatéw PSC, réwniez rozprzezenie mitochon-
driéw, wskazujgc na wspoétdziatanie PSC z ka-
natem w wewnetrznej btonie, awiec zTIM (Sto-
bienia | wspoOtaut. 1994, Hugosson i wspoOtaut.
1994).

Poniewaz pomimo braku w mutantach ka-
natu VDAC w ich mitochondriach nadal, cho¢ z
ograniczeniami, metabolity (np. ADP, NADH)
docierajg z zewnatrz do przestrzeni miedzybto-
nowej (Michejda i wspo6taut. 1990), uznano
kanat PSC (awiec tym samym prawdopodobnie
TOM) za awaryjny kanat dla metabolitéw (Mi-
chejda | wspélaut. 1994). Kanat kompleksu
TOM bytby wiec nieszczelny i mato selektywny,
prawdopodobnie w typie kanatu translokonu w



78 Jan Michejda

btonie retikulum. Proby elektrycznego scha-
rakteryzowania kompleksu TOM w izolowanych
czystych pecherzykach blony zewnetrznej N.
crassa (Mayer i wspdétaut. 1994) i poréwnanie
go z kanatem PSC nie daty na raziejednoznacz-
nych wynikéw (R. Lill, J. P. Henry — doniesie-
nie ustne).

Problemem o wiele istotniejszym jestjednak
selektywnos¢ kanatu w kompleksie TIM. We-
dtug gtéwnego kanonu teorii chemiosmotycznej
nieselektywne otwieranie sie kanatu TIM pro-
wadzitoby do zniesienia, a przynajmniej znacz-
nego obnizenia gradientu protonowego, a w
konsekwencji nie tylko do zablokowania synte-
zy ATP, ale rowniez do utrudnienia importu tych
biatek, ktérych przejscie przez btone wewnetrz-
na jest uzaleznione od istnienia potencjatu
transbtonowego. Kanatw kompleksie TIM powi-
nien wiec otwiera¢ sie tylko w momencie prze-
chodzenia wprowadzonego biatka prekursoro-
wego i na tyle ciasno ostania¢ peptyd, aby pro-
tony nie wykorzystaty swego stromego gradien-
tu dla wejscia do matriks.

Catkowita zaleznos¢ translokacji biatek
przez kompleks TIM w wewnetrznej btonie mi-
tochondrialnej od AT stwierdzono juz wiele lat
temu (Schleyer i Neupert, 1985), ale mecha-
nizm dziatania AT jest jak dotad zupetnie nie
znany. W tym roku przedstawiono jednak inte-
resujagca hipoteze (Bauer i wspoétaut. 1996),
opartg na nowych danych doswiadczalnych.
Wedtug niej pewna czes¢ domeny przy konicu N
biatka Tim23, obejmujgca ~ 30 aminokwasow,
czynnajest przy dimeiyzacji Tim23, wymagaja-
cej obecnosci potencjatu AT. Proponuje sie, ze
istotnym dla AT-zaleznej dimeryzacji jest tu
segment zawierajagcy powtarzajacy sie motyw
siedmiu zazebiajgcych sie leucyn (leucine-zip-
per motif). Motyw ten dziata jako zlacze takze
przy dimeryzacji podjednostek innych biatek,
na przyktad receptora tyroksyny i represora lac.
Dopiero dimerowa posta¢ Tim23 staje sie recep-
torem dla sekwencji sygnatowej kierujgcej do
matriks i wigze ja na powierzchni btony wewne-
trznej. Interakcja dimeru Tim23 z sekwencjg
sygnatowg powoduje dysocjacje dimeru i otwar-
cie kanatu TIM, co inicjuje elektroforetyczne
przejscie tej sekwencji. Reszta biatka przecho-
dzi przez kanat juz bez udziatlu AT, wciggana
akcja chaperonu mtHsp70 i ko-chaperonu
Mge 1, przytaczonych do TIM od strony matriks
poprzez biatko Tim44. Energii do translokacji
biatka dostarcza na tym etapie matriksowy ATP.

Tak wiec kompleks TIM jawi sie jako kanat
AT-zalezny, ktorego czujnikiem AT sga 7-mio
leucynowe motywy w hydrofilnych domenach
dynamicznego dimeru biatek Tim23. Zachodza-
caw obecnosci AT dimeryzacja eksponuje sku-

pienie tadunkdéw ujemnych na utworzonej wte-
dy superhelisie w domenie przy koncu N, na
zewnetrznej powierzchni btony wewnetrznej,
kreujgc miejsce receptorowe dla dodatnio nata-
dowanej amfipatycznej sekwencji biatka pre-
kursorowego. Zwigzanie tej sekwencji powoduje
dysocjacje dimeru réwnoznaczng z otwarciem
kanatu, otwartego prawdopodobnie tylko tak
dtugo, az cate importowane biatko nie przemie-
Sci sie do matriks. Niejasny pozostaje jednak
mechanizm i program czasowy ponownego za-
mykania kanatu TIM, to jest czy dimeiyzacja
zachodzi natychmiast po przejsciu przez kanat
ostatniego odcinka biatka przy kornicu C, czy tez
musi ona czekaé¢ na odbudowanie AT, lokalnie
obnizanego w czasie translokacji? Chociaz ka-
nat w czasie otwarcia moze zezwoli¢ na translo-
kacje biatka o réznej diugosci, co wynika z
uzycia biatek chimerowych, to mozliwe jestjed-
nak wymaganie pewnego minimalnego czasu
potrzebnego do ponownej dimeryzacji (a wiec
zamknigcia kanatu). Intrygujacym jest, ze im-
port samych krotkich sekwencji kierujgcych do
matriks prowadzi do rozprzezenia mitochon-
driow (Stobienia i wspotaut. 1994, Hugosson i
wspoétaut. 1994, Lohret i Kinnally 1995), tak
jakby kanat pozostat otwarty, umozliwiajgc
wptyw protonéw do matriks. Obecnie badamy,
we wspoétpracy z grupa prof. W. Neuperta, jaki
wptyw na szczelno$¢ btony mitochondrialnej
dla protonéw majg mutacyjne zmiany sekwen-
cji hydrofilnej domeny biatka Tim23.

Opisane wyzej dziatanie TIM sprawdza sie
nie tylko w catych mitochondriach ale i izolowa-
nych z nich mitoplastach pozbawionych btony
zewnetrznej. Wskazuje to na potencjalng nieza-
lezno$¢ kompleksu TIM od TOM. Hipoteze o
mechanizmie dziatania TIM oparto nawynikach
doswiadczen nad importem biatek do matriks.
Dalsza komplikacje, dotad nie wyjasniona, sta-
nowi import biatek btony wewnetrznej, ktére w
mysl koncepcji stop-transfer zatrzymuja sie w
pewnym etapie translokacji w blonie. Muszg
one opusci¢ kanat TIM nie przez calkowite,
pionowe przejscie kanatu, ale przez boczne
przemieszczenie biatka z kanatu do sgsiednich
obszaréw btony w sytuacji, gdzie hydrofilna
domena topologicznie zewnetrzna wzgledem
btony wewnetrznej wcale kanatem TIM nie prze-
chodzi. Podobny problem, tezjeszcze nie wyjas-
niony, dotyczy translokacji biatek btonowych
retikulum endoplazmatycznego. Jednak w
przypadku TIM jest on szczegdlnie intrygujacy
z uwagi na mozliwos¢ utraty przez mitochon-
drium kontroli nad szczelnoscig btony dla pro-
tonoéw. Tak wiec dylemat: jak importowac biatka
do matriks i btony wewnetrznej, nie doprowa-
dzajgc do zniesienia gradientu protonowego
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przez ta ostatnig, nadal bedzie dtuzszy czas w
centrum uwagi.

Interesujgcym ewolucyjnie jest stwierdzenie
unikalnego dla mitochondriéw roslinnych zin-
tegrowania aktywnosci mitochondrialnej prote-
azy procesorowej (MPP) z Il kompleksem tan-
cucha oddechowewgo (bci) i duzej homologii
sekwencji rdzennych podjednostek tego kom-
pleksu z sekwencjg obu podjednostek MPP, a i
P, ktére w mitochondriach nieroslinnych sg
zlokalizowane w matriks. Jest to jedyny dotgd
przyktad biatek zaangazowanych réwnoczesnie
w bioenergetyce i biogenezie mitochondriéw,
by¢ moze reprezentujacy nowg rodzine biatek
mitochondrialnych (Glaser i wspétaut. 1996,
Braun i wspo6taut. 1995).

IMPORT OF PROTEINS

Szybki i spektakularny postep wiedzy o im-
porcie biatek do mitochondriow byt mozliwy
poczatkowo dzieki réwnoczesnosci podejscia
genetycznego (drozdze) i biochemicznego (Neu-
rospora), a ostatnio takze wykorzystaniu w pet-
ni inzynierii genetycznej. Przed nami — identy-
fikacja dalszych komponentéw maszynerii im-
portu, rekonstytucja przynajmniej poszczegodl-
nych etapow translokacji (Hachiya i wspétaut.
1995), poréwnanie procesOw zachodzacych irt
vitro z przebiegajacymi in vivo (w komorce) i
wreszcie poznanie mechanizmu skitadania bia-
tek zaréwno importowanych, jak i kodowanych
przez mitochondrialny DNA w funkcjonalne
kompleksy oddechowe i syntaze ATP.

INTO MITOCHONDRIA

Summary

The genetic consequences of symbiotic origin of mito-
chondria for the biogenesis of this organelle are discussed.
A general scheme of events leading to translocation to
mitochondria of proteins encoded by the nuclear genes is
presented. Molecular composition ofthe membranous com-
plexes which translocate precursor proteins in the outer
and inner mitochondrial membranes (TOM and TIM, re-
spectively) is described according to the most recent knowl-
edge. Special attention is paid to the problem of channel
activity of the translocating machinery in both membranes.
The necessity of preservation of tightness of the inner

mitochondrial membrane for protons during translocation
of proteins through the TIM complex is emphasized. The
latest hypothesis (Bauer et al. 1966) of a hydrophilic domain
of Tim23 protein being a voltage sensor in the TIM complex
is presented. Possible identity of the PSC channel with the
translocon in TOM and the apparent lack of its transloca-
tion specificity found in porin-less mutants is discussed.

The article is dedicated to Prof. Lech Wojtczak, world
recognized authority in bioenergetics to celebrate his 70-th
birthday.
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