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Eine Translokase fiur Makromolekile
in Mitochondrien von Trypanosomen

ANDRE SCHNEIDER

DEPARTEMENT FUR CHEMIE UND BIOCHEMIE, UNIVERSITAT BERN, SCHWEIZ

Mitochondrial protein import is mediated by complex machineries in the
outer and inner membrane that have been studied in detail in yeast and
mammals. Here we review our work of the corresponding machineries in
the mitochondrion of Trypanosoma brucei. We conclude that the import
machineries in the two systems are surprisingly different considering that
they have the same functions. Moreover, we discuss the dual role the try-
panosomal outer membrane translocase has in mitochondrial protein and

tRNA import.
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B Mitochondrien sind Organellen, welche
die Kraftwerke der Zelle beherbergen. Sie sind
essenziell fiir das Uberleben von praktisch
allen Eukaryoten und besitzen ein eigenes
genetisches System, da sie von mehr als zwei
Milliarden Jahren alten frei lebenden Bakte-
rien abstammen. Der evolutiondre Ursprung
von Mitochondrien ldsst sich ndmlich auf ein

endosymbiotisches Ereignis zwischen einem
Archaeon und einem Bakterium zuriickfiih-
ren. Aber obwohl die Organellen aus mehr
als 1.000 verschiedenen Proteinen bestehen,
codieren ihre Genome heute nur noch fiir sehr
wenige Proteine (13 im Menschen). Dies
bedeutet, dass mehr als 95 Prozent aller mito-
chondriellen Proteine im Zellkern codiert

<« Abb. 1: Kiinstleri-
sche Interpretation
der Zellarchitektur
von Trypanosoma
brucei. Von links
nach rechts: Zellkern
und Flagellum, Mito-
chondrion (rot),
endoplasmatisches
Retikulum (ER), ganze
Trypanosomenzelle.
© André Schneider.

sind, im Cytosol synthetisiert werden und
anschlieBend in die Organellen importiert
werden miissen. Vieles deutet darauf hin,
dass es die Evolution der Proteinimportsys-
teme war, die es erlaubte, den bakteriellen
Vorlaufer des Mitochondriums in ein Orga-
nell umzuwandeln, das fest in die Physiologie
der Wirtszelle integriert ist.

Wie konserviert sind die mito-
chondriellen Proteinimportsysteme?

Wir wissen heute sehr viel iiber den mito-
chondriellen Proteinimport. Es gibt jedoch
eine wichtige Einschrankung, fast alle Stu-
dien wurden mit einer kleinen Anzahl von
Modellorganismen durchgefiihrt, insbeson-
dere mit Backerhefe und mit Sédugerzellen.
Phylogenetisch gesehen gehoren Hefe und
Sauger zu der eukaryotischen Supergruppe
der Opisthokonten (siehe auch [1]). Es wird
zwar allgemein davon ausgegangen, dass die
mitochondriellen Importsysteme hochkon-
serviert sind. Tatsache ist jedoch, dass sie -
mit Ausnahme von Pflanzen — auBerhalb der
Opisthokonten experimentell schlicht nicht
untersucht wurden. Dies war ein Grund,
warum sich unsere Forschungsgruppe ent-
schieden hat, den mitochondriellen Pro-
teinimport im parasitaren Einzeller Trypano-
soma brucei (Abb. 1) zu studieren.

Trypanosoma brucei - das andere
Modellsystem

T. brucei kennt man vor allem als Erreger der
Schlafkrankheit und einer Reihe von Tier-
seuchen, die in Afrika siidlich der Sahara ver-
breitet sind. Weniger bekannt ist, dass Try-
panosomen auch ein attraktives Modellsys-
tem sind, um generelle biologische Prozesse
zu erforschen. Dafiir gibt es zwei Haupt-
griinde: Trypanosomen sind keine Opistho-
konten, sondern gehoren zu der eukaryoti-
schen Supergruppe der Excavata. Sie konnen
in groBen Mengen kultiviert werden, was
detaillierte biochemische Studien erlaubt.
Zudem gibt es eine ganze Reihe von fortge-
schrittenen molekulargenetischen Methoden,
die in Trypanosomen seit vielen Jahren rou-
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tinemaBig verwendet werden. Kurz, Tryp-
anosomen sind eines der wenigen experi-
mentell gut zuganglichen eukaryotischen
Modellsysteme, das nicht zur Supergruppe
der Opisthokonten gehort.

Ihre Biologie unterscheidet sich deshalb in
vielen Bereichen von der in Hefe und Séu-
gern. So importieren Trypanosomen nicht
nur 95 Prozent ihrer mitochondriellen Pro-
teine, sondern auch alle fiir die organelldre
Proteinsynthese bendtigten tRNAs. Auf dem
Mitochondriengenom von Trypanosomen
findet man dann konsequenterweise auch
keine tRNA-Gene. Wahrend mitochondriel-
ler tRNA-Import auch in anderen Organis-
men nachgewiesen wurde, so ist er in dieser
extremen Form, namlich dass sdmtliche mit-
ochondrielle tRNAs importiert werden, auf
Trypanosomen und einzelne andere Proto-
zoen beschrankt. Urspriinglich war unser
Labor vor allem am mitochondriellen tRNA-
Import interessiert. Unsere Motivation, den
mitochondriellen Proteinimport zu unter-
suchen, lag deshalb zuerst darin begriindet,
herauszufinden, ob es eine Verbindung zwi-
schen Protein- und tRNA-Import gibt.

AuBenmembran-Proteintranslokase
von Trypanosoma brucei

Mithilfe von reziproken Immunprazipita-
tionen und anschlieBenden massenspek-
trometrischen Analysen gelang es uns, den
Proteinkomplex zu definieren, der in der
AuBenmembran der Mitochondrien fiir den
Import von praktisch allen Proteinen
zustandig ist. Dieser Komplex ist das tryp-
anosomale Analogon der AuBenmembran-
Proteintranslokase (TOM-Komplex) der
Hefe und wird atypischer TOM-Komplex
(ATOM-Komplex) genannt. Er besteht, wie
der TOM-Komplex in Hefe, aus sieben
Untereinheiten, die in Trypanosomen alle
essenziell flir den Proteinimport sind
(Abb. 2, [2, 3]). Allerdings weisen nur zwei
von ihnen Ahnlichkeiten zu Untereinhei-
ten des Hefe-TOM-Komplexes auf. Das Pro-
tein ATOM40 bildet den Importkanal und
ist wahrscheinlich ein divergentes Ortho-
log von Tom40, der Importpore des TOM-
Komplexes. ATOM14 scheint eine verkiirz-
te Variante von Tom22 des TOM-Komple-
xes zu sein. Homologe der iibrigen fiinf
Untereinheiten findet man jedoch nur in
Trypanosomen und ihren Verwandten.
ATOM46 und ATOM69 sind von besonde-
rem Interesse. Es sind Importrezeptoren,
die unterschiedliche, aber tiberlappende
Substratspezifititen aufweisen. ATOM46
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und ATOM69 haben damit dieselbe Funk-
tion wie die Importrezeptoren Tom20 und
Tom70 des TOM-Komplexes der Hefe [2, 3].
Die Rezeptoren in den beiden Organismen
zeigen jedoch keine Homologie: ATOM46
hat armadillo repeats, die in den Unterein-
heiten des TOM-Komplexes fehlen, und
wiahrend ATOM69 wie das Tom70 der Hefe
TPRs (tetratricopeptide repeats) besitzt, so
ist die Topologie der Proteine unterschied-
lich. ATOM69 ist ndmlich, im Gegensatz zu
Tom70, C-terminal in der Membran veran-
kert. Die Rezeptorenpaare ATOM46/
ATOM69 und Tom20/Tom70 sind also das
Produkt konvergenter Evolution: Sie haben
die gleiche Funktion, lassen sich aber nicht
auf einen gemeinsamen evolutiondren Vor-
laufer zuriickfiihren.

AuBenmembran-tRNA-Translokase
von Trypanosoma brucei

Der ATOM-Komplex in der AuBenmembran
funktioniert als Proteintranslokase fiir prak-
tisch alle trypanosomalen Proteine, die in
die Mitochondrien transportiert werden.
Wie tRNAs in die Mitochondrien importiert
werden, war jedoch nach wie vor unbe-
kannt. Wir untersuchten deshalb, ob ATOM-
Komplex-Untereinheiten auch fiir den tRNA-
Import benotigt werden. Tatsachlich zeig-
ten wir in einer in vivo-Analyse, dass die
RNAi-abhéngige Depletion aller ATOM-Kom-
plex-Komponenten — mit Ausnahme der bei-
den Rezeptoren — nicht nur den Proteinim-
port, sondern auch den tRNA-Import hemmt
(Abb. 2). Die Depletion der Proteinimpor-
trezeptoren ATOM46 und ATOM69 hinge-
gen wirkte sich selektiv auf den Protein-,
nicht aber auf den tRNA-Import aus [4]. Dies
zeigt, dass das Ko-Import-Modell in Tryp-
anosomen nicht zutreffen kann, bei dem
tRNAs in einem Komplex mit einem zu
importierenden Protein durch die AuBen-
membran transportiert werden. In einem
weiteren Experiment wurde ein chimares
Substrat exprimiert, von dem die N-termi-
nale Hélfte in die Mitochondrien importiert
wird, die C-terminale Halfte jedoch so stark
gefaltet ist, dass das Fusionsprotein den
Importkanal verstopft. Interessanterweise
wurde in diesen Zellen gleichzeitig der Pro-
tein- und der tRNA-Import gehemmt. Dies
zeigt, dass tRNAs und Proteine denselben
Kanal, das ATOM40-Protein, fiir den Import
bendtigen [4]. Der ATOM-Komplex von Try-
panosomen hat also die auBergewohnliche
Fahigkeit, entweder Proteine oder tRNAs
zu transportieren.
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A Abb. 2: Import von Proteinen (links) und tRNAs (rechts) in Mitochondrien von Trypanosoma
brucei. ATOM- und TIM-Untereinheiten, von denen bekannt ist, dass sie fiir den entsprechenden
Prozess bendtigt werden, sind in Orange gezeigt. Die Proteinimportrezeptoren ATOM46 und
ATOM69 sind nur fiir den Proteinimport, nicht aber fiir den tRNA-Import essenziell.

Innenmembran-Translokase von
Trypanosoma brucei

Die nachste Frage war, wie trypanosomale
Proteine (und tRNAs) durch die Innenmem-
bran transportiert werden. Kiirzlich gelang
es uns, die trypanosomale Innenmembran-
Proteintranslokase, den TIM-Komplex, zu cha-
rakterisieren. Mithilfe von chimédren Sub-
stratproteinen, die in der Importmaschinerie
steckenbleiben, konnten wir zudem zeigen,
dass Trypanosomen nur einen einzigen TIM-
Komplex besitzen [5, 6]. Dies ist auBerge-
wohnlich, da die Systeme in Hefe und Sau-
gern jeweils zwei unterschiedliche TIM-Kom-
plexe besitzen, die auf verschiedene Sub-
strattypen (entweder Proteine mit Préase-
quenzen oder Proteine mit multiplen Trans-
membrandoménen) spezialisiert sind. In
Trypanosomen haben wir also nur einen ein-
zigen TIM-Komplex, der fiir den Import oder
die Membraninsertion von beiden Substrat-
typen verantwortlich ist. Der trypanosomale
TIM-Komplex besteht aus sechs Untereinhei-
ten, die alle fiir den Proteinimport essenziell
sind. Von diesen weist ThTim17 als einzige
Komponente Ahnlichkeiten zu Untereinhei-
ten der zwei TIM-Komplexe in Hefe auf [5, 6].
Wie tRNAs durch die Innenmembran trans-

portiert werden, ist nicht bekannt. In vivo-
Experimente haben jedoch gezeigt, dass die
TIM-Untereinheit TbTim17 nicht nur fiir den
Proteinimport, sondern auch fiir den tRNA-
Import essenziell ist [7]. Die Verbindung zwi-
schen Protein- und tRNA-Import, die wir beim
ATOM-Komplex in der AuBenmembran beob-
achten, gilt also zumindest in beschranktem
MaBe auch fiir den trypanosomalen TIM-Kom-
plex (Abb. 2).

Schlussfolgerungen

Eine der offensichtlichsten Eigenschaften des
Phanomens Leben ist die immense Diversitat.
Zellbiologische Prozesse wurden auf mole-
kularer Ebene traditionellerweise nur in weni-
gen experimentell zuganglichen Modellsys-
temen erforscht, in der Annahme, dass sie

zumindest bei Bakterien, Archaeen und Euka-
ryoten konserviert sind. Der mitochondrielle
Proteinimport in Trypanosomen zeigt jedoch,
dass dem nicht so sein muss. Obwohl die Pro-
teinimportsysteme wohl zu den evolutionar
altesten mitochondrienspezifischen Merk-
malen gehdren, sind sie nur sehr moderat
konserviert zwischen Trypanosomen und
Hefe. Dies ist erstaunlich, denn die Funktion
der Translokasen ist in beiden Systemen iden-
tisch. Der Vergleich zwischen Trypanosomen
und Hefen gewédhrt uns deshalb nicht nur
einen Einblick in die evolutionédre Geschich-
te der Proteintranslokasen, sondern ermog-
licht es auch, die grundlegendsten Eigen-
schaften von Importsystemen zu definieren,
die ,konserviert sind, nicht weil sie einen
gemeinsamen Ursprung haben, sondern weil
sie der gleichen funktionellen Selektion aus-
gesetzt waren. |
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