Jak dostat protein pres membrdnu

Eukaryotickd burka je poné¢kud kompliko-
vand. Jeji utroby protinaji lipidické membra-
ny vytvafejici $kalu trubic a vacki, které se
riizné spojuji a oddéluji. Rikdme jim organe-
ly a odehravaji se v nich specializované
pochody - kupftikladu v jadie dochazi k pre-
pisu DNA do RNA nebo v Golgiho komple-
xu k syntéze novych lipid.

Dtivodii této kompartmentace mize byt fada:
® metabolické drahy koncentrované do malé-
ho prostoru jsou vykonnéjsi, nebot enzymy
si mohou rychleji pfedavat substrat;
® na rtznych mistech mohou probihat ¢as-
te¢né protichtidné reakce, aniz by se enzymy
nadarmo trapily v jalovém cyklu;
® prostorové oddéleni procesti udrzuje caso-
vou posloupnost nékterych déj, a tak se
RNA nejdfive v jadie sestfthne a pak teprve
v cytoplasmé ptelozi do proteinu.

Vétsina membranovych utvard v bunce
pochazi z endomembranového systému, kte-
ry pocina jadernou membrianou, obepind
endoplazmatické retikulum a postupné se
diferencuje do vSech moznych vackt sekrec-
niho systému burnky.
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Kazda eukaryotickd bunka ma také mito-
chondrii (viz rovnéz Vesmir 75, 553, 1996/10;
86, 179, 2007/3). Ta mlize tvofit obrovskou reti-
kularni sit (obr. 1) roztazenou a propletenou po
celé bunce (tak ji zname tieba z nasich bun¢k),
anebo vytvari miniaturni vacky, které nachazi-
me u nékterych jednobunéénych anaerobnich
organismi a které snadno piehlédneme i na
elektronovém mikroskopu. Mitochondrie je
vidy vymezena dvojitou membranou, ktera se
déli nezavisle na okolnich organelach. Uvnitt
se kromé proteintt nachazi také DNA, kte-
ra tvori maly mitochondrialni genom a expri-
muje se do nékolika malo proteinti a molekul
RNA (mitochondrie nasich bunék maji celkem
37 gent, 13 z nich kéduje proteiny).

Pivod mitochondrie
Asi pfed dvéma miliardami let se spojily osu-
dy dvou bunék. Vznikl endosymbioticky
vztah, ktery trva dodnes. Béhem miliont let
se host svému hostiteli podvolil, z vétsi ¢as-
ti obétoval svou nezavislost a stal se pouhou
organelou. Zatim nezndme podobu hostitel-
ské bunky, avSak nedavné objevy vystopo-
valy ptfibuznost pohlceného endosymbionta
s dosud zivymi alfaproteobakteriemi, které
ne nahodou sdruzuji celou fadu nitrobunéc-
nych bakterii (napf. Rickettsia).
Alfaproteobakterie jsou stejné jako mito-
chondrie ohrani¢eny dvéma membranami.
Mitochondrie s nimi navic spojuje sekvenéni
podobnost genti kédovanych mitochondrial-
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1. Morfologie
mitochondrii. Prestoze
v§echny mitochondrie
jsou potomky jedné
endosymbiotické
bakterie, v priibéhu
evoluce se organela
dramaticky adaptovala
podle potieb
organismu. Zatimco
metazoa premeénila
mitochondrii

na dynamickou
retikularni sit (A),
néktera anaerobni
jednobunéc¢na
eukaryota dnes
vyuzivaji sluzeb
jednoduchych,

avsak stale
dvoumembranovych
vackua (B), které
dokonce ztratily

i posledni zbytky
mitochondrialniho
genomu.

A) Hel a buriky

s mitochondrialni siti
obarvenou ¢ervené
pomoci fluorescenéni
sondy Mito Tracker
Red, ktera se
specificky hromadi

v mistech s velkym
membranovym
potencialem.

B) Mitozomy (zelené)
- minimalistické
mitochondrie v burice
Giardia intestinalis,
jednobunééného
eukaryotického
stievniho parazita
obratlovcti véetné
¢lovéka. Mitozomy
byly detekovany
pomoci specifické
protilatky proti
mitochondrialnimu
proteinu IscU. Modie
jsou obarvena dvé
jadra jedné bunky

G. intestinalis.
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2. Z bakterie je organela.
Zména sméru transportu

proteinti pfes mitochondrialni

membranu si vyZadala

inventuru membranovych
translokaz. Uprostred je
schematicky znazornéna

mitochondrie Reclinomonas

americana, ktera ma jak
prokaryotické, tak eukaryotické
rysy. Sipky znazornuji smér

(a velikost) transportu proteind.

Abstract: Mitochondrial
evolution by Pavel Dolezal.
Mitochondrion has played
crucial role in the evolution of the
eukaryotic cell. Some two billion
years ago this organelle, which
now produces most of the cellular
ATP and mediates programmed
cell death, used to be a free-living
gram-negative bacterion. The
early endosymbiotic relationship
was followed by the transfer of
bacterial genetic information
into the host cell nucleus and
resulted in the enslavement

of the endosymbiont. Hence
mitochondrial proteins are
translated on free cytosolic
ribosomes and transported

into the organelle. To this aim
eukaryotic cell installed new
translocases in the mitochondrial
membranes. Origin of these
multimeric complexes nicelly
illustrates mechanisms of
molecular evolution. This review
summarizes several aspects of
the mitochondrial evolution and
our current ideas on the origin of
mitochondrial translocases.
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ni DNA, ale i genti pro nékteré mitochond-
ridlni proteiny, které jsou kédovany v jader-
né DNA. Roli korunniho svédka v ptipadu
ptivodu mitochondrie sehral jednobunéc-
ny bi¢ikovec Reclinomonas americana, ktery
plave v kdejaké louzi. Jeho mitochondrial-
ni genom je dosud nejvétsi, jaky zname. Ma
témér 100 gend, které jsou sekvencné podob-
né tém bakterialnim a zdroven jsou na mito-
chondrialni DNA sefazeny ve stejném potadi
jako na bakteridlnim chromozomu.

Kam se ale podély stovky a mozna tisice
gend, které si s sebou ptinesla prvni endo-
symbioticka alfaproteobakterie? Nékteré
se podle vSeho ztratily béhem pfemény en-
dosymbionta na organelu a nékteré se pie-
stéhovaly do jadra hostitele. Zde jsou pod
dohledem hostitelova transkripéniho apara-
tu, ktery tak snaze kontroluje jejich expre-
si. S velkym stéhovanim genti do jadra vSak
vyvstava vyznamny problém, ktery musela
eukaryoticka bunka zdhy vyfesit. Jak dostat
zpatky do mitochondrie potfebné proteiny,
které jsou ted kddované v jadfe a prekladané
na volnych ribozomech v cytoplazmé?

Transport proteinti pifes membrany

Obecné vyuzivaji zivé organismy k transportu
proteini (opomeneme-li membranovou fuzi)
»diry a motoru®. To znameng, Ze pasivni protei-
novy pér v membrané spolupracuje s moleku-
larnim chaperonem (Vesmir 77, 15, 1998/1), kte-
ry opakovanou vazbou na pfenaseny substrat
pohani cely transport. K tomu, aby byl protein
nasmérovan ke spravné membrané, vyvinu-
ly zivé organismy systém molekularnich adres.
Jsou to proteinové sekvence s urcitym potfadim
aminokyselin, jez jsou soucasti prendsenych
proteind. Rozpoznavaji je specifické recepto-
ry zakotvené v sousedstvi péru. Protoze jsou
pory pfili§ tzké, putuji proteiny pies membra-
ny jako rozlozené polypeptidy, a tak mohou
byt jejich adresy snadno rozpoznany.

Prenaset proteiny pies membrany dokdzZou
ivéechna prokaryota (obr. 2). Sekretuji do okol-
niho prostfredi nebo zabudovavaji do své vnéj-
$§1 membrany nejriznéjsi efektorové molekuly.
Nejdtlezitéjsim kandlem ve vnitfni bakterialni
membrané je SecY translokaza, kterd v trochu
pozménéné podobé pracuje na plné obratky
také v membrané naseho endoplazmatické-
ho retikula (protein Sec61). Dalsi bakterialni
translokaza YidC pomaha SecY pri vklada-
ni komplikovanych proteinti do vnitini mem-
brany. Snad nejzahadnéjsi je zatim transloka-
za TAT, ktera je schopna, byt pomalu, pfenaset
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pres membranu jiz sbalené proteiny a protei-
nové komplexy. Zptisob transportu systémem
TAT je dosud nejasny, ale stoji v poptedi zajmu
biotechnologickych oborti, nebot by umoznil
obejit obtizné postupy pro izolaci rekombi-
nantnich proteinovych komplexi.

Cesta tam a zase zpatky

Vsechny tyto tfi translokazy byly piitomny
také v membrané prvni mitochondrie (obr. 2).
Ta tedy mohla vesele uvoliiovat své proteiny
do cytosolu hostitele. Mohly ale také pomoci
téchto kanalt vstupovat proteiny zpét do mito-
chondrie? Translokazy TAT a YidC toho ne-
jsou konstrukéné schopné. Rada dil¢ich praci
vSak ukazuje moznou tcast proteinu Sec61 na
exportu proteinu z endoplazmatického retiku-
la. Zda jedna a ta sama molekula kandlu piena-
§i proteiny obéma smeéry, nebo jde o dvé oddé-
lené populace, ¢i zda se dokonce Sec61 tohoto
procesu ucastni jen jako podjednotka vlastni-
ho kanalu, neni dosud znamo.

At uz byl ale SecY schopen po urcitou dobu
importu proteinti do mitochondrie nebo ne, jis-
té je, Ze to netrvalo dlouho. Pouze jediny orga-
nismus ma stale ve svych mitochondriich gen
pro SecY. Je jim pravé Reclinomonas americana,
ktery si kromé SecY ve svém mitochondrialnim
genomu ponechal i komponenty TAT a YidC.
Studium této jedinecné mitochondrie v§ak uka-
zuje spiSe na unikatni ptipad zpomalené mito-
chondrialni evoluce nezli na funkéni adaptaci
translokazy. V mitochondriich tohoto prvoka
jsou zéroven pritomny komplexy TIM, TOM
a SAM, které dnes funguji u vSech eukaryot
jako univerzalni mitochondrialni translokazy.
Jejich pritomnost u vSech eukaryotickych linii
napovida, ze byly vytvofeny zdhy po vzniku
mitochondrie. Kde se ale vzaly?

Mitochondrialni translokazy

Nejdiive kratce k jejich funkci, jak ji zna-
me z kvasinkovych nebo sav¢ich mitochond-
rif (obr. 3). Adresové sekvence mitochondri-
alnich proteinti rozeznavaji receptory Tom20
(rozpustné proteiny) nebo Tom70 (membrano-
vé proteiny) na vnéjsi mitochondridlni mem-
brané. Receptory spolu s dal$imi proteiny
tvoti komplex TOM (translocase of the outer
membrane), ktery je vystavén kolem central-
niho kanalu Tom40. Tom40 je vzdalené pii-
buzny bakteridlnim porinfim, které prenaseji
celou fadu metabolitti pres vnéjsi bakteridlni
membranu. Poriny i Tom40 maji velice kom-
paktni soudkovity tvar, a jsou proto idedlni
jako nezavislé transportni jednotky. Vsech-



ny mitochondridlni proteiny, at uz sméiu-
ji do mitochondrialni matrix nebo do vnéjsi
membrany, museji projit skrze Tom40. Poté si
je rozeberou importni drahy specificky vyla-
déné na jednotlivé mitochondrialni subkom-
partmenty. Jakmile hydrofobni proteiny vnéj-
§i a vnitfni membrany vstoupi do vodného
prostiedi mezimembranového prostoru mito-
chondrie, riskuji, ze skonéi jako proteinové
srazeniny. Proto je zahy obali malé Tim protei-
ny a drzi se jich az do kontaktu s membranou.

Proteiny vnitfni membrany rozeznava kom-
plex TIM22 (translocase of the inner membra-
ne), zatimco rozpustné proteiny mitochondrial-
ni matrix odlisny komplex TIM23. Import
proteintt do vnitfni membrany vyzaduje pfi-
tomnost mebranového potencialu, ktery vzni-
ka béhem dychani mitochondrie. Proteiny
mitochondridlni matrix navic potfebuji ATP,
aby mohl pracovat chaperon Hsp70, ktery pro-
teiny vtahuje dovnitf. Tento volné rozpustny
protein musi byt v blizkosti transloka¢niho
kanalu. To zajituje skupina proteind vytva-
fejicich PAM (presequence translocase associ-
ated motor), jehoz tkolem je zakotvit Hsp70
k membrané a stimulovat jeho aktivitu.

Protoze ani jeden z téchto komplexti se
u bakterii nevyskytuje, mélo se dlouhou
dobu za to, Zze nam opét chybi ,evolu¢ni ¢la-
nek® V poslednich nékolika letech se vSak
ukazalo, Ze pro fadu podjednotek import-
nich komplexi mizeme nalézt alesponi ¢as-
te¢né bakterialni homology (obr. 3).

Nékteré bakterialni proteiny se béhem
mitochondrialni evoluce dostaly do novych
komplexti (napi. bakteridlni komplex BAM
se zménil na mitochondridlni SAM), jiné pro-
§ly ,molekularnim roubovanim®, kdy se jejich
funkéni domény pospojovaly s jinymi domé-
nami a vytvofily proteiny zcela nové (napf.
bakterialni TimB byl pozménén na mitochon-
drialni Pam18). Vysledkem jsou naprosto uni-
katni membranové komplexy, které pracuji
jako izolované funkéni moduly.

Srovnavaci evolu¢ni studie ukazuji, ze kli-
¢ové slozky komplextt SAM, TOM, TIM
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3. Evoluce importu proteinti do mitochondrie. A. Znazornény jsou podjednotky
jednotlivych komplexii vnéjsi a vnitFni mitochondrialni membrany, tak jak byly
popsany zejména v burikach Saccharomyces cerevisiae. Zluté hvézdicky ukazuji

se ucastni zcela jinych bunéénych procesu a byly ,poupraveny” pro jinou funkci.
B. Pro srovnani jsou znazornény podjednotky importnich drah u G. intestinalis,

jejiz mitozomy predstavuji v soucasnosti jedny z nejprimitivnéjSich mitochondrii.

Soucdasny stav této organely odrazi dlouhou nezavislou evoluci eukaryotické linie,
kam G. intestinalis pat¥i, i jeji adaptaci na paraziticky Zivot bez kysliku.

a PAM jsou spole¢né pro vSechny skupiny
eukaryotickych organisma. Ty si ale nezavis-
le vytvorily fadu dalsich podjednotek, kte-
ré umoznily ,vyladéni® mitochondridlniho
importu pro své specifické proteiny.

Prestoze import proteind do mitochondrif
patii mezi nejlépe prostudované transportni
systémy, dosud nezndme mechanismus impor-
tu pro fadu funk¢né nesmirné dilezitych pro-
teind. Mezi né patii zejména regulatory pro-
gramované bunécéné smrti ze skupiny Bcl2,
které se na dany podnét doslova zapichuji
do vnéjsi mitochondridlni membrany. Navic
existuji pozorovani vezikularniho transportu
mezi mitochondriemi a dal$imi organelami.
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