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KOMPLEKS TOB/SAM: KLUCZOWA ROLA
W BIOGENEZIE MITOCHONDRIOW

THE TOB/SAM COMPLEX: AN ESSENTIAL FUNCTION
IN MITOCHONDRIA BIOGENESIS

Hanna KMITA, Matgorzata WOJTKOWSKA

Zaktad Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM Poznan

Streszczenie: Biatka tworzace strukturg beczutki B wystgpuja w blonie zewngtrznej bakterii Gram-
ujemnych oraz w blonie zewngtrznej organelli pochodzenia endosymbiotycznego, tj. mitochondriow i
chloroplastow, gdzie moga pelnié¢ rdzne funkcje. Mitochondrialne biatka o strukturze beczutki 3 biora
udzial w imporcie biatka, transporcie metabolitow oraz w regulacji morfologii i dystrybucji mitochon-
driow. Biatka te uznaje sig takze za istotny element ewolucji mitochondriéw. Mechanizm wbudowywania
biatek tworzacych strukture beczutki 3 w btone zewnetrzna mitochondriéw i bakterii Gram-ujemnych
zostat niedawno opisany. Co wigcej, wykazano, iz ulegt on utrwaleniu w toku ewolucji. W przypadku
mitochondriéw w procesie tym uczestniczy kompleks TOB/SAM (topogeneza bialek zewngtrznej bto-
ny mitochondrialnej tworzacych strukturg beczutki /maszyneria sortowania i sktadania biatek), tworzo-
ny przez trzy podstawowe biatka: Tob55 (Sam50), Tob38 (Sam35) and Mas 37 (Sam37). Wyniki analizy
filogenetycznej wskazuja, iz biatko Tob55 pochodzi od bakteryjnego biatka Omp85, podczas gdy inne
mitochondrialne biatka o strukturze beczutki 3 nie maja homologdéw wsrod biatek bakteryjnych.

Stowa kluczowe: mitochondria, biogeneza, ewolucja, beczutka 3, kompleks TOB/SAM.

Summary: [3-barrel proteins are present in the outer membrane of Gram-negative bacteria and of organel-
les of endosymbiotic origin, i.e. mitochondria and chloroplasts where they perform a variety of functions.
Mitochondrial B-barrel proteins are important for protein import, metabolite transport and the organelle
morphology and distribution. They also seem to play a crucial role in mitochondria evolution. Quite
recently a specific pathway for the insertion of B-barrel proteins was identified in both mitochondria and
Gram-negative bacteria and was proved to be conserved during evolution. In mitochondria the pathway is
formed by the TOB/SAM complex (topogenesis of the mitochondrial outer membrane (3-barrel proteins/
sorting and assembly machinery) composed of three main proteins, namely Tob55 (Sam50), Tob38
(Sam35) and Mas 37 (Sam37). Phylogenetic analysis provides a strong case for the evolution of Tob55
from the bacterial homologue Omp85 while other mitochondrial B-barrel proteins do not display amino
acid homology with bacterial 3-barrel proteins.
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Wykaz stosowanych skrotow: TOB/SAM (ang. TOB —topogenesis of the mitochondrial outer membra-
ne [-barrel proteins | SAM — sorting and assembly machinery) — topogeneza biatek zewngetrznej btony
mitochondrialnej tworzacych strukture beczutki 3/ maszyneria sortowania i sktadania biatek; TOM (ang.
translocase of the outer mitochondrial membrane) — translokaza zewngtrznej btony mitochondrialne;j;
TIM (ang. translocase of the inner mitochondrial membrane) — translokaza wewngtrznej btony mito-
chondrialne;j.

WSTEP

Zgodnie z obowiazujacymi obecnie ustaleniami mitochondria sa potomkami
o-proteobakterii (eubakterii majacej blong zewngtrzna i zaliczanej do bakterii Gram-
ujemnych), ktora w pewnym momencie historii zZycia na ziemi zostata wchionigta
przez innego prokarionta (prawdopodobnie archebakteri¢) i przez pewien czas
funkcjonowata jako endosymbiont. Wigkszos$¢ genow tego endosymbionta zostata z
czasem utracona lub przeniesiona do jadra komoérkowego tworzonego przez gospoda-
rza i endosymbionta [7,8,15,31]. Transfer ten umozliwit prawdopodobnie ustalenie
komunikacji migdzy jadrem a mitochondriami oraz przejgcie przez jadro kontroli nad
funkcjonowaniem mitochondriéw. Istotnym elementem tej kontroli jest zewngtrzna
btona mitochondriow, bowiem wchodzace w jej sktad biatka odgrywaja kluczowa
rol¢ w biogenezie mitochondriow [13]. Do biatek tych zalicza si¢ migdzy innymi
biatka Tom, tworzace kompleks TOM (ang. translocase of the outer mitochondrial
membrane), ktory gwarantuje rozpoznanie, transport i sortowanie biatek importowa-
nych do mitochondriow [7,10,18,24,34,45-47,52] oraz biatko VDAC (ang. voltage
dependent anion channel), ktére w stanie monomeru tworzy zalezny od potencjatu
kanat o selektywnos$ci anionowej, bedacy miejscem transportu metabolitow przez
btong zewnetrzng mitochondriéw oraz uczestniczacy w dystrybucji ATP, w utrzymaniu
homeostazy wapniowej komorki, w ochronie przed stresem oksydacyjnym i urucho-
mieniu apoptozy [1,6,9,24,30,50,53,54]. Informacje na temat kompleksu TOM i kanatlu
VDAC czytelnik moze znalez¢ réwniez w polskojezycznych pracach przegladowych
[23,25,63].

Bialka Tom, podobnie jak biatko VDAC, kodowane sa przez geny jadrowe, syntety-
zowane na rybosomach cytoplazmatycznych i nastgpnie kierowane do mitochondriéw
[28,47]. Kluczowa role w funkcjonowaniu kompleksu TOM odgrywa kanat importowy,
bedacy miejscem translokacji importowanego biatka przez btong lub jego insercji w
obszar btony. Podstawowym sktadnikiem kanatu importowego jest biatko Tom40, ktore
moze tworzy¢ w obrgbie kompleksu 2 lub 3 oligomeryczne kanaty translokujace
[2,36,46]. Ustalenia teoretyczne, jak i1 analiza struktury drugorzedowej biatka Tom40
[2,17,46,52]1 VDAC [3.,4,6,9] wskazuja, ze tworza one w blonie strukture beczutki 3.
Naleza zatem do rodziny biatek blonowych o strukturze beczutki 3, ktorych obecnosé
jest charakterystyczna dla zewngtrznej blony eubakterii zaliczanych do bakterii Gram-
ujemnych oraz zewngtrznej blony organelli o pochodzeniu endosymbiotycznym, to znaczy
chloroplastow i mitochondriow [13,41,42]. Mimo podstawowego znaczenia dla powstania
btony, dopiero niedawno pojawity si¢ pierwsze prace dotyczace mechanizmu insercji
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biatek o strukturze beczutki 3 w btong. W przypadku mitochondriow wskazuja one na
kluczowa rolg biatka Tob55, nazywanego rowniez Sam50 lub Omp85 [13,27,42,61]. Aby
unikna¢ trudno$ci wynikajacych z nieuporzadkowanego nazewnictwa, w pracy tej
bedziemy postugiwac si¢ terminem Tob55.

Biatko Tob55 jest kluczowym sktadnikiem kompleksu TOB, nazywanego réwniez
kompleksem SAM lub ostatnio TOB/SAM (ang. TOB — topogenesis of the mitochon-
drial outer membrane [B-barrel proteins, SAM — sorting and assembly machinery),
ktorego podstawowym zadaniem jest przejecie z kompleksu TOM importowanego biatka
o strukturze beczutki 3 i wprowadzenie go w zewnetrzng btone mitochondrialng
[7,13,27,4142]. Co ciekawe, biatko Tob55 tez nalezy do rodziny biatek btonowych o
strukturze beczutki 3, przy czym jest jedynym wsrdd biatek zewnetrznej blony
mitochondrialnej, w przypadku ktdrego stwierdza sig istnienie homologow bakteryjnych
[7,31,41]. Zatem, bialko Tob55 stanowi prawdopodobnie element zachowanego w toku
ewolucji mitochondriow mechanizmu insercji biatek o strukturze beczulki 3 wykorzystywa-
nego przez bakteryjnego endosymbionta. System ten zapewne odegral podstawowa rolg
w ewolucji kompleksu TOM [31,41] oraz kanatu VDAC, co umozliwito przeksztalcenie
endosymbionta w funkcjonalng organelle. Nie ulega ponadto watpliwosci, iz kompleks
TOB/SAM warunkuje powstanie funkcjonalnego kompleksu TOM i kanalu VDAC, jak
iinnych biatek zewngtrznej blony mitochondrialnej o strukturze beczutki 3,1 w tym sensie
jestniezbednym elementem biogenezy mitochondriow.

ORGANIZACJA KOMPLEKSU

W procesie importu biatka do mitochondriow uczestnicza kompleksy biatkowe
zlokalizowane w obu btonach mitochondrialnych (ryc.1). Obecnos¢ kompleksu TOB/
SAM w zewngtrznej bfonie mitochondrialnej opisano po raz pierwszy w roku 2003, a
jego organizacja jest nadal przedmiotem badan i dyskusji. Podstawowym modelem
wykorzystywanym w badaniach nad organizacja kompleksu TOB/SAM sa mitochondria
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Do tej pory w obrebie kompleksu TOB/SAM
S. cerevisiae potwierdzono obecno$¢ trzech odrgbnych biatek (ryc. 2), tworzacych
kompleks o masie 200-250 kD [27,42,61], ktorego stechiometria pozostaje nadal w
sferze dyskusji [27,35,41,59,61]. Podstawowym sktadnikiem kompleksu TOB/SAM
jest biatko Tob55. Biatko to zostato zidentyfikowane w roku 2003, dzigki analizie proteomu
btony zewnetrznej mitochondriow Neurospora crassa [42] oraz poszukiwaniu biatek
oddziatlujacych z biatkiem Mas37 [27]. Bialko Mas37, nazywane rowniez Sam37 lub
Tom37 [41,45], zostalo zidentyfikowane w roku 1995 [14], po czym stwierdzono, iz jest
ono czg¢scia kompleksu uczestniczacego we wbudowywaniu biatka Tom40 w kompleks
TOM [61]. Zatem, biatko Mas37 to pierwszy zidentyfikowany sktadnik kompleksu
TOB/SAM. Trzecim biatkiem wchodzacym w sktad kompleksu TOB/SAM jest biatko
Tob38, nazywane rowniez Sam35 lub Tom38, ktore zidentyfikowano dzigki analizie
wyizolowanego kompleksu TOB/SAM [35,59] oraz lokalizacji i badaniu roli w imporcie
mitochondrialnych biatek drozdzowych o nieustalonej do tej pory funkcji [21]. Dla
przejrzystosci w pracy tej bedziemy poshugiwac si¢ terminami Tob38 i Mas37.
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RYCINA 1. Schemat aparatu importu biatka do mitochondriéw. Strzalki oznaczaja kierunek
przemieszczania si¢ biatlek z miejsca powstania w cytozolu do docelowego przedziatu mitochon-
drialnego. Kompleks TOM rozpoznaje, sortuje i transportuje biatka do przestrzeni migdzyblonowej
lub blony zewnetrznej. Kompleks TOB/SAM umozliwia wbudowanie w btong zewngtrzng biatek o
charakterystycznej strukturze beczutki B (np. VDAC, Tom40, Tob55, Mdm10, Mmm?2). Kompleks
TIM23 wprowadza biatka do macierzy mitochondrialnej lub blony wewngtrznej. Kompleks TIM22
wprowadza w blong wewngtrzng biatka z rodziny no$nikow mitochondrialnych. Kompleks OXA
bierze udziat w eksporcie bialek powstajacych w macierzy mitochondrialnej lub w reeksporcie biatek
wprowadzonych do macierzy przez kompleks TIM23. Na schemacie nie uwzgledniono podjednostek
poszczegbdlnych komplekséw. PAM — motor importowy bedacy czgscia kompleksu TIM23;
MPP — mitochondrialne peptydazy biorace udzial w usuwaniu presekwencji

Biatko Tob55 jest integralnym biatkiem btonowym [13,27,41,42]. W biatku tym
wyroznia si¢ dwie domeny: blonowa, na koncu karboksylowym, o masie ok. 35 kD,
ktora tworzy strukture beczutki 3 oraz hydrofilowa, na koncu aminowym, o masie ok.
20 kD, skierowang do przestrzeni migdzybtonowej mitochondriow. Biatko Tob38 jest
biatkiem peryferyjnym, oddziatujacym z bialkiem Tob55 od strony cytoplazmy [35,59].
Oba biatka tworza rdzen kompleksu TOB/SAM, a ich obecnos$¢ jest niezbgdnym
warunkiem powstania aktywnego kompleksu [41,59]. Co wigcej, brak kazdego z tych
biatek prowadzi do skutkoéw letalnych. Zatem kompleks TOB/SAM zawiera dwa
niezbedne dla funkcjonowania komorki biatka, co wskazuje na jego fundamentalna role
w biogenezie mitochondriow. Biatko Mas37 jest biatkiem peryferyjnym, oddzialujacym
z Tob55 od strony cytoplazmy. Brak biatka Mas37 nie przeciwdziata powstaniu rdzenia
kompleksu TOB/SAM, ale powoduje akumulacj¢ importowanych biatek tworzacych
strukture beczulki B w postaci zwiazanej z kompleksem TOB/SAM [42,59,61].

Funkcje poszczegolnych biatek w obrebie kompleksu TOB/SAM nie zostaly jeszcze
doktadnie opisane. Jednak watpliwosci nie ulega fakt, iz musza one ze soba wspotpra-
cowac¢, aby doszto do skutecznego importu bialek tworzacych strukturg beczutki 3
[45]. Biatko Mas37 uczestniczy prawdopodobnie w uwalnianiu importowanych biatek
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z kompleksu TOB/SAM [16], co umozliwia ich wprowadzenie w strukture btony lub
warunkuje oddziatywanie z innymi biatkami. Z kolei biatko Tob38 warunkuje powstanie
kompleksu TOB/SAM i jego stabilnos¢ [35,59]. Przy braku tego biatka nie dochodzi do
oddziatywania migdzy biatkami Tob55 i Mas37. Uwaza si¢ takze, iz biatko Tob38 stanowi
miejsce oddziatywania kompleksu TOB/SAM z cytoplazmatycznymi biatkami opiekun-
czymi (chaperonami), co gwarantuje importowanym biatkom tworzacym strukturg
beczutki 3 utrzymanie odpowiedniej konformacji, zanim dojdzie do ich translokacji przez
zewngtrzna blong mitochondrialna, ktora z kolei prowadzi kompleks TOM. Co wigcej,
biatko Tob38 moze by¢ odpowiedzialne za oddziatywanie migedzy kompleksem TOM i
kompleksem TOB/SAM, co jest istotne dla skutecznego przekazania importowanego
biatka z kompleksu TOM do kompleksu TOB/SAM. Sugeruje sig rowniez, iz biatko
Tob38 moze pehic funkcje regulatora kanatu tworzonego przez biatko Tob55. Kanat
tworzony przez biatko Tob55 [42] uczestniczy zapewne w procesie insercji importowa-
nych bialek w blong. Biatko Tob55 uznaje si¢ rowniez za miejsce wstgpnego
oddzialywania importowanego biatka z kompleksem TOB/SAM, gwarantujacego
wprowadzenie tego biatka do kompleksu, co z kolei umozliwia jego wbudowanie w
blong [41,45,59].

BIALKA WSPOLDZIALAJACE Z KOMPLEKSEM

Badania nad importem biatka Tom40 i sktadaniem funkcjonalnego kompleksu TOM
doprowadzity do identyfikacji dwoch biatek zewnetrznej btony mitochondrialnej, istotnych
dla dziatania kompleksu TOB/SAM. Biatko Mdm10 (ang. mitochondrial distribution
and morphology) jest integralnym biatkiem btonowym o masie ok. 55 kD, zdolnym do
tworzenia struktury beczutki (B [45,55]. Biatku temu przypisuje si¢ istotna rolg w
utrzymaniu prawidtowego rozmieszczenia i morfologii mitochondriéw. Jednakze
stwierdzono takze, iz biatko Mdm 10 warunkuje stopniowe przytaczanie sig¢ bialek Tom
do wprowadzonego w btong biatka Tom40. Co wigcej, wykazano, iz biatko Mdm10
moze oddziatywac¢ z biatkiem Mas37, co wskazuje na jego wspotdziatanie z kompleksem
TOB/SAM [34]. W przypadku komorek S. cerevisiae, brak biatka Mdm10 uposledza
zardwno morfologi¢ mitochondriow, jak i powstanie kompleksu TOM. Zmiany morfologii
mitochondriow obserwuje si¢ takze w przypadku uposledzenia funkcji kompleksu TOM
i kompleksu TOB/SAM. Wydaje si¢ zatem, iz zmiany morfologii mitochondriow
wywotane brakiem biatka Mdm10 sa posrednim skutkiem uposledzenia funkcji obu
kompleksow, kluczowych dla importu biatek btony zewngtrznej mitochondriow, uczest-
niczacych bezposrednio w kontroli ich morfologii [45]. Jednocze$nie nie mozna wyklu-
czy¢, iz biatko Mdm10 kontroluje niezaleznie sktadanie kompleksow biatkowych blony
zewngtrznej oraz morfologi¢ mitochondriéw, co wiaze sig z jego oddziatywaniem z
réznymi kompleksami biatkowymi [5,41]. Pozostaje to w zgodzie z opublikowanymi
niedawno wynikami analizy kompleksow biatkowych drozdzy S. cerevisiae opartej na
technice oczyszczania z zastosowaniem powinowactwa kolumnowego. Wyniki te
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wskazuja, iz powszechnym sposobem sktadania funkcjonalnych komplekséw biatkowych
jest oddziatywanie podstawowego zestawu biatek z dodatkowymi biatkami lub modutami
biatkowymi, co z kolei warunkuje zréznicowanie funkcji [12,29]. Taka modutowa
organizacja jest takze charakterystyczna dla aparatu importu biatka do mitochondriow
[7]. Z kolei biatko Mim1 (ang. mitochondrial import) [ 58], nazywane rowniez Tom13
[21], to niewielkie biatko (okoto 14 kD) integralne, zakotwiczone w btonie zewngtrznej
mitochondriéw za pomoca odcinka o strukturze amfipatycznej helisy o. Biatko Mim1
prawdopodobnie wiacza si¢ w sktadanie kompleksu TOM po uwolnieniu biatka Tom40
z kompleksu TOB/SAM. Stwierdzono jednak, iz brak biatka Mim1 prowadzi do obnizenia
powinowactwa kompleksu TOB/SAM wzgledem Tom40. Co wigcej, do tej pory nie
udato si¢ ustali¢, czy uwalnianie biatka Tom40 z kompleksu TOB/SAM lub oligome-
ryzacja biatka Tom40 w obrgbie powstajacego kompleksu TOM moze pozostawac
pod kontrola biatka Mim1.

Wsrdd biatek wspoldziatajacych z kompleksem TOB/SAM wymienia sig rowniez biatko
Tom7, wchodzace w sktad kompleksu TOM oraz mate biatka Tim (ang. translocase of
the inner mitochondrial membrane), zlokalizowane w przestrzeni mi¢dzybtonowej
mitochondriéw. Jak wykazano ostatnio, biatko Tom7 sprzyja odtaczaniu biatka Mdm10
od kompleksu TOB/SAM, co utrudnia powstawanie funkcjonalnego kompleksu TOM,
ale jednoczesnie odstania na kompleksie TOB/SAM migejsca istotne dla wbudowania w
blong biatka VDAC [33]. Bialko Tom?7 jest zatem specyficznym regulatorem aktywnosci
kompleksu TOB/SAM. Z kolei mate biatka Tim tworza dwa kompleksy, Tim8/Tim13 i
Tim9/Tim10, ktore uczestnicza w przeniesieniu importowanych biatek z kompleksu TOM
do kompleksu TIM22 (ryc. 1), odpowiedzialnego za ich wbudowanie w obszar wewng¢trznej
blony mitochondrialnej [22,26,40,43,48]. Kompleksy tworzone przez male biatka Tim moga
takze uczestniczy¢ w przeniesieniu importowanego biatka z kompleksu TOM do kompleksu
TOB/SAM [16,19,52,60]. Poniewaz biatka wbudowywane w btong wewngtrzna
mitochondriow charakteryzuja si¢ duza zawartoscia odcinkéw hydrofobowych, chronionych
podczas przeniesienia do kompleksu TIM22 przez kompleksy matych biatek Tim, uwaza
sig, iz wspoldziatanie kompleksow matych biatek Tim z kompleksem TOB/SAM polega
prawdopodobnie takze na ostanianiu odcinkéw hydrofobowych biatek tworzacych strukture
beczutki B po ich uwolnieniu z kompleksu TOM, co z kolei utatwia utrzymywanie
importowanego biatka w stanie konformacyjnym umozliwiajacym jego oddziatywanie z
kompleksem TOB/SAM 1 nastgpnie wbudowanie w blong. Wspotpraca matych biatek
Tim z kompleksem TOM i kompleksem TOB/SAM jest zapewne koniecznos$cia
wynikajaca z braku bezposredniego oddziatywania miedzy tymi kompleksami. Jednak
doktadne poznanie faktycznego znaczenia matych biatek Tim w funkcjonowaniu kompleksu
TOB/SAM wymaga dalszych badan [41,45].
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AKTYWNOSC KANALOWA KOMPLEKSU

Dzigki zastosowaniu mikroskopii elektronowej stwierdzono, iz biatko Tob55 moze
tworzy¢ w obrebie kompleksu TOB/SAM kanat o $rednicy 4—5 nm, co potwierdzono
dzigki zastosowaniu uktadu rekonstytuowanego [42]. Wykazano bowiem, iz biatko Tob55
jest zdolne do insercji w dwuwarstwe lipidowa i tworzenia kanatu o $redniej warto$ci
przewodnictwa 3,7 nS (w obecnosci 1 M KCl). Co wigcej, kanat ten wykazuje symetrycz-
na zaleznos¢ od potencjatu, przy czym zamyka sig przy wartosciach potencjatu wyzszych
niz 70 mV [42]. Na razie brakuje danych pozwalajacych wyjasni¢ sposob tworzenia i
organizacji kanatu w obrebie kompleksu TOB/SAM, jak i udziat tego kanatu w procesie
wprowadzenia importowanego biatka w kompleks TOB/SAM i nastgpnie w btong.
Wyniki badan w ukladach rekonstytuowanych wskazuja, iz izolowane i poddane
denaturacji biatka tworzace strukturg beczutki 3 ulegaja ponownemu fatdowaniu i
nastepnie wbudowaniu w dwuwarstwe lipidowa [11,57]. Proces wbudowywania jest
jednak wolniejszy od obserwowanego w przypadku mitochondriéw. Zaktada si¢ zatem,
iz importowane biatko moze ulec pofatdowaniu w obrgbie kanatu kompleksu TOB/
SAM, na co pozwalaja jego duze rozmiary, uwolnione z kanatu i nastgpnie wbudowane
w btong lub bezposrednio wprowadzone w btong na skutek bocznego otwarcia kanatu
[41,42]. Nalezy jednak pamigta¢, iz biatko Tob55 samo tworzy strukture beczutki 3, a
do tej pory nie udato si¢ wykazac, czy beczutka 3 moze bocznie otworzy¢ si¢ i nastepnie
zamkna¢ bez uszkodzenia integralnosci strukturalnej [41,46].

FIZJOLOGICZNA ROLA KOMPLEKSU

Punktem wyjscia dla badan kompleksu TOB/SAM byto udowodnienie, iz kompleks
TOM, petniacy funkcje ,,bramy do mitochondriow” dla praktycznie wszystkich
importowanych biatek, nie jest w stanie samodzielnie zapewni¢ skutecznego importu
do zewngtrznej btony mitochondrialnej biatek tworzacych strukturg beczutki 3, w tym
wlasnego sktadnika —biatka Tom40 [61]. Co wigcej, udowodniono, iz nowo importowane
biatko Tom40, zanim ulegnie wbudowaniu w blong zewngtrzna, zostaje przeniesione
przez kompleks TOM do przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondriéw, co wskazywato
na istnienie nieznanej wtedy jeszcze drogi insercji tego typu biatka w zewngtrzna btong
mitochondrialng [37,61]. Biatko Tom40 jest obecnie traktowane jako model w badaniach
poswigconych importowi biatek tworzacych strukturg beczutki 3 do zewngtrznej btony
mitochondriow [37,41,45-47], a prace poswigcone fizjologicznej roli kompleksu TOB/
SAM dotycza gtownie jego udziatu w sktadaniu funkcjonalnego kompleksu TOM
[27,34,42,58,59]. Funkcjonujacy obecnie model importu do zewnegtrznej btony mitochon-
drialnej biatek tworzacych strukture beczutki B zaktada nastepujace etapy:

(1) rozpoznanie przez receptory kompleksu TOM;

(2) przeniesienie przez kompleks TOM do przestrzeni migdzybtonowej;

(3) stabilizacja importowanego biatka w przestrzeni migdzybtonowej, w wyniku
zwigzania z kompleksem TOM;
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RYCINA 2. Organizacja i mechanizm dziatania kompleksu TOB/SAM. W sktad kompleksu TOB/
SAM wchodza prawdopodobnie trzy biatka tworzace kompleks o masie 200-250 kD o niepozna-
nej jeszcze stechiometrii. Biatko Tob55 jest integralnym biatkiem btonowym zdolnym do tworze-
nia kanatu. Biatko to od strony cytoplazmy oddziatuje z dwoma biatkami peryferyjnymi, Tob38
i Mas37. Udziat biatka Mdm10 w organizacji kompleksu TOB/SAM pozostaje w sferze dyskusji.
Biatko to oddziatujac z kompleksem TOB/SAM zapewnia powstanie funkcjonalnego kompleksu
TOM. Funkcjonujacy obecnie model wbudowywania biatek o strukturze beczutki B obejmuje
nastgpujace etapy: (1) rozpoznanie przez receptory kompleksu TOM; (2) przeniesienie przez
kompleks TOM do przestrzeni migdzybtonowej; (3) stabilizacj¢ importowanego biatka w
przestrzeni migdzybtonowej, w wyniku zwiazania z kompleksem TOM; (4) przeniesienie impor-
towanego bialka do kompleksu TOB/SAM, z przypuszczalnym udzialem matych biatek Tim;
(5) zwiazanie importowanego biatka przez kompleks TOB/SAM; (6) wprowadzenie importowa-
nego biatka w btong przez kompleks TOB/SAM (wedlug [41], zmodyfikowany)

(4) przeniesienie importowanego biatka do kompleksu TOB/SAM, z przypuszczalnym
udziatem matych biatek Tim;

(5) zwiazanie importowanego biatka przez kompleks TOB/SAM;

(6) wprowadzenie importowanego biatka w btong przez kompleks TOB/SAM (ryc. 2).

W przypadku biatka Tom40 wykazano, iz po wprowadzeniu w btong ulega ono
oligomeryzacji i oddzialuje z innymi biatkami Tom, co jest warunkiem powstania
funkcjonalnego kompleksu TOM [41] i wymaga udziatu dodatkowych biatek (patrz
,,Biatka wspotdziatajace z kompleksem™). Co ciekawe, analizujac skutki mutacji Tom40
Neurospora crassa wykazano, iz kompleks TOM jest w stanie odrézni¢ od siebie
poszczegolne klasy importowanych biatek, w tym biatka tworzace strukture beczutki 3,
co jest warunkiem wstgpnym prawidtowego sortowania importowanych biatek i
wprowadzenia w odpowiedni przedzial mitochondrialny [52].

Poniewaz kompleks TOB/SAM odgrywa kluczowa rolg w powstaniu funkcjonalnego
kompleksu TOM, jak i skutecznym imporcie innych biatek tworzacych w zewnetrzne;j
blonie mitochondrialne;j strukturg beczutki 3, na przyktad kanalu VDAC gwarantujacego
wymiang metabolitow mi¢dzy mitochondriami i cytoplazma, nie ulega watpliwosci, iz
kompleks ten odgrywa podstawowa rolg w tworzeniu i funkcjonowaniu mitochondriow.
Co wiecej, duzy rozmiar kanatu kompleksu TOB/SAM sprawia, iz rozpatruje si¢ jego
udzial w procesach wymagajacych translokacji matych, sfaldowanych biatek przez
zewngtrzng btong mitochondrialna, na przyktad w uwalnianiu cytochromu ¢ z mito-
chondriow, uznawanym za kluczowy etap apoptozy [42]. Udziat kompleksu TOB/SAM
W apoptozie sugeruje si¢ rowniez na podstawie ograniczonego podobienstwa sekwencji
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aminokwasowej jego sktadnikoéw i metaksyn (patrz ,,Zwiazki ewolucyjne”), bedacych
prawdopodobnie istotna czgscia mitochondrialnej maszynerii egzekucji apoptozy [35].

BIOGENEZA KOMPLEKSU

Biogeneza kompleksu TOB/SAM jest nadal zagadnieniem mato zbadanym. Oczywiscie
nie ulega watpliwosci, iz import gtdéwnego sktadnika kompleksu, biatka Tob55, ktdre nalezy
do rodziny biatek tworzacych strukturg beczulki 3, wymaga udziatu kompleksu TOB/SAM
[16,41,42]. Jednakze w odroznieniu od innych importowanych w ten sposob biatek, biatko
Tob55 nie musi opusci¢ kompleksu TOB/SAM. W kierowaniu biatka Tob55 do kompleksu
TOB/SAM uczestnicza kolejno kompleks TOM i mate biatka Tim w przestrzeni
migdzybtonowej mitochondriow. Dalsze etapy wiaczania biatka Tob55 w funkcjonalny
kompleks TOB/SAM sa nadal przedmiotem dyskusji, przy czym obecnie sugeruje sig, ze
biatko to jest jednak uwalniane do blony, zanim dojdzie do jego wlaczenia w kompleks
TOB/SAM [41]. Nie ulega jednak watpliwosci, ze warunkiem powstania aktywnego
kompleksu TOB/SAM jest powstanie rdzenia tego kompleksu w wyniku oddzialywan migdzy
bialkami Tob55 i Tob38 [16,59]. Co ciekawe, trzeci sktadnik kompleksu TOB/SAM, biatko
Mas37, ktore petni bardzo wazna rolg w imporcie biatek tworzacych strukturg beczutki 3
[61], nie jest niezbedne do wbudowania biatka Tob55 w btong. Zatem, rdzen kompleksu
TOB/SAM prawdopodobnie powstaje bez udziatu biatka Mas37 [16]. Dotychczas nie
powstala praca poswigcona mechanizmowi importu biatka Tob38 do mitochondriow. Z
kolei w przypadku biatka Mas37 wykazano, iz jego import do mitochondriéw przebiega bez
udziatu kompleksu TOM. Co wigcej, sugeruje si¢, iz w procesie tym uczestniczy
bezposrednio kompleks TOB/SAM [16]. Nowopowstate biatko Mas37 jest prawdopodobnie
rozpoznawane przez rdzen kompleksu TOB/SAM i nastgpnie przytaczane, co stanowi
zupehie nowy mechanizm wykorzystywany w imporcie biatek do mitochondriow.

ZWIAZKI EWOLUCYJNE

Biatka tworzace strukture beczutki B wystepuja powszechnie w zewnetrznej blonie eubakterii
zaliczanych do bakterii Gram-ujemnych, gdzie petnia funkcje transporteréw biakek i metabolitow,
receptorow, enzymow i czynnikow wirulencji [41,46,62]. Na przyktad w przypadku Escherichia
coli dotychczas zidentyfikowano ok. 60 biatek tego typu. Biatka tworzace strukture beczutki
B wystepuja rowniez w blonie zewngtrznej organelli pochodzenia enbiosymbiotycznego, tj.
mitochondriéw i chloroplastow, jednak liczba zidentyfikowanych w tych organellach biatek o
takiej strukturze jest zdecydowanie mniejsza. Na przyktad w przypadku mitochondriow S.
cerevisiae zidentyfikowano tylko 6 biatek tego typu [41]. Sa to dwie izoformy kanatlu VDAC,
bialko Tom40, biatko Tob55, biatko Mdm10 oraz biatko Mmm2 (ang. maintenance of
mitochondrial morphology), uczestniczace prawdopodobnie w wytworzeniu odpowiedniej
morfologii mitochondriéw (ryc. 1).
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Konieczno$¢ wiaczenia sig kompleksu TOB/SAM w proces wbudowywania w
zewnetrzng btong mitochondrialng biatek tworzacych strukture beczutki 3 rodzi oczywis-
cie pytanie dotyczace ztozonosci procesu importu tych bialek. Biatka te zostaja skiero-
wane poczatkowo przez kompleks TOM do przestrzeni migdzybtonowej mitochon-
driow, skad trafiaja do kompleksu TOB/SAM i nastgpnie do blony. Sugeruje si¢, iz tak
skomplikowany przebieg importu jest skutkiem ewolucyjnego pochodzenia mitochon-
drialnych biatek tworzacych strukturg beczutki 3 od biatek zewngtrznej btony eubakterii
o analogicznej topologii i strukturze [13,32,4142,45]. W toku ewolucji kierunek wbudo-
wywania tego typu bialek w btong ulegt zakonserwowaniu (ryc. 3). U eubakterii oraz
w przypadku mitochondriéw biatka tworzace strukture beczutki 3 kierowane sa najpierw
do przedziatlu hydrofilnego (odpowiednio przestrzen periplazmatyczna i mitochondrialna
przestrzen migdzyblonowa), skad przy udziale biatek opiekunczych trafiaja do kompleksu
gwarantujacego wbudowanie w zewngtrzna btong. Przeniesienie genow kodujacych
biatka z genomu endosymbionta do genomu jadrowego, jak i powstanie nowych genow
kodujacych biatka mitochondrialne towarzyszace ewolucji komorki eukariotycznej
spowodowato konieczno$¢ zaangazowania w proces importu kompleksu TOM, ktory
umozliwia wprowadzenie biatek tworzacych strukture beczutki 8 z cytoplazmy do
mitochondrialnej przestrzeni migdzybtonowej. Co ciekawe, dostgpne dane wskazuja, iz
sposob wbudowywania biatek tworzacych strukture beczulki 3 w btong zewnetrzna
chloroplastow jest podobny do opisanego dla mitochondriow [41].

Jednak wykazanie pokrewienstwa miedzy bakteryjnymi i mitochondrialnymi biatkami
tworzacymi strukture beczutki (3 natrafia na duze trudnosci, wynikajace z braku homologii
sekwencji aminokwasowej. Dotychczas taka homologi¢ udato si¢ wykaza¢ jedynie w
przypadku biatka Tob55 [7,4142]. Brak podobienstwa sekwencji aminokwasowej w
przypadku bakteryjnych i mitochondrialnych biatek tworzacych strukture beczutki 3
wynika¢ moze z obserwowanej w przypadku tych biatek silnej tendencji do ewolucji
dywergentnej [13,41,62]. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz kwestia ewolucyjnego pochodzenia
mitochondrialnych biatek tworzacych struktur¢ beczutki 3 nie zostata do dzisiaj
jednoznacznie wyjasniona. Na przyktad, w przypadku kanalu VDAC funkcjonuja dwa
przeciwstawne poglady, z ktorych jeden zaktada istnienie pokrewienstwa migdzy kanatem
VDAC aporynami bakteryjnymi, prowadzacymi transport metabolitow przez zewngtrzna
btong eubakterii i uznaje za zasadne stosowanie w przypadku tego kanalu nazwy poryna
mitochondrialna, natomiast drugi uznaje istniejace podobienstwa za przypadkowe [6,9].
Takze w przypadku biatka Tom40 istnieja dane wskazujace na jego pochodzenie
eukariotyczne [31,44]. Jesli istotnie niektore z mitochondrialnych biatek tworzacych
strukturg beczutki [ nie sa spokrewnione z biatkami eubakterii, ich powstanie bytoby
skutkiem ewolucji konwergentnej, poniewaz wszystkie te biatka wykazuja wspdlne cechy
struktury drugorzedowej, bedacej warunkiem wstepnym utworzenia beczulki 3. Zawieraja
parzysta liczbe (zwykle od 8 do 22) odcinkow przyjmujacych posta¢ amfipatycznych i
antyrownolegtych harmonijek 3, z ktorych kazda zawiera od 8 do 11 aminokwasow.
Taka dhugo$¢ harmonijki umozliwia utworzenie fragmentu $ciany beczutki (3 [41]. Nalezy
jednak zaznaczy¢, iz struktury przestrzenne na poziomie atomowym udato sig do tej pory
uzyskac jedynie w przypadku bialek bakteryjnych. W przypadku biatek eukariotycznych,
w tym biatek mitochondrialnych, wnioskowanie o obecnosci beczutki 3 opiera si¢ na
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RYCINA 3. Schemat wbudowywania bialek o strukturze beczutki 3 w zewnetrzng btong mitochon-
driow i bakterii Gram-ujemnych. W toku ewolucji kierunek wbudowywania biatek o strukturze
beczutki B w blong ulegt zakonserwowaniu. U bakterii Gram-ujemnych oraz w przypadku mito-
chondriow biatka tworzace strukturg beczutki B kierowane sa najpierw do przedziatu hydrofilnego
(odpowiednio, przestrzen peryplazmatyczna i mitochondrialna przestrzen migdzybtonowa), skad przy
udziale biatek opiekunczych trafiaja do kompleksu gwarantujacego wbudowanie w zewngtrzng btong
(odpowiednio, biatko Omp85 i1 kompleks TOB/SAM) (wedtug [45], zmodyfikowany)

dowodach posrednich obejmujacych dane dotyczace mechanizmu importu, zawarto$ci
harmonijek 3 i komputerowego modelowania biatek [46].

Jak wspomniano wcze$niej, biatko Tob55, glowny sktadnik kompleksu TOB/SAM,
jest jedynym mitochondrialnym biatkiem tworzacym strukture beczutki 3, w przypadku
ktorego stwierdzono homologi¢ z biatkami bakteryjnymi [7,13,31,41,42]. Bialka te
zaliczane sa do rodziny Omp85 (ang. outer membrane porin). Analiza filogenetyczna
bialek zaliczanych do tej rodziny pozwala na wyrdznienie czterech gldownych grup o
réznym stopniu pokrewienstwa. Sa to:

(1) biatka Tob55;

(2) biatka zewngtrznej btony eubakterii zaliczanych do bakterii Gram-ujemnych, w
tym a-proteobakterii;

(3) biatka zewngtrznej btony niektorych bakterii Gram-dodatnich, u ktorych blona ta
jest elementem przystosowania do funkcjonowania w warunkach ekstremalnych, np.
Deinococcus radiodurans czy Thermatoga maritime;

(4) biatka btony zewngetrznej chloroplastow — biatka Toc75 (ang. translocon at the
outer membrane of chloroplast) oraz ich homologi u cyjanobakterii, traktowane jako
odrebna gataz drzewa ewolucyjnego biatek OmpS8S5.
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Nalezy takze zaznaczy¢, iz biatka Toc75 nie stanowia grupy homogennej z punktu
widzenia filogenezy. Do biatek tych zalicza si¢ migdzy innymi funkcjonalne odpowiedniki
biatka Tom40, jak i biatka Tob55 [38,41,56]. Na podstawie homologii z bialkiem Tob55
z mitochondridw S. cerevisiae obecno$¢ tego biatka stwierdzono w mitochondriach
praktycznie wszystkich organizméw eukariotycznych, tacznie z roslinami i cztowiekiem
[7,13,31,42]. Jednak w przypadku pozostatych sktadnikow kompleksu TOB/SAM
zidentyfikowanych w mitochondriach S. cerevisiae udato si¢ jedynie zidentyfikowac
nieliczne homologi. Obecnosc¢ biatka Tob38 stwierdzono tylko w mitochondriach grzybow,
przy czym sugeruje si¢, iz moze by¢ ono odpowiednikiem metaksyny 2, biatka zlokalizo-
wanego w mitochondriach zwierzat [18,31,41]. Z kolei biatko Mas37 wykazuje
ograniczone podobienstwo sekwencji aminokwasowej do metaksyny 1, biatka zlokalizo-
wanego w mitochondriach zwierzat i roslin [18,31,35,41].

Dostgpne dane nie pozwalaja zatem na razie na opracowanie powszechnie
obowiazujacego modelu organizacji kompleksu TOB/SAM organizmow eukariotycz-
nych. Nie udato si¢ réwniez wykaza¢ funkcjonowania u eubakterii ,,homologu”
kompleksu TOB/SAM. Istnieja co prawda dane wskazujace na oddzialywanie
bakteryjnych homologéw biatka Tob55 z peryferyjnymi biatkami btonowymi
[31,41,64], ale biatka te nie wykazuja homologii z biatkami eukariotycznymi oraz
do tej pory nie udowodniono, aby powstajace z ich udziatem kompleksy uczestniczyty
w insercji w btone biatek tworzacych strukture beczutki 3. Jednak tworzace strukture
beczulki (3 biatka eubakterii poddane ekspresji w komorkach drozdzy sa skutecznie
wprowadzane w zewngtrzna btone mitochondriow [39], co wskazuje na duze
podobienstwo informacji zawartej w translokowanym biatku i tworzonej przez inne
biatka maszynerii dekodowania tej informacji oraz zblizony sposob funkcjonowania
oddziatujacych biatek. Co ciekawe, mitochondria sa rowniez zdolne do importu
chloroplastowych biatek tworzacych strukture beczultki [ i wprowadzania ich w
blong zewnetrzna [49]. Analiza sekwencji aminokwasowych biatek tworzacych
strukturg beczutki B i uczestniczacych w procesie transportu biatek wskazuje na
istnienie przynajmniej czterech r6znych ,,sygnatur” pozwalajacych na identyfikacje
tych biatek [13,38,41,51]. Pierwsza z nich, okreslana mianem POTRA (ang.
polypeptyde transport associated domain) znajduje si¢ w rejonie konca amino-
wego, zlokalizowanego poza btona i przypuszczalnie uczestniczy w rozpoznawaniu
transportowanych biatek. Trzy nastepne zlokalizowane sa w rejonie konca karboksy-
lowego, tworzacego strukturg beczulki 3 i wystepuja w analizowanych biatkach z
rozna czegstotliwoscia. Obecnos¢ takich specyficznych motywow sekwencyjnych
wskazuje na silne pokrewienstwo ewolucyjne tworzacych strukturg beczutki 3
transporteréw biatek i jest podstawa wyrdzniania nadrodziny tworzacych strukturg
beczutki B transporterdéw biatek, do ktdrej obok biatek eubakterii zaliczane sa biatka
Tob55 1 Toc75.
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PODSUMOWANIE

W skomplikowanych procesach rozpoznawania i sortowania biatek kierowanych
do mitochondriow uczestnicza kompleksy biatkowe, zlokalizowane w obu btonach
mitochondrialnych. Wsrod nich podstawowa role w zapoczatkowaniu importu biatek
do mitochondriow odgrywa kompleks TOM zlokalizowany w zewngtrznej blonie
mitochondrialnej. Co wigcej, warunkiem skutecznego kierowania biatek do mitochon-
driow jest odpowiedni stan energetyczny mitochondriow, warunkowany skuteczna
wymiang metabolitow migdzy tymi organellami i reszta komorki. Proces ten jest kontro-
lowany przez funkcjonujacy w btonie zewngtrznej kanat VDAC. Zaréwno kanat VDAC,
jak i warunkujace dziatanie kompleksu TOM biatko Tom40 naleza do rodziny bialek
tworzacych w blonie strukturg beczutki 8. Cztonkami tej rodziny sa réwniez biatka
kontrolujace morfologig i dystrybucje mitochondriow. Zatem, wbudowywanie w btong
zewngtrzng bialek o takiej topologii ma fundamentalne znaczenie nie tylko dla tworzenia
mitochondriéw w toku ewolucji, ale rowniez dla ich prawidlowego dziatania we
wspodtczesnych komodrkach. Kompleks TOB/SAM gwarantujacy powstanie funkcjonal-
nych biatek o strukturze beczutki 3 w zewnetrznej btonie mitochondriéw zyskuje zatem
miano kluczowego w badaniach nad mitochondriami, a jego podstawowy sktadnik,
biatko Tob55, wykazujace homologig z biatkami bakteryjnymi jest istotnym elementem
rozwazan nad ewolucja komorki eukariotyczne;.
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