STRESZCZENIE

Prawidlowe funkcjonowanie mitochondriéow, i w konsekwencji komorek eukariotycz-
nych, wymaga bezwzglednie importu wiekszosci bialek mitochondrialnych. Proces ten
moze przebiegaé r6znymi drogami, a w ich powstaniu uczestnicza ztozone kompleksy bial-
kowe, nazywane kompleksami importowymi, zlokalizowane we wszystkich przedziatach
mitochondrialnych, w tym w obu blonach mitochondrialnych. Niniejsze opracowanie sluzy
podsumowaniu aktualnego stanu wiedzy dotyczacego organizacji komplekséw importo-
wych u przedstawicieli wyréznianych obecnie réznych linii rozwojowych organizmoéw eu-
kariotycznych. Wylaniajacy sie obraz, mimo braku wielu danych, wskazuje na zréznicowa-
nie organizacji tych komplekséw, szczegdlnie widoczne w przypadku kompleksu TOM, co
moze mie¢ istotne implikacje natury ewolucyjnej jak i aplikacyjnej.

WPROWADZENIE

Import biatka do mitochondriéw to proces o fundamentalnym znaczeniu dla
funkcjonowania tych organelli. Dotyczy on wszystkich bialek btony zewnetrznej
i przestrzeni miedzybtonowej oraz wiekszosci biatek zlokalizowanych w blonie
wewnetrznej i macierzy mitochondrialnej [1]. Proces ten jest mozliwy dzieki obec-
nosci w przedziatach mitochondrialnych komplekséw biatkowych (nazywanych
w niniejszym opracowaniu importowymi) zbudowanych z szeregu podjednostek
i pelnigcych funkcje translokaz i/lub insertaz. Jak sie szacuje, do tej pory opubli-
kowano juz kilka tysiecy prac poswieconych zagadnieniu importu biatka do mito-
chondriéw. Wskazuja one na nadal rosnaca liczbe identyfikowanych podjednostek
komplekséw importowych, jak i ztozonos¢ drég importu biatek do réznych prze-
dziatéw mitochondrialnych [2]. Réwnoczesnie, dostepne dane przemawiaja za or-
ganizacja modulowa komplekséw importowych. Oznacza ona obecnoé¢ podjedno-
stek tworzonych przez biatka obecne u przedstawicieli r6znych linii rozwojowych,
jak i podjednostek tworzonych przez bialka charakterystyczne dla okreslonych linii
rozwojowych [3-4]. Z drugiej strony, znane sa przyklady redukcji sktadu podjed-
nostkowego i ztozonosci analizowanych komplekséw importowych [5]. Nie mozna
oczywiscie wykluczyd, ze stanowi to wynik ograniczeni metodycznych, uniemozli-
wiajacych wskazanie funkcjonalnych réwnowaznikéw brakujacych podjednostek.
Niewatpliwie jednak wylaniajacy sie obraz organizacji komplekséw importowych
wskazuje na wyrazne zréznicowanie u przedstawicieli r6znych linii rozwojowych.
Zatem, organizacja ta stanowi zazwyczaj pewien wariant schematu wypracowane-
go dla organizméw modelowych, okreslany mianem kanonicznego.

APARAT IMPORTU BIAEKA DO MITOCHONDRIOW
- UJECIE KANONICZNE

W toku ewolucji komorki eukariotycznej, obejmujacej takze formowanie mi-
tochondriéw, tylko niewielka czeé¢ materialu genetycznego prokariotycznego
przodka zostata zachowana w postaci mitochondrialnego DNA, kodujacego od
1-10% biatek mitochondrialnych. Pozostala czeé¢ biatek mitochondrialnych ko-
dowana jest przez geny jadrowe, co w konsekwencji wymusza ich import do
mitochondriéw [3,6]. Kluczowe znaczenie dla wyjasnienia organizacji komplek-
sOw importowych tworzacych aparat importu biatka do mitochondriéw oraz ich
funkcji i wspétdziatania mialo wykorzystanie u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
i grzyba Neurospora crassa, organizméw modelowych stosowanych poczatkowo,
a nastepnie powszechnie, w badaniach tego zagadnienia. W konsekwencji, apa-
rat importu biatka do mitochondriéw drozdzy S. cerevisiae pelni w literaturze te-
matu role kanonu, stanowigc punkt odniesienia w badaniach dotyczacych mito-
chondriéw innych organizméw eukariotycznych, w tym roslin i zwierzat [7-8].

Jak pokazano na rycinie 1, w zewnetrznej bfonie mitochondrialnej obecne sa

przynajmniej trzy kompleksy importowe: kompleks TOM, kompleks TOB/SAM
i kompleks MIM. Kompleks TOM (ang. translocase of the outer membrane; trans-
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Prekursory biatek
mitochondrialnych

wnetrzng bialek zawierajacych jeden lub wiecej
odcinkéw blonowych o strukturze helisy, w tym
podjednostek kompleksu TOM [1-2,8,11,17-18]. W
wersji kanonicznej, o masie ok. 150 kDa, kompleks
ten zbudowany jest z dwoéch podjednostek [2].

W wewnetrznej blonie mitochondrialnej zlo-
kalizowane s3 przynajmniej cztery kompleksy
importowe: kompleks TIM22, kompleks TIM23,
kompleks OXA1l i kompleks MIA. Kompleks
TIM22 (ang. translocase of the inner membrane
22; translokaza blony wewnetrznej 22) bierze
udziat w imporcie bialek blony wewnetrznej,

I
1
1
I
1
\ 4

Rycina 1. Schemat kanonicznej organizacji aparatu importu biatka do mitochondriéw. CT - cyto-
plazma; BZ - blona zewnetrzna; PM: przestrzeri miedzybtonowa; BW - blona wewnetrzna, M -
macierz mitochondrialna. Strzalki oznaczajg postulowane szlaki importu biatka do mitochondriow.

Na podstawie [2,8], zmodyfikowano.

A

zawierajacych 4 lub 6 odcinkéw transblonowych
o strukturze helisy, w obrebie ktérych znajduja
sie sygnaly kierujace. Najbardziej znanym
przedstawicielem tej grupy biatek sa nosniki
blony wewnetrznej. Podobnie jak kompleks TOM
i TOB/SAM, kompleks TIM22 zawiera podjed-
nostke o aktywnosci kanalowej [1-2,8]. W wersji
kanonicznej, kompleks TIM22 zbudowany jest
z czterech podjednostek, jednak jego funkcjono-
wanie wymaga obecnosci kompleksu matych
biatek TIM, zlokalizowanego w przestrzeni mie-
dzybtonowej i obejmujacego biatka Tim9, Tim10 i
Tim12. Kompleks TIM23 uczestniczy w imporcie
biatek zawierajacych klasyczny sygnat kieruja-
cy w postaci presekwengji na korficu aminowym
i zlokalizowanych w macierzy mitochondrialnej,
blonie wewnetrznej i przestrzeni miedzybtono-
wej. Podobnie jak kompleks TIM22, kompleks
TIM23 (ang. translocase of the inner membrane 23;
translokaza blony wewnetrznej 23) pelni funkcje
kanatu zaleznego pod potencjatu i umozliwiajace-

lokaza blony zewnetrznej), nazywany jest gtéwna brama
do mitochondriéw, poniewaz przeprowadza translokacje
importowanych biatek przez blone zewnetrzng i w obszar
tej blony oraz umozliwia odszyfrowanie sekwencji kierujacej
i nastepnie sortowanie do odpowiedniego przedziatu [2,9-
11]. Kompleks ten w wersji kanonicznej (masa czasteczkowa
400-500 kD) zawiera siedem odrebnych podjednostek tworza-
cych facznie trzy kanaly o modulowanej aktywnosci [12-13].
Kompleks TOB/SAM (ang. topogenesis of the mitochondrial outer
membrane P-barrel proteins/sorting and assembly machinery; to-
pogeneza biatek zewnetrznej blony mitochondrialnej o struk-
turze beczulki /maszyneria sortowania i skladania biatek)
przejmuje importowane bialka z kompleksu TOM i wbudo-
wuje je w blone zewnetrzng, w tym bialka o strukturze beczul-
ki B iinne podjednostki kompleksu TOM [2,10,14-16]. W wersji
kanonicznej kompleks TOB/SAM ma mase czasteczkowa ok.
150 kDa i zbudowany jest z trzech podjednostek, z ktérych jed-
na podobnie jak w przypadku kompleksu TOM, ma zdolnos¢
tworzenia kanatu, przy czym ich stechiometria oraz organiza-
gja calego kompleksu, nie zostaty do tej pory ustalone. Istotng
role we wspétdziataniu komplekséw TOM i TOB/SAM od-
grywa zlokalizowany w przestrzeni miedzyblonowej kom-
pleks matych biatek TIM (ang. translocase of the inner membrane;
translokaza blony wewnetrznej), tworzony przez biatka Tim8
i Tim13 [2]. Z kolei kompleks MIM (ang. mitochondrial import
machinery; mitochondrialna maszyneria importowa), nazywa-
ny takze insertaza MIM, nie zawiera aktywnosci kanalowej, a
jego rola polega na udziale we wbudowywaniu w blone ze-
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go uwolnienie transportowanego bialka w obszar
blony, ale umozliwia takze przeniesienie biatka przez te blone
[2,8,10-11,19-20]. W wersji kanonicznej, kompleks TIM23 moze
oddziatywac z kompleksami mitochondrialnego taricucha od-
dechowego (Ill i IV) lub z kompleksem PAM (ang. presequen-
ce translocase - associated motor; motor sprzezony z transloka-
¢ja presekwengji), ktéry w sumie tworzy 6 podjednostek. W
konsekwencji istniejg dwie kanoniczne formy tego komplek-
su; TIM23%RT(5 podjednostek) i TIM23"M (3 podjednostki),
zawierajace te same trzy podjednostki, w tym podjednostke
tworzaca kanal. Z kolei kompleks OXA1, nazywany takze in-
sertazg OXA1, umozliwia wbudowanie w btone wewnetrzna
biatek znajdujacych sie w macierzy mitochondrialnej, w tym
biatek syntetyzowanych w mitochondriach jak i wprowadzo-
nych do macierzy przez kompleks TIM23 [21-22]. Kompleks
OXAL1 jest prawdopodobnie dimerem biatka Oxal [23] jednak
udziat tego kompleksu, jak i wspoéldziatajacych z nim bialek w
kierowaniu importowanych bialek ku btonie i wbudowywa-
nie w blone jest nadal w duzym stopniu nieznany. Natomiast
kompleks MIA (ang. mitochondrial intermembrane space assem-
bly; sktadanie bialek przestrzeni miedzyblonowej), nazywany
takze systemem sztafety dwusiarczku (ang. disulfide relay sys-
tem), uczestniczy w imporcie do przestrzeni miedzyblonowej
biatek zawierajacych reszty cysteiny, ktére w trakcie importu
sa utleniane i tworza mostki dwusiarczkowe [2,8,24]. W wersji
kanonicznej kompleks ten zbudowany jest dwéch podjedno-
stek, wykazujacych aktywnoé¢ oksydoreduktazy i oksydazy
sulfhydrylowej [24].
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Tabela. 1. Zréznicowanie organizacji komplekséw importowych zlokalizowanych w blonie zewnetrznej mitochondriow.

Supergrupa Ophistokonta Amoebozoa Archeplastida Excavata Chromalveolata
(L)‘r“;rfl‘;i‘:’ ojowe/ S. cerevisiae H. sapeins M. brevicollis A.aastellanii D. discoideum A, thaliana C.merolae T.brucei N. grubei E. siliculosus ~P. filciparum
KOMPLEKS TOM

Tomb -+ + + = s + = - - - -
Tom6 + + - = = + = = = - -
Tom?7 + + . + + + _ - _ + _
Tom?20 + + + + + 5 = = = -
Tom22 - roslinny - - - - + + + _ + +
Tom?22 - drozdZowy 4 4 - + + + = - = = =
Tom40 + + + + + + + + + +
Tom?70 T + + + = 5 - - - -
OMo4 - - - - - + = = - - -
ATOM11 - - - - - - - + = = -
ATOM12 - - - - = = = + - - -
ATOM46 - - - - - = = + = = -
ATOM69 - - - - = = = + - - -
KOMPLEKS TOB/SAM

Tob55/Sam50 + + + + + + + + + + +
Tob38/Sam35 + MTX + - - = - - - - -
Mas37/Sam37 + MTX MTX MTX MTX - + - - -
INSERTAZA MIM

Mim1 + - ? ? ? ? ? ? ? ? ?
Mim?2 + - ? ? ? ? ? ? ? ? ?

Na podstawie [4,7-8,29,31,37-38,45,51,56]. (+) i (-) oznacza odpowiednio obecnoéc i brak

biatka; ? - brak danych; MTX - metaksyna, inne objasnienia w tekscie.

Jak stwierdzono powyzej wymienione kompleksy odgry-
waja kluczowa role w imporcie i sktadaniu biatek kierowa-
nych do jednego z czterech przedzialéw mitochondrialnych.
Co wiecej, kompleksy te wspéldzialaja w tworzeniu szlakéw
importu bialek do mitochondriéw (Ryc. 1). Dostepne obecnie
dane pozwalaja na wytyczenie nastepujacych podstawowych
i kanonicznych szlakéw importu biatka do mitochondriow,
umozliwiajacych wprowadzenie importowanych bialek do:
(1) btony zewnetrznej (insertaza MIM, kompleks TOM i kom-
pleks TOB/SAM); (2) przestrzeni miedzybtonowej (kom-
pleks TOM i kompleks MIA; kompleks TOM i kompleks
TIM23; (3) blony wewnetrznej (insertaza OXA1; kompleks
TOM i kompleks TIM23; kompleks TOM, kompleks TIM23 i
insertaza OXA1; kompleks TOM i kompleks TIM22) i (4) ma-
cierzy mitochondrialnej (kompleks TOM i kompleks TIM23).

ORGANIZACJA KOMPLEKSOW IMPORTOWYCH
U PRZEDSTAWICIELI ROZNYCH LINII
ROZWOJOWYCH - ODEJSCIE OD KANONU

Biorac pod uwage kluczowa role importu biatka do mito-
chondriéw w funkcjonowaniu tych organelli i w konsekwencji
komoérek eukariotycznych, oszacowanie stopnia konserwa-
tywnosci ich organizacji moze mie¢ istotne znaczenie dla wy-
korzystania organizméw modelowych w badaniu dysfunkcji
mitochondriéw cztowieka. Z drugiej strony, istniejace r6zni-
ce moga dostarczy¢ interesujacych danych pozwalajacych na
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weryfikacje zwigzkéw ewolucyjnych miedzy przedstawiciela-
mi réznych linii rozwojowych, jak i na wskazanie mozliwych
etapéw transformacji mitochondriéw w hydrogenosomy i
mitosomy, co w konsekwengji moze doprowadzi¢ do ustalery
o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym, takze w praktyce kli-
nicznej. Obecnie obowiazujacy poglad zaktada zachowanie w
pewnym stopniu w ewolugji organizacji komplekséw impor-
towych, mimo istniejacych réznic topologicznych i funkcjonal-
nych. Poglad ten jest gtéwnie oparty na duzym podobienistwie
organizacji tych komplekséw u S. cerevisiae, ssakow (w tym
ludzi) i rodlin [2,7-8]. Mniejsza jednak uwage poswieca sie w
opracowaniach poréwnawczych przedstawicielom innych li-
nii rozwojowych. Nalezy zaznaczy¢, ze obecnie obowiazuja-
cy system klasyfikacji organizméw eukariotycznych obejmu-
je 6 supergrup. Sa to Amoebozoa, Opisthokonta (zwierzeta i
grzyby), Archaeplastida (rosliny), Chromalveolata, Excavata i
Rhizaria [25-27]. System ten zastapil stosowany do niedawna
podziat organizmoéw eukariotycznych na rosliny, zwierzeta,

grzyby i protisty.
KOMPLEKS TOM

Kanoniczny kompleks TOM drozdzy S. cerevisiae zbudo-
wany jest z siedmiu podjednostek (Ryc. 1). Sa to biatka: (1)
Tom40, odgrywajace podstawowa role w tworzeniu kanatu
importowego; (2) Tom22, pelniace funkcje wewnetrznego
receptora dla importowanych biatek, jak i odpowiedzialne
za architekture kompleksu; (3) Tom5, Tom6 i Tom?7, uczest-
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niczace w skladaniu kompleksu i regulacji jego stabilnosci i
(4) luzno zwigzane z kompleksem Tom70 i Tom?20, pelnia-
ce funkgcje receptoréw rozpoznajacych importowane biatka
dysponujace réznymi sekwencjami kierujacymi [2,8,17]. Jak
podsumowano w Tabeli 1, dostepne dane dotyczace orga-
nizacji kompleksu TOM u przedstawicieli ré6znych linii roz-
wojowych wskazuja, iz jedyna powszechnie wystepujaca
podjednostka jest Tom40 [28-30]. Co ciekawe, ortologi Tom7
zidentyfikowano dotychczas u wiekszosci przedstawicie-
li Ophistokonta, Amoebozoa i u niektérych Archeplastida i
Chromalveolata, ale nie u przedstawicieli Excavata [31].

Organizacja kompleksu TOM u zwierzat (zaliczanych
podobnie jak S. cerevisine do Ophistokonta) jest bardzo bli-
ska kanonu reprezentowanego przez kompleks TOM S.ce-
revisiae [3,32-34]. Natomiast u przedstawicieli pozostatych
supergrup, tj Archaeplastida, Chromalveolata, Excavata,
Rhizaria i Amoebozoa, kompleks TOM wykazuje duze
zréznicowanie i w konsekwengji zréznicowane podobien-
stwo do kanonu. U roslin nie stwierdzono obecnosci orto-
logéw drozdzowych Tom20 i Tom70, ortolog drozdzowe-
go Tom22 ma istotnie mniejszq masa czasteczkowa (Tom9,
nazywany takze roslinnym Tom?22) i odmienng lokalizacje
w blonie, a w przypadku zidentyfikowanych biatek Tom5 i
Tomé6 dyskutuje sie pokrewieristwo filogenetyczne z odpo-
wiednimi biatkami drozdzowymi [ 4,7,35-36].

W przypadku przedstawicieli pozostatych supergrup, tj.
Chromalveolata, Excavata, Rhizaria i Amoebozoa, jak i in-
nych niz rosliny oraz zwierzeta i grzyby przedstawicieli Ar-
chaeplastida oraz Opisthokonta, dostepne dane sa niezbyt
liczne i nie zawsze spéjne. Wskazuja one jednak na znacz-
ne odstepstwa od kanonu (Tab. 1). Co ciekawe, wigkszos¢
zidentyfikowanych do tej pory biatek Tom22 odpowiada
wersji rodlinnej. Obecnos¢ roslinnego Tom22 stwierdzono
nie tylko u przedstawicieli Archaeplastida, ale réwniez u
przedstawicieli Excavata i przedstawicieli Chromalveolata
[4,31]. Z kolei ortologi drozdzowych Tom?70 i Tom?20 ziden-
tyfikowano u przedstawicieli Chromalveolata i Rhizaria, ale
nie u przedstawicieli Excavata i niektérych innych niz ro-
sliny przedstawicieli Archaeplastida, jak np. czerwone glo-
ny [37]. Co wiecej, podobnie jak w przypadku kompleksu
TOM roélin, w kompleksie tym u niektérych przedstawicie-
li Excavata posiadajacych mitosomy, stwierdzono obecnos¢
nowych biatek nie bedacych ortologami Tom?70 i Tom?20. Sa
to ATOM46 i ATOM69 [4]. U przedstawicieli Excavata (Try-
panosoma brucei) zidentyfikowano takze bialka ATOMI11 i
ATOM12, bedace analogami drozdzowych i roslinnych bia-
tek Tom5 i Tom6 [4]. Zatem organizacja kompleksu TOM
u przedstawicieli réznych linii rozwojowych wykazuje
duza zmiennoé¢. Co wiecej, w przypadku przedstawicieli
tej samej linii rozwojowej kompleks TOM moze mie¢ sklad
unikatowy. Na przyklad, u przedstawicieli Amoebozoa do-
stepne dane wskazuja na obecnos¢ pieciu, czterech, trzech
lub tylko jednej podjednostki kompleksu TOM [38].

KOMPLEKS TOB/SAM

Jak pokazano w tabeli 1 i na rycinie 1, kanoniczna organi-
zacja kompleksu TOB/SAM obejmuje trzy biatka: Tob55/
Samb50, Tob38/Sam35 i Mas37/Sam37 [2,8-9,20,39-40]. Biatko
Tob55/Sam50 tworzy kanat importowy i wspétdziata z biatka-
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mi Tob38/Sam35 i Mas37/Sam37, co zapewnia rozpoznanie,
transport i integracje w blone bialek o strukturze beczulki p.
Kompleks TOB/SAM oddziatuje réwniez z bialkiem Mdm10,
wchodzacym w sktad kompleksu ERMES [41-42]. Oddzialy-
wanie to uznaje sie za kluczowe dla zloZenia funkcjonalnego
kompleksu TOM z tworzacych go podjednostek [42].

Biatko Tob55/Sam50 jest homologiem biatka BamA
(Omp85) bakterii Gram-ujemnych [14,19,43-44] i jego obec-
noé¢ u organizméw eukariotycznych uznaje sie za po-
wszechna [5,28]. Jedynym wyjatkiem od tej reguly wydaje
sie by¢ Giadia intensinalis (Excavata), charakteryzujaca sie
obecnoscia mitosomoéw [5], przy czym analiza genomow in-
nych przedstawicieli Excavata [4] oraz innych organizméw
zawierajacych mitosomy, a takze hydrogenosomy [45]
wskazuje na obecnosé¢ biatka Tob55/Sam50. Odpowiedni-
kami drozdZowych bialek Mas37/Sam37 i Tob38/Sam35
u innych organizméw sa metaksyny (MTX), ktére ziden-
tyfikowano u zwierzat i roélin [7-8] oraz u przedstawicieli
Amoebozoa [38]. Jednakze u innych organizméw biatka te
nie zostaly dotad poznane.

INSERTAZA MIM

Drozdzowa insertaza MIM zbudowana jest z dwu podjed-
nostek; Mim1 i Mim?2 [2,17,46-47]. Jednak u innych organi-
zmoéw nie zidentyfikowano dotychczas bialek mogacych by¢
homologami lub analogami Mim1 i Mim2 (Tab. 1). Moze to
wskazywac¢ na brak ewolucyjnego zakonserwowania tego
kompleksu.

KOMPLEKS TIM22

Kompleks TIM22 w ujeciu kanonicznym zbudowany jest z
czterech podjednostek: Tim18, Tim22, Tim54 i Sdh3 (Ryc. 11
Tab. 2). Biatko Tim?22 tworzy kanal importowy, podczas gdy
biatka Tim18 i Tim54 petnia funkcje stabilizujaca. Z kolei, zali-
czane od niedawna w sklad kompleksu, biatko Sdh3 jest pod-
jednostka kompleksu II taricucha oddechowego, niezbedna
dla prawidiowej aktywnosci kompleksu TIM22 [8,48].

Jak podsumowano w tabeli 2, dostepne dane wskazu-
ja nma niewielkie zréznicowanie organizacji kompleksu
TIM22, przy czym obecnos¢ biatek Tim18 i Tim54 wydaje
sie by¢ charakterystyczna tylko dla S. cerevisize. W sklad
kompleksu TIM22 cztowieka wchodza Tim22 i Sdh3, choé¢
oddzialywania pomiedzy tymi biatkami wymagaja nadal
potwierdzenia [8,49]. Co ciekawe, obecnosci Tim18 i Tim54
nie stwierdzono takze w skladzie kompleksu TIM22 roslin
i glonéw zaliczanych do Archaeplastida oraz u przedstawi-
cieli Chromalveolata [28-29]. W przypadku przedstawicieli
Excavata i Rhizaria brak jest danych umozliwiajacych wnio-
skowanie o skladzie kompleksu TIM22.

KOMPLEKSY TIM9-TIM10-TIM12 I TIM8-TIM13

W przypadku drozdzy S. cerevisiae (Ryc. 1iTab. 2), bial-
ka Tim9,Tim10 i Tim12 oraz Tim8 i Tim13 pelnig w prze-
strzeni miedzybtonowej role bialek pomocniczych, zabez-
pieczajacych hydrofobowe biatka przed nieprawidlowym
faldowaniem, przy czym tylko Tim9, Tim10 i Tim12 sa
kluczowe dla prawidlowego funkcjonowania komorki [2].
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Tabela 2. Zr6znicowanie organizacji komplekséw importowych zlokalizowanych w przestrzeni miedzyblonowej i blonie wewnetrznej mitochondriow.

Supergrupa Ophistokonta Amoebozoa

Linie rozwojowe/

Organizm

KOMPLEKS TIM22

Tim18 + - - -
Tim22 + + + +
Tim54 + - - -
Sdh3 + ? + +

KOMPLEKSY Tim9-Tim10-Tim12 i Tim8-Tim13

Tim9 + + + +
Tim10 + + + +
Tim12 + - - -

Tim8 i i ? -

Tim13 + + ? -

KOMPLEKS TIM23

Tim17 + + + +
Tim21 + + + +
Tim23 + + + +
Tim50 + + + +
Mgr2 + ROMO + +
TbTim47 - = - -

TbTim54 - = - -

TbTim62 - - - -

KOMPLEKS PAM

Pam16/Tim16 + Magmas + +
Pam17 + + - -

Pam18/Tim14 i II\D/IISL/] c19 + A
Tim44 + + + +
mtHsp70/Sscl i Mortalin ~ + A
Mgel + + + +
KOMPLEKS MIA

Mia40/ Tim40 + + - +
Ervl F Alr S A
INSERTAZA OXA

Oxal T T ? ?
Oxa2 T - ? ?

Archeplastida Excavata Chromalveolata

S. cerevisine  H. sapeins  A. castellanii  D. discoideum A. thaliana C. merolae T. brucei L. major E. siliculosus P. falciparum

+ + - ? + +
+ + - ? + ?
+ + + + + +
+ + + + + +
+ = - - - +
+ - + + = +
+ + + + + +
+ - - - + -
+ + - + + +
+ + + + + +
ROMO ROMO - ? ? ?
- - + - - -
= = + = = =
- - + - - -
4F 4F ? ? + ?
- - ? ? ? ?
+ + ? ? + ?
+ + - - + -
+ + + - + -
+ + - - + -
+ + - - - =
+ + - + + +
+ + ? ? ? ?
+ + ? ? ? ?

Na podstawie [4,8,28-30,34, 38, 49,51,53,55-57,65-66]. (+) i (-) oznacza odpowiednio obecnos¢ i brak biatka; ? - brak danych; inne objasnienia w tekscie

Wszystkie te bialka, nazywane matymi biatkami Tim, for-
muja trzy kompleksy: rozpuszczalne Tim9-Tim10 i Tim8-
-Tim13 oraz zwiazany z btona, dzieki oddzialywaniu biatka
Tim12 z kompleksem TIM22, kompleks Tim9-Tim10-Tim12
[8,50-51].

Biatko Tim12 uwazane jest za specyficzny dla drozdzy
duplikat drozdzowego biatka Tim10. U zwierzat (Opistho-
konta), w tym u cztowieka, jego odpowiednikiem jest biatko
Tim10B, wykazujace homologie z biatkiem Tim9 S. cerevisiae
[43]. Co ciekawe, jak pokazano w tabeli 2, homologi droz-
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dzowych biatek Tim9 i Tim10 wystepuja u przedstawicie-
li wszystkich wyréznianych obecnie linii rozwojowych, z
wyjatkiem Rhizaria. Natomiast obecnos¢ homologéw Tim8
i Tim13 jest mniej rozpowszechniona, i oba wystepuja wy-
tacznie u przedstawicieli Ophistokonta, Archaeplastida i
Chromalveolata [28-29,34,51].

KOMPLEKS TIM23

Kanoniczny kompleks TIM23 (Ryc. 1 i Tab. 2) zbudowa-
ny jest z pieciu podjednostek: Tim17, Tim21, Tim23, Tim50
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i Mgr2 [2,8,10,13,52]. Biatka Tim23 i Tim17 tworza prawdo-
podobnie kanal importowy w wewnetrznej blonie, biatko
Tim50 pelni funkcje receptora, a biatko Tim21 uczestniczy
prawdopodobnie w kierowaniu importowanego biatka do
kompleksu TIM23 i w jego oddziatywaniu z kompleksem III
i IV faficucha oddechowego, w czym posredniczy niedawno
zidentyfikowane biatko Mgr2 [53]. W takiej formie kompleks
nosi nazweTIM23%°KT, Kompleks TIM23 wystepuje réwniez
w innej kanonicznej formie nazywanej TIM23™M, W tej for-
mie kompleksu TIM23 nieobecne jest biatko Tim21, a od-
dziatywanie z kompleksami tancucha oddechowego zostaje
zastapione przez oddzialywanie z kompleksem PAM (patrz
dalej), przy czym uwaza sig, ze w oddziatywaniu z komplek-
sem PAM biatko Mgr2 takze odgrywa wazna role [54].

Co ciekawe, dostepne dane wskazujg, Ze organizacja kom-
pleksu TIM23 u przedstawicieli réznych linii rozwojowych
wykazuje duza konserwatywnosé [8]. Jak pokazano w tabeli
2, homologii Tim17, Tim23 i Tim50 zidentyfikowano u zwie-
rzat (Opisthokonta), w tym czlowieka [8], roslin i glonéw
zaliczanych do Archaeplastida [28] oraz u przedstawicieli
Chroamleolata i Excavata [29]. Wystepowanie homologéw
Tim21 jest bardziej ograniczone, poniewaz nie znaleziono ich
u niektérych przedstawicieli Archaeplastida i Chromalveola-
ta oraz u przedstawicieli Excavata, w tym T. brucei. W tym
ostatnim przypadku, poza konserwatywnymi biatkami Tim17
i Tim50, zidentyfikowano trzy nowe biatka zwigzane z btona
wewnetrzna, tj. TbTim47, TbTim54 i TbTim62, przy czym w
przypadku TbTim62 stwierdzono jego role w utrzymaniu sta-
bilnosci kompleksu TIM23 [55-57]. Co ciekawe, w przypadku
kompleksu TIM23 czlowieka stwierdzono obecno$¢ dwoéch
izoform Tim17, co moze by¢ zwigzane z obecnoécia subpopu-
lacji kompleksu TIM23 w mitochondriach [58]. Nalezy takze
podkreslié, ze homologiem drozdzowego bialka Mgr2, szero-
ko rozpowszechnionym u innych organizméw eukariotycz-
nych, jest biatko ROMO [53]. Jednak w przypadku przedsta-
wicieli Chromalveolata, Rhizaria i Excavata brak jest danych
umozliwiajacych weryfikacje obecnosci tego biatka.

KOMPLEKS PAM

Kanoniczna organizacja kompleksu PAM obejmuje szesé
podjednostek (Ryc. 1). Sa to biatka Tim44, Pam18 (Tim14),
Pam16 (Tim16), Pam17, mtHsp70 (Sscl) oraz Mgel (czyn-
nik wymiany nukleotydéw, homolog bakteryjnego biatka
GrpE) [1-2,8,48,59-60]. Biatko Tim44 oddzialuje z biatkami
z mtHsp70, Pam16 i Pam18, tworzac motor umozliwiajacy
jednokierunkowa translokacje biatka kierowanego do ma-
cierzy mitochondrialnej, dzieki kanalowi importowemu w
obrebie kompleksu TIM23.

Jak pokazano w tabeli 2, sktad podjednostkowy komplek-
su PAM u przedstawicieli r6znych linii rozwojowych wyka-
zuje duze podobieristwo. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze dla
wiekszosci przedstawicieli Chromalveolata i Excavata [29]
brak jest danych pozwalajacych na okreslenie budowy pod-
jednostkowej tego kompleksu. Dostepne dane dla zwierzat,
w tym czlowieka (Opisthokonta), Archaeplastida (rosliny i
niektére glony) i Chromalveolata (niektére glony) wskazuja
na obecnos¢ homologdéw, z wyjatkiem biatka Pam17 u roslin
i glonow [28]. Co ciekawe, w kompleksie PAM cztowieka zi-
dentyfikowano dwa ortologi Pam18 (MCJ/DNAJC19), ktére
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nie s3 w pelni wymienne funkcjonalnie [58]. Stwierdzono tak-
ze, ze ludzkimi odpowiednikami drozdzowych bialek Pam16
i mtHsp70 sa odpowiednio bialka Magmas i Mortalin [8].

KOMPLEKS MIA

Kanoniczny kompleks MIA sklada sie z dwéch podjed-
nostek: Mia40 (Tim40) oraz biatka Erv1 [6,61]. Mia40 pelni
funkcje receptora i oksydoreduktazy, natomiast Ervl wyka-
zuje aktywnos¢ oksydazy sulfydrylowej. Aktywnosci obu
bialek sa istotne dla translokacji importowanego biatka z
kompleksu TOM do przestrzeni miedzybtonowej. W skré-
cie, zaklada sie, Ze biatko Mia40 rozpoznaje importowane
biatko, tworzac z nim wigzania dwusiarczkowe, eliminowa-
ne nastepnie dzieki biatku Ervl.

Jak pokazano w tabeli 2, bialko Mia40 zidentyfikowa-
no u wielu organizméw, ale nie u przedstawicieli Chro-
malveolata i Excavata [28-29] oraz niektérych Amoebozoa
(Wojtkowska i in., dane nieopublikowane). Co ciekawe, w
przypadku zwierzat i roslin, Mia40 wystepuje w przestrze-
ni miedzyblonowej w formie rozpuszczalnej, natomiast u S.
cerevisiae jest biatkiem zakotwiczonym w blonie (Ryc. 1) i
skierowanym domena N koricowa do przestrzeni miedzy-
blonowej [61-64]. Z kolei homologi biatka Ervl wystepuja u
przedstawicieli réznych linii rozwojowych. U czlowieka ta-
kim homologiem jest biatko Alr [8]. Obecnosci homologéw
biatka Ervl nie stwierdzono dotychczas w przypadku Rhi-
zaria (brak danych) i niektérych Amoebozoa (Wotkowska i
in., dane nieopublikowane).

INSERTAZA OXA

W ujeciu kanonicznym insertaza OXA jest prawdopo-
dobnie dimerem biatka Oxal [23], przy czym u drozdzy
zidentyfikowano takze homolog Oxal, nazywany Oxa2
lub Cox18 [2,65]. Zaklada sig, ze Cox18/Oxa2 odgrywa
wazna role w faldowaniu bialek wprowadzanych do bto-
ny z udzialem kompleksu OXA [66]. Niestety liczba danych
dotyczacych tego kompleksu u innych organizméw jest
bardzo ograniczona (Tab. 2). U roélin, tj Arabidopsis thalia-
na, stwierdzono wystepowanie homologéw obu biatek Oxa
[65], a u cztowieka biatka Oxal [66].

PODSUMOWANIE

Liczba dostepnych danych dotyczacych organizacji kom-
plekséw importowych, szczegdélnie dla przedstawicieli Amo-
ebozoa, Archaeplastida (inne niz rosliny), Chromalveolata,
Excavata i Rhizaria jest mocno ograniczona. Jednak wytania-
jacy sie obraz wskazuje na ich zréznicowanie, szczegélnie wi-
doczne w przypadku kompleksu TOM. Jednym z istotnych
aspektow tego zréznicowania jest redukcja liczby podjedno-
stek w poréwnaniu z uktadem kanonicznym. Jest to obserwa-
¢ja znaczaca z punktu widzenia dyskusji dotyczacej ewolugji
aparatu importu biatka do mitochondriéw, ktérej bardzo in-
teresujacym aspektem jest eliminacja pewnych podjednostek.
Podjednostkom tym bowiem przypisuje sie okreslony udzial
w przebiegu importu biatka do mitochondriéw, w konse-
kwendji czego pojawia sie mozliwos¢ ich zastapienia przez
inne, niezidentyfikowane jeszcze biatka. Z drugiej strony,
biorac pod uwage funkcje kompleksu TOM, mozna zatozy¢,
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ze kompleks ten odgrywa istotng role w przystosowaniu do
warunkéw srodowiska. W zwiazku z tym, silne zréznicowa-
nie jego organizacji wynikac¢ moze z presji doboru naturalne-
go. Pozostaje to w logicznym zwiazku z sugestia, ze réznice
w organizacji komplekséw importowych u przedstawicieli
wyréznianych obecnie supergrup organizméw eukariotycz-
nych moga odzwierciedla¢ przebieg ewolucji tych organi-
zmow [4], takze w obrebie tych supergrup.
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ABSTRACT

The proper functioning of mitochondria and consequently of eukaryotic cells requires protein import into mitochondria. The import proceeds
due to the presence of different pathways formed by sophisticated complexes known as the import complexes. The complexes are located in
all mitochondrial compartments including the both mitochondrial membranes. Here we collect data concerning the organization of the import
complexes and available for representatives of currently distinguished eukaryotic lineages. Despite the lack of many data, the emerging pic-
ture indicates at differentiation of the complex organization, particularly observed for the TOM complex. This, in turn, implicates interesting
issues for further discussion concerning mitochondria evolution and the knowledge practical application.
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