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Bioenergetik

Mechanismen der Cristae-Biogenese

in Humanparasiten
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Mitochondrial energy conversion depends on an intricately folded
membrane structure, generated by oligomerisation of ATP synthase
dimers. However, morphology of cristae membranes varies greatly

between different organisms. Recent studies have revealed the unique
ATP synthase assemblies of the causative agents of toxoplasmosis and

sleeping sickness, giving insight into the role of parasite-specific sub-

units in complex assembly, mitochondrial function and parasite fitness.
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A Abb. 1: ATP-Synthase-Hexamere formen Toxoplasma gondii-Cristae. A, Struktur der T. gondii
ATP-Synthase mit Dimer-Winkel von lediglich 19°. B, Hexamer mit Detergensring (gelb) und der
lumenalen Untereinheit ATPTG11 (griin). C, in situ-Struktur der ATP-Synthase-Pyramiden in mito-
chondrialen Membranen. D, Kryo-Tomogramme mit Subtomogramm-Mittelungen (gelb) aus Wild-
typ und der ATPTG11-KO-Mutante, welche keine Hexamere aufweist [6].

B Mitochondrien sind Zellorganellen mit
zentraler Funktion in zelluldren Prozessen,
wie Metabolismus, Signaltransduktion und
Zellatmung. Sie weisen ein kompliziertes
Membransystem mit einer stark gefalteten
inneren Mitochondrienmembran auf. Die
Einstiilpungen der inneren Membran werden
als Cristae bezeichnet und sind iiber enge
Verbindungen, den Cristae-Junctions, mit der
inneren Grenzmembran verbunden. Der
Erhalt dieser komplexen Membranarchitek-
tur ist essenziell fiir die physiologische Funk-
tion dieser Organellen. Eine Schliisselrolle
nimmt hierbei die ATP-Synthase ein, welche
auch einen GroBteil des Energiebedarfs fast
aller Zellen deckt. Im Gegensatz zu den
Homologen aus Bakterien und Chloroplasten,
die als Monomere in der Membran vorliegen,
bilden ATP-Synthasen in Mitochondrien
Dimere, welche sich zu langen Reihen
zusammenlagern und dadurch Membran-
krimmung verursachen [1]. Jedoch unter-
scheiden sich die resultierenden Cristae-
Morphologien in verschiedenen Organismen
stark. Beispielsweise weisen viele medizi-
nisch relevante Parasiten Cristae-Strukturen
auf, die sich pragnant von den flachen, lamel-
lar angeordneten Cristae ihrer menschlichen
Wirtszellen unterscheiden. So zeigten Ultra-
diinnschnitte des Toxoplasmose-Erregers
Toxoplasma gondii kolbenartige Cristae [2].
Hingegen weist das Mitochondrion des Schlaf-
krankheits-Erregers Trypanosoma brucei
scheibenartige Cristae auf [3]. Strukturbe-
stimmungen von Dimeren und in situ-Struk-
turen aus verschiedenen Organismen haben
gezeigt, dass betrdchtliche Unterschiede in
der Zusammensetzung von Untereinheiten
in ATP-Synthasen und deren Uberstrukturen
bestehen [1]. Auch die ATP-Synthasen der
beiden Humanparasiten weisen phylumspe-
zifische Untereinheiten auf, jedoch blieben
deren Funktion, Auswirkungen auf die
Struktur, sowie die Cristae-Morphologie bis-
lang weitgehend ungeklart [4, 5]. In zwei
Studien konnte die molekulare Grundlage der
Cristae-Biogenese durch die ATP-Synthase in
T. gondiiund T. brucei durch Strukturbestim-
mung mittels Kryoelektronenmikroskopie
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(Kryo-EM) und biochemischer Charakterisie-
rung aufgedeckt werden [6, 7].

Hexamere der ATP-Synthase formen
Cristae in Toxoplasma gondii

Mittels Kryo-EM konnte die Struktur des
ATP-Synthase-Dimers aus T. gondii bei 3 A
Auflosung bestimmt werden (Abb. 1A).
Der 2-MDa-Proteinkomplex enthalt 17 Api-
complexa-spezifische Untereinheiten
(ATPTG1-17), welche zu einer stark vergro-
Berten, membrangebundenen F -Region
beitragen. Wahrend in der Dimerstruktur
aus Sédugetieren die beiden F,/C-Ring-Sub-
komplexe in einem weiten Winkel von 100°
zueinanderstehen, betragt dieser in 7. gondii
lediglich 19°, wodurch kaum Membran-
kriimmung induziert wird. Die weitere Kryo-
EM-Strukturbestimmung einer oligomeren
Form der ATP-Synthase zeigte ein C,-symme-
trisches Hexamer, in welchem drei Dimere
durch Wechselwirkungen zwischen parasi-
tenspezifischen Domédnen im Lumenbereich
zusammengehalten werden. Jedoch zeigten
der umgebende Detergensring und die zwi-

schen den Dimeren gespannte, flache Lipid-
doppelschicht, dass auch die Bildung von
ATP-Synthase-Hexameren kaum zur Mem-
brankriimmung beitragt (Abb. 1B). Durch die
Verwendung von Kryoelektronen-Tomogra-
phie an mitochondrialen Membranen und
Subtomogramm-Mittelung konnte die native
Organisation der ATP-Synthase aufgelost wer-
den. Die in situ-Struktur zeigte, dass sich
Hexamere in den apikalen Membranregionen
in fiinfseitigen Pyramiden von ~20 Megadal-
ton anordnen (Abb. 1C). Die Zusammenlage-
rung von jeweils zehn ATP-Synthase-Dimeren
mit ikosahedrischer Symmetrie bedingt hier-
bei Assoziationswinkel von 45° zwischen
benachbarten Hexameren bzw. 40° zur zent-
ralen Pentamer-Einheit. Diese gewinkelte
Anordnung erzeugt eine kuppelformige Mem-
branform mit einem Kriimmungsradius von
etwa 30 Nanometern, welche die fiir den Para-
siten charakteristische, kolbenformige Cris-
tae-Morphologie generiert. Damit unterschei-
det sich die Uberstruktur der T. gondii-ATP-
Synthase von den langen Dimerreihen, von
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denen zuvor angenommen wurde, dass sie in
Mitochondrien aller Organismen auftreten.
Die Hexamer- und in situ-Strukturen zeig-
ten weiterhin, dass die Kontakte zwischen
den Dimeren {iber die Lumenbereiche erfol-
gen, wobei die Untereinheit ATPTG11 eine
prominente Rolle einnimmt und zahlreiche
Interaktionen zum benachbarten Dimer her-
stellt. Mittels CRISPR-Cas-Technologie wurde
ein Knock-out von ATPTG11 vorgenommen.
Dies fiihrte zum Verlust der fiinfseitigen
Pyramiden und Hexamer-Einheiten bei unre-
gelmaBiger Anordnung der verbleibenden
Dimere sowie zu ungewohnlichen, tubular
geformten Cristae (Abb. 1D). Bei der gleich-
zeitigen Kultivierung von Wildtyp- und
ATPTG11-KO-Parasiten in derselben Wirts-
zellpopulation, nahm die relative Haufigkeit
der Mutante im Verlauf der Kultivierung ab,
was auf eine verminderte kompetitive Fit-
ness deutet. Zusammengenommen zeigen
diese Ergebnisse, dass die einzigartige
makromolekulare Anordnung entscheidend
fir die Aufrechterhaltung der Cristae-
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A Abb. 2: Struktur und Evolution der Trypanosoma brucei-ATP-Synthase. A, B, Typ-IV-ATP-Syn-
thase mit spezifischem Aufbau (A) und (B) konserviertem Strukturmotiv der Untereinheiten g
(blau) und e (griin). C, schematisches Modell der Evolution von Typ-l/IV-ATP-Synthasen [7].

Tfypanusoma

A Mammalia

Toxoplama < Abb. 3: ATP-Syn-
thase-Strukturen
generieren unter-
schiedliche Cristae-
Morphologien.

A, B, Dimer- (A) und
Oligomer-Strukturen
(B) aus Saugetieren
(B. taurus), Trypano-
soma brucei und
Toxoplasma gondii.
F,-Untereinheiten in
Rot, Rotor in Violett
mit C-Ring in Blau,
peripherer Stiel in
Gelb, dbriger F_in
Griin. C, Mitochon-
drien mit lamellaren,
scheibenférmigen
und kolbenférmigen
Cristae.

Morphologie und der vollen mitochondrialen
Funktion in Apicomplexa-Parasiten ist.

Evolution mitochondrialer ATP-
Synthasen

Neben einer einzigartigen Biologie und einer
komplexen Genomstruktur, weist das Mito-
chondrion des Schlafkrankheitsparasiten
Trypanosoma brucei eine spezifische, schei-

benformige Cristae-Struktur auf. Diese Mem-
branmorphologie wird durch kurze, helikal
gewundene Dimerreihen definiert [3]. Hoch-
auflosende Kryo-EM-Strukturbestimmung
zeigte, dass das Dimer aus 25 Untereinheiten
besteht, darunter 11 phylumspezifische, wel-
che eine ungewohnliche Struktur bedingen,
in der die peripheren Stiele auf gegentiiber-
liegenden Seiten der Dimer-Langsachse ste-

hen (Abb. 2A). Die Dimerisierung erfolgt
durch homotypische Interaktionen der
Untereinheit g, welche nur durch struktu-
relle Ahnlichkeit zum Séugetierhomolog
identifiziert werden konnte und iiber ein
konserviertes GX,G-Motiv mit Untereinheit e
interagiert (Abb. 2B). RNA-Interferenz-Expe-
rimente (RNAi) von allen F -Untereinheiten
resultieren in einem Zerfall des ATP-Syntha-
se-Komplexes, mit der Ausnahme von Unter-
einheit g, deren Knock-down lediglich zu
einer Monomerisierung des Komplexes und
stark verdnderten, ballonartigen Cristae-
Strukturen fiihrte. Fluoreszenzmessungen
zeigten zudem, dass ein Knock-down der
Untereinheit g zu einem verminderten Mem-
branpotenzial im Vergleich zu unbehandel-
ten Parasiten fiihrte. Dies legt nahe, dass
neben der katalytischen Aktivitat der ATP-
Synthase-Monomere die mit der Dimerisie-
rung einhergehende Faltung der inneren
Membran filir normalen mitochondrialen
Energiestoffwechsel unerlasslich ist.

Die Funktion der T. brucei-Untereinheit g
als Dimerisierungsmotiv ist ungewdhnlich,
da die beiden Kopien dieser Untereinheit in
der Struktur der ATP-Synthase aus Backer-
hefe auf gegeniiberliegenden Seiten der
Langsachse des Dimers liegen und nicht mit-
einander interagieren [8]. Die Struktur des
ATP-Synthase-Tetramers aus dem Rind zeig-
te, dass Dimere der Untereinheit g benach-
barte ATP-Synthase-Dimere entlang der
Dimerreihe verbinden [9]. In einem vorge-
schlagenen evolutionaren Modell, welches
diese gegensatzlichen Beobachtungen erkla-
ren konnte, erfolgte in einem gemeinsamen
Vorfahren die Zusammenlagerung von ATP-
Synthasen proteobakteriellen Ursprungs zu
Doppelreihen tiber Dimere der Untereinheit
g. Die anschlieBende Akquisition von phy-
lumspezifischen Untereinheiten fiihrte ent-
weder zur Dimerbildung zwischen direkt
oder diagonal gegentiberliegenden Monome-
ren. Dies wiirde sowohl die beobachtete
Funktion der Untereinheit g als Oligomeri-
sierungsmotiv in Typ-I-ATP-Synthasen (z. B.
Sdugetiere) bzw. Dimerisierungsmotiv in
Typ-IV-ATP-Synthasen (z. B. T. brucei) erkla-
ren als auch die unterschiedliche Position
der peripheren Stiele in deren Strukturen
(Abb. 2C).

Damit liefert die T. brucei-ATP-Synthase-
Struktur erstmals Hinweise, dass Struktur-
elemente, welche zur Oligomerisierung bzw.
Dimerisierung beitragen, zwischen verschie-
denen Phyla konserviert sind. Aufgrund der
stark unterschiedlichen Dimerstrukturen

BlOspektrum | 06.22 | 28.Jahrgang @Springer



593

und Untereinheiten-Zusammensetzung wur-
de bisher angenommen, dass die Dimerisie-
rung unabhingig voneinander erfolgt sei. Ob
dies auf Phyla zutrifft, in denen bisher kein
Homolog der Untereinheit g gefunden wurde,
konnte durch weitere phylogenetische Ana-
lysen, Strukturbestimmungen und Auf-
schliisselung der Evolution mitochondrialer
ATP-Synthasen geklart werden. Des Weite-
ren sind grundlegende Unterschiede in der
Effizienz der verschiedenen ATP-Synthasen
bekannt. Weil jede vollstandige Umdrehung
des Rotors zur Synthese von drei ATP-Mole-
kiilen fiihrt, legt die Stochiometrie des
C-Rings fest, wie viele Protonen aus dem Pro-
tonengradienten hierfiir verwendet werden
miissen. Wahrend sowohl in Trypanosoma-
als auch Toxoplasma-Parasiten hierfiir zehn
Protonen nétig sind (C, -Ringe) [6, 7], genii-
gen in Sdugetieren und vermutlich allen Wir-
beltieren acht Protonen (C,-Ringe) [10]. Dies
konnte darauf hindeuten, dass in Sdugetier-
Mitochondrien ein starkerer elektrochemi-
scher Gradient vorliegt oder dass dieser in
den Lebenszyklen einzelliger Organismen
starkeren Schwankungen unterliegt, wes-
halb eine dauerhafte ATP-Synthese nur mit
groBeren und ineffizienteren C-Ringen
sichergestellt werden kann. Mittels superauf-
losender Fluoreszenzmikroskopie konnte
bereits gezeigt werden, dass die Cristae-Bio-
genese neben der VergroBerung der Memb-
ranfliche auch zur Bildung eines hohen
Membranpotenzials im Crista-Lumen fiihrt
[11]. Mogliche Zusammenhénge des elektro-
chemischen Potenzials, in vivo-Synthesera-
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ten, Cristae-Morphologien und C-Ring-Sto-
chiometrien sind jedoch bislang kaum
bekannt und gehoren zu den offenen Fragen
der mitochondrialen Bioenergetik.
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