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Strukturbiologie von Membranproteinen

Mitochondrialer Komplex I -
Analyse einer molekularen Maschine
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Der respiratorische Komplex | ist ein sehr groBes Membranprotein mit
einer Schlisselstellung im aeroben Energiestoffwechsel. Die kiirzlich
durch Réntgenkristallografie aufgeklarte Anordnung funktionaler Module
hat weitreichende Implikationen fiir den bisher unbekannten Mecha-
nismus der Redox-gekoppelten Protonentranslokation.

Respiratory complex | is a very large membrane protein with a key func-
tion in aerobic energy metabolism. The arrangement of functional modu-
les as recently determined by X-ray crystallography provides strong clues

on the mechanism of redox-linked proton translocation.
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A Abb. 1: Komplex | I4sst sich in funktiona-
le Module unterteilen. Der periphere Arm
enthalt das N-Modul (N, gelb) und das
Q-Modul (Q, orange). Elektronen werden
vom primaren Akzeptor FMN iiber eine Kette
von Eisen-Schwefel-Zentren (blaue Kreise)
zum Zentrum N2 transportiert und von dort
auf Ubichinon (Q) tbertragen. Die Energie
der Redoxreaktion wird in ein elektrochemi-
sches Membranpotenzial umgewandelt. Die
Translokation von Protonen von der Matrix
in den Intermembranraum (IMS) erfolgt
durch ein distales und ein proximales Pump-
modul (P, tiirkis; Py, griin). Wir schlagen
vor, dass die Kopplung iiber Konformations-
anderungen (violetter Pfeil) und unter Betei-
ligung der sogenannten Transmissionshelix
(violett) erfolgt. Weitere Details im Text.
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B Fiir aerobe organotrophe Organismen ist
die oxidative Phosphorylierung die effizien-
teste und mit Abstand wichtigste Art der Ener-
giegewinnung. In Mitochondrien nutzen die
Redox-getriebenen Protonenpumpen der
Atmungskette die Energie verschiedener
Elektronentransferreaktionen, um einen
elektrochemischen Potenzialgradienten iiber
der inneren Mitochondrienmembran aufzu-
bauen. In ihm steckt die Triebkraft fir die
eigentliche ATP-Synthese durch den ATP-Syn-
thase-Komplex. Der respiratorische Komplex I
(protonenpumpende NADH:Ubichinon-Oxi-
doreduktase [1]) katalysiert die Elektronen-
ubertragung von NADH auf Ubichinon und
leitet somit die energetische Nutzung von
zahlreichen Schritten im katabolen Stoff-
wechsel ein, bei denen ,Wasserstoff® auf
NAD" iibertragen und zwischengespeichert
wurde. Pro Umsatz eines Substratmolekiils
und Transfer von zwei Elektronen werden
vier Protonen von der mitochondrialen Matrix
in den Intermembranraum gepumpt. Damit
tragt Komplex I etwa 40 Prozent zur proto-
nenmotorischen Kraft bei, die durch die
Atmungskette insgesamt erzeugt wird. Fehl-
funktionen von Komplex I, die einerseits die
Effizienz der ATP-Synthese beeintrachtigen,

aber auch zu einer vermehrten Bildung reak-
tiver Sauerstoffspezies (ROS) fithren konnen,
sind Ursache von Encephalomyopathien und
neurodegenerativen Erkrankungen.

Komplex I ist ein sehr groBes und kom-
pliziert aufgebautes Membranprotein. In
Saugetieren besteht der Enzymkomplex aus
45 Untereinheiten und hat eine Gesamtmas-
se von annahernd einem Megadalton. Als ein-
facheres Modellsystem dient der Enzymkom-
plex aus Bakterien, der typischerweise ,,nur®
14 Untereinheiten enthdélt. Diese 14 zentra-
len Untereinheiten sind durchgidngig von den
Bakterien bis zum Menschen konserviert und
konnen verschiedenen funktionalen Modu-
len zugeordnet werden. Es handelt sich dabei
um das N-Modul (NADH-Oxidation), das
Q-Modul (Ubichinon-Reduktion) und das
P-Modul (Protonenpumpen). Das N-Modul und
das Q-Modul enthalten alle Redox-aktiven
prosthetischen Gruppen, Flavinmononukleo-
tid (FMN) und acht kanonische Eisen-Schwe-
fel-Zentren. Zusitzlich zu den zentralen
Untereinheiten werden in Komplex I eine spe-
ziesabhéngige Anzahl von akzessorischen
Untereinheiten gefunden (Abb. 1).

Die elektronenmikroskopische Struktur von
Komplex I aus Prokaryoten und Eukaryoten
weist eine charakteristische L-Form auf, die
sich in einen peripheren Arm und einen Mem-
branarm unterteilen lasst (Abb. 1, [2]). Durch
Rontgenkristallografie wurde die Struktur des
peripheren Arms von Komplex I aus dem ther-
mophilen Bakterium Thermus thermophilus
mit einer Auflésung von 3,1 Angstrom
bestimmt [3]. Strukturmodelle mit mittlerer
Auflosung konnten kiirzlich auch fiir den ges-
amten Komplex I aus 7. thermophilus und fiir
den fast vollstandigen Membranarm von Kom-
plex I aus Escherichia coli generiert werden
[4].

Unsere Arbeitsgruppen haben sich seit
mehr als zehn Jahren mit der Strukturauf-
klarung des wesentlich komplexer aufgebau-
ten mitochondrialen Enzyms beschaftigt [5].
Da Komplex I im eukaryotischen Standard-
modellorganismus Saccharomyces cerevisiae
fehlt und durch alternative NADH-Dehydro-
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genasen (NDH-2) ersetzt ist, wurde die strikt
aerobe Hefe Yarrowia lipolytica als hefegene-
tisches Modellsystem etabliert. Komplex I aus
Y. lipolytica (42 Untereinheiten, ca. 960 Kilo-
dalton) kann durch His-Tag-Affinitatschro-
matografie problemlos in groBen Mengen iso-
liert werden und kristallisierte nach zahlrei-
chen Optimierungsschritten in der Raum-
gruppe H32 mit a, b = 319 Angstrom und
¢ =820 Angstrom (Abb. 2). Neben der gene-
rell geringen Tendenz von Membranprotei-
nen, geordnete Kristalle zu bilden, waren die
auBergewohnliche GroBe der Zellkonstanten,
die inhédrente strukturelle Flexibilitat von
Komplex I und die hohe Empfindlichkeit unse-
rer Kristalle gegeniiber Rontgenstrahlung wei-
tere Herausforderungen fiir die kristallogra-
fische Analyse. Die experimentellen Elektro-
nendichtekarten (Abb. 3, Box) zeigen bei
einer Auflosung von derzeit 6,3 Angstrom die
Gesamtarchitektur von Komplex I bis zur Ebe-
ne der Sekundérstruktur. Konservierte Sekun-
darstrukturmotive und die durch anomale
Fourier-Analyse gut bestimmten Positionen
der Eisen-Schwefel-Zentren ermdglichten, die
Teilstruktur des bakteriellen peripheren Arms
in die Elektronendichte des mitochondrialen
Komplexes I zu modellieren, wahrend fir
die Transmembransegmente des Membran-
arms ein o-helikales Modell generiert wurde
(Abb. 3).

Im N-Modul befinden sich in Elektronen-
transferdistanz zum FMN zwei unterschied-
liche Eisen-Schwefel-Zentren. Das eine Zen-
trum hat vermutlich eine Funktion in einem
Mechanismus, der die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies am FMN unterdriicken soll.
Das andere Zentrum ist Ausgangspunkt einer
linearen Elektronentransferkette aus insge-
samt sieben Eisen-Schwefel-Zentren, die in
Richtung Membranarm fiihrt. Bemerkens-
werterweise endet diese Kette im Q-Modul
etwa 30 Angstrom oberhalb der angenom-
menen Membranebene mit dem Zentrum N2,
das als der direkte Elektronendonor fiir das
Ubichinon angesehenen wird (Abb. 1 und 3).
Im Vergleich z. B. zum mitochondrialen Kom-
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A Abb. 2: Kristallisation von Komplex | aus der Hefe Yarrowia lipolytica. A, Kristall. B, dSDS-Gel
eines aufgeldsten Kristalls nach Silberfarbung; zentrale Untereinheiten (schwarz), akzessorische
Untereinheiten (weiB) (Angerer et al., zur Veréffentlichung eingereicht).

A Abb. 3: Strukturmodell fiir Komplex |. Farbcodierung und Bezeichnungen wie in Abbildung 1.
Die Box zeigt einen Ausschnitt aus der Elektronendichtekarte (dunkelblau) mit dem Strukturmo-

dell in Cyan.

plex III nimmt das Ubichinon-reaktive Zen-
trum von Komplex I damit eine Sonderstel-
lung ein. Da es sich offensichtlich nicht inner-
halb oder in direkter Ndhe der Lipiddoppel-

schicht befindet, muss das hydrophobe Sub-
stratmolekiil die Membranumgebung zumin-
dest teilweise verlassen. Durch umfangreiche
Mutagenesestudien konnte unsere Arbeits-
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gruppe in zwei Untereinheiten des Q-Moduls
zahlreiche Reste identifizieren, die fiir die
Bindung von Ubichinon bzw. hydrophoben
Inhibitoren von Bedeutung sind [6]. Ein spe-
zifischer Tyrosinrest in unmittelbarer Nahe
des Eisen-Schwefel-Zentrums N2 ist an der
Bindung der Kopfgruppe des Ubichinons
beteiligt. Als Gesamtbild ergibt sich eine aus-
gedehnte Bindungstasche, die einen Zugangs-
weg filir Ubichinon aus der Membran bis zum
eigentlichen katalytischen Zentrum im peri-
pheren Arm in der Umgebung von Zentrum
N2 eroffnet.

Wahrend alle Elektronentransferschritte
im peripheren Arm ablaufen, muss die Trans-
lokation von Protonen durch die Membran
von zentralen Untereinheiten des Membran-
arms bewerkstelligt werden. Die individuelle
Beteiligung einzelner Untereinheiten am Pro-
tonenpumpen ist allerdings erst ansatzweise
bekannt. Im Mittelpunkt des Interesses ste-
hen die drei Untereinheiten ND2, ND4 und
ND5 (Abb. 2B). Sie zeigen wechselseitige
Sequenz- und Strukturhomologien, und sie
sind homolog zu Untereinheiten der multi-
meren Kationen/Protonen-Antiporter-Kom-
plexe vom Mrp-Typ, die in verschiedenen Bak-
terienspezies gefunden werden. Der Mem-
branarm lasst sich in eine proximale und eine
distale Subdomédne unterteilen (Abb. 1 und
3). Eine Reihe von strukturellen Daten bele-
gen, dass die beiden Untereinheiten ND4 und
ND5 im distalen Membranarm liegen, etwa
100 Angstrom vom peripheren Arm entfernt.
Funktionelle Studien an Subkomplexen aus
unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass ein Ver-
lust der distalen Membranarmdoméne zu
einer etwa halbierten Protonenpumpstochio-
metrie fiihrt (Drose et al., zur Veroffentlichung
eingereicht). Daraus lasst sich folgern, dass im
Membranarm an mindestens zwei Positionen
Protonen iiber die Membran gepumpt wer-
den und dass diese Zentren auf ein distales
und ein proximales Pumpmodul (P, und P)
verteilt sind (Abb. 1).

Der Mechanismus der Energieumwandlung
durch Komplex I ist weitgehend unbekannt.
Die jetzt aufgeklarte Anordnung der funktio-
nalen Module im Komplex I schlieBt eine
direkte Kopplung von Elektronentransferre-
aktionen und Protonentranslokation aus, da
beide Prozesse rdaumlich voneinander ge-
trennt ablaufen [5]. Die Architektur von Kom-
plex List somit von der der anderen Atmungs-
kettenkomplexe deutlich verschieden und ein
starkes Indiz fiir einen indirekten, konfor-
mativen Mechanismus. Bekannte Beispiele
fiir konformativ gekoppelte lonentransferre-

aktionen sind die Rotationskatalyse der F-Typ-
ATP-Synthase und der Reaktionszyklus der
sarkoplasmatischen P-Typ-Ca2*-ATPase. Expe-
rimentelle Erkenntnisse zu funktionalen Kon-
formationsanderungen sind fiir Komplex I
erst ansatzweise vorhanden. Jedoch geben die
auf der Rontgenstrukturanalyse basierenden
Strukturmodelle einen wichtigen Hinweis
zum Energietransfer innerhalb des Mem-
branarms. Das proximale und das distale
Pumpmodul sind durch eine mindestens
60 Angstrom lange helikale Struktur mitein-
ander verbunden, die lateral auf der Inter-
membranseite und parallel zur langen Achse
des Membranarms verlauft (, Transmissions-
helix“, Abb. 1 und 3). Diese bisher aus kei-
nem anderen Membranprotein bekannte
strukturelle Anordnung scheint als moleku-
lare Kuppelstange zu dienen und konnte eine
zentrale Rolle bei der Energieiibertragung
vom proximalen zum distalen Pumpmodul
spielen (Abb. 1).

Fazit

Die hier vorgestellten Ergebnisse der Ront-
genstrukturanalyse haben unser Verstandnis
vom respiratorischen Komplex I wesentlich
erweitert. Es bleiben aber eine Reihe neuer
und alter Fragen ungeklart und eine Verbes-
serung der strukturellen Auflosung und die
experimentelle Uberpriifung der hier postu-
lierten Konformationsanderungen sind vor-
dringliche Aufgaben fiir die Zukunft.
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