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Mitochondria contain an organellar genome that encodes for subunits
of the respiratory chain. Its coordinated expression is essential for
eukaryotic life and defects in this process lead to severe disease. How-
ever, the molecular mechanisms underlying mitochondrial gene
expression remain poorly understood. Recent structural and functional
studies have provided the first mechanistic insights into mitochondrial
gene expression and highlight the evolutionarily unique nature of this

system.
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Bl Menschliche Zellen enthalten zwei Geno-
me. Zusatzlich zum Erbgut im Zellkern exis-
tiert ein zweiter Satz genetischen Materials
in den Mitochondrien (mtDNA). Diese Zell-
organellen werden haufig als ,Kraftwerke
der Zelle“ bezeichnet, denn in ihnen wird

Translation

mithilfe der Atmungskette Adenosintriphos-
phat (ATP) gewonnen. Das mitochondriale
Genom ist ein evolutionires Uberbleibsel der
bakteriellen Urahnen von Mitochondrien und
codiert fiir essenzielle Untereinheiten der
Atmungskette. Diese Untereinheiten miissen
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sich mit einer Vielzahl anderer, im Zellkern
codierter Untereinheiten zusammenlagern,
um funktionsfdhige Komplexe zu bilden. Die
geregelte Expression der mitochondrialen
Gene ist daher lebensnotwendig und erbliche
Storungen dieses Prozesses fiihren zu schwe-
ren metabolischen Erkrankungen. Die mito-
chondriale Genexpression wird von speziali-
sierten molekularen Maschinen ausgefiihrt,
die sich grundlegend von denen im Zellkern
oder in Bakterien unterscheiden. So verfiigen
Mitochondrien iiber eine dedizierte RNA-
Polymerase (POLRMT) sowie ein spezialisier-
tes Ribosom (Mitoribosom). Zwischen Tran-
skription und Translation durchlaufen mito-
chondriale Transkripte eine Reihe von RNA-
Reifungsschritten, welche vermutlich die
Hauptregulierungspunkte der mitochondria-
len Genexpression sind (Abb. 1, [1-4]). In
den letzten Jahren haben strukturelle und
biochemische Arbeiten erste mechanistische
Einblicke in die mitochondriale Genexpres-
sion geliefert, doch es bleiben noch viele
ungeloste Ratsel.

Mitochondriale Transkription

Der erste Schritt der mitochondrialen Gen-
expression ist die Transkription. Uberra-
schenderweise ist die mitochondriale RNA-
Polymerase weder mit anderen zellularen
noch mit bakteriellen RNA-Polymerasen
verwandt, sondern dhnelt den RNA-Polyme-
rasen von Bakteriophagen [5]. Im Gegensatz
zu diesen benotigt POLRMT allerdings
zusiatzliche Proteinfaktoren fiir die Tran-
skription. Diese mitochondrialen Transkrip-
tionsfaktoren zeigen keinerlei Sequenzhomo-
logie zu Transkriptionsfaktoren im Zellkern

<« Abb. 1: Schematischer Uberblick der Gen-
expression in menschlichen Mitochondrien. Bei
der Transkription des zirkuldren Genoms ent-
stehen polycistronische Primartranskripte, die
anschlieBend prozessiert werden miissen, um
die verschiedenen RNA-Typen freizusetzen.
Diese durchlaufen dann verschiedene weitere
Reifungsschritte vor der Translation oder werden
wieder abgebaut. Erstellt mit Biorender.com,
verandert mach [12].
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A Abb. 2: Strukturen mitochondrialer Transkriptionskomplexe. Links: mitochondrialer Initiations-
komplex (PDB: 6ERP) [6]. Rechts: Struktur des mitochondrialen Elongationskomplexes mit Elon-

gationsfaktor TEFM (PDB: 50LA) [7].

oder in Bakterien, sodass ihre Funktionswei-
se lange Zeit unklar blieb. Mithilfe der Struk-
turbiologie konnten wir dieses Ratsel losen,
indem wir Momentaufnahmen der mitochon-
drialen RNA-Polymerase in funktionalen
Komplexen mit verschiedenen Transkrip-
tionsfaktoren 1osten (Abb. 2). So konnten wir
zum einen die Struktur des Initiationskom-
plexes aufkldren, welcher aus POLRMT, DNA
und den beiden Initiationsfaktoren TFAM
und TFB2M besteht [6]. Diese zeigt, dass
TFAM die Polymerase zum Promoter rekru-
tiert, wahrend TFB2M einen Einzelstrang der
aufgeschmolzenen DNA bindet und so den
Initiationskomplex stabilisiert. Zum anderen
konnten wir zeigen, wie der Elongationsfak-
tor TEFM an die transkribierende POLRMT
bindet [7]. Dieser Faktor stimuliert die Tran-
skription, indem er die aufgeschmolzene
DNA in der Transkriptionsblase stabilisiert
und mit POLRMT einen Tunnel bildet, durch
den die naszente RNA aus dem aktiven Zen-
trum gefiihrt wird. Letzteres verhindert ver-
mutlich die Bildung von Sekundérstrukturen
in der RNA und verhindert so frithzeitige
Kettenabbriiche. In Kombination mit vorhe-
rigen Studien ergibt sich aus diesen Struktu-
ren ein molekulares Bild des Transkriptions-
zyklus in menschlichen Mitochondrien [8].
Die Strukturen zeigen zudem einen inter-
essanten Aspekt der mitochondrialen Gen-
expression auf, denn sowohl TFB2M als auch
TEFM ahneln strukturell Proteinen, die an
vollig anderen Prozessen beteiligt sind. So
weist TFB2M eine Methyltransferase-Faltung
auf, wahrend TEFM einer Holliday-Junction-
Resolvase gleicht. In beiden Fillen werden
die Nukleinsdure-bindenden Eigenschaften
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dieser Proteinfamilien fiir eine Funktion in
der mitochondrialen Transkription genutzt.

Inhibition der mitochondrialen
Transkription als neue
Therapiemaoglichkeit

Die molekularen Erkenntnisse lber die
Mechanismen der mitochondrialen Tran-
skription bergen moglicherweise auch thera-

peutisches Potenzial. So konnte ein For-
schungsteam unter Federfiihrung unserer
Kollaborationspartner Nils-Géran Larsson
(Karolinska Institutet, Schweden) und Nina
Bonekamp (Universitdtmedizin Mannheim)
kiirzlich eine neue Klasse von Molekiilen
entwickeln, welche hochspezifisch die
POLRMT inhibieren (IMTs). In vitro- und
in vivo-Versuche mit diesen Inhibitoren zei-
gen, dass die Hemmung der mitochondrialen
Transkription eine therapeutische Strategie
zur Behandlung von Krebserkrankungen
darstellen konnte [9]. Mithilfe der Kryoelek-
tronenmikroskopie (Kryo-EM) konnten wir
zeigen, dass IMTs hochspezifisch in eine
hydrophobe Bindungstasche nahe dem akti-
ven Zentrum der POLRMT binden und das
Enzym so in einer inaktiven Konformation
stabilisieren, die keine Nukleinsaurebindung
zulésst [9]. Dies zeigt, dass IMTs als alloste-
rische Inhibitoren wirken und erklart, wes-
halb sie spezifisch nur die mitochondriale
Transkription hemmen.

Mitochondriale RNA-Prozessierung

Der zweite Schritt der mitochondrialen
Genexpression ist die RNA-Prozessierung.
Die Transkription des mitochondrialen
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A Abb. 3: Struktur der mitochondrialen RNase P (PDB: 7ONU) [10].
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Genoms fiihrt zu polycistronischen Primar-
transkripten, in denen messenger RNAs
(mRNAs) und ribosomale RNAs (rRNAs)
jeweils von tRNAs flankiert sind. Um ihrer
Funktion nachkommen zu konnen, miissen
die verschiedenen RNA-Abschnitte zundchst
getrennt werden. Verantwortlich hierfiir sind
die mitochondrialen Ribonukleasen (mtRNa-
se) P und Z, die nacheinander die RNA
zundachst am 5° und dann am 3‘ Ende der
tRNAs schneiden. Die RNA-Prozessierung ist
ein entscheidender Schritt in der mitochon-
drialen Genexpression, aber ihre molekula-
ren Mechanismen sind bisher kaum
erforscht. Wir konnten kiirzlich die Kryo-EM
Struktur von mtRNase P losen, was einen
ersten molekularen Einblick in diese Prozes-
se erlaubt (Abb. 2, [10]). Im Gegensatz zu
den RNase-P-Enzymen im Zellkern oder in
Bakterien ist mtRNase P kein Ribozym, ent-
hélt also keine katalytische RNA, sondern
besteht stattdessen aus drei Proteinunterein-
heiten: SDR5C1, TRMT10C und PRORP.
Zudem prozessiert mtRNase P nicht nur die
RNAs, sondern methyliert gleichzeitig auch
eine Base an Position 9 der tRNA. Wéhrend
PRORP fiir die Spaltung der RNA und
TRMT10C fiir deren Methylierung verant-
wortlich ist, handelt es sich bei SDR5C1 um
eine Dehydrogenase, deren Funktion in die-
sem Komplex bisher ratselhaft war. Die
Struktur zeigt, dass SDR5C1 eine strukturel-
le Funktion tibernimmt und mit TRMT10C
einen Subkomplex bildet, an den die tRNA
iiber einen ungewohnlichen Mechanismus
bindet. Wahrend andere RNase-P-Enzyme
stets den ,Ellenbogen“ der tRNA binden,
interagiert mtRNase P stattdessen spezifisch
mit dem Anticodon-Loop. Dies konnte mit
den Sequenzeigenschaften der mitochondri-
alen tRNAs zusammenhdngen, denn die
Ellenbogen-Region ist in diesen sehr varia-
bel. Im Gegensatz dazu ist die Base im Anti-
codon-Loop, die von einem Arginin-Rest in
TRTM10C (R181) spezifisch erkannt wird, in
allen mitochondrialen tRNAs ein Pyrimidin.
Diese Interaktion scheint entscheidend fiir
die Funktion von mtRNase P zu sein, denn
Mutationen von R181 wurden als Ursache
von mitochondrialen Erkrankungen in Pati-
enten identifiziert.

Die Bindung der tRNA an den SDR5C1-
TRMT10C-Komplex positioniert die zu methy-

lierende Base genau neben der Methyltrans-
ferase-Doméane von TRMT10C und ermdglicht
die Bindung von PRORP, welches sowohl mit
der tRNA als auch mit TRMT10C interagiert,
um die Nukleasedomdne genau iber der
Schnittstelle am 5-Ende der tRNA zu posi-
tionieren. Die Struktur von mtRNase P offen-
bart somit nicht nur den Mechanismus des
ersten Schritts der mitochondrialen RNA-
Prozessierung, sondern zeigt auch ein weite-
res Beispiel fiir die Adaption funktionell nicht
verwandter Proteinfamilien fiir eine Rolle in
der mitochondrialen Genexpression auf.

Ausblick

Durch die Kombination aus genetischen, bio-
chemischen und strukturbiologischen Arbei-
ten konnten in den letzten Jahren erste
mechanistische Einblicke in die mitochon-
driale Genexpression gewonnen werden.
Insbesondere die Mechanismen der Tran-
skription [8] und Translation [11] wurden im
Detail untersucht. Im Gegensatz dazu sind
die Mechanismen der darauffolgenden RNA-
Prozessierungs- und -Reifungsschritte aller-
dings weiterhin weitgehend unerforscht. Mit
der strukturellen Charakterisierung der
mtRNase P haben wir kiirzlich erste Einbli-
cke in die mitochondriale RNA-Prozessie-
rung gewinnen konnen. Darauf aufbauend
werden wir in Zukunft mithilfe von moder-
nen strukturbiologischen Methoden, wie der
der Kryoelektronenmikroskopie, daran arbei-
ten, das Puzzle der mitochondrialen Genex-
pression weiter zu losen. |
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