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WYKAZ SKRÓTÓW 

CA1  region hipokampa wrażliwy na krótkotrwałe niedokrwienie mózgu 

CA2-3, DG regiony hipokampa mało wrażliwe na krótkotrwałe niedokrwienie mózgu 

DND  opóźniona śmierć neuronów 

Drp1  (Dynamin related protein 1) główne białko biorące udział w procesie 

fragmentacji mitochondriów 

ER  siateczka śródplazmatyczna 

ETC  łańcuch transportu elektronów 

Hsp60  białko szoku cieplnego zlokalizowane w macierzy mitochondrialnej 

I/R  model stresu niedokrwienno-reperfuzyjnego mózgu in vivo 

LC3-I  białko związane z mikrotubulami 

LC3-II  aktywna, lipidowana forma białka LC3 

LDH  dehydrogenaza mleczanowa  

L-Opa1 długa izoforma białka Opa1 

MCAO zamknięcie tętnicy środkowej mózgu 

Mfn1  białko mitofuzyna 1 

Mfn2  białko mitofuzyna 2 

MPTP  megakanał mitochondrialny 

mtDNA mitochondrialne DNA 

mTOR białko docelowe dla rapamycyny występujące u ssaków 

Nrf1  jądrowy czynnik transkrypcyjny 1 

OGD  przejściowy brak tlenu i glukozy in vitro 

Opa1  (Optic atrophy 1) białko odpowiedzialne za fuzję wewnętrznej błony 

mitochondrialnej 

PARIS białko substratowe dla parkiny 

parkina ligaza ubikwityny E3 

PGC-1α białkowy koaktywator receptorów aktywowanych proliferatorami 

peroksysomów 1α 

PINK1  kinaza indukowana przez PTEN 

ROS  reaktywne formy tlenu 

shRNA krótkie RNA o strukturze spinki do włosów 
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S-Opa1 krótka izoforma białka Opa1 

SQSTM1/p62 (Sequestosome-1) białko adaptorowe w procesie autofagii 

TEM  transmisyjna mikroskopia elektronowa 

Tfam  mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A 

TIA  przemijający atak niedokrwienny 

TOM20 białko, translokaza błony zewnętrznej o masie 20 kDa 

ΔΨm  mitochondrialny potencjał błonowy 
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STRESZCZENIE 

Prawidłowe funkcjonowanie mitochondriów jest kluczowe dla wszystkich 

komórek ssaków, w tym dla neuronów, a w warunkach niedokrwienia i reperfuzji (I/R) 

mózgu może decydować o ich przeżyciu lub śmierci. Aktywność mitochondriów zależy 

od wielu procesów, wśród których szczególną rolę odgrywają zjawiska fuzji i podziału 

mitochondriów oraz eliminacji uszkodzonych organelli na drodze autofagii. 

Zapobiegają one nagromadzeniu uszkodzeń i sprzyjają utrzymaniu puli prawidłowych 

organelli. Ubytek mitochondriów może być natomiast uzupełniany na drodze ich 

biogenezy. Jednak szczegółowa rola tych kluczowych procesów oraz zależności 

pomiędzy nimi w przeżyciu neuronów po I/R nie jest w pełni poznana. 

Postawiono hipotezę, że mitofuzyna 2 (Mfn2), białko biorące udział w fuzji zewnętrznej 

błony mitochondrialnej, w neuronach w warunkach stresu może działać jako białko 

integrujące przebudowę sieci mitochondrialnej z mitofagią i biogenezą mitochondriów. 

Zatem, głównym celem przeprowadzonych badań było poznanie roli Mfn2 

w odpowiedzi neuronów na bodziec ischemiczno-reperfuzyjny ze szczególnym 

uwzględnieniem procesów odpowiadających za dynamikę sieci, zawartość i jakość 

mitochondriów (mitofagię i biogenezę mitochondriów). 

Badania prowadzono w modelu in vivo przejściowego niedokrwienia mózgu 

suwaka mongolskiego, poddając analizie dwa obszary hipokampa: podatny (CA1) 

i oporny (CA2-3, DG) na epizod ischemiczno-reperfuzyjny oraz w modelu in vitro 

przejściowego niedoboru tlenu i glukozy (OGD) w hodowli pierwotnej neuronów kory 

mózgu szczura, prawidłowych (wild type) oraz z obniżoną ekspresją Mfn2. 

Na podstawie przeprowadzonych badań wykazano, że w obszarze CA2-3, DG 

hipokampa w modelu in vivo oraz w hodowli neuronów prawidłowych in vitro, 

poischemiczne uszkodzenie mitochondriów jest naprawiane w pierwszej kolejności 

poprzez zwiększoną dynamikę sieci mitochondrialnej. Zaobserwowano nasilenie fuzji 

mitochondriów w odpowiedzi na bodziec i ich usunięcie za pomocą mitofagii, co ma 

miejsce w dłuższym czasie reperfuzji/reoksygenacji. Ponadto wykazano aktywację 

procesu biogenezy, objawiającą się m.in. zwiększeniem ilości białek kompleksów 

oddechowych. Jednocześnie istotnie przyrastała zawartość Mfn2, wobec czego  sugeruje 

się, że Mfn2 jest niezbędna, aby opisane wyżej procesy mogły mieć miejsce i przebiegały 

prawidłowo.  
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Natomiast ubytek Mfn2, obserwowany w CA1 po epizodzie ischemiczo-

reperfuzyjnym oraz obecny w neuronach o obniżonej ekspresji Mfn2, sprzyja znacznemu 

rozdrobnieniu mitochondriów. Co więcej, po epizodach I/R i OGD w neuronach obszaru 

CA1 oraz in vitro w neuronach o obniżonej ekspresji Mfn2, uszkodzenie mitochondriów 

było istotnie nasilone i nie obserwowano zwiększonej fuzji mitochondriów. 

Równolegle wykazano zwiększoną niespecyficzną autofagię (makroautofagię), która 

wystąpiła w krótkim czasie po niedokrwieniu/niedotlenieniu. W przeciwieństwie do 

neuronów obszaru CA2-3, DG oraz prawidłowych neuronów in vitro nie wykazano 

aktywacji procesu biogenezy mitochondriów. Taki typ odpowiedzi komórkowej nie ma 

charakteru neuroprotekcyjnego i w efekcie neurony CA1 in vivo ulegają opóźnionej 

degeneracji.  

Zatem, przedstawione wyniki sugerują, że Mfn2 jest jednym z białek koniecznych 

do prawidłowej odpowiedzi neuronów na przejściowy bodziec niedokrwienno-

reperfuzyjny, umożliwiającej ich przeżycie, poprzez regulowanie zależności pomiędzy 

eliminacją mitochondriów, a ich biogenezą. Zjawiska te mogą być elementami 

endogennej, naturalnej neuroprotekcji, która występuje w mało wrażliwych na 

krótkotrwały epizod ischemiczny regionach: CA2-3, DG i sprzyja przeżyciu neuronów 

w tych obszarach hipokampa. 

SUMMARY 

Proper mitochondrial functioning is crucial for the neuron and, under conditions of 

ischemia and reperfusion (I/R) can determine its survival or death. The activity of 

mitochondria depends on many processes, among which the phenomena of fusion and 

fission of mitochondria and elimination of damaged organelles by autophagy play 

a crucial role. These processes might prevent the accumulation of damaged mitochondria 

and support the maintenance of proper mitochondrial morphology and function. 

On the other hand, the loss of mitochondria can be supplemented by mitochondrial 

biogenesis. However, the precise role of these processes in the survival of the neuron after 

I/R and the relationships between them are not fully understood.  

It has been hypothesized that mitofusin 2 (Mfn2), a protein involved in mitochondrial 

fusion, might integrate mitochondrial network remodeling with mitophagy and 

mitochondrial biogenesis in post-ischemic neurons. Therefore, the main aim of this study 
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was to investigate the role of Mfn2 in the neuronal response to ischemia-reperfusion 

injury, with particular focus on the mitochondrial network dynamics, mitochondrial 

content and quality. 

Two experimental models were used. An in vivo studies were performed in the model of 

transient cerebral ischemia followed by reperfusion (I/R) in mongolian gerbils. Two areas 

of the hippocampus: ischemia-vulnerable (CA1) and ischemia-resistant (CA2-3, DG) 

were analyzed. Secondly, a primary culture of rat cortical neurons, wild type and Mfn2-

knock down, were subjected to transient oxygen and glucose deprivation. 

It was shown that in the CA2-3, DG neurons and wild-type neurons in vitro, post-ischemic 

damage of the mitochondria is initially repaired by the enhanced dynamics of the 

mitochondrial network. An increase in mitochondrial fusion and in mitochondrial 

elimination at later stage of reoxygenation have been observed. Furthermore, the 

activation of the mitochondrial biogenesis and subsequent  increase in the amount of 

respiratory complexes proteins has been shown. Meanwhile, the content of Mfn2 

increased significantly. 

On the other hand, the reduction of the Mfn2 protein level, as observed in CA1 after I/R 

and induced in Mfn2-knock down neurons, promotes a significant fragmentation of 

mitochondria. In CA1 neurons after I/R episode and in Mfn2-knock down neurons after 

OGD mitochondrial damage was significantly enhanced. An increased mitochondrial 

fusion was not observed. In parallel, an increased macroautophagy has been demonstrated 

shortly after the insult. In contrast to the hippocampal CA2-3, DG in vivo and wild-type 

neurons in vitro, activation of mitochondrial biogenesis was not observed. This type of 

cellular response is not neuroprotective and, as a result, CA1 neurons in vivo undergo 

delayed degeneration. 

Thus, presented results suggest that Mfn2 is one of the key proteins conditioning pro-

survival response of neurons to transient ischemic injury, enabling their survival, by 

regulating the relationship between mitochondrial elimination and biogenesis. 

These phenomena might contribute to the mechanism of the endogenous neuroprotection 

observed in CA2-3, DG and promote neuronal survival in these areas of the hippocampus. 
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INNOWACYJNOŚĆ ROZPRAWY 

Rozprawa dotyczy procesów dynamiki (fuzji i podziału), usuwania i biogenezy 

mitochondriów w modelach in vivo i in vitro, a jej oryginalność i nowatorstwo wynikają 

z przedstawienia danych doświadczalnych na poparcie koncepcji o występowaniu 

zależności pomiędzy tymi procesami w modelach przejściowego niedokrwienia mózgu. 

Co więcej, praca proponuje Mfn2 jako jedno z kluczowych białek regulujących zależność 

pomiędzy dynamiką, eliminacją i biogenezą mitochondriów w kontekście przeżycia 

neuronów w odpowiedzi na przejściowy bodziec niedokrwienny, co nie zostało opisane 

do tej pory. Po raz pierwszy pokazano następujące zależności: 

• Uszkodzenie mitochondriów poprzedza zmiany morfologiczne oraz śmierć 

neuronów wywołane przejściowym bodźcem ischemicznym. 

• Zwiększoną dynamikę sieci mitochondrialnej, aktywację mitofagii i biogenezy po 

krótkotrwałym niedokrwieniu i reperfuzji mózgu in vivo w obszarach CA2-3, DG  

hipokampa, w przeciwieństwie do sektora CA1. Postresowa aktywacja tych 

procesów może promować względną oporność rejonów CA2-3, DG na bodziec 

niedokrwienno-reperfuzyjny.  

• Skutkiem eksperymentalnego obniżenia ekspresji Mfn2 w neuronach jest 

nasilenie autofagii, zahamowanie biogenezy mitochondriów i zwiększone 

uszkodzenie neuronów w odpowiedzi na przejściowy brak tlenu i glukozy 

w modelu in vitro.  

Niniejsza rozprawa poszerza wiedzę na temat mechanizmów 

wewnątrzkomórkowych sprzyjających naprawie mitochondriów, co jest konieczne do 

przeżycia neuronów po bodźcu ischemiczno-reperfuzyjnym i wykazuje, że białko Mfn2 

jest ich ważnym elementem.  
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WSTĘP 

Udar mózgu jest istotnym problemem klinicznym. Chociaż właściwe zarządzanie 

czynnikami ryzyka naczyniowego i coraz częstsze stosowanie środków profilaktycznych 

od lat 70 do początku XXI wieku spowodowało roczny spadek częstości występowania 

udarów mózgu o 1–1,5% w krajach rozwiniętych [1] to jednak schorzenie to nadal jest 

trzecią przyczyną niepełnosprawności fizycznej i intelektualnej dorosłych, i pozostaje 

drugą przyczyną śmierci w krajach rozwiniętych. Co więcej, rosnąca częstość 

występowania cukrzycy [2] i otyłości [3] wraz ze starzeniem się społeczeństwa 

prawdopodobnie zwiększy częstość występowania udarów mózgu oraz przemijających 

ataków niedokrwiennych (TIA) w nadchodzących dekadach [4]. TIA definiuje się jako 

przejściowy epizod dysfunkcji neurologicznej spowodowany ogniskowym lub 

globalnym niedokrwieniem mózgu, gdzie objawy ustępują do 24 godzin, jednak może 

poprzedzać pełnoobjawowy udar mózgu. Obecnie terapia udarów jest bardzo ograniczona 

(tPA i trombektomia wewnątrznaczyniowa) i nie może być stosowana u wszystkich 

chorych, ze względu na wąskie okno terapeutyczne [5]. Tak więc niezbędne jest lepsze 

zrozumienie podstaw mechanizmów uszkodzenia oraz naturalnej regeneracji neuronów 

aby opracować nowe metody leczenia [6,7]. Śmierć neuronów po przejściowym 

niedokrwieniu globalnym rozwija się stopniowo i selektywnie uszkadza komórki 

w określonych obszarach mózgu ze względu na ich wewnętrzną wrażliwość. 

W szczególności za poważny problem uznaje się wywołane globalnym niedokrwieniem 

uszkodzenie hipokampa, głównej struktury mózgu związanej z uczeniem się i pamięcią 

[8], które obejmuje różne zmiany neurologiczne i behawioralne, w tym upośledzenia 

funkcji poznawczych [9]. 

Hipokamp jest jedną ze struktur mózgu podatnych na przejściowe niedokrwienie, 

a badania pokazują, że ta wrażliwość jest różna dla każdego obszaru hipokampa (CA1–

3). W modelach uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego mózgu gryzoni eliminacja 

dotyczy neuronów w obszarze CA1, podczas gdy neurony w obszarach CA2-3 

i komórkach ziarnistych zakrętu zębatego (DG) są stosunkowo odporne [10-13]. 

W modelu in vivo u suwaka mongolskiego (dawniej: myszoskoczek) w CA1 neurony 

piramidowe umierają 3–5 dni po przejściowym niedokrwieniu przodomózgowia 

trwającym 5 minut (model ischemii i reperfuzji, I/R), a ten proces śmierci komórek 

piramidowych określa się mianem opóźnionej śmierci neuronów (DND, ang. delayed 

neuronal death) [10,12]. Mechanizm śmierci komórek nerwowych po I/R jest bardzo 
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złożony i związany przede wszystkim  z: neurotoksycznością glutaminianu i Ca2+ [14,15], 

zmianami w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu sygnału wapniowego [16], stresem 

oksydacyjny [17], uszkodzeniem DNA i stanami zapalnymi [18], metabolizmem lipidów 

i ich rolą w transdukcji sygnału [19,20], co w efekcie prowadzi do apoptozy. 

Niemniej jednak nie wszystkie mechanizmy DND zostały w pełni wyjaśnione. 

Natomiast w rejonach CA2-3, DG ten sam bodziec I/R nie wywołuje eliminacji 

neuronów, a wzbudzane procesy skutkują przeżyciem komórek i są określane jako 

mechanizmy endogennej neuroprotekcji.  

Mitochondria odgrywają kluczową rolę w homeostazie energetycznej komórki 

i są szczególnie zaangażowane w śmierć neuronów po udarze niedokrwiennym. 

Podczas krótkotrwałego niedokrwienia mózgu dochodzi do zaburzenia równowagi 

energetycznej neuronów na skutek zmniejszenia dopływu krwi oraz wyczerpania 

zasobów i zahamowania syntezy adenozynotrójfosforanu (ATP). Oprócz swojej 

zasadniczej roli w syntezie ATP, mitochondria biorą udział w regulacji różnych szlaków 

śmierci komórki, w tym apoptozy [21]. Wykazano, że mitochondria przyczyniają się do 

patologii udaru niedokrwiennego poprzez: wzmożoną produkcję reaktywnych form tlenu 

(ROS, reactive oxidative species), akumulację jonów wapnia, indukowanie apoptozy czy 

zaburzoną biogenezę. Nadmierne stężenie Ca2+ w mitochondriach dodatkowo aktywuje 

spiralę uszkodzeń poprzez rozproszenie potencjału błony mitochondrialnej (ΔΨm), 

wzrost produkcji ROS i otwarcia MPTP [22]. Produkcja ROS w kompleksie I 

mitochondrialnego łańcucha oddechowego prowadzi do uszkodzenia oksydacyjnego oraz 

zaburzenia funkcji mitochondriów [23]. Jest czynnikiem inicjującym kaskadę różnych 

uszkodzeń tkanki w fazie reperfuzji [24].  

Mitochondria to niezwykle dynamiczne organelle komórkowe charakteryzujące 

się zdolnością do zmiany wielkości, kształtu i położenia poprzez precyzyjnie regulowane 

procesy podziału (rozdzielenia pojedynczego mitochondrium na dwa lub więcej organelli 

potomnych) i fuzji (reakcja przeciwstawna) [25]. Podział i fuzja to aktywne procesy, 

koordynowane przez wyspecjalizowane białka o aktywności GTPazy. Białko Drp1 (ang. 

Dynamin-related protein) jest niezbędne do podziałów mitochondriów; za fuzję 

zewnętrznej błony mitochondrialnej odpowiadają mitofuzyna 1 (Mfn1) i mitofuzyna 2 

(Mfn2), a Opa1 (ang. Optic atrophy 1) za fuzję wewnętrznej błony mitochondrialnej [26-

29]. Obecnie wiadomo, że procesy te odgrywają kluczową rolę w utrzymaniu 

integralności mitochondriów i funkcji neuronów zarówno w warunkach prawidłowych, 
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jak i w sytuacjach stresów metabolicznych lub środowiskowych, a ich zaburzenia 

prowadzą do upośledzenia ruchliwości i aktywności mitochondriów [30]. 

Fuzja umożliwia szybką wymianę fragmentów błon mitochondrialnych, 

mitochondrialnego DNA (mtDNA) i metabolitów mitochondrialnych w obrębie sieci 

mitochondrialnej; uszkodzone mitochondria mogą ulec naprawie poprzez fuzję 

z prawidłowymi mitochondriami w celu zintegrowania zawartości obu, co sprzyjania 

przeżyciu komórki. Z drugiej strony podział mitochondriów umożliwia segregację 

uszkodzonych mitochondriów, a w konsekwencji ich późniejszą eliminację poprzez 

selektywną autofagię mitochondriów [31].  

Autofagia mitochondriów, określana jako mitofagia, to kataboliczny proces, 

w którym dysfunkcyjne mitochondria są zamykane w dwubłonowej strukturze zwanej 

autofagosomem i dostarczane do lizosomu lub peroksysomu w celu degradacji [32,33]. 

Mitofagia odgrywa ważną rolę w fizjologii komórki i organizmu oraz reguluje 

homeostazę i biogenezę mitochondriów, a także kontroluje liczbę i jakość mitochondriów 

[34]. Upośledzenie mitofagii może powodować akumulację mitochondriów, zwiększone 

zużycie tlenu i nadmierne tworzenie ROS, co ostatecznie może prowadzić do degeneracji 

i śmierci komórki [35]. Z drugiej strony, nadmierne tworzenie ROS, otwarcie MPTP, 

utrata ΔΨm, podział mitochondriów mogą wyzwalać proces mitofagii w neuronach. 

Badania wykazały, że MPTP ma zasadnicze znaczenie dla inicjacji mitofagii [36]. 

Najlepiej scharakteryzowaną ścieżką tego procesu jest mitofagia zależna od kinazy 

indukowanej przez PTEN - PINK1 (PTEN-induced kinase 1) i parkiny, ligazy ubikwityny 

E3 (Parkin, E3 ubiquitin ligase) [37,38]. W neuronach kory mózgu wykazano, ze 

zmniejszenie potencjału wewnętrznej błony mitochondrialnej i nadmierny napływ jonów 

wapnia aktywują szlak mitofagii zależnej od PINK1 oraz parkiny [39,40]. Na zewnętrznej 

błonie mitochondriów o obniżonym ΔΨm dochodzi do akumulacji kinazy PINK1, która 

w prawidłowo funkcjonujących mitochondriach ulega degradacji [41]. 

Aktywowana przez autofosforylację PINK1 rekrutuje do uszkodzonych mitochondriów 

ligazę ubikwityny, parkinę i poprzez kolejne reakcje fosforylacji parkiny potęguje jej 

aktywność. Aktywowana w ten sposób parkina ubikwitynyluje białka zewnętrznej błony 

mitochondrialnej, w tym Mfn2, co natychmiast prowadzi do utraty funkcji fuzji 

mitochondriów, charakterystycznej dla mitofagii [42-44]. Następnie łańcuchy 

poliubikwityny na białkach zewnętrznej błony mitochondrialnej wiążą się z aktywnymi 

lipidowanymi formami białka LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3) 

http://rcin.org.pl



20 
 

za pośrednictwem białka adaptorowego SQSTM1/p62 [45,46], co pozwala na wiązanie 

i zamknięcie uszkodzonego i tak naznaczonego mitochondrium przez autofagosom 

i degradację jego zawartości po połączeniu z lizosomem [45]. 

Procesem umożliwiającym wzrost i odbudowę istniejącej sieci mitochondrialnej, 

zwłaszcza po usunięciu określonej puli mitochondriów przez mitofagię, jest biogeneza 

mitochondriów. Ten złożony proces zależy od skoordynowanej ekspresji jądrowego 

i mitochondrialnego DNA (mtDNA), by w efekcie dostosować pulę mitochondriów do 

zapotrzebowania energetycznego komórki [47]. W rzeczywistości, w odpowiedzi na 

różne warunki fizjologiczne i środowiskowe, funkcje metaboliczne komórki wymagają 

zmiennych ilości energii, w dużej mierze zapewnianej przez mitochondrialny metabolizm 

oksydacyjny. Taki metabolizm energetyczny jest zwykle wydajny również dzięki stałej 

modulacji transkrypcji mtDNA. Kluczowym i nadrzędnym regulatorem w tym procesie 

jest koaktywator receptorów aktywowanych proliferatorami peroksysomów 1α (PGC-1α, 

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), tworzący 

kompleksy z DNA i innymi czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak jądrowe czynniki 

oddechowe 1/2 (Nrf1/2, Nuclear Respiratory Factor 1/2) [48,49]. Czynniki te regulują 

transkrypcję genów jądrowych kodujących białka mitochondrialne. Dodatkowo, 

mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (Tfam, Mitochondrial transcription factor A) 

ulega ekspresji z jądrowego DNA, a następnie translacji w cytoplazmie i jest 

transportowany do mitochondriów [50]. Tfam jest zaangażowany w wiele procesów 

takich jak: transkrypcja mtDNA [51], stabilizowanie mtDNA [52] i replikacja, a także 

prawdopodobnie naprawa mtDNA [53]. Dlatego poprzez regulację ilości Tfam, 

koaktywator PGC-1α wydaje się kontrolować ekspresję białek kodowanych przez 

mtDNA [54]. Tfam kieruje transkrypcją 13 podjednostek czterech mitochondrialnych 

kompleksów oddechowych, kodowanych w genomie mitochondrialnym, wraz z RNA 

potrzebnym do ich translacji [55]. W neuronach, w stosunku do innych typów komórek, 

PGC-1 α ulega nasilonej ekspresji ze względu na ich wysokie zapotrzebowanie na energię 

[56]. 

Mfn2 to GTPaza zewnętrznej błony mitochondrialnej zaangażowana 

w utrzymanie i przebudowę sieci mitochondrialnej. U ssaków, występują dwa typy 

mitofuzyny, Mfn1 i Mfn2, wykazujące znaczny stopień homologii sekwencji DNA i 

białka [57], podobieństwa budowy i funkcji [58] [57]. Jednak pomimo wielu podobieństw 

szereg badań dowodzi, że Mfn2 pełni również inne funkcje niezwiązane bezpośrednio z 
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jej aktywnością fuzyjną [59,60]. Mfn2 pośredniczy w tworzeniu i regulacji połączeń 

pomiędzy mitochondriami a siateczką  śródplazmatyczną (ER) [61,62], przez co 

kontroluje wymianę jonów wapnia [63] oraz transfer fosfolipidów [64] między 

obydwoma organellami. Wykazano, że Mfn2 zapobiega inicjacji mitofagii zależnej od 

PINK1 i parkiny, poprzez utrzymywanie połączeń mitochondriów z ER [65,66]. 

Jak wykazano w badaniach na komórkach in vitro na skutek obniżenia ΔΨm Mfn2 

oddziałuje z parkiną w sposób zależny od PINK1, tzn. ufosforylowana przez PINK1 

Mfn2 pełni rolę receptora dla parkiny [67]. Dodatkowo, ubikwitynylacja mitofuzyny 2 

przez parkinę, prowadzi do utraty jej właściwości fuzyjnych [42,66]. 

Ubikwitynylowana Mfn2 ulega degradacji w proteasomie, co ułatwia dysocjację 

mitochondriów od ER, umożliwiając usuwanie uszkodzonych lub starzejących się 

mitochondriów [44,66]. Ponadto uważa się, że Mfn2 może być pośrednio zaangażowana 

w metabolizm i procesy energetyczne mitochondriów, co jest sugerowane poprzez jej 

udział w zaburzeniach metabolicznych, takich jak otyłość i cukrzyca [68-70]. 

Ubytek Mfn2 prowadzi do zmniejszenia ΔΨm, tempa zużycia tlenu i mitochondrialnego 

wycieku protonów oraz upośledza utlenianie glukozy, pirogronianu i kwasów 

tłuszczowych [71-73]. Co ważne, utrata funkcji Mfn2 znacząco obniża syntezę 

kodowanych jądrowo białek podjednostek kompleksów łańcucha oddechowego I, II, III 

i V, niezależnie od jej właściwości fuzyjnych [72,74]. Dodatkowo wykazano, że Mfn2 

jest wymagana do replikacji i zachowania stabilności mtDNA. Ponadto badania sugerują 

związek Mfn2 i biogenezy mitochondriów polegający na tym, że PGC-1α indukuje 

biogenezę mitochondriów poprzez nasilenie transkrypcji i translacji Mfn2, tak więc 

wydaje się, że PGC-1α może być istotnym regulatorem ekspresji Mfn2 [75-77]. 

Mając na uwadze powyższy stan wiedzy w prezentowanych badaniach 

weryfikowano hipotezę, że Mfn2 w neuronach może działać jako białko integrujące 

przebudowę sieci mitochondrialnej z mitofagią i biogenezą mitochondriów. 

Ponadto założono, że zależności miedzy dynamiką, eliminacją i biogenezą 

mitochondriów mogą być kluczowe dla zachowania homeostazy mitochondriów, a 

tym samym przeżycia neuronów w warunkach stresu niedokrwienno-

reperfuzyjnego.  
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CEL PRACY 

Cel ogólny 

Poznanie roli Mfn2 w odpowiedzi neuronów na bodziec ischemiczno-reperfuzyjny ze 

szczególnym uwzględnieniem procesów odpowiadających za dynamikę sieci, zawartość 

i jakość mitochondriów.  

Cele szczegółowe 

1. Porównanie dynamiki fuzji i podziału, eliminacji oraz biogenezy mitochondriów w 

odpowiedzi na przejściowe niedokrwienie mózgu w sektorach hipokampa suwaka 

mongolskiego (Meriones unguiculatus) charakteryzujących się różną 

przeżywalnością neuronów po bodźcu ischemiczno-reperfuzyjnym (publikacja I). 

2. Zbadanie roli Mfn2 w przebudowie sieci mitochondrialnej, eliminacji i biogenezie 

mitochondriów w neuronach in vitro w odpowiedzi na przejściowy brak tlenu 

i glukozy (OGD) poprzez ocenę przebiegu tych procesów w neuronach 

prawidłowych oraz z obniżoną ekspresją Mfn2 (publikacja II). 
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MATERIAŁY I METODY  

W badaniach wykorzystano dwa dobrze scharakteryzowane modele stresu 

niedokrwienno – reperfuzyjnego: 

1. In vivo polegający na przejściowym, 5-minutowym globalnym niedokrwieniu 

mózgu (I/R) suwaka mongolskiego (Meriones unguiculatus) poprzez zaciśnięcie tętnic 

szyjnych wspólnych, które skutkuje różną przeżywalnością neuronów hipokampa 

[10,12,13,78-80], co przedstawiono również w publikacji I, rycina 1A. Mózgi izolowano 

w wybranych punktach czasowych od 3 do 96 godzin po przywróceniu krążenia, 

a hipokampy dzielono na regiony CA1 i CA2-3, DG do badania przebiegu zmian 

w obecności białek odpowiedzialnych za dynamikę sieci mitochondrialnej, eliminację 

i biogenezę mitochondriów za pomocą techniki Western blot oraz obserwacji 

w mikroskopie elektronowym.  

W celu oceny zmian dynamiki mitochondriów analizowano charakterystyczne 

białka związane z fuzją (Mfn1, Mfn2, Opa1) oraz podziałem mitochondriów (Drp1 oraz 

jego forma ufosforylowana na Ser616). Do oceny ogólnej i specyficznej autofagii 

wykorzystano białka markerowe takie jak LC3, SQSTM1/p62, PINK1 i parkina. 

Biogenezę badano na podstawie zmian w obecności czynników transkrypcyjnych PGC-

1α, Nrf1, Tfam oraz białek podjednostek kompleksów łańcucha oddechowego. 

Zawartość mitochondriów oznaczano pośrednio, przy pomocy pomiarów aktywności 

syntazy cytrynianowej, poziomu białka macierzy mitochondrialnej Hsp60 oraz pomiar 

stosunku DNA mitochondrialnego do jądrowego (mtDNA/nDNA). 

Mikroskopia elektronowa pozwoliła na dokładną obserwację ultrastruktury 

i morfologii mitochondriów przed i po I/R. Za pomocą programu ImageJ 

przeprowadzono analizę następujących parametrów opisujących zawartość, kształt oraz 

obrzmienie mitochondriów: mitochondrial content [%] (obszar w ciele komórki 

zajmowany przez mitochondria), mitochondrial elongation (współczynnik wydłużenia 

mitochondriów) oraz mitochondrial swelling (współczynnik obliczany jako stosunek 

powierzchnia/obwód znormalizowany do parametru kolistości mitochondriów) opisane 

w pracy Dagda i wsp. (2009) [81] oraz Lam i wsp. (2021) [82]. Ponadto, technika TEM 

posłużyła do zweryfikowania obecności różnych struktur autofagowych w neuronach 

hipokampa.  
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Materiały i metody wykorzystane w badaniach in vivo zostały szczegółowo opisane 

w publikacji I. 

2. Model in vitro stanowiła hodowla pierwotna neuronów kory mózgu szczura, która 

była poddawana przejściowemu (1 godzina) niedoborowi tlenu i glukozy (OGD). 

Czas trwania bodźca OGD został dobrany eksperymentalnie, tak aby śmiertelność 

neuronów po 24 godzinach po bodźcu nie przekraczała 20%, umożliwiając tym samym 

śledzenie zmian po przywróceniu prawidłowych warunków hodowli. 

Badania prowadzono na neuronach prawidłowych (wild type) oraz z obniżoną 

ekspresją Mfn2. W celu obniżenia ekspresji Mfn2 zastosowano dostępne komercyjnie 

konstrukty krótkiego RNA o strukturze spinki do włosów (short hairpin RNA, shRNA) 

(Origene) w wektorach lentiwirusowych. Do eksperymentów wybrano dwa konstrukty, 

sh-Mfn2 B i sh-Mfn2 D, w oparciu o zadowalającą skuteczność wyciszania Mfn2 przy 

stosunkowo niskiej toksyczności. Jako kontrolę dla komórek transdukowanych 

zastosowano konstrukt zawierający niefunkcjonalną sekwencję shRNA (scrambled RNA, 

scrRNA). Wszystkie neurony były poddawane procedurze 1-godzinnego OGD, a próbki 

analizowano po 3 i 24 godzinach po przywróceniu tlenu i glukozy, jak przedstawiono na 

rycinach 1A i 2A w publikacji II.  

Do oceny śmiertelności neuronów po eksperymencie OGD wykonano pomiary 

uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) do pożywki hodowlanej przy użyciu 

komercyjnego testu CytoTox-ONE (Promega) oraz przy użyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego wyznaczono liczbę jąder pyknotycznych znakowanych Hoechst 

33342. 

Aby śledzić w czasie zmiany dynamiki mitochondriów analizowano 

charakterystyczne białka związane z fuzją (Mfn1, Mfn2, Opa1) oraz podziałem 

mitochondriów (Drp1). Do oceny mitofagii wykorzystano białko markerowe takie jak 

parkina oraz poziom białek TOM22 i Hsp60.  

Ponadto, w celu przeanalizowania dynamiki i morfologii sieci mitochondrialnej 

mitochondria wybarwiano znacznikiem fluorescencyjnym Mitotracker Red (Thermo 

Scientific), a uzyskane obrazy analizowano przy użyciu rozszerzenia Mito-Morphology 

jak opisano w pracy Dagda i wsp. (2009) [81] opracowanego dla programu ImageJ. 

Do scharakteryzowania morfologii sieci mitochondrialnej wykorzystano następujące 

parametry: mito-count (liczba obiektów w komórce), mitochondrial content [%] (obszar 

w ciele komórki zajmowany przez mitochondria), mitochondrial Avg. Area 
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[Avg. Size, μm2] (średnia powierzchnia mitochondrium), mitochondria elongation 

(współczynnik wydłużenia mitochondriów), mitochondrial interconnectivity 

[Area/Perimeter] (rozgałęzienie sieci mitochondrialnej) [81]. 

Postęp mitofagii analizowano z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej 

Mitophagy Dye (Dojindo) specyficznej dla mitochondriów i pozwalającej uwidaczniać 

mitofagosomy w żywych komórkach. Metoda charakteryzuje się zmianą intensywności 

fluorescencji znacznika/sondy w odpowiedzi na zmianę pH spowodowaną fuzją 

autofagosomów (zawierających mitochondria) z lizosomami. Aby zwiększyć 

specyficzność obserwacji dojrzałych mitofagosomów, lizosomy znakowano sondą 

Lysoview 633 (Biotium), a liczbę kolokalizujących punktów mitochondrialnych 

(Mitophagy Dye - pozytywnych) i lizosomalnych (LysoView - pozytywnych) określono 

ilościowo za pomocą programu ImageJ (publikacja II, rycina 4A). 

Dodatkowo w barwieniu immunocytochemicznym oceniano akumulację parkiny 

na mitochondriach. Zwiększona rekrutacja parkiny do mitochondriów jest uważana za 

jedną z cech charakterystycznych uszkodzenia mitochondriów i kluczowy etap 

w selektywnej eliminacji mitochondriów. Białko parkina było znakowane specyficznymi 

przeciwciałami, a mitochondria wybarwiano sondą Mitotracker Red, na podstawie 

metody opisanej przez Van Laar i wsp. (2015) [83]. 

Biogenezę mitochondriów badano analogicznie jak w modelu in vivo, 

wykorzystując analizę Western blot czynników transkrypcyjnych PGC-1α i Nrf1 oraz 

białek podjednostek kompleksów mitochondrialnego łańcucha oddechowego. 

Dodatkowo, przeprowadzono reakcję łańcuchową polimerazy w czasie rzeczywistym 

(Real-time qPCR) do pomiaru ilości mtDNA w stosunku do DNA jądrowego. 

Względną liczbę kopii obliczono stosując analizę różnicy w cyklu granicznym (Ct, 

treshold cycle) między mtDNA i DNA jądrowym. 

Materiały i metody wykorzystane w badaniach in vitro zostały szczegółowo 

opisane w publikacji II. 
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PODSUMOWANIE NAJWAŻNIEJSZYCH WYNIKÓW 

Ad. Cel szczegółowy 1 

W odpowiedzi na 5-minutowe globalne niedokrwienie i reperfuzję mózgu (I/R) 

w komórkach rejonu CA1 hipokampa, w których ilość Mfn2 ulega obniżeniu po I/R 

(publikacja I, rycina 2) dochodzi do poważnego uszkodzenia mitochondriów 

objawiającego się m.in.: ich obrzmieniem i zaburzeniem struktury grzebieni 

mitochondrialnych widocznych na obrazach z mikroskopu elektronowego (publikacja I, 

ryciny 1B i 3A), rozmieszczenia mitochondriów głównie w pobliżu jądra komórkowego 

oraz istotnego wzrostu wybranych parametrów morfologicznych po 24 godzinach 

reperfuzji w stosunku do CA2-3, DG (publikacja I, rycina 3A-C). Co więcej, 

zaobserwowano również nasilenie podziałów mitochondriów, o czym świadczy 

statystycznie istotny, utrzymujący się wzrost stosunku p-Drp1/Drp1 (ponad dwukrotny 

wzrost w stosunku do kontroli w 3 godziny po I/R) przy równoczesnym, postępującym 

w czasie obniżeniu poziomu białek odpowiedzialnych za fuzję mitochondriów tj. Mfn1, 

Mfn2 i Opa1 (publikacja I, rycina 2). Uszkodzone organella są usuwane na drodze 

ogólnej, nieselektywnej autofagii, rozpoczynającej się krótko po bodźcu, na co wskazuje 

niemal trzykrotny wzrost stosunku  lipidowanej formy białka LC3 czyli LC3-II do LC3-

I w trzeciej godzinie reperfuzji oraz obecność struktur autofagowych obserwowanych 

przy pomocy mikroskopu elektronowego, już 24 godziny po niedokrwieniu (publikacja 

I, rycina 4). Skutkuje to obniżeniem zawartości mitochondriów przedstawionej jako 

około 20 % obniżenie ilości białka macierzy mitochondrialnej Hsp60, zmniejszeniem 

aktywności enzymatycznej syntazy cytrynianowej (publikacja I, rycina 1C i 1D) oraz 

obniżeniem zawartości białek kompleksów łańcucha oddechowego (publikacja I, rycina 

6). Zjawiska te obserwowane w sektorze CA1 towarzyszą postępującej degeneracji 

neuronów, co pokazano w publikacji I , rycina 1.  

Tymczasem w CA2-3, DG uszkodzenie mitochondriów nie jest tak dotkliwe, jak 

w CA1 (publikacja I, rycina 1). Zaobserwowano równomierne rozmieszczenie 

mitochondriów w ciałach neuronów oraz istotny wzrost liczby wydłużonych 

mitochondriów po 24 godzinach reperfuzji w stosunku do CA1 mierzone za 

pośrednictwem parametru określającego wydłużenie mitochondriów (publikacja I, rycina 

3A i 3D). Nasilona dynamika sieci mitochondrialnej, opisana zwiększoną obecnością 

białek pro-fuzyjnych (Mfn1, Mfn2, Opa1) i pro-podziałowych (p-Drp1/Drp1), wydaje się 

sprzyjać złagodzeniu uszkodzenia sieci mitochondrialnej i segregacji wadliwych 
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mitochondriów (publikacja I, rycina 2), które są usuwane poprzez selektywną autofagię, 

mitofagię zależną od PINK1 i parkiny. Proces ten jest widoczny od 48 godzin po 

niedokrwieniu jako zmiany w stosunku LC3-II do LC3-I (ponad trzykrotny po 72 

godzinach reperfuzji (publikacja I, rycina 4B). Uwagę zwraca białko Mfn2, którego 

charakter zmian wyróżniał się na tle innych białek zaangażowanych w dynamikę 

mitochondriów: znaczny i dosyć wczesny wzrost od 6 godziny reperfuzji w obszarze 

CA2-3, DG oraz wyraźne, długotrwałe obniżenie w CA1 (publikacja I, rycina 2). 

Dodatkowo w rejonach niewrażliwych hipokampa, aktywowana wydaje się być 

biogeneza mitochondriów, przedstawiona jako wzrost występowania czynników 

transkrypcyjnych: PGC-1α, Nrf1 i Tfam, prowadząca do zwiększonej biosyntezy białek 

mitochondrialnych, takich jak Hsp60, Mfn2 oraz białek kompleksów łańcucha 

oddechowego, nie tylko w celu zrekompensowania puli utraconych mitochondriów, ale 

również zwiększenia ilości kluczowych białek odpowiedzialnych za syntezę ATP w fazie 

reperfuzji (publikacja I, rycina 5B i 6). Współwystępowanie tych procesów 

wewnątrzkomórkowych wydaje się być jedną z cech komórek w rejonach CA2-3, DG 

hipokampa, które promują przeżycie neuronów po przejściowym niedokrwieniu. 

Badania in vivo przedstawione w publikacji I sugerują, że wzrost ilości Mfn2 

występujący po epizodzie I/R wraz z aktywacją pozostałych białek związanych 

z dynamiką sieci mitochondrialnej, kontrolowaną mitofagią oraz biogenezą 

mitochondriów w sektorach CA2-3, DG hipokampa odpornych na stres krótkotrwałego 

niedokrwienia i reperfuzji może mieć istotną rolę w zjawisku tzw. endogennej 

neuroprotekcji.  

 

Ad. Cel szczegółowy 2 

W neuronach prawidłowych (wild type) in vitro wymodelowany bodziec 

krótkotrwałego, 1-godzinnego OGD nie wpływał negatywnie na żywotność neuronów 

aczkolwiek znacząco i długotrwale (po 3 i 24 godzinach) obniżał obecność Mfn2, bez 

szczególnego wpływu w dłuższym czasie na inne badane białka mitochondrialne: Mfn1, 

Opa1, Drp1, TOM22 i Hsp60 (publikacja II, rycina 1D). W odpowiedzi na bodziec OGD 

neurony wykazywały wzmożoną fuzję mitochondriów i zwiększone rozgałęzienie sieci 

mitochondrialnej wciąż obserwowane 24 godziny od zadziałania bodźca mierzone za 

pośrednictwem wybranych parametrów morfologicznych (publikacja II, rycina 3). 

W neuronach prawidłowych po bodźcu OGD obserwowano, że wczesny i przejściowy 
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wzrost liczby mitofagosomów (publikacja II, rycina 4) współwystępował ze wzrostem 

akumulacji parkiny na mitochondriach przy jednoczesnym obniżeniu ilości tego białka 

(publikacja II, rycina 5), co wskazuje na selektywną aktywację procesu eliminacji 

uszkodzonych mitochondriów. Co więcej, obserwowano aktywację kompensacyjnej 

biogenezy mitochondriów poprzez wzrost poziomu nadrzędnego czynnika 

transkrypcyjnego PGC-1α, zwiększony stosunek mitochondrialnego do jądrowego DNA 

(mtDNA/nDNA), jak i podwyższony poziom białek wybranych podjednostek 

kompleksów łańcucha oddechowego w neuronach po 24 godzinach po bodźcu OGD 

(publikacja II, rycina 6). 

Natomiast, obniżenie ekspresji Mfn2 (sh-Mfn2 B, D) w neuronach in vitro 

prowadziło do zaburzeniem równowagi fuzji i podziałów mitochondriów, co skutkowało 

zmianami w morfologii sieci mitochondrialnej, sprzyjając jej fragmentacji, co 

stwierdzono na podstawie wybranych parametrów morfologicznych (publikacja II, rycina 

3). Co więcej, obniżeniu ekspresji Mfn2 towarzyszyła zwiększona akumulacja parkiny 

na mitochondriach wraz ze zmniejszonym poziomem tego białka, sugerując łagodne 

uszkodzenie mitochondriów w takich neuronach długo przed zadziałaniem bodźca OGD 

(publikacja II, rycina 5). Pomimo, że samo obniżenie ekspresji Mfn2 nie miało wpływu 

na żywotność neuronów mierzoną poziomem uwolnionego z komórek LDH oraz 

odsetkiem jąder pyknotycznych, to jednak takie neurony wykazywały zwiększoną 

wrażliwość na łagodny niedobór tlenu i glukozy (publikacja II, rycina 2D, E). Co więcej, 

zaobserwowano, że obniżeniu ekspresji Mfn2 towarzyszyła zwiększona ekspresja Mfn1, 

niemniej jednak wydaje się, że utrata funkcji Mfn2 nie została w pełni skompensowana 

przez Mfn1 (publikacja II, rycina 2 B). 

Obniżenie ekspresji Mfn2 w neuronach zahamowało przebudowę sieci 

mitochondrialnej w odpowiedzi na bodziec OGD: nie obserwowano wzrostu fuzji 

i usieciowania, ani w krótkim ani w długim czasie po OGD (3 i 24 godziny) (publikacja 

II, rycina 3), co prawdopodobnie ograniczało regenerację mitochondriów. 

Ponadto w takich neuronach obserwowano przedłużoną w czasie eliminację 

mitochondriów, o czym świadczyła wciąż wysoka liczba mitofagosomów oceniana 24 

godziny po bodźcu OGD (publikacja II, rycina 4). W przeciwieństwie do neuronów 

prawidłowych (wild type), nie wykazano wzrostu stosunku mtDNA/nDNA jak również 

nie zaobserwowano wzrostu poziomu wybranych podjednostek kompleksów łańcucha 

oddechowego w neuronach ze zmniejszoną ekspresją Mfn2 po bodźcu OGD, pomimo 

wzrostu poziomu nadrzędnego czynnika transkrypcyjnego PGC-1α obserwowanego 24 
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godziny po bodźcu OGD. Te wyniki sugerują ograniczoną odbudowę zdolności 

oddechowej mitochondriów w neuronach pozbawionych Mfn2 po bodźcu OGD 

(publikacja II, rycina 6).  

Badania in vitro przedstawione w publikacji II wskazują, że w odpowiedzi na 

łagodny stres OGD mitochondria w neuronach prawidłowych (wild type) są naprawiane 

poprzez wzmożoną fuzję, selektywną i kontrolowaną mitofagię oraz zwiększoną 

biosyntezę białek łańcucha oddechowego, co prowadzi do przeżycia tych neuronów. 

Natomiast obniżenie ekspresji Mfn2 zarówno uszkadza mitochondria w warunkach 

kontrolnych, jak i uniemożliwia przebudowę sieci mitochondrialnej, prowadzi do 

zaburzenia równowagi eliminacji i biogenezy mitochondriów w odpowiedzi neuronów 

na stres OGD, co skutkuje większą śmiertelnością komórek. 
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DYSKUSJA 

Prezentowane badania podkreślają, że przeżycie neuronów po stresie 

niedokrwienno-reperfuzyjnym nie jest determinowane przez pojedynczy proces 

wewnątrzkomórkowy, ale zależy od złożonych relacji pomiędzy wszystkimi 

cząsteczkami i organellami w komórce, włączając w to mechanizmy dynamiki, eliminacji 

i biogenezy mitochondriów. 

Wykazaliśmy, że uszkodzenie mitochondriów może być naprawione w pierwszej 

kolejności poprzez zwiększoną dynamikę sieci mitochondrialnej, jak w CA2-3, DG 

w modelu in vivo oraz neuronach prawidłowych in vitro, kiedy obserwuje się nasilenie 

fuzji mitochondriów w odpowiedzi na bodziec. Sugerujemy, że w dłuższym czasie 

reperfuzji mitochondria, które mimo fuzji uległy uszkodzeniu zostają oddzielone od sieci 

mitochondrialnej i usunięte za pomocą mitofagii. Jednocześnie wydaje się, że Mfn2 jest 

niezbędna, aby takie procesy mogły mieć miejsce i przebiegały prawidłowo. 

Molekularne podstawy procesów dynamiki mitochondriów i mitofagii zostały 

dobrze zbadane i opisane w niezależnych modelach, ale badania mające na celu 

wyjaśnienie wzajemnych zależności między tymi dwoma procesami znacząco 

wpływającymi na jakość i zawartość mitochondriów są ograniczone. Dotychczasowe 

badania wykazały, że mitochondria w neuronach obszaru CA1 hipokampa szczura 

ulegają wzmożonej fragmentacji rozpoczynającej się już 2 godziny po I/R [84], co zostało 

również pokazane w naszych badaniach (publikacja I). Podobnie, fragmentację 

mitochondriów opisano w CA3 i zakręcie zębatym (DG) w modelu globalnego 

przejściowego niedokrwienia mózgu myszy; jednak, w przeciwieństwie do CA1, 

mitochondria w neuronach tych obszarów zaczęły ulegać fuzji po 24 h reperfuzji, co 

wykazano także w naszych badaniach w modelu I/R suwaka mongolskiego (publikacja 

I). Te dane sugerują, że w neuronach odpornych na niedokrwienie po rozległej i nasilonej 

fragmentacji dynamika mitochondrialna została przesunięta w kierunku fuzji [85]. 

W związku z tym można przypuszczać, że zwiększony i długotrwały podział 

mitochondriów sprzyja śmierci neuronów po niedokrwieniu mózgu [86] i ponadto może 

przyczyniać się do nasilenia mitofagii [31]. Dostępne dane nie są jednoznaczne. 

W modelach 2-godzinnego zamknięcia tętnicy środkowej mózgu (MCAO) szczura oraz 

4-godzinnego OGD na pierwotnych neuronach kory mózgu szczura wykazano, że 

zahamowanie aktywności Drp1, białka związanego z podziałem, ograniczało 

fragmentację mitochondriów i prowadziło do zachowania prawidłowej morfologii 
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i funkcji mitochondriów w neuronach narażonych na niedokrwienie [87-89]. 

Natomiast w modelu 10-minutowego globalnego niedokrwienia mózgu szczura 

w neuronach CA3 hipokampa nasileniu procesu mitofagii towarzyszył wzrost poziomu 

Drp1 po I/R [90]. Tymczasem wydaje się, że równowaga przesunięta w stronę fuzji 

mitochondriów chroni komórki przed uszkodzeniem [91,92] i nadmierną aktywacją 

mitofagii [93], co sugerują badania w modelach 90-minutowego MACO u 12-dniowych 

szczurów oraz ogniskowego niedokrwienia mózgu u samców myszy (C57BL/6) 

indukowanego przez MACO. Podobne zależności zaobserwowaliśmy także w naszym 

modelu, gdzie w obszarze CA2-3, DG po I/R przyrasta obecność białek związanych 

z fuzją mitochondriów, zwłaszcza Mfn2, a czego nie wykazaliśmy w  CA1 (publikacja 

I). 

Dotychczas, w modelach in vivo i in vitro niedokrwienia mózgu wykazano, że 

obniżenie ekspresji Mfn2 prowadziło do dysfunkcji mitochondriów, zaburzenia 

homeostazy jonów wapnia i aktywacji białek proapoptotycznych, co skutkowało 

opóźnioną śmiercią neuronów. Pokazano, że nadekspresja Mfn2 ograniczała apoptozę 

wywołaną hipoksją, zmniejszała obrzęk mózgu po udarze niedokrwiennym u szczurów 

[91,92], jak również ograniczała uszkodzenie i przywracała prawidłową morfologię 

mitochondriów w modelu ogniskowego niedokrwienia mózgu myszy [91]. Wyniki te są 

zgodne z naszymi obserwacjami: trwałym obniżeniem Mfn2 we wrażliwym na I/R CA1 

oraz wzrostem w obszarach CA2-3, DG, co może świadczyć o roli Mfn2 w endogennej 

neuroprotekcji obserwowanej w tych rejonach hipokampa (publikacja I). Co ważne, Mfn2 

może łagodzić skutki uszkodzenia I/R poprzez zwiększenie tworzenia autofagosomów 

i promowanie fuzji autofagosomów i lizosomów [90], co ponownie potwierdza ważną 

rolę Mfn2 w procesie selektywnego usuwaniu mitochondriów wykraczającą poza jej 

właściwości fuzyjne. 

Nasze badania w modelach przejściowego niedokrwienia mózgu wykazały, że 

w przypadku znacznego uszkodzenia mitochondriów (obserwowanego w CA1 in vivo) 

oraz w neuronach o obniżonej ekspresji Mfn2 in vitro, odpowiedź polegająca na 

zwiększeniu dynamiki sieci mitochondrialnej wydaje się nie występować, co jest zgodnie 

z obecnym stanem wiedzy. Co więcej, ubytek białka zaangażowanego w fuzję 

mitochondriów, jakim jest Mfn2, obserwowany w CA1 oraz obecny w neuronach 

o obniżonej ekspresji Mfn2, sprzyja znacznemu rozdrobnieniu mitochondriów. 

Równolegle obserwowana jest nasilona autofagia. Wydaje się, że taki typ odpowiedzi nie 

ma jednoznacznego charakteru neuroprotekcyjnego. 
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W związku z powyższym można powiedzieć, że nadal istnieją kontrowersje 

dotyczące tego, czy nasilenie procesu mitofagii w warunkach I/R jest korzystne, czy 

szkodliwe dla przeżycia neuronów. Właściwsze może być rozważenie mitofagii jako 

wieloetapowego procesu prowadzącego do utrzymania równowagi w neuronach, 

uwzględniającego także dynamikę i biogenezę mitochondriów, zwłaszcza po I/R [94]. 

Większość badań potwierdza hipotezę, że mitofagia jest niezbędna do usunięcia 

dysfunkcyjnych mitochondriów po I/R i przeżycia neuronów [95]. Natomiast przy 

znacznie ograniczonej mitofagii lub jej braku – uszkodzone mitochondria nie zostaną 

usunięte, co może przyczynić się do nadmiernego tworzenia ROS, nasilenia dysfunkcji 

mitochondriów, a ostatecznie do śmierci komórki. Z drugiej strony, nadmierna mitofagia 

w połączeniu z zwiększoną fragmentacją mitochondriów, zahamowaniem biogenezy 

mitochondriów i globalnym spadkiem syntezy białek [96,97] powoduje zmniejszenie 

masy mitochondrialnej, a w konsekwencji deficyt syntezy ATP i śmierć komórki [98]. 

Co więcej, na podstawie przeprowadzonych przez nas badań można wnioskować, 

że wystąpienie biogenezy mitochondriów, prowadzącej do zwiększenia ilości białek 

kompleksów oddechowych wydaje się ważnym elementem endogennego mechanizmu 

neuroprotekcyjnego. Proces ten nie występuje jednak przy obniżeniu Mfn2, 

obserwowanym  w CA1 w modelu I/R oraz indukowanym eksperymentalnie w neuronach 

in vitro. Jednak nasze dotychczasowe badania ani dostępne źródła nie pozwalają w pełni 

opisać mechanizmu tej zależności, dlatego dalsze badania są konieczne. 

Podobnie jak w przypadku mitofagii, biogeneza mitochondrialna jest wysoce 

złożonym i zmiennym procesem oraz jest ściśle regulowana w odpowiedzi na różne 

bodźce, takie jak zapotrzebowanie na energię czy stres komórkowy [99]. 

Stres oksydacyjny wywołuje fragmentację mitochondriów i powoduje zaburzenia 

biogenezy mitochondriów [100]. Z kolei zaburzenia dynamiki i biogenezy 

mitochondriów prowadzą do zwiększonej produkcji ROS [101]. Jak wykazano, ROS 

mogą również aktywować szlak sygnałowy PGC-1α, a w konsekwencji biogenezę 

mitochondriów i ekspresję genów zaangażowanych w ekspresje białek kompleksów 

oddechowych [102]. Co więcej, jony wapnia są również ważnym regulatorem biogenezy 

mitochondriów. Wzrastające stężenie wolnych Ca2+ indukuje ekspresję PGC-1α i Tfam 

[103,104] oraz prowadzi do aktywacji jądrowych czynników transkrypcyjnych Nrf [103]. 

Wiele komórkowych szlaków sygnałowych łączy się w celu regulacji zarówno 

mitofagii, jak i biogenezy mitochondriów, jednym z nich jest szlak sygnałowy kinazy 

mTOR, (ang. mammalian target of rapamycin kinase), który reguluje m.in. homeostazę 
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związków wysokoenergetycznych w warunkach stresu spowodowanego ograniczeniem 

lub brakiem substancji odżywczych [105]. Szlak sygnałowy kinazy mTOR może 

wpływać na biogenezę mitochondriów, mitofagię i metabolizm mitochondriów poprzez 

regulację czynnika transkrypcyjnego PGC-1α [106]. Co ciekawe, parkina jest także 

zaangażowana w regulację biogenezy mitochondriów [107]. Degradacja białka  PARIS 

(parkin interacting substrate), substratu parkiny, zwiększa ekspresję genów zależnych od 

PGC-1α i biogenezę mitochondriów [108]. Co więcej, utrata funkcji parkiny blokuje 

biogenezę mitochondriów poprzez akumulację PARIS [109]. W naszych badaniach in 

vitro zaobserwowaliśmy, że obniżeniu ekspresji Mfn2 w neuronach towarzyszył 

zmniejszony poziom białka parkiny niezależnie od OGD oraz ograniczona lub brak 

biogenezy mitochondriów po zadziałaniu bodźca OGD. Zatem wydaje się, ze istnieje 

ścisła relacja pomiędzy Mfn2 a parkiną i biogenezą mitochondriów, chociaż szczegóły 

molekularne tego zjawiska wymagają dalszych badań,   

Wydaje się zatem prawdopodobne, że mechanizmy kontrolujące biogenezę 

mitochondriów są ściśle powiązane z procesami fuzji mitochondriów. Wykazano, że 

wzrost ekspresji Mfn2 przyczynia się do zwiększonej ekspresji PGC-1α [76], co sugeruje 

związek między  tymi białkami. Sugestia ta została potwierdzona obserwacjami, że PGC-

1α indukował biogenezę mitochondriów poprzez nasilenie transkrypcji i translacji Mfn2 

w mięśniach szkieletowych i brązowej tkance tłuszczowej. Dlatego też prawdopodobnie 

PGC-1α jest kluczowym regulatorem aktywności Mfn2, zwłaszcza podczas wysokiego 

zapotrzebowania energetycznego komórki [76,110]. 

Mając na uwadze aktualny stan wiedzy, przeprowadzone przez nas badania 

podkreślają, że wzajemne zależności miedzy dynamiką, eliminacją i biogenezą 

mitochondriów mogą być kluczowe dla zachowania homeostazy mitochondriów, a tym 

samym przeżycia neuronów w warunkach niedokrwienia. Co więcej, Mfn2 w neuronach 

może działać nie tylko jako białko odpowiedzialne za fuzję mitochondriów czy tworzenie 

połączeń z ER, ale także integrujące przebudowę sieci mitochondrialnej z mitofagią 

i biogenezą mitochondriów.  
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PODSUMOWANIE  

• W neuronach przeżywających przejściowe niedokrwienie dochodzi do wzrostu 

dynamiki mitochondriów objawiającej się wzmożoną fuzją.  

• Selektywna i kontrolowana autofagia, w tym szczególnie mitofagia zależna od 

PINK1 i parkiny, sprzyja przeżyciu neuronów po bodźcu ischemiczno-

reperfuzyjnym in vivo i krótkotrwałym OGD in vitro. 

• Równowaga między procesami eliminacji i biogenezy mitochondriów jest 

kluczowa dla przeżycia neuronów po  łagodnym/przejściowym bodźcu I/R i OGD.  

• Mfn2 bierze szczególny udział w kształtowaniu i utrzymaniu prawidłowej sieci 

mitochondrialnej w neuronach oraz jej przebudowie po bodźcu I/R i OGD. 

• Mfn2 moduluje stopień eliminacji wadliwych mitochondriów i pozytywnie wpływa 

na ich regenerację poprzez wzmożoną fuzję i odbudowę w procesie biogenezy. 

 

WNIOSEK 

Mfn2 jest białkiem koniecznym do prawidłowej odpowiedzi neuronów na przejściowy 

bodziec niedokrwienny, umożliwiając ich przeżycie, poprzez regulowanie zależności 

pomiędzy eliminacją mitochondriów, a ich biogenezą. 
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