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zanik nerwow wzrokowych typu Kjera, ang. autosomal dominant
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W niniejszej pracy skrétem ,Mfn2” postugiwanogsiv odniesieniu do mitofuzyny 2 u
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Choroby kegu Charcot-Marie-Tooth (CMT) stanayvi niejednorodng grupe
schorzéd obwodowego uktadu nerwowego. Najedo nich polineuropatie uwarunkowane
genetycznie charakteryzige s¢ postpujacym zanikiem mgsni odsiebnych koézyn
dolnych i niekiedy take konczyn gornych oraz zaburzeniami czucia.¢dBx¢
wystepowania choréb CMT szacujeggia 1 : 2500, co czyni je najgstszymi chorobami
obwodowego ukiadu nerwowego o charakterze wrodzonym. Zectzgha charakter
patologii choroby CMT dzieli s na przypadki o przewajagcym charakterze
demielinizacyjnym (CMT1) oraz formy, w ktérych przeiga uszkodzenie aksonow
nerwow obwodowych (CMT2). Wdéd form aksonalnych choroby CMT do najstszych
nalezy choroba CMT2A zwjzana z mutacjami w genie mitochondrialnego biatka,
mitofuzyny 2 (Mfn2). Pomimo rosmegj wiedzy na temat CMT2A diagnostyka chorych
wcigz stanowi dug wyzwanie. Wobec wygbowania licznych odmian polimorficznych
genu Mfn2 oraz szerokiej rabrodnogi fenotypowej wrod chorych, diagnostyka oparta
na badaniach neurologicznych i genetycznych nie zawsze jest wysiaeczdp
postawienia petnej diagnozy.

Dlatego te, w niniejszym projekcie, wychode na przeciw potrzebom lekarzy, jak
i samych chorych, pogtp prébe znalezienia parametru, ktéry w sposob jednoznaczny
wskazywatby na patogenny charakter badanej mutacji genu Mfn2.

W tym celu zaplanowano (1) wytypowanie parametru do stworzenia testu
patogennodi mutacji na podstawie analizy porownawczej trzggow komorek: z delegj
genu Mfn2, z delegjgendéw Mfnl i Mfn2 oraz w komorkach typu dzikiego ktérych ma
miejsce ekspresja obu gendéw mitofuzyny, (2) wyboér typu komoérek do badania skutkow
mutacji na podstawie weryfikacji hipotezy o niskiej ekspresji Mfnl w obwodowym
uktadzie nerwowym, wedtug ktérej iloddfnl w nerwach obwodowych jest zbyt mata, by
kompensowa skutki mutacji Mfn2 oraz (3) porownanie zmian wyhego parametru w
komdrkach, w ktérych prowadzonadzie nadekspresja prawidtowego genu Mfn2 oraz
genu Mfn2 z mutagj sprawcz CMT2A.

Badania zaplanowano w oparciu o z&ote, ze nadekspresja prawidtiowego genu
Mfn2 przywroci wartoséwybranego parametru do wartbobserwowanej w komorkach
kontrolnych MEFwt. Natomiast nadekspresja genu Mfn2 z mutaej bgzie wplywa na

wybrany parametr lub wptynie w niewielkim stopniu.



Streszczenie

Mitofuzyna 2 jest biatkiem o aktywnok GTPazy, kodowanym przez genom
jadrowy, ale zlokalizowanym w zewtignej btonie mitochondrialnej, gdzie, wraz z Mfn1,
uczestniczy w procesie fuzji mitochondriow. Mfn2 wymije take na powierzchni
siateczki srodplazmatycznej (ER), umlwiajac tworzenie peajczen pomedzy ER a
mitochondriami, przez co wplywa na szereg proceséwgzamych z uwalnianiem lub
pobieraniem jonow wapnia. Dotychczasowe badania wykazatyahamowaniu ekspresji
genu Mfn2 towarzysg zaburzenia morfologii i metabolizmu mitochondridohjawiapce
sie m.in. obnzeniem aktywnosi tancucha oddechowego oraz nagromadzeniem mutacji w
mitochondrialnym DNA (mtDNA).

Bioragc pod uwagefunkcje i lokalizacg Mfn2 w komdérce badano mldwosci i
sposoby tworzenia zwzkow wysokoenergetycznych, a takparametry zvgzane z ilogig
i jakogciag mitochondriow. Poréwnanie trzech linii komorkowyaofysich embrionalnych
fibroblastéw, typu dzikiego, z delecgenu Mfn2 oraz Mfnl i Mfn2 wykazato zaburzenia
struktury sieci mitochondrialnej oraz zmianharakteru metabolizmu w kierunku glikolizy

beztlenowej zaréwno w komérkach MEF” jak i MEFY™/Mn2"

I}tfnl-/-anZ-/-

. Te zmiany byty
zdecydowanie bardziej wyrae w komorkach ME , 0 czymswiadczyt znaczny
wzrost sgzenia mleczanu oraz znace obnienie syntezy ATP w obecnmsinhibitora
glikolizy beztlenowej, jodooctanu sodu.

Dodatkowo, brak Mfn2 w komoérkach MEF powodowat wzrost tempa ich podziatu,
ktéremu towarzyszyto nasilenie oddychania komorkowego, ¢ksmenie ilofi
zmagazynowanego glikogenu oraz go$vybranych biatek mitochondrialnych. Natomiast
na skutek braku obu mitofuzyn w komérkach MEF obserwowano zmniejsaytko<ia
oddychania komorkowego, obmine tempem podziatdow komoérkowych, jak rownie
obnizeniem parametréw mitochondrialnych, m.in. masy nhitowrialnej, stosunku ilas
mitochondrialnego i gdrowego DNA (mtDNA/nDNA) oraz ilosi kompleksow
oddechowych.

Na podstawie przeprowadzonej analizy poréwnawczej trzech typow komorek MEF
zadecydowano,ze ocena stosunku ilos mtDNA/nDNA zostanie wykorzystana do
dalszych bada nad patogennofs mutacji Mfn2. Decyzj oparto o spostrzenie, ze
stosunek MtDNA/NDNA byt znacznie ohminy w komoérkach MERM™M/ M2y
odniesieniu do MEFwt, a nadekspresja prawidiowego genu Mfn2 podnosita istotnie
wartos¢ stosunku mMtDNA/NDNA. Jednocg#g@e wykorzystanie mtDNA do oceny

patogennéci mutacji Mfn2 byto podyktowane probwyboru parametru, ktéry moa



Streszczenie

przedstawd w bezwzgtdnych wartogiach liczbowych, nieobarczonych subiektywn
ocengbadacza.

W zwigzku z pozytywnaweryfikacp hipotezy o stosunkowo niskiej ekspresji Mfnl w
nerwach obwodowych stosunek il@dmtDNA/NDNA oceniano w komaorkach, w ktérych
nie dochodzi do ekspresji genu Mfn1, mianowicie NMEE™M"2" zaréwno analiza ilad
MRNA, jak i immunoreaktywnas biatka Mfnl i Mfn2 w wybranych naggdach myszy
wykazaty,ze stosunek Mfn1/Mfn2 byt najimézy w zwojach czuciowych, reprezentuyjch
obwodowy uktad nerwowy w stosunku do pozostatych badanych struktur ukfadu
nerwowego (kora mézgu, mdzek, rdzé kregowy), jak i naradéw (serce, wtroba,
nerka, mesien szkieletowy, skora).

Stosunek ilo€i mtDNA/NDNA oceniano po nadekspresji prawidtoweggnu Mfn2,
jak i z mutacjami rozpoznanymi u polskich chorych z CMT2A. Badano wptyw trzech
mutacji: ¢.281G>A (Arg94GIn, R94Q), c.748C>T (Arg250Trp, R250W) oraz ¢.1198C>T
(Arg400X, R400X). Pierwsza z nich wypuje najczsciej wsrdéd niespokrewnionych
chorych z CMT2A i prowadzi do rozwigtia objawow CMT2A. Skutkiem mutacji R94Q
jest zamiana aminokwasu znaghggo st na skraju domeny GTPazowej Mfn2. W
wyniku mutacji R250W dochodzi do zamiany argininy w pozycji 250, w rejonie
tworzacym domen¢GTPazow na tryptofan. Natomiast w przypadku mutacji R400X w
miejscu argininy w pozycji 400 powstaje kodon stop. Produkt genu z muRa€)0X
najprawdopodobniej nie zawiera domen przezbtonowych, ktére kafviitim2 w btonie
mitochondrialnej oraz na powierzchni siateczkddplazmatycznej. Pacjent, u ktérego
stwierdzono obie mutacje R400X/R250W w konfiguracji trans rozimatjawy choroby
CMT2A.

Nadekspresja genu Mfn2 w komoérkach MEE™MM2 Zyickszata stosunek
mtDNA/NDNA z 0,43 + 0,11 do 0,74 + 0,04, podczas gdy nadekspresja “fffi2
Mfn2R94Q oraz MfnZ%°" zmieniaty stosunek mtDNA/nDNA odpowiednio do wardios
0,48 +0,13, 0,64 + 0,11 oraz 0,65 + 0,24.

Poniewa nadekspresja genu Mfn2 z mutacy komoérkach MEM™ /M2

nie
zmienita stosunku MtDNA/NDNA (Mfrf#°%) lub nie powodowata tak istotnej zmiany
stosunku mMtDNA/NDNA jak nadekspresja prawidtowego genu Mfn2 (Rffi¥2
Mfn2"?%™  wnioskuje si, ze ocena stosunku mtDNA/NDNA meiy wykorzystana
pomocniczo do oceny patogengbénutacji w genie Mfn2, a dalsze badania nad testem

patogennéci mutacji w oparciu o zmiany ila§ mtDNA s3 uzasadnione i potrzebne.

10



Abstract

Abstract

Charcot Marie Tooth diseases (CMT) are heterogeneous group of inherited
neuropathies characterized by progressive muscle weakness and atrophy affecting
especially lower limbs and distal parts of the body. CMT neuropathies occur with the
prevalence of 1 in 2500 patients, which makes them the most common inherited
neurological disorders. In majority CMT neuropathies are caused by nerve demyelination
(CMT1), however there is also a large group of polineuropathies caused by axonal
degeneration (CMT2). Among axonal types of CMT, the most common form, CMT2A, is
caused by mutations in mitofusin 2 gene (Mfn2). Although there are over a hundred known
pathogenic mutation in mitofusin 2 gene, genetic examination may not be sufficient for
precise diagnosis. Mfn2 gene variants with unrecognized pathogenic effect are still
indentified. Different time of CMT2A onset and highly polymorphic character of Mfn2
gene complicate diagnosis based on genetic and neurological examination. Therefore,
finding a biochemical method to estimate potential pathogenic effect of Mfn2 mutations
seems crucial for CMT2A diagnosis and prognosis.

To achieve this aim the following steps were planned: (1) selection of potential
parameter for Mfn2 mutation testing on the basis of comparative characteristic of three
Mouse Embryonic Fibroblasts types: wild type MEFs (WtMEFs, ATCC-CRL-2991),
Mfn2-null MEFs (ATCC-CRL-2993) and Mfn1/Mfn2-null MEFs (ATCC-CRL-2994); (2)
selection of cell type for Mfn2 mutation testing after comparative Mfn1/Mfn2 expression
studies in particular mouse tissues and organs and (3) evaluation of chosen parameter after
over-expression of wild type Mfn2 and Mfn2 with CMT2A mutations, according to the
assumption that over-expression of wild type Mfn2 (wtMfn2) will restore chosen
parameter while re-expression of mutated Mfn2 gene will not influence the parameter as
significantly as wtMfn2.

Mfn2 is nuclear-encoded GTPase, located mainly in mitochondria and together
with its analogue, Mfnl, promotes fusion of the outer mitochondrial membrane. It was
shown that the disturbances in Mfn2 expression cause fragmentation of the mitochondrial
network, mitochondria aggregation, as well as metabolic changes. Mfn2 is also present on
the endoplasmic reticulum (ER) surface, participating in mitochondria-ER tethering,
calcium release/accumulation in the ER and influencirfg-@ependent processes. Further

studies shown Mfn2 participation in mitochondrial trafficking and cell cycle.
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Abstract

Considering Mfn2 function and localization in the cell, cellular bioenergetics as
well as mitochondrial features were investigated. It was observed that both, Mfn2 and
Mfn1/2 gene knockout in MEFs causes metabolic switch from oxidative phosphorylation
to glycolysis. However, this phenomenon was much more significant in Mfn1/2-null
MEFs, which seem to synthesize ATP almost exclusively by glycolysis. This conclusion
was based on the observation of the elevated lactate synthesis and significant ATP
decrease in the presence of glycolysis inhibitor, sodium iodoacetate. Moreover Mfn1/2
gene knockout inhibited MEFs proliferation and decreased cellular respiration.
Mitochondrial content and the expression of characteristic mitochondrial proteins in
Mfn1/2-null MEFs were also reduced, as well as mtDNA/nDNA ratio. On the other hand,
Mfn2 knockout alone resulted in increased proliferation MEFs rate, which was inhibited by
re-expression of wild type Mfn2. Increased Mfn2-null MEFs proliferation was
accompanied by increased cellular respiration. Elevated level of particular proteins:
Tom20, Tfam and selected proteins of OXPHOS complexes indicated increased
mitochondrial mass and activity in this cells.

As MmtDNA/NnDNA ratio was significantly reduced in Mfn1/2-null MEFs in
comparison to wild type MEFs and restored by over-expression of wtMfn2 up to 75% of
its value in MEFwt, mtDNA/nDNA ratio was chosen for further studies on Mfn2 gene
mutation character. Moreover, a method for mtDNA/nDNA ratio measurement is well-
established, quantitative and reproducible.

The mtDNA/nDNA ratio was measured in Mfn1/2-null MEFs, in the absence of
Mfn1l, due to positive verification of the hypothesis concerning low Mfnl gene expression
in peripheral nerves. Mfnl1/Mfn2 ratio was measured in particular mouse organs.
Peripheral nervous system was represented by dorsal root ganglia (DRG). Both, mRNA
comparative analysis as well as protein immunoreactivity confirmed that Mfn1/Mfn2 ratio
was the lowest in DRGs in comparison to other nervous system samples (brain cortex,
cerebellum, spinal cord) and organs (heart, liver, kidney, skeletal muscle and skin). Low
Mfn1/Mfn2 ratio observed for DRG supports the assumption, that effects of Mfn2 gene
mutation are more severe in absence of Mfnl and seems to support the thesis that
peripheral nerves are more sensitive to Mfn2 mutation due to the lack of Mfnl
compensatory effect.

The mtDNA/nDNA ratio was investigated in MEFs after over-expression of
wt-Mfn2 gene and Mfn2 with mutations recognized in Polish families with CMT2A:
C.281G>A (Arg94GIn, R94Q), c.748C>T (Arg250Trp, R250W) and c¢.1198C>T

12
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(Arg400X, R400X). R94Q is one of the most common Mfn2 gene mutations observed in
unrelated CMT2A patients. R94Q and R250W are point mutations located close to the
GTPase domain of Mfn2 and within, respectively. The R400X mutation is also a point
mutation, however it results in premature stop-codon. Therefore A2 lacks
transmembrane motifs as well as HR2 domain, which participates in mitofusins tethering
during mitochondrial fusion. Polish patient carrying both mutation R250W/R400X
developed CMT2A symptoms, while his parents and sibling, who carry only one mutation,
have no clinical symptoms so far.

Over-expression of wtMfn2 in Mfn1/2-null MEFs restored mtDNA/nDNA ratio
from 0.43 £ 0.11 to 0.74 £ 0.04 and this result seems to confirm presumed connexion
between Mfn2 and mtDNA in the cell. While over-expression of [#iff2and MfnZ*>°"
increased mtDNA/nDNA ratio to 0.64 + 0.11 and 0.65 + 0.24 respectively, ¥ihaid
not changed mtDNA/nDNA ratio in Mfn1/2-null MEFs.

As over-expression of mutated Mfn2 gene in Mfn1/2-null MEFs did not influenced
mtDNA/NDNA ratio (Mfn2**°%) or not as significantly as wtMfn2 (MfR2*? Mfn272>0%),
mMtDNA/nDNA ratio seems to be a potential supplementary parameter for Mfn2 mutation
pathogenicity testing and further studies on diagnostic test based on mtDNA measurements

seem reasonable.
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1. WSTEP

Choroby kegu Charcot-Marie-Tooth (CMT) stanowiniejednorodng grupe
uwarunkowanych genetycznie choréb obwodowego uktadu nerwowego [@gto&&ich
wystepowania szacujeshna 1 : 2500, co czyni je nagstszymi neuropatiami wrodzonymi
[2]. Wyrémia sk szereg typow choroby, zbtinych obrazem klinicznym, ale
spowodowanych mutacjami w raych genach. Choroba objawig sv dziecistwie albo
wczesne] miodad i charakteryzuje s8i powolnym posipujacym przebiegiem.
Charakterystyczne as deformacje stép, zanik g$ni odsiebnych kodézyn dolnych i
konczyn gérnych. Chorzy zwykle zachowwudolnos¢chodzenia, ale poszczegolne postaci
moga miet ciezszy przebieg, powodowgpowane ograniczenie sprawém ruchowej, a
niekiedy tak# objawy ze strony o§dkowego uktadu nerwowego [3].

Jak dotd zidentyfikowano ponad 75 gendw, ktorych mutacjeskorelowane z
rozwojem roaych form chorob CMT. W 2004 roku Zuchner pewrat rozwoj choroby
CMT typu 2A z mutacjami w genie biatka zewreznej btony mitochondrialnej,
mitofuzyny 2 (Mfn2) [4]. Od tamtej pory naglit znaczny posp wiedzy o mutacjach
sgprawczych CMT2A oraz funkcjach Mfn2.

Sekwencjonowanie genu Mfn2 stanowi istotny krok w diagnostyce CMT2. Jednak
ze wzgkdu na polimorficzny charakter tego genu oraz z uwagidény czas wysipienia
pierwszych objawOw polineuropatii, rozpoznanie mutacji w genie Mfn2 emaie
przesdza& o diagnozie. Dlatego 1e na catym swiecie podejmowane 3gs badania
zmierzapce do poznania kolejnych mutacji sprawczych oraznpom roli Mfn2 w

rozwoju uszkodzenia aksonalnego.
1.1 Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth

Pierwsze przypadki choroby CMT zostaty opisane w XIX wieku [5,6] przez trzech
badaczy, ktorych upagtnia nazwa choroby: Jeana-Martina Charcot, PierraidViaraz
Howarda Tootha. Badacze zwrdcili uwaga posgpujacy zanik mesni konczyn dolnych,
ktéremu w miag rozwoju choroby mogto towarzys&yakze uszkodzenie rgdni rak oraz
przewaajacy rodzinny charakter wygbowania polineuropatii.

Spostrzeéenia Charcota, Marie i Tootha slo dzk aktualne. Chocia od czasu

pierwszych publikacji nagpit znaczny posip wiedzy, choroby kigu CMT wchz tworzy
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niejednorodnagrupe schorzé, zaréwno pod Kem podtoa genetycznego, jak i obrazu
klinicznego chorych [1,7].

Cechg charakterystyczn chor6b CMT jest uszkodzenie nerwéw obwodowych,
ktéremu towarzyszy zanik w#ini konczyn dolnych. Charakterystyczng postpujace
zaburzenia ruchowe chorych, ktére nieraz prowada inwalidztwa. Czas wysgpienia
pierwszych objawéw, do ktérych najgriej naleg zaburzenia réwnowagi, sztywnosé
miesni i trudno&i w chodzeniu, réwniebywa r@&ny. Zazwyczaj jest to pierwsza lub druga
dekadazycia [1,8]. Zaobserwowano prawidtowgswedle ktorej im wczaniej wyshpiag
pierwsze objawy polineuropatii tym powr@ejszy jest przebieg i gorsze rokowanie dla
chorego [9].

Ze wzgkdu na charakter patologii chorobyegu CMT dzieli s¢ na przypadki o
przewaajgcym charakterze demielinizacyjnym (CMT1) oraz formyktorych przewaa
uszkodzenie aksonow nerwow obwodowych (CMT2) [8]. Podziat ten nie wyklucza
istnienia form pokednich o mieszanym, demielinizacyjno-aksonalnycharakterze.
Przyjmuje s¢, ze srednio 2/3 przypadkéw CMT to formy demielinizacyji#d, jednak, jak
pokazu liczne badania, zrdicowanie postaci CMT jest zalee od lokalizacji
geograficznej badanej grupy chorych [1].

Dzi¢ki postpom w zakresie technik analizy genetycznej, ze sgingm
uwzgkdnieniem zaawansowanych technik sekwencjonowania, liwyma byto
zidentyfikowanie ponad 75 genow sprawczych CMT [10]sr&d demielinizacyjnych
typow CMT do najcgstszych przyczyn zaliczaesimutacje genow kodagych biatka
budujgce otoczkemielinowg, m.in. PMP22 i MPZ, jak rownieczynniki transkrypcyjne
regulupce procesy mielinizacji nerwow (m.in. EGR2). Z kopmi&6d form aksonalnych
wydajg si¢ przewaat mutacje genow kodggych biatka zwizane z transportem
wewndrzkomorkowym i struktuy cytoszkieletu. Wrod nich mana wymiené laminy,
dyneiny oraz biatka fuzji i podzialu mitochondriow (Mfn2, GDAP1). Rozwojowi
aksonalnych postaci CMT towarzyszy uszkodzenie specyficznej grupy neuronow, ktérych
aksony nierzadko przekraczd] metr dtugoéi. Podejrzewa gj ze ta specyficznosénoze
wynika¢ z zalenosci pomkdzy efektywnogia transportu wewrtgzkomorkowego a
odlegtoia od ciata komorki nerwowej [1].

Jak podaje Azzedine i wsp. oktenie podioa genetycznego jest moe w
przypadku 50-70% chorych, co podilee potrzebgposzukiwania nowych mutacji i genéw
zaangaowanych w rozwoj poszczegoélnych typow CMT [1]. Coeedj, mutacje w tym
samym genie mag by¢ przyczyry zarowno polineuropatii demielinizacyjnej, jak i
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aksonalnej. Rownie sposéb dziedziczenia poszczegolnych form CMT nikamyje
scistych prawidtowogi. Choé¢ dziedziczenie autosomalne domuug wydaje s
przewaa¢, opisywane @ liczne przypadki rodzin o dziedziczeniu autosomainy
recesywnym i spkzonym z chromosomem X. Mutacje sprawcze dla CMT amedko
pojawiap Si¢ w sposob spontaniczny [1].

W rozpoznaniu typu polineuropatii, obok kryteriow neurologicznych i
genetycznych, wykorzystywany jest pomiar szylikoprzewodzenia we widknach
ruchowych i czuciowych nerwéw obwodowych. Polineuropatie o charakterze
demielinizacyjnym charakteryzuje znaczne @bnie tempa przewodzenia impulséw we
witdknach ruchowych nerwu pasdkowego (poriej 38 m/s), podczas, gdy formom
aksonalnym zazwyczaj nie towarzyszmiany pedkosci przewodzenia lub as one
niewielkie [8,11]. Cho¢zakres przewodzenia odpowiagtaj poszczegolnym formom
CMT (szczegOlnie rozgraniczenie form demielinizacyjnych i reddich aksonalno-
demielinizacyjnych) weciz pozostaje tematem dyskusji, stanowi istotne knyteri
diagnostyczne.

1.2 Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2A

W grupie wrodzonych polineuropatii o charakterze aksonalnym za c¢etgzz
post& uznaje st polineuropati zwigzanaz mutacjami w genie mitochondrialnego biatka
mitofuzyny 2, ktéry zmapowano Vecus1p36.22. Jak dowodzdadania zichnera i Venca
oraz Verhoeven i wsp. mutacje w genie Mfn2 edpowiedzialne za ponad 30%
przypadkéw aksonalnych polineuropatii CMT [4,12]. Obecnie wiadow®,czstos¢
wystepowania mutacji chorobotwérczych w genie Mfn2 jeétna w zaleénosci od
pochodzenia grupy chorych. Badania polskiej populacji chorych, u ktérych stwierdzono
wrodzong polineuropag o charakterze aksonalnym wykazalye mutacje Mfn2 s
odpowiedzialne za 4,5% przypadkow, podobnie, jak u chorych pochodzenia norweskiego i
rosyjskiego [13]. Pojawito si réwniez doniesienie,ze za rozwdj CMT2A mog
odpowiad& mutacja w genie KIF1B, kodagym biatko z grupy kinezyn [14]. Jednak
mutacje w tym genie rozpoznano jedynie u jednej japonskiej rodziny. Nie zmienigdo wi
faktu, ze mutacje w genie Mfn2 stanawgtowrg przyczyre aksonalnych form CMT, a
sekwencjonowanie genu Mfn2 stanowi g element diagnostyki chorych z

podejrzeniem wrodzonej polineuropatii aksonalnej.
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Choroba CMT2A charakteryzuje e¢si postpujagcym uszkodzenie nerwow
obwodowych, zaréwno czuciowych, jak i ruchowych. Spektrum objawdwemmng
bardzo szerokie — od bardzo tagodnego ostabienia odsiebnygimi Rbonczyn, a do
unieruchomienia chorych [15]. Zwykle choroba CMT2A rozpoczyrave wczesnym
dziecinstwie, ale teé zanotowano przypadki zachorowania patgji dekadziezycia.
Zaburzeniom czuciowo-ruchowym towarzyseharakterystyczne deformacje stop, zanik
migsni konczyn dolnych oraz pagiujace ostabienie ruchowe [16]. U @zi chorych z
mutacjami w genie Mfn2 obserwuje¢siOwniez objawy piramidowe [17]. Zazwyczaj
towarzysz one przypadkom CMT2A o wczesnym pojawienig pierwszych objawow
polineuropatii. Zaobserwowano rowaigrzypadki CMT2A, ktérym towarzyszyt zanik
nerwu wzrokowego [18,19].

Ocena morfologiczna nerwow i ®ni chorych z CMT2A pozwolita
zaobserwowa liczne zaburzenia struktury i rozmieszczenia mitoariéow. Zaréwno w
aksonach, jak i w méniach szkieletowych obserwowano obecnog&kupisk
mitochondriéw, z ktérych wiele przejawiato nieprawidtowdév strukturze zewneznej
btony mitochondrialnej i nie wykazywato oznak fuzji [12,19]. Obserwowano réwnie
oznaki powtarzajcych s¢ procesdw demielinizacji i remielinizacji nerwow

obwodowych [12].
1.3 Mitofuzyna 2

Mitofuzyna 2 jest biatkiem o aktywnog GTPazy. U cziowieka sktadagst 757
aminokwasow buduicych funkcjonalne domeny (Ryc. 1). Mitofuzyna 2 jeaskotwiczona
w zewndrznej bionie mitochondrialnej domengrzezbtonow ztozong z dwdch
fragmentow: TM1 i TM2 [20]. Oba konce mitofuzyny 2, karboksylowy i aminowy,
skierowane g do cytoplazmy. Domena o aktywrmdsGTPazy znajduje sina koncu
aminowym. Na obydwu koncach biatka wyptija domeny superhelikalne CC1 i CC2
(ang. coiled-coil region}, zawieragce powtdrzenia 7 hydrofobowych aminokwasoéw,
nazywane rownie domenami HR1 i HR2 (angheptad repeais [21]. Domeny te
odgrywaj kluczows role w fuzji bton gisiednich mitochondriéw, umdwiajac tworzenie
homo- i heterodimerow porilzy mitofuzynami [22,23], jak rownieumodiwiajac ich
oddziatywanie z innymi biatkami, m.in. Opa-1 [24]. Szczegllne znaczenie dla homeostazy

wapniowej w komaorce wykazuje obszar mitofuzyny 2 oddzialug biatkami Ras. Jest on
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konieczny m.in. do oddziatywiamitochondriow z siateczkgrédplazmatyczn{ER) oraz
warunkuje prawidtow morfologk ER [25].

Domena GTPazowa ludzkiej mitofuzyny 2 jest wspoitworzona przez 250
aminokwaséw w obszarze 93 - 342, natomiast aminokwasy w obszarze 391 - 434 oraz
695 — 738 tworz domeny HR1 oraz HR2 (na podstawie danych z bazytdhi z dag
ostatniej aktualizacji dn. 11.11.2015).

NH,

Domena

GTPazowa
COOH

cytoplazma

MM

Ryc. 1. Schemat budowy mitofuzyny 2

Mitofuzyna 2 jest biatkiem zlokalizowanym w zewrenej btonie mitochondrialnej (OMM; ang.
outer mitochondrial membrahew ktorej jest zakotwiczona za pomodomeny przezbtonowej
ztozonej z dwoch fragmentéw TM; (angtransmembrane domgin Oba konce biatka,
aminokwasowy i karboksylowy, zwrécong do cytoplazmy. Szczegolne znaczenie dla aktyainos
fuzyjnej biatka ma domena o aktywmosGTPazy. Zaznaczono tak domeny superhelikalne o
powtarzajcych sé sekwencjach aminokwaséw o charakterze hydrofobowym (HR1, HR2; ang
heptads repeated regiprktére najprawdopodobniej odpowiaglaa tworzenie dimeréw pogdzy
mitofuzynami.

Do stworzenia ryciny wykorzystano element Servier Medical Art.

Przewiduje si, ze na skutek raiego skladania mMRNA Mfn2, u ludzi meréwnie:
wystepowa® izoforma 2 biatka Mfn2, ziadna z 436 aminokwasow. Jedmagtownych
réznic pomedzy izoformami jest brak pierwszych 302 aminokwasow.

U ssakow, w tym talez u cztowieka, wyspuja dwa biatka mitofuzyny, Mfnl i
Mfn2, wykazugce znaczny stopie podobigéstwa budowy i funkcji [24]. Gen Mfnl
znajduje s¢ na chromosomie trzecim w pozycji 3925-926, a oy biatkiem Mfnl i
Mfn2 wysepuje ok. 60% homologii. Obie mitofuzyny uczestmicw procesie fuzji

mitochondriéw, poprzez tworzenie homo- i heterodimeroéw na powierzaesradupcych
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mitochondridw. Jednak wiele badan vitro dowodzi,ze Mfn2 petni teé inne funkcje
niezwigzane bezpogdnio z jej aktywnasia fuzyjna, ktorych nie wykazano dla Mfnl, co

szerzej przedstawiono w kolejnych podrozdziatach.

1.4 Rola fuzji mitochondriow w utrzymaniu sieci mitochondrialnej i

prawidtowej ilo §ci mitochondrialnego DNA

Mitochondria w komorce twogz funkcjonalng i dynamiczng siet, zalezng od
wzglednych szybkaosi procesow ich fuzji i podziatu [26]. O kluczowymaczeniu procesu
fuzji mitochondriow dla komorkéwiadczy fakt,ze zaburzenie proporcji poguzy fuzp a
podziatami mitochondriéw prowadzi do fragmentacji sieci mitochondrialnej [22,26,27]. Z
kolei fragmentacji sieci towarzysticzne zaburzenia metaboliczne [28-31], jak opisano
podrozdziale 1.9.

Proces fuzji mitochondriébw wydajeesprzeciwdziatéd nagromadzeniu mutacji w
mitochondrialnym DNA (mtDNA) oraz jego degradacji [15]. Podczas fuzji i podziatu
mitochondriow moliwe jest przekazywanie mitochondrialnego DNA peday
mitochondriami, dziki czemu dopiero znaczny stopiaiszkodzenia mtDNA lub jego
znaczny ubytek (60-90%) wptywa na metabolizm mitochondriow [32,33].

Mitochondrialne DNA stanowi stosunkowo niewielki kolisty fragment DNA
zlokalizowany w macierzy mitochondrialnej. Pojedynczastzczka mtDNA u ludzi
sktada s¢ z 16569 par zasad, kodaych 37 gendw, poéd ktérych 13 odpowiada za
biosyntez biatek wchodacych w skiad komplekséw saucha oddechowego i syntazy
ATP.

Zwiegkszenie liczby kopii mtDNA towarzyszy procesowi bemgzy mitochondriow
i jest regulowane przez wiele czynnikéw. Jednym z gtéwnych bialek zzamgaych w
regulacg liczby kopii mtDNA jest kinaza AMPK (ang. AMP-actited kinase) [34].
Aktywnos¢ kinazy AMPK zmienia si w odpowiedzi na stan energetyczny komorki i za
posrednictwem czynnika transkrypcyjnego PGC-ieoz posednio regulowé ekspresj
mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A (Tfam) [34]. Z kolei Tfam oddziatuje
bezpofednio z DNA mitochondrialnym oraz odpowiada za wzpcie replikacji i
transkrypcji genomu mitochondrialnego [35]. Wykazano bemuimi zwizek pomedzy
Tfam a zwekszeniem iléci mtDNA w komorce, choénechanizm tej zalmosci nie zostat

w petni poznany [36].
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W badaniachn vitro wykazano,ze nieprawidtowe procesy fuzji mitochondriow,
zwigzane z brakiem prawidiowej Mfnl i/lub Mfn2 sprzyapagromadzeniu mutacji w
mtDNA [15], a w badaniach na fibroblastach pacjentéw z CMT2A wykazano dodatkowo
obnizenie efektywnodi naprawy mtDNA [19]. W badaniach na fibroblastaudcjentow
CMT2A zaobserwowano rowniezwigzek pome¢dzy zaburzeniami potencjatu btonowego
mitochondriéw a obrxiongilosciag mtDNA [37].

Oprocz Mfn2 w rozwadj neuropatii wrodzonych zaamgaanych jest wiele innych
gendéw kodujcych biatka fuzyjne. Mutacje w genie GDAP1, kaghym biatko, ktore
posrednio uczestniczy w procesie podziatu mitochondrif88], 3 czesty przyczyna
aksonalnych postaci CMT. Natomiast mutacje w genie OPA-1, kodoy biatko fuzji
wewngrznej btony mitochondrialnej,asprzyczynawrodzonej neuropatii wzrokowej typu
Kjera (ADOA) [39]. Posfpujace uszkodzenie nerwu wzrokowego towarzyszy dakz
przypadkom CMT2A [18,19], co dodatkowo wydaje siodkrela¢ role wspoétdziatania
biatek fuzyjnych oraz zafmos¢ komorek nerwowych od prawidtowej dynamiki sieci
mitochondrialne;.

Przyczyna specyficznok wystpowania objawdéw ze strony obwodowego ukfadu
nerwowego w zwizku z zaburzeniami fuzji nie zostata gibjpoznana. Przypuszczg,sie
moze wynika& ze stosunkowo niskiej ekspresji Mfnl w nerwach obt@weych i nerwie
wzrokowym, przez cogsone bardziej nav@ne na skutki mutacji biatek fuzyjnych [19,27].

1.5 Udziat mitofuzyny 2 w fuzji mitochondriéw

Podstawow funkcja Mfn2 jest udziat w procesie fuzji mitochondriow. Xgwisko
fuzji mitochondridow sktadaj siec dwa procesy: fuzja wewtrgnej btony mitochondrialnej,
w ktorej uczestniczy biatko Opal, oraz fuzja btony zewemej, w ktérej pogednicz
Mfnl i Mfn2. W procesie tym mitofuzyny obecne na powierzchgsiaslupcych
mitochondriéw tworz homo- i heterodimery. Oddziatywania paeizy mitofuzynami
maja charakter hydrofobowy i, jak wspominano w podroatizil.3, za ich wyspienie
odpowiadag domeny HR. Jednoc&aie, aktywnos¢GTPazowa mitofuzyny jest nieztiga
do fuzji zewng¢rznej btony mitochondrialnej [20,40].

Mfnl wykazuje wgksza aktywnosé hydrolizy GTP ni Mfn2, a co za tym idzie,
wicksz aktywnos¢w procesie fuzji mitochondriéw [41]. O wkszej aktywnogi fuzyjnej
Mfnl swiadczy rownie fakt, ze zmutowana Mfn2 ma& posednicz¢ w fuzji

mitochondribw poprzez oddzialywanie z prawidipwMfnl, ale nie Mfn2 [27].
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Mitofuzyna 1 oddziatuje talez z biatkiem Opal odpowiedzialnym za fuzyewndrznej

btony mitochondrialnej, uczestnigz tym samym w koordynacji fuzji obu bton
mitochondrialnych. Oddzialywanie Mfnl z Opal jest konieczne zaréwno do utrzymania
prawidtowego ksztattu mitochondriéw, jak i tworzenia prawidtowej sieci mitochondrialnej
[42]. Co wkcej, wykazano, ze zaburzenia fuzji i metabolizmu mitochondriow
towarzyszace zahamowaniu ekspresji Opal, jak i obu mitofuztnpczénie [42] @
bardzo zblkone, co potwierdza relwspotdziatania tych biatek.

1.6 Udziat mitofuzyny 2 w tworzeniu pohczea pomiedzy

mitochondriami a siateczlg srodplazmatyczng

Zjawisko tworzenia dimeréw przez mitofuzyny ma rownignaczenie dla
wspoétwystpowania i oddziatywania mitochondriow z siateczksddplazmatyczng
Wykazano,ze na powierzchni siateczkiddplazmatycznej wyspuje jedynie Mfn2 [43].
Dlatego te¢ Mfn2 ma wikszy udziat w tym procesie nMfn1.

Mfn2 wydaje st niezbglna zaroéwno dla zachowania prawidtowej morfologii
siateczki srodplazmatycznej, jak i jej umiejscowienia wgdgm mitochondriow [25].
Zaobserwowanoze brak Mfn2 objawia sgi zaburzeniami struktury ER (agregaty i
skupiska) oraz znacznym olieniem efektywnaosi pobierania jonéw wapnia przez
mitochondria w odpowiedzi na aktywacjreceptora inozytolo-1,4,5-trisfosforanu w
siateczcesrodplazmatycznej [25]. Mutacje w genie Mfn2 prowadio zmiany odlegtasi
pomiedzy btonami ER i btonami mitochondriéw [44], co aeoskutkowa przediuzniem
czasu trwania lokalnego sygnatu wapniowego w komoérce [43].

W komorkach wtroby i migsni szkieletowych o obuonej ekspresji Mfn2 dochodzi
do dysfunkcji mitochondridow, wzrostu¢genia HO,, zaburzenia homeostazy wapniowej,
co prowadzi do rozwoju stresu siateczkowego oraz aktywacji kinazy JNK [31].
Zaobserwowano rowniezaleznos¢ pomiedzy obnizong ekspresj genu Mfn2 w mgéniach
szkieletowych a insulinoopornoig [45]. Podejrzewa gj ze zaburzenie kontaktu siateczki
srodplazmatycznej i mitochondriow mezby przyczyrmy apoptozy, zaburZasyntez
lipidow, przekanictwo synaptyczne i inne procesy zade od jonéw wapnia [31,46].
Przytoczone prace wskaaupa bardzo ziaine relacje pomdzy mitochondriami a ER w
zachowaniu homeostazy wapniowe]. C@edj, wykazanoze obszar Mfn2 oddziatggy z
biatkami Ras jest niezlokyy, aby Mfn2 mogta poédnicz¢ w tworzeniu pajczen

pomiedzy mitochondriami a ER [25].
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1.7 Wplyw mitofuzyny 2 na tempo podziatu i proces rd@nicowania
komorek — oddziatywanie z biatkami Ras

Obecnosc¢obszaru oddziatagego z biatkami Ras w strukturze Mfn2 wskazuje na
udziat tego biatka w szlakach sygnatowych gzeinych z cyklem komd&rkowym, co
potwierdzaj badaniain vitro i in vivo. U szczurow szczepu SHR (argpontaneously
hypertensive ratzaobserwowanoze rozrostowi mgéni gtadkich nacziy krwionosnych
towarzyszyta zmniejszona ekspresja mitofuzyny 2. Pierwotnie, gen mitofuzyny 2 badany
byt w kontekcie patologii nadénienia ttniczego i znany byt pod naanHSG (ang.
hyperplasia suppressor geng7]. Wykazano hamagy wptyw Mfn2 na podziat komérek
miesni gladkich. Obniong ekspresj Mfn2 opisano take w misniach szkieletowych i w
watrobie w cukrzycy [45,48].

Antyproliferacyjne dziatanie mitofuzyny 2 odbywag gioprzez hamowanie szlaku
kinaz ERK/MAPK i moz by niezalene od aktywnasi fuzyjnej tego biatka [47]. Co
wiecej, za oddziatywanie ze szlakiem kinaz odpowiad@wao koniec aminowy, jak i
karboksylowy mitofuzyny 2, z tymze w rénym mechanizmie. Koniec aminowy
mitofuzyny 2 mo# oddziatywa z biatkiem Raf-1 i efekt ten wydaje¢shiezaleny od
lokalizacji biatka w komorce. Natomiast koniec karboksylowy enainienié aktywnos¢
szlaku ERK/MAPK poprzez oddziatywanie z biatkiem Ras [49].

Wykazano,ze oddziatywanie Mfn2 z biatkiem Ras odgrywa zmagzrole w
miogenezie zalmej od insuliny. Na skutek aktywacji kinazy PI3-K ath@dzi do
wzmozonej aktywno&i mitochondriow i nasilenia ich fuzji. Insulina wag st
stymulowa ekspresj Mfn2, ktora poprzez zwranie z biatkiem Ras hamuje szlak
sygnatowy zaleny od kinazy MEK, co skutkuje zahamowaniem podzratablastow i ich
ukierunkowaniem na r@cowanie [50].

Zmiany ekspresji Mfn2 towarzyszakze rozrostowi nowotworéw. W 2010 roku
wykazano, metod@nalizy informatycznej sekwencji genu i biatka paggbadaniamin
vitro i in vivo, ze biatko p53 moe oddziatywd na promotor genu mitofuzyny 2,
wptywajac na jego ekspresj[51]. W ostatnich latach zaobserwoware, w komérkach
nowotworowych ekspresja genu Mfn2 jest ofama [52]. Przywrdcenie ekspresji genu
Mfn2 hamowato wzrost guzow w hodowlaah vitro [53] oraz w badaniacin vivo u
myszy [54].

Badania ostatnich lat wykazaly rowmieudziat mitofuzyny w procesie
réznicowania komorek macierzystych. Wykazange zahamowanie ekspresji obu

22



Wstep

mitofuzyn powoduje odrarcowanie komorek somatycznych poprzez oddziatywaieie
szlakiem p53-p51. Zahamowaniu ekspresji obu mitofuzyn towarzyszy zmiana
metabolizmu energetycznego komorki z oksydacyjnej fosforylacji na glikolityczny, co
odbywa s¢ za pofednictwem zmian aktywnokszlaku Ras-Raf oraz z udziatem czynnika
HIF-1a [55].

1.8 Rola mitofuzyny 2 w transporcie mitochondriow

Wykazano,ze Mfn2 umodiwia kotwiczenie mitochondriow do komadrkowego
systemu transportagego opartego na biatkach motoryczno-ruchowych: Zine i
dyneinie. Zjawisko transportu mitochondriow wzdtureurofilamentow odbywa i
poprzez oddziatywanie mitofuzyny z kompleksem biatek Miro i Milton [56]. Wydaje si
ze obie mitofuzyny mog#oddziatyw& z biatkami transportggymi, jednak w neuronach
wykazano,ze zaburzenia ekspresji Mfn2 w ¢kszym stopniu updédzaty ruchliwos¢
mitochondriow. Podejrzewacsize mniejsza rola Mfnl w transporcie mitochondriow w
aksonach maz wynika& z jej stosunkowo niskiej ekspresji w nerwach
obwodowych [27,56].

Zaburzenia transportu mitochondribw wykazano ¢aka vitro w hodowli
neuronéw czuciowych obwodowego ukiadu nerwowego, w ktorych wywotano
nadekspregjMfn2 z mutacy sprawcz CMT2A [57]. Obserwowano ob#gnie ruchliwogi
mitochondridw, ich agregagjoraz zaburzenia w rozlokowaniu, zarébwno w ciele &
nerwowej, jak i w aksonie [57]. Nierobwnomierne rozmieszczenie mitochondriéw
obserwowano talkez w biopsjach nerwow chorych z CMT2A. Skupiska nhimadriow
obserwowano we wszystkich obszarach komoérek nerwowych, zzé&/mgjsilniej byty one

zaznaczone w miejscach tworzeniagoai nerwowych [12].
1.9 Wptyw mitofuzyny 2 na metabolizm mitochondrialny

Pomimo daej homologii w budowie pomdzy Mfnl i Mfn2, wykazanoze Mfn2
moze peint dodatkowe funkcje, nie zazane z jej funkgj fuzyjna [58].

Zwigzek pom¢dzy Mfn2 a metabolizmem zaproponowat po raz pierwdaszano
w kontekcie bada nad cukrzyg [28]. Obnienie ekspresji Mfn2 opisano zarGwno u
otytych szczurdw, jak i u chorych z cukrzytypu Il. Zmianom ekspresji prawidiowej
Mfn2 towarzyszyly liczne zaburzenia metaboliczne objawejse m. in. zaburzeniem

utleniania kwasow ttuszczowych oraz zmianami akty$englukoneogenezy [31].
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W komdérkach, w ktorych ekspresja Mfn2 bytla zahamowana obserwowano
obnizenie wartoéi potencjatu wewngznej btony mitochondrialnej oraz aktywmocyklu
Krebsa, dodatkowo obserwowano zmniejszenie utleniania glukozy oraz wykorzystania
tlenu [30]. W komdérkach méni szkieletowych stan ten sprzyjat nasileniu bezives
glikolizy w odpowiedzi na energetyczne zapotrzebowanie komoérki oraz znacznie
upodedzat tworzenie glikogenu, co pgbwalo beztlenowy charakter metabolizmu
komorki w odpowiedzi na obmabne zuycie tlenu, wywotane brakiem Mfn2 [28].

Mitofuzyna 2 jest wanym biatkiem w procesach bioenergetycznych, o czym
swiadczy jej udziat w tworzeniu prawidtowej sieci mehondrialnej oraz poédniczenie w
oddziatywaniu mitochondriow z siateczkgrédplazmatyczng Mfn2 moz rownie
wplywat na procesy bioenergetyczne niezale od udziatu w fuzji mitochondriéw, m.in.
poprzez wplyw na ekspresgenow kodujcych w genomiegdrowym biatka tacucha
oddechowego [30]. Szczegotowe badania wykazaly gzeii Mfn2 z ekspregj
podjednostek facucha oddechowego. W badaniaeh vitro wykazano,ze brak Mfn2
znacaco obniza syntez kodowanych gdrowo biatek podjednostek kompleksow I, 11, 1l i
V, natomiast jej nadekspresja skutkuje gkgzong syntez biatek kompleksu I, IV i V,
pozostagc bez wptywu na kompleks Il i 11l [30]. Mechanizmj tealeznosci nie zostat
dotad poznany.

W badaniach na fibroblastach chorych z CMT2A réwribserwowano zaburzenia
aktywnosci kompleksow oddechowych oraz wyniyeg z tego zmiany potencjatu
btonowego mitochondriow [37]. Ponadto wiele badaotwierdza,ze wptyw Mfn2 na
metabolizm mae by niezwhzany z jej aktywnécia fuzyjna [30,59]. Wykazano to m. in.

w badaniach z udzialem zmodyfikowanej Mfn2, pozbawionej domen kafeyick to
biatko w btonie mitochondrium. Mitofuzyna 2 pozbawiona domeny przezbtonowej nie
moze pogedniczy w fuzji mitochondridow, jednak wykazano zyek pom¢dzy ekspresg)

zmodyfikowanej mitofuzyny 2 a nasileniem metabolizmu komérkowego [59].
1.10 Mutacje w genie mitofuzyny 2

Gen Mfn2 u cztowieka zmapowano w genomidrpwym, na krétkim ramieniu
chromosomu pierwszej pary (w pozycji 1p36.22). Zawiera on 19 obszaréwakgduj
(eksondw), ktérych sekwencja nukleotydowa jest zachowana ewolucyjnie.

Mitofuzyna 2, wraz ze swoim analogiem, mitofuzyh, stanowq odpowiednik

(ortolog) biatka Fzol (angFuzzy OnionProtein) dradzy oraz biatka Fzo muszki
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owocowki Drosophila melanogast§20]. Stwierdzono take wysoki stopié podobigéstwa
genu Mfn2 u ludzi i gryzoni, wynogzy odpowiednio 95% w odniesieniu do genu Mfn2
szczura [28] oraz 90% w odniesieniu do genu Mfn2 myszy [4].

Dotychczas zidentyfikowano ponad 100 mutacji w genie Mfn2 o prawdopodobnym
charakterze patogennym [60]. $¥6z0s¢z nich jest mutacjami punktowymi zmiany sensu,
prowadzcymi do zamiany jednego z aminokwasow bgdygh biatko Mfn2.
Zdecydowana wkszos¢ mutacji w genie Mfn2 lokalizuje siw domenie hydrolizace]

GTP [24]. Najczsciej spotykag mutach wsrod niespokrewnionych pacjentow z CMT2A
jest mutacja 94-ego kodonu, czyli argininy. Kodon ten znajdgjenaiskraju domeny
GTP-azowej, w regionie ewolucyjnie zachowanym.

Mutacje w genie Mfn2gdziedziczone w sposob autosomalny domijeyj Jednak
w ostatnich latach opisano pojedyncze niespokrewnione rodziny, w ktérych dziedziczenie
mutacji Mfn2 odbywa si w sposob recesywny lub o domniemanym recesywnym
charakterze [61].

Jak dotd nie udato si stwierdzé prawidtowog<i pomkdzy rodzajem i miejscem
wystgpienia mutacji a nasileniem objawéw choroby CMT2AoBserwowanoze formy
CMT2A, w ktorych na skutek mutacji w genie Mfn2 dochodziztaklo uszkodzenia nerwu
wzrokowego charakteryzujeceszy przebieg [18]. Z kolei u wszystkich rodzin, @riyich
zaobserwowano recesywny sposob dziedziczenia mutacji Mfn2, zaobserwowano wczesne
pojawienie s} pierwszych symptomow choroby [61].

Z uwagi na brak prawidtowa$ pomidzy typem mutacji a obrazem klinicznym nie
mozna wykluczy, ze do uszkodzenia aksonalnego towarzgego chorobie CMT2A
przyczyniap sie rozne zjawiska, wynikagce zaréwno z zaburzenia sieci mitochondrialnej,
metabolizmu mitochondriow, jak i ich transportu wzdlaksonow. Niemniej jednak,
specyficznos¢ objawdéw ograniczona do nerwow obwodowych skiania pdszukiwa

wspolnego mechanizmu uszkodzenia.
1.11 Rozwazania nad terapia chorob CMT

Z uwagi na brak dostatecznej wiedzy o mechanizmie uszkodzenia aksonalnego
zwigzanego z mutacjami Mfn2 jak dwok nie zaproponowano skutecznej terapii choroby
CMT2A. Opieka nad chorymi obejmuje tagodzenie objawéw polineuropatii poprzez

leczenie farmakologiczne, chirurgiczne orazeaj rehabilitacyjne.

25



Wstep

Postuluje si, ze korzystnym dziataniem terapeutycznym bytoby ¢kszenie
ekspresji genu Mfnl w nerwach obwodowych [56,62]. Roam@ g§ rowniez terapie
oparte na suplementacji chorych wysokimi dawkami witamin i substancji z grupy
antyoksydantow. Dotychczas nie udate potwierdzé skutecznodi tego typu dziak u
ludzi [63].

Pozytywny efekt kliniczny u chorych z demielinizacyjpastaci polineuropatii
(CMT1A) zaobserwowano w przypadku terapii neurotrofBngNT-3). Neurotrofiny petrni
rol¢ czynnikbw wzrostu w procesach dojrzewania iniGdwania neuronéw zarOwno w
centralnym jak i obwodowym uktadzie nerwowym. Skuteczmmsdawania neurotrofiny-3
na tagodzenie objawéw potwierdzono w badaniach klinicznych z udzialem niewielkiej
(10-osobowej) grupy chorych [64,65].

Z kolei w kontekgie terapii aksonalnych form CMT badano zastosowanie
inhibitorow deacetylazy histonowej-6 (HDAC6). Wykazano ich korzystny wpltyw na
transport aksonalny u myszy transgenicznych z mutagjenie HSPB1 [66]. Mutacje w
genie HSPB stanowi przyczyne wybranych aksonalnych typéw CMT. Poniewa
zaburzenia transportu wzdheksonow nerwow obwodowych mogrzyczynid sie do
rozwoju choroby CMT2A, zastosowanie inhibitorow HDAC6 matanowt potencjalng
sciezke terapeutyczngv tym schorzeniu [67].

Prowadzone $ rowniez badania nad farmakologiczngegenerag nerwow
ruchowych. Rozwza st wykorzystanie m.in. czynnikOw wzrostu oraz cytoKis8].
Istotnym zagadnieniem zgdanym z bezpiechastwem i skutecznaig tego typu terapii
jest wid@ciwe ukierunkowanie wzrostu nerwow i \t@dwe uporadkowanie
nowopowstatych palczer nerwowych, co stanowi przedmiot bada wielu ogodkach.
Nadekspresjgenow zwizanych z regeneracpksonow wykazano u chorych CMT2 [69],
co wydaje st uzasadni@prowadzenie badawv tym kierunku.

W kilku krajach prowadzona jest strategia wykluczenia chor6b mitochondrialnych
poprzez wykorzystanie tzw. diagnostyki preimplantacyjnej. Wslnbgj strategii, gdro
komdrkowe osoby chorej Ilub obarczonej ryzykiem choroby mitochondrialnej
wprowadzane jest do oocytu zdrowego dawcyckiziemu maliwe jest wyeliminowanie
mitochondriéw obarczonych mutacw DNA mitochondrialnym. Strategia okazata si
skuteczna w leczeniu wielu choréb wynikeych z mutacji w genomie mitochondrialnym,
m.in. w neuropatii Lebera [70]. Chggodejmowane s préby zastosowania tej metody

takze w kontekgie chorob CMT, naley pamktac, ze gen mitofuzyny 2 zlokalizowany jest
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w genomie gdrowym i zastosowanie tej metody w terapii CMT2A mowymaga
bardziej ztobnego poddgia.

Jak dotd, choroba CMT2A jest nieuleczalna. Dlatega prowadzone gliczne
badania zmierzage ku poznaniu mechanizmu uszkodzenia aksonalnegocelu

zaproponowania ewentualnej terapii, jak i udoskonalenia eplogth metod
diagnostycznych.
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Zatozenia i cel pracy

2. ZArOZENIA | CEL PRACY

Pomimo ustalonego zeiku pomedzy wystpowaniem mutacji w genie Mfn2 a
rozwojem choroby CMT2A, sekwencjonowanie tego genu enoie przesdzic o
diagnozie. Wysfpowanie licznych zmian o charakterze polimorficznymgenie Mfn2
oraz identyfikowanie nowych wariantow genu o nieznanym charakterze znacznie
utrudniap diagnostykechorych z podejrzeniem CMT2A. Dlatega . t@o konsultacji i we
wspoOtpracy z zespotem lekarzy neurologow i genetykow, gbogirobe stworzenia testu
patogennogi mutacji w genie Mfn2 w oparciu @ledzenie funkcjonalnych skutkow
mutacji na poziomie komorkowym.

W tym celu zaplanowano:

I. wytypowanie parametru do stworzenia testu patogemnogutacji na
podstawie analizy porownawczej trzech typow komorek: z delgepu
Mfn2, z delecj genow Mfnl i Mfn2 oraz w komorkach typu dzikiego, w
ktorych ma miejsce ekspresja obu genéw mitofuzyny;

ii. wybor typu komorek do badania skutkdw mutacji na podstawie weryfikacji

hipotezy o niskiej ekspresji Mfn1 w obwodowym uktadzie nerwowym;

ii. pordwnanie zmian wybranego parametru w komorkach, w ktérych
prowadzona ldzie nadekspresja prawidtowego genu Mfn2 oraz gem2M

Z mutacy sprawcza CMT2A.

Badania zaplanowano w oparciu o z&oie,ze nadekspresja prawidtowego genu
Mfn2 przywrdci wartoséwybranego parametru do wartbobserwowanej w komoérkach
kontrolnych MEFwt. Natomiast nadekspresja genu Mfn2 z mutaejbgdzie wpltywa na
wybrany parametr lub wptynie w niewielkim stopniu. Pozytywna weryfikacja hipotezy o
niskiej ekspresji genu Mfnl w nerwach obwodowych bylaby wskazaniem do badania
skutkéw mutacji w nieobecnoibiatka Mfn1.

Realizowany projekt zaplanowano w celu uzupetnienia ¢posth metod
diagnostycznych. Jednocree przeprowadzone badania stanowityeséz wickszego
projektu badawczego zaplanowanego w celu charakterystyki populacji polskich chorych z

CMT2A. Dlatego te, badano skutki trzech mutacji rozpoznanych u polskhorych.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Modele badawcze

3.1.1 Mysie Embrionalne Fibroblasty

Badania majce na celu wybor parametru do testu patogerinoiutacji Mfn2
prowadzono z wykorzystaniem trzech typéw mysich embrionalnych fibroblastow

(MEF, Ryc. 2):
MEFwt (ATCC-CRL-2991)
MEFVM27" (ATCC-CRL-2993)

MEFMIL/ M2 (ATCC-CRL-2994)
Komoérki pochodzity ze zbiorow ATCC i zostaty zakupione zarpddictwem firmy LGS
Standards.

MEFM(HE-J’- MEFan1-.’-MIﬂ2-I-

o

b

Ryc. 2. Mysie embrionalne fibroblasty w hodowli in vitro

Przyktadowe zdjcia hodowliin vitro mysich embrionalnych fibroblastéw typu dzikiego (MEFwt),
z delecj genu mitofuzyny 2 (ME¥™") oraz delegj gendéw mitofuzyny 1 i 2 (MERM/Mn2"y
wykonane w s$wietle przechodmym z wykorzystaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego.
Komérki hodowano w paowce DMEM wzbogaconej 10% ptodgwsurowia bydlecyg i
mieszaninaantybiotykow, w 37°C w atmosferze 5% g@wilgotnoi 95% Skala: 100 m.

3.1.1.1 Hodowla komérek MEF

Mysie embrionalne fibroblasty hodowano w buforze DMEM (high glucose
Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) z dodatkiem 10% ptodowej surowicydeydl
(FBS) i antybiotyku (100 U/ml penicyliny i 10Qg/ml streptomycny), w 5% COw
temperaturze 37°C.

Komoérki pasaowano co 3-4 dni. W tym celu usuwano pake hodowlang
komorki przeptukiwano roztworem PBS i inkubowano w 0,25% roztworze trypsyny w
buforze HBSS z dodatkiem 0,53 mM EDTA. Po 3-4 min. dodawaugwie hodowlan
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w celu zatrzymania dziatania trypsyny. Zawiesikoemorek zbierano i wirowano z
predkoscia 125 x g przez 5 min. Naglsz usuwano, komorki zawieszano w paze
hodowlanej i wysiewano do dalszej hodowli. Odsetek komorek uszkodzonych oceniano po
inkubacji z békitem trypanu.

Do dodwiadczeé wykorzystywano komaorki, ktore nie przekroczyly 0grogasau.

3.1.1.2 Charakterystyka komorek MEF

Komorki MEF stanowg uniesmiertelniong lini¢ otrzymara metodami opisanymi
przez Chen H. i wsp.[22]. Pochodz z 10,5 dniowych mysich zarodkow
niemodyfikowanych genetycznie (MEFwt), z detegenu Mfn2 (MEF™2") oraz Mfn1 i
Mfn2 (MEF"™M /M2 - Brak Mfn2 w komérkach MEE™” oraz obu mitofuzyn w
komérkach MEFM M2 gonwierdzono wykonu analiz western blot ekstraktow
komorkowych otrzymanych z trzech linii MEF rozdzielonychielu metodaelektroforezy
SDS-PAGE (Ryc. 3). Komorki MEFwt stanowity pozytywrkpntrok dla przeciwciata
anty-Mfnl oraz anty-Mfn2 (Sigma Aldrich).

MEF MEF

& &

E £

. = . =

g3 i

= £ E B

5 =5 = B ==
Mfn1 —» —— ;_ . «—Mfn2
GAPDh [s== - —— - o= == GAPDhO

Ryc. 3. Immunoreaktywnos¢ Mfnl i Mfn2 w komoérkach MEFwt, MEF "™ oraz
M EF Mfn1-/-Mfn2-/-

Obecnosé¢mitofuzyny badano za pomggrzeciwciata anty-Mfnl (Sigma Aldrich) i anty-Mfn2
(Sigma Aldrich), w ekstraktach komoérkowych MEF (20 pg biatka), rozdzielonych na drodze
elektroforezy SDS-PAGE w 10%elu poliakryloamidowym. GAPDh przedstawiono jako kongtrol
prawidtowego natognia prébek naei.

Poprzez obserwagjw mikroskopie swietinym trzech typéw komorek MEF
potwierdzono opisane w literaturze mi¢e w ich morfologii i charakterze wzrostu. Jak
przedstawiono na Ryc. 2, MEFwt charakteryzowaky wrzecionowatym, wydtuanym
ksztaltem i byty rbwnomiernie rozproszone na powierzchni szalki. Natomiast komorki
MEFY™27" i MEFMM/MM27 orzvimowaty nieregularny ksztatt i rosty w skupiskach bez
wzgledu na stopig zag:szczenia.
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Technika mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem specyfigeh barwnikow
fluorescencyjnych potwierdzono opisane w literaturze zaburzenia rozmieszczenia
mitochondriow w zwizku z zahamowaniem ekspresji mitofuzyfr36, 27] . Mitochondria
znakowano sondafluorescencyjna MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes,
Invitrogen). W komorkach prawidtowych obserwowano réwnomiernie rozmieszczone
mitochondria, obecne w catym ciele komérki. Natomiast w komérkach™MiEF a tym
bardziej MER'™ M2 mitochondria wykazywaly tendercj do okotopdrowej

lokalizaciji i tworzenia skupisk (Ryc. 4).

MEFwt MEF""*" M E EMint-Min2:-

Ryc. 4. Struktura sieci mitochondrialnej w komérkach MEFwt, MEF """ oraz
M EF Mfn1-/-Mfn2-/-

Przyktadowe zdjcia komoérek prawidtowych MEFwt oraz MER*" i MEFM™MM2 "\ kiérych
mitochondria (widoczne na czerwono) znakowano za persordy fluorescencyjnej MitoTracker
Red CMXRos (Molecular Probes, Invitrogen). Brak ekspresji mitofuzyny powodowat zmiany w
rozmieszczeniu mitochondriow, w szczegékios¢endenai do okotopdrowej lokalizacji. W
komérkach MEF™' j MEFM™/M27 ghserwowano skupiska mitochondriéw, podczas gdy w
komorkach prawidtowych mitochondria rozmieszczone byly rbwnomiernie.

Zdjecia wykonano w Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych
IMDIK PAN z wykorzystaniem systemu konfokalnego z gtoystiper rozdzielezLSM 780/Elyra
PS.1. (Zeiss). Do rejestracji obrazow zastosowano tecBRkSIM.

Komdrki hodowano na szkietkach w 12-dotkowej szalce Petriego, w standardowych warunkach.
Bezpogednio przed barwieniem komorki ptukano buforem PBS, inkubowano z 50 nM sonda
buforze PBS przez 20 min. w 37°C w ciemtippo czym utrwalano w 4% PFA przez 15 min.
Preparaty zamykano za pomdéuorescence Mounting Medium (Dako). Skala: 10 pum.

3.1.1.3 Transfekcja komérek MEF

Skutki mutacji badano w komérkach MER*" oraz MER'™/™MM2" "\ ktérych
miata miejsce nadekspresja prawidtowego genu mitofuzyny 2 lub z wybranymi mutacjami.
W tym celu komorki MEF transfekowano plazmidem pCMV6-XL4 (OriGene
Technologies, SC114726), zawie@jm wstawk¢ cDNA dla ludzkiej mitofuzyny 2
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(wariant transkrypcyjny 1; wielkosplazmidu: ok. 4,7 kb; wielkosévstawki: 3,8 kb).
Plazmidy z genem Mfn2 z mutagcjzostaly przygotowane za pomozestawu do
punktowe] mutagenezy QuikChange II-E Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies). Efekt mutagenezy potwierdzano mesaettyvencjonowania oraz zyciem
enzymow restrykcyjnych. Plazmidy przygotowata dr Dagmara Kedba z Zespotu
Nerwowo-Migsniowego IMDIK, w ramach wspotpracy przy realizacjirofktu
Narodowego Centrum Nauki.

Transfekog komorek MEF prowadzono za pomaozestawu JetPrime (Polyplus),
zgodnie z wytycznymi producenta. Przeprowadzonogskantrolnych transfekcji, na
podstawie ktorych wybrano optymalne warunki transfekcji. Ponadto, w pierwszych
doswiadczeniach komorki transfekowano plazmidem pEGERrtech), a efektywnosé
transfekcji oceniano wizualnie w mikroskopie fluorescencyjnym, poprzez obmics
komoérek zawieragcych biatko GFP. Efektywnoséransfekcji komorek MEF plazmidem
pEGFP oszacowano na 40%.

Badano wptyw trzech mutacji zidentyfikowanych u polskich chorych z CMT2A.
Pierwsza z nich, c¢.281G>A (Arg94GIn, R94Q), to mutacja punktowa, g¢iajeg
wystepujaca u chorych z CMT2A a jej zedaek z rozwojem choroby CMT2A zostat
potwierdzony i udokumentowary4, 12, 71] . Dwie nagpne mutacje to rowniemutacje
punktowe, ale wykryte po raz pierwszy w IMDIK: ¢.748C>T (Arg250Trp, R250W), w
wyniku ktérej dochodzi do zamiany argininy w pozycji 250 na tryptofan oraz mutacja
€.1198C>T (Arg400X, R400X), w ktérej w miejscu argininy w pozycji 400 powstaje
kodon stop. Konsekwengpowstania kodonu stop meby biosynteza krotszego biatka
pozbawionego domeny przezbtonowej, kotwimzj Mfn2 w btonie mitochondrium i na
powierzchni siateczkgrédplazmatycznej oraz domeny HR2 (szczegotowy opisiah
mitofuzyny 2 i ich funkcji znajduje siw podrozdziale 1.3). Pacjent, u ktérego stwierdzono
obie mutacje R400X/R250W w konfiguracji trans rozwidjawy choroby CMT2A.
Natomiast u rodzicéw i brata, obarczonych pojedgmontac dotad nie zaobserwowano
objawow polineuropatii [12].

Ekspresj genu ludzkiej Mfn2 po transfekcji w komérkach MEE” oraz
MEFM /M2 hotwierdzono poprzez anafiznRNA oraz immunoreaktywnok biatka.
Obecnos¢ mMRNA prawidiowej Mfn2 wykazano po 24 godz. od tfahsji poprzez
rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR (Ryc. 5A). Natomiast obedriala
Mfn2 w komérkach MEE™" | MEFM™ /M2 \yvkazano po 24 i 48 godz. od transfekcji
metodawestern blot (Ryc. 5B).
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Obecnos¢Mfn2 z mutacy rowniez badano metodyvestern blot. Przebadano kilka
serii plazmidéw niogcych gen Mfn2 z mutagjR400X. Przypuszczasize na skutek
mutacji R400X powstaje krétsze biatko, rozpoznawane przez przeciwciato anty-Mfn2 na
wysoko<i 45 kDa, podczas, gdy giek odpowiadajcy prawidtowej Mfn2 i Mfn2 z
mutacg R250W lub R94Q znajduje¢sha wysokoéi odpowiadajcej 84 kDa. Do dalszych
badai wybrano te serie plazmidéw, dla ktérych po transfiekomérek MER!™/Mm27"
plazmidem zawieragym gen MfnZ*%* obserwowano powstanieggka rozpoznawanego
przez przeciwciato anty-Mfn2 na wysolaok. 45 kDa.

Skutki transfekcji badano po 48 godz. Zaobserwowaaefektywnosdransfekcji,
mierzona za pomacplazmidu z GFP, oggata maksimum po 48 godz. Z uptywem czasu
ilos¢ komorek transfekowanych zmniejszate, gio mogtoby utrudniasledzenie skutkéw
transfekcji. JednocZaie, jak wykazano metoddCR i western blot, juokres 24 godz. byt
wystarczajcy, by ekspresja biatka z plazmidu zachodzita naigmiz umotiwiajacym

jego wykrycie za pomaometody western blot.

A B.
m— e— E—
MEF wt wt -2 -1/-2 ‘—é’ g
NP 5 MEFMfn2-/- 5§ MEFMin1--Min2--
Tt 24 48 T ont 24 48
meamE ] godz  godz ] godz  godz
GAPDH = =
—- .
anz—’:—_‘-:; - o EE==s ——Mn2
= o _— —— S
- — — — -— c ——— e a—
MEF wt wt -2 -1)-2
GAPDh e e amn o o e cvn s — — a— w—w—www CAPDh

transfekcja 24h

Ryc. 5. Nadekspresja prawidiowego genu ludzkiej mitofuzyny 2 w komérkach MEF™"
oraz MEFanl-/-anZ»/»

Komoérki MEF'™" oraz MER™-/™MM27" transfekowano plazmidem z prawidlowym genem
ludzkiej Mfn2. Obecnoséranskryptu dla Mfn2 zaobserwowano po 24 godz. od transfekcji, poprzez
rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR poprzedzonej RT-PCR (A). Do reakcji
wykorzystano startery specyficzne dla genu ludzkiej Mfn2, dlategprtmduktu reakcji PCR nie
obserwowano w nietransfekowanych komorkach MEFwt (kontrola negatywna wskazana biat
strzatly). Obecné¢ biatka Mfn2 wykazano po 24 i 48 godz. na podstawie immunoreaktyivnos
biatka (B). Immunoreaktywnoséfn2 badano w ekstraktach komérkowych (po |29 biatka na
sciezke) otrzymanych za pomac buforu Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology),
rozdzielonych metodg elektroforezy SDS-PAGE w 10%zelu poliakryloamidowym.
ImmunoreaktywnosdMfn2 badano za pomadgrzeciwciata anty-Mfn2 (Sigma Aldrich). MEFwt,
MEFY™" oraz MER™ /M2 npietransfekowane (nt) stanowity odpowiednio pozytywina
negatywnagkontrok.
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W zwigzku z prowadzeniem transfekcji komérek MEF uzyskagod: Ministra
Srodowiska na zamkgie uxcie organizméw modyfikowanych genetycznie (Decyzja
01-46/2010).

3.1.2 Myszy szczepu C57BL/6

Ekspres genow Mfnl i Mfn2 oraz immunoreaktywnoddiatka porownano w
wybranych nargdach dorostych myszy (5 — 9 tygodni) szczepu C57BLVE/szy
pochodzity z hodowli prowadzonej w zwietarni IMDIK PAN.

Na do$viadczenia z udziatem zwieyz uzyskano pozwolenie Lokalnej Komisji
Etycznej (Decyzja nr 32/2013).
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3.2 Metody badawcze

3.2.1 Pomiar tempa wzrostu komorek

Tempo wzrostu mierzono w aparacie XCELLigence RTCA DP (ACEA
Biosystems)jak w metodzie Moniri i Yound72]. Aparat umoliwia ciaggte ilosciowe
sledzenie przyrostu komoérek w specjalnej 16-dotkowegplce hodowlanej w oparciu o
pomiar impedancji. Komorki, ktore mgpkontakt z sie@ mikro-czujnikéw wbudowanych
w dno kadej studzienki zmienigjprzeptyw padu w tym ukitadzie. Pomiar impedanciji
dostarcza informacji na temat liczby komorek wzdym dotku piytki w czasie
rzeczywistym. Zmiany impedancjig orzeliczane automatycznie na indeks komérek w
danym punkcie dagiadczenia.

Tempo podziatu komérek badano w 37°C w atmosferze 5%p€4@z co najmniej
48 godz. Komorki hodowane bylty w standardowych warunkach, jak opisano w
podrozdziale 3.1.1.1.

Dla kazdej linii MEF zarejestrowano krzywe wzrostu dlamégpocatkowej liczby
komorek (od 3,0 do 25,0 x Y6n).

3.2.2 Oznaczenia biochemiczne

3.2.2.1 Oddychanie komorkowe

Oddychanie komérkowe mierzono metogalarograficzngza pomog urzadzenia
Oxygraph-2k (OROBOROS; INSTRUMENTS GmbH, Austria). Komorki hodowano na
szalce Petriego d@rednicy 10 cm, bezpoddnio przed pomiarem trypsynizowano i
zawieszano w buforze PBS. Zteie tlenu mierzono w 37°C, w buforze PBS wolnym od
substratow oddechowych oraz po podaniu 1 mM pirogronianu, 5 mM glukozy, 0,1 mg/ml
oligomycyny (inhibitor syntazy ATP) oraz 0,5-1}8V1 CCCP (protonofor, rozpegacz
oksydacyjnej fosforylacji). Po pomiarze zawiesikgmorek zbierano,agézono z 1,0 M
NaOH w stosunku 1 :1, a w otrzymanych ekstraktach komdérkowych oznaczaeapiest
biatka, jak opisano w podrozdziale 3.2.8. Wyniki przedstawiono jako warimgycia

tlenu na miligram biatka w jednostce czasu (pmght@ x sek).

3.2.2.2 Potencjat btonowy mitochondriow

Potencjat btonowy mitochondriow badano fluorymetrycznie, zgodnie z metoda

Cossarizza iwsp. [ 73] .
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Komorki trypsynizowano, ptukano buforem PBS, a ¢asie inkubowano w
pozywce hodowlanej z dodatkiem M sondy JC-1 (Molecular Probes, Invitrogen) przez
15 min. w 37°C w ciemna$. Pomiaru fluorescencji sondy dokonano dla komorek
nietraktowanych oraz po 10 min. inkubacji z @g@/ml oligomycyry. W celu otrzymania
kontroli negatywnej, komorki inkubowano przez 10 min. w buforze PBS gM3
walinomycyry (jonofor) i 5 M CCCP.

Fluorescengj mierzono na cytometrze przeptywowym FACSCalibur (BD
Biosciences) wypoganym w laser argonowy (488 nm). W pierwszej kolegidomorki
analizowano pod Kgem ich wielkog€i i struktury, by na tej podstawie do ngstego etapu
zakwalifikowat tylko komoérki nieuszkodzone (bramkowanie). Nasie w wybranej
populacji komorek badano fluorescepgondy JC-1. Wyniki przedstawiano jako procent
komérek o wysokim potencjale btonowym mitochondriéw w stosunku do wszystkich

analizowanych komorek.

3.2.2.3 Wytwarzanie reaktywnych form tlenu

Powstawanie reaktywnych form tlenu badano fluorymetrycznie z zastosowaniem
sondy DFFH -DA (ang.carboxy-2'7'-difluorodihydrofluorescein, Invitrogen).

Komorki hodowano w 12-dotkowej szalce. Bezgpminio przed pomiarem, komorki
ptukano i inkubowano przez 30 min. w 37°C w buforze PBS z dodatkiepivViL8ondy
fluorescencyjnej, 5,6 mM glukozy i 1 mM pirogronianu. Pomiaru fluorescencji dokonano
w aparacie SpectraMax Micro Plate Reader (Molecular Devices) przy didgh#85 nm
i 520 nm odpowiednio dla wzbudzenia i emisji. Po pomiarze komorki poddawano lizie w
0,5 M NaOH, a w otrzymanych ekstraktach komorkowych oznaczamens biatka
zgodnie z metodgopisang w podrozdziale 3.2.8. Przedstawiono warto$vzgledne

fluorescencji sondy w przeliczeniu na mg biatka i w stosunku do MEFwt (100%).

3.2.2.4 Wytwarzanie ATP i mleczanu

llos¢ ATP i mleczanu badano metodgzymatycznav zobogtnionych ekstraktach
komodrkowych, wedtug metody Williamsona i Corkeya [74].

Pomiary wykonano za pomgspektrofluorymetru Shimadzu RF-5301 PC mgerz
stezenie odpowiednio NADPHIub NAD" przy fali wzbudzenia 340 nm i emisji 465 nm.

llos¢ ATP i mleczanu wyrzano w hanomolach w przeliczeniu na mg biatka.
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Ekstrakcja i pomiar stezenia ATP

llos¢ ATP produkowan przez poszczegélne typy MEF oznaczano w ekstraktach
zebranych po 10 min. inkubacji w buforze Krebsa-Henseleita (10 mM HEPES, 2 mM
NaHCQ;, 135 mM NacCl, 3,5 mM KCI, 0,5 mM NaiRQ,, 0,5 mM MgSQ, 1,5 mM
CaCb, 1 mM pirogronian, pH 7,4). W tym celu komérki MEF hodowano na szalkach
Petriego do ospniecia ok. 80% zagszczenia. Bezpoédnio przed ekstrakgjkomorki
przemywano trzykrotnie w celu usgnia poxwki hodowlanej, a nagpnie inkubowano w
buforze Krebsa-Henseleita bez glukozy lub zawimego 5,6 mM glukag a gdzie
wskazano take z dodatkiem 0,jug/ml oligomycyny lub 1 mM jodooctanu sodu (inhibitor
dehydrogenazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego a zatem glikolizy). Po inkubacji bufor
doktadnie usuwano. Komoérki traktowano 4% kwasem nadchlorowym. EkstraKdp
prowadzono przez 15 min. na lodzie, lekko koysZaJzyskane ekstrakty zolgtpiano za
pomog 2 M roztworu KCQO;. Po ekstrakcji komoérki poddawano lizie w 0,5 M roztworze
NaOH. W otrzymanych ekstraktach komérkowych oznaczagieisie biatka, zgodnie z
metodgopisanaw podrozdziale 3.2.8.

Przyjeta objetos¢ zobogtnionego ekstraktu (50Q1) taczono z 2,5 ml buforu do
reakcji (50 mM trietanoloamina-HCI, 10 mM MgCb mM EDTA). llos¢ ATP oznaczano
posrednio, na podstawie zmian fluorescencji w gzku z powstawaniem NADPH, w
reakcji katalizowanej dehydrogenaglukozo-6-fosforanow (G6PD) i heksokinag

D-glukoza + ATP SOPD_ | Glukozo-6-fosforan + ADP

Glukozo-6-fosforan + NADP ~ heksokinaza g fgsfoglukonian + NADPH + H
Zbiorczo:

D-glukoza + ATP + NADP — > ADP + NADPH + H + 6-fosfoglukonian

Stgzenie ATP w ekstraktach obliczano w oparciu o zmidlugrescencji mieszaniny
reakcyjnej na skutek dodatku znanej diosstandardowego roztworu ATP écisle

okreslonym stzeniu.
Ekstrakcja i pomiar stezenia mleczanu

llo§¢ mleczanu wytwarzanego przez poszczegdélne typy MBHiczano na
podstawie romicy ilosci mleczanu w ekstraktach zebranych po 30 min. iakjilkomorek

w buforze Krebsa-Henseleita z dodatkiem 5,6 mM glukozy i 1 mM pirogronianu w 37°C
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oraz bez inkubaciji, w tzw. ,czasie zero” (T30-T0). W tym celu komorki MEF hodowano
na szalkach Petriego do ggniccia ok. 80% zagszczenia. Bezpoédnio przed ekstrakg]
komorki przemywano trzykrotnie w celu useein poxywki hodowlanej, a nagpnie
inkubowano w buforze Krebsa-Henseleita z dodatkiem 5,6 mM glukozy i 1 mM
pirogronianu w 37°C, lekko kotyse. Po tym czasie do buforu dodawanezghy kwas
nadchlorowy tak, aby jego ostatecznezehie wynosito 5%. Ekstrakg] mleczanu
prowadzono na lodzie przez 15 min., lekko kokgszNastpnie ekstrakty zbierano i
zobogtniano za pomag 2 M roztworu KCOs;. Analogicznie prowadzono ekstrakcj
mleczanu bez 30 min. inkubacji w buforze Krebsa-Henseleita (po odptukanjuviioz
komorki traktowano buforem Krebsa-Henseleita z pirogronianem i giuknatychmiast
dodawano kwas nadchlorowy). Po zebraniu ekstraktow komaorki poddawano lizie w 0,5 M
roztworze NaOH. W otrzymanych ekstraktach komorkowych oznaczapenst biatka,
zgodnie z metodgpisanaw podrozdziale 3.2.8.

Stgzenie mleczanu w ekstraktach oznaczano spektrofluetryicznie w buforze
reakcyjnym (0,4 M siarczan hydrazyny, 0,5 M glicyna, 5 mM EDTA, pH 9,5), w reakcji

katalizowanej przez dehydrogeganleczanow (LDH):
Mleczan + NAD _tPH _ _ pirogronian + NADH + H

Stgzenie mleczanu w ekstraktach obliczano w oparciu @agfluorescencji mieszaniny
reakcyjnej na skutek dodatku znanej dostandardowego roztworu mleczanus@sle

okreslonym stzeniu.

3.2.3 Obserwacja w Transmisyjnym Mikroskopie Elektronowym

Obserwagj komérek MEF prowadzono wSrodowiskowym Laboratorium
Mikroskopii Elektronowej IMDIK PAN.

Komorki trypsynizowano, ptukano roztworem PBS i utrwalano przez 20 godz. w
buforze kakodylowym o pH 7,4, zawiegaym 1% paraformaldehyd i 1,25%
glutaraldehyd. Nagpnie komorki inkubowano w buforze zawieggym 1% tlenek osmu
(OsQy) i 0,8% zelazocyjanek potasuse(CN)] oraz przygotowywano do obserwacji w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym wedle standardowych procedur. Obsgrwacj
prowadzono za pomaanikroskopu elektronowego JEOL 1011.

Wystepowanie  glikogenu  oceniano  wizualnie  poprzez  rozpomn
charakterystycznych ziaren o dyjizgestosci optycznej, jak opisano w pracy Krystyny

Kielan Rybickiej[ 75] . W celu ildciowego przedstawienia zmian w itdglikogenu dla

38



Materiaty i metody

kazdego typu MEF obliczono liczbkomorek zawieracych glikogen w stu ogtanych

komoérkach.

3.2.4 Elektroforeza BN-PAGE. Aktywnos¢ enzymatyczna kompleksu V

Aktywnos¢ komplekséw oddechowych badano we frakcji bogatepiwochondria
(P2) metodeelektroforezy natywnej Blue Native-PAGE. Elektraday prowadzono welu
poliakryloamidowym, wg metody Wckowskiego i wsp. [76] z drobnymi
modyfikacjami.

W celu otrzymania frakcji P2 komorki trypsynizowano, ptukano zimnym
roztworem PBS i homogenizowano w buforze o pH 7,4 i¢pagicym sktadzie: 10 mM
Tris-HCI, 0,25 M sacharoza, 2 mM EDTA, z dodatkiem 1 mM PMSF i mieszaniny
inhibitoréw proteaz (Sigma Aldrich, P8340). W trakcie homogenizacji prébki trzymano w
lodzie. Otrzymane homogenaty wirowano zdkoscia 1 000 x g przez 5 min. w 4°C.
Zebrane supernatanty wirowano w warunkach 10 000 x g przez 20 min. w 4°C, a
otrzymany osad stanowit frakcP2.

100 pg osadu P2 zawieszano w [0 buforu o pH 7,0 i nagpujacym skitadzie:

1,5 M kwas aminokapronowy, 50 mM Bis-Tris z dodatkiem 1 mM PMSF oraz mieszaniny
inhibitorow proteaz. Do kalej probki dodawano [l 10% roztworu dodecylomaltozydu.

Po 30 min. inkubacji w lodzie, prébki wirowano w warunkach: 17 000 x g przez 20 min. w
4°C. Zebrany supernatanickono z 0,44l buforu z dodatkiem kwasu aminokapronowego
oraz barwnika Coomassie G-250 (Bio-Rad).

Elektroforez natywng prowadzono wzelu gradientowym 5 - 12% w aparatach
Mini PROTEAN 3 System (Bio-Rad) w 4°C nakiagtaj100 pg biatka nasciezke.
Pocztkowo stosowano naggie 70 V oraz naspujace bufory: katodowy (50 mM Tricine,

15 mM Bis-Tris/HCI z dodatkiem 0,02% Coomassie G-250) i anodowy (50 mM Bis-
Tris/HCI, pH 7,0). Po godzinie nagie zwkkszano do 200 V. Gdy czoto elektroforezy
osiagneto 2/3 zlu, bufor katodowy wymieniano na wolny od barwn&@omassie G-250.

Po zakonczeniu elektroforezy, w celu uwidocznienia aktywhefzymatycznej
syntazy ATPzel z rozdzielonymi biatkami inkubowano przez noc widrze reakcyjnym o
pH 8,3-8,6 i naspujagcym skitadzie: 35 mM TrisHCI, 270 mM glicyna, 14 mMgH,,

0,1% Pb(NQ),, 8 mM ATP, jak w metodzie Sabar i wsp. [77] oraz Yan i Forester [78].
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3.2.5 Elektroforeza SDS-PAGE i western blot

Ekstrakty komorkowe przygotowywano przyyegiu buforu Cell Lysis Buffer (Cell
Signaling Technology), zgodnie z zaleceniami producenta.

Komérki (na szalce lub po trypsynizacji), ptukano buforem PBS i zalewano
zimnym buforem do lizy z dodatkiem 1 mM PMSF. Po 5 min. inkubacji w lodzie
zawiesingzbierano, poddawano sonikacji (4 x po 5 sek.) owano z pgdkoscia 14 000 x
g przez 10 min. w 4°C. Nagsz zbierano, oznaczancegtnie biatka (zgodnie z metad
opisanaw podrozdziale 3.2.8) oraz przygotowywano do etdkiiezy SDS-PAGE. W tym
celu ekstrakty komorkowey¢zono z buforowanym roztworem o pH 6,8 i gpsjacym
sktadzie: 1 M Tris-HCI, 87% glycerol, 5% SDS, 0,1%¢clit bromofenolowy, 5%
merkaptoetanol w stosunku 4 : 1 i denaturowano w 100°Gnv Vaodnej przez 5 min.

3.2.5.1 Immunoreaktywnos¢ biatek mitochondrialnych: Hsp60, Tom20 i Tfam

Analize immunoreaktywnasi biatek mitochondrialnych prowadzono po uprzednim
rozdziale wzelu metodaSDS-PAGE. Biatka poddawano hybrydyzacji z przecakani:
Tom20 (Santa Cruz Biotechnology, sc-11415), Hsp60 (Sigma Aldrich, H4149), Tfam
(GenWay Biotech, GWB-22C6C2) oraz PCNA (Santa Cruz Biotechnology, sc-9857)
stanowjcego kontrad prawidtowego natognia probek naei.

Wybér PCNA (angproliferating cell nuclear antigen) zostat podyktowany faktem,
ze pomedzy poszczegoélnymi typami MEF zaobserwowanoni@g w iloLi i jakosi
mitochondribw oraz w strukturze cytoszkieletu (dane nie przedstawione w niniejszej
pracy). Dlatego te zrezygnowano z oznaczania immunoreaktywn@&APDhI (bglacego
biatkiem cytosolowym, zwjzanym z metabolizmem glukozy) oraz beta-aktyny (ip.obj
mikrofilamenty wspéttworzce cytoszkielet), wykorzystywanych standardowo, jakadka
kontrolne, w metodzie western blot. Bialko PCNA jest biatkierdrgwym
zaangaowanym w replikagg DNA, jego napraw oraz regulagy cyklu
komadrkowego [79].

Wyniki  przedstawiono jako wartok wzgldne immunoreaktywnas
poszczegollnych biatek w odniesieniu do ich immunoreaktygineskomorkach MEFwt
(100%).

3.2.5.2 Immunoreaktywnos¢ kompleksow tarcucha oddechowego

Ekstrakty komérkowe MEF zawieszano w roztworze denajayap (bez inkubaciji
w 100°C, zgodnie z zaleceniem producenta) i rozdzielano w EA¥sietodasSDS-PAGE,
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po 30 ug biatka wsciezce. Analiz western blot przeprowadzono zygiem zestawu
przeciwciat MitoProfile Total OXPHOS Rodent WB Antibody Cocktail (MitoScience) dla
wybranych podjednostek komplekséw oddechowych: NDUFB8 (kompleks 1), CII-30 kD
(FeS; kompleks II); biatko CllI-Core 2 (kompleks Ill), podjednostka C-IV-I (kompleks
IV); podjednostka C-\ (kompleks V). Wyniki przedstawiono jako wartodvzgledne
immunoreaktywnasi poszczegélnych biatek w odniesieniu do ich imnmea&tywnog€i w
komorkach MEFwt.

3.2.6 llos¢ mitochondrialnego DNA

[loé¢ mitochondrialnego DNA mierzono meto®R w czasie rzeczywistym, jak
opisano w Myers i wsp[ 80] 1 wyrazano w odniesieniu do DNAggirowego. DNA
catkowite otrzymywano za pomgczestawu Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology).
llos¢ DNA mitochondrialnego oznaczano stegugpecyficzne startery dla obszarulip®
(ang. D-loop):

D-loop F: 5-CCAAAAAACACTAAGAACTTGAAAGACA-3

D-loop R: 5-GTCATATTTTGGGAACTACTAGAATTGATC-3..
llos¢ DNA jadrowego oznaczano stoscj startery specyficzne do genu kinazy
tymidynowej (TK) [ 80]:

TK F: 5-GACTGTATTGAGCGGCTTCAGA-3’

TK R: 5-CATGCTCGGTGTGAGCCATA-3..

Do reakcji wykorzystano SYBR Select Master Mix (Applied Biosystems). Re&CR w
czasie rzeczywistym prowadzono w termocyklerze Applied Biosystems 7500 gstosuj
nastpujace warunki: 50°C przez 2 min. oraz 95°C przez 10.hpia ktérych wysipowato

40 cykli 95°C przez 15 s i 60°C przez 1 min. Wyniki opracowano mepaidownawcg
(AACt), zgodnie z Livak i wsp[81] i wyrazano jako wzgidny stosunek ilcsi
mitochondrialnego DNA dogdrowego DNA (mtDNA/NnDNA vs MEFwt).

Stosunek MtDNA/nDNA badano w komdrkach nietransferowanych MEFwt,
MEFM™2 7 j MERMINIMINZT- iak réwnie po nadekspresji prawidtowego genu Mfn2 lub

genu z mutacjami opisanymi w podrozdziale 3.1.1.3 w komérkachMAER ™27,
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3.2.7 Stosunek ekspresji Mfnl i Mfn2 w tkankach myszy

3.2.7.1 Przygotowanie probek

Fragmenty tkanek pobierano z dorostych myszy (5 — 9 tygodni) szczepu C57BL/6.
Myszy udniercano zgodnie z wytycznymi komisji bioetycznef pzym niezwlocznie
pobierano:

-zwoje czuciowe (DRG) reprezendug obwodowy uktad nerwowy,

-kor¢ mdzgows, moéazek i rdzer kregowy reprezentype ogodkowy uktad

nerwowy

-serce, mgsien szkieletowy (czworogtowy uda),atrobe, nerkei fragment skory.
Pobrane fragmenty tkanek zamamo natychmiast po pobraniu, a gasie proszkowano
w ciektym azocie i przechowywano w -80°C do pi&jszego wykorzystania.

3.2.7.2 Analiza mRNA metoda PCR w czasie rzeczywistym

RNA otrzymywano ze sproszkowanych tkanek. YWk stanowity zwoje
czuciowe, ktérych nie proszkowano ze wahif na znikom mag. Zwoje czuciowe
przechowywano w buforze RNAlater (Sigma Aldrich) przez czas ich pobierania z myszy
(1-3 godz.), po czym bufor byt usuwany, zwoje czuciowe ptukane wadiag od RNaz, a
nastpnie homogenizowane w buforze izolacyjnym.

Wstepne dowiadczenia wykazatyze zastosowanie buforu RNAlater nie zmieniato
stosunku ilo€i MRNA Mfnl i Mfn2, ale korzystnie wptywato na etgikwnosc izolacji
MRNA, co utatwiato dalsganaliz.

Calkowite RNA otrzymywano za pomgczestawu Qiagen RNeasy Micro Kit
(DRG), Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (nerkagtroba) lub Qiagen Trizol Reagent
(pozostate prébki). DNA genomowe usuwano za pamaczynnika DNase | (Thermo
Scientific), po czym probki RNA oczyszczano zestawem Thermo Scientific Gene Jet RNA
Purification Kit.

Reakcg PCR w czasie rzeczywistym prowadzono yaiem sond-starteréw typu
TagMan firmy Life Technologies: MmM00612599 m1 dla Mfnl, Mm00500120 m1l dla
Mfn2 oraz MmM03928990 g1 dla 18S RNA, stangneigo kontrad wewngrzng. Analizy
wynikéw dokonano metodAACt [ 81] .

Wyniki przedstawiano jakosredni stosunek ilai mRNA Mfnl i Mfn2 w
poszczegollnych prébkach. Dla wybranych probek uktadu nerwowego przedstawiono
rowniez wartoi ekspresji mMRNA Mfnl i Mfn2.
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3.2.7.3 Analiza immunoreaktywnosci biatka metoda elektroforezy SDS-PAGE i
western blot

ImmunoreaktywnoséMfnl i Mfn2 badano w ekstraktach przygotowywanych z
nawaek sproszkowanych naj@déw myszy. Ekstrakty przygotowywano za pomoc
roztworu Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology). Nak@ (ok. 10 mg) zalewano
500 pl roztworu z dodatkiem 1 mM PMSF i homogenizowano za pgmozdzenia
Pellet Pestels Cordless Motor (Sigma Aldrich), utrzygoyprobkew lodzie. Otrzymany
homogenat sonikowano i wirowano, jak opisano w rozdziale 3.2.5.

Ekstrakty rozdzielano metodaelektroforezy SDS-PAGE w 10%¢zelu
poliakryloamidowym, po 2Qug biatka nasciezke. Immunoreaktywnosévybranych biatek
badano w standardowej procedurze western blotzyciem przeciwciat anty-Mfnl i
anty-Mfn2 (Sigma Aldrich) oraz anty-GAPDh (Chemicon), w celu kontroli prawidtowego
natozenia probek nael.

W celu potwierdzenia specyficzrms przeciwciat anty-Mfnl i anty-Mfn2, na
kazdym zelu znajdowaly s ekstrakty komorkowe MEFwt (kontrola pozytywna) oraz
odpowiednio MEF™7 | MEF"™/MM2" (kontrola negatywna).

Analize densytometryczngprazkdw przeprowadzono w programie GelExpert
(NucleoTech). ImmunoreaktywnosédMfnl i Mfn2 dla poszczegolnych naddw
normalizowano wzgidem immunoreaktywna$ MEFwt. Na podstawie uzyskanych
wartogi obliczano stosunek Mfn1/Mfn2.

3.2.8 Oznaczanie biatka
Biatko w ekstraktach komérkowych oznaczano za pampestawu Modified
Lowry Protein Assay Kit (Pierce).

3.2.9 Statystyka

Wyniki przedstawiono jako wartos srednie z odchyleniem standardowym.
Istotnosé statystycznawyliczano w oparciu o test Bonferroniego do jedrestej analizy
wielu grup badanych, poprzedzony anglizvariancji ANOVA. Gdzie wskazano,
stosowano test t-Studenta. Wyniki przedstawiano jako wearté¢éednie wraz z

odchyleniem standardowym. Wynik uznawano za istotny statystycznie gdy p < 0,05.
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4. W YNIKI

4.1 Tempo podziatu komorek MEF

Charakterystykg¢rzech linii MEF rozpocgo od oceny tempa ich podziatu, zgodnie
z metodg Moniri i Young [72]. Zmiany liczby komodrek obserwawo w czasie
rzeczywistym w standardowych warunkach hodowlanych, opisanych w podrozdziale
3.1.1.1. Liczbie komorek w danym punkcie wigdczenia odpowiadat pomiar impedancji
przeliczany automatycznie na indeks komorek.

Komoérki wysiewano w kilku steniach (3 x 18- 25 x 16/cn), a ich wzrost
rejestrowany byt przez ponad dwie doby. Przeprowadzono szczegat@akiz krzywych
wzrostu dla poctkowej liczby komérek 2,5 x 01,25 x 18/ cnf).

Zaobserwowano rdve tempo podziatu komérek MEF w zadesci od obecnasi
lub braku mitofuzyny (Ryc. 6). Rbice w tempie podziatu obserwowano niezaie od
poczatkowej liczby komérek. Komérki MEE">” charakteryzowato najwgze tempo
podziatu, znacznie przewgzapce tempo podzialu komorek prawidtowych. Indeks
komérek MER'™2" przewyzszat ponad trzykrotnie MEFwt zaréwpo 24 godz, jak i 40
godz. od wysiania. Indeks komérek MEFwt i MEE" po 24 godz. wynosit odpowiednio
0,55 + 0,09 oraz 1,97 £ 0,05, a po 40 godz.: 1,46 + 0,14 oraz 5,43 £ 0,07 (Ryc. 6B).

A fT B. 10 MEFwt
. . /B MEFMfn2-/-
i MEFMfn2-/- o m MEFMfn1-/-Mfn2-/-
[]
547 g 44
g E
& 3 .g 3
% MEFwt @ i
KR 3 2
= £
19 MEFMfn1-/-Mfn2- 17 I
0 T T T T T T T I I T T T T T T T I T T T T C _—
0 20 40 60
Czas [godz.] 24 godz. 40 godz.

Ryc. 6. Tempo podziatu komérek MEFwt, MEF"™" oraz MEFM™™ /M2

Przyktadowe krzywe wzrostu MEFwt, MEF*" i MEFM™/ M2 (A) grazéredni indeks komorek
w 24 i 40 godz. daiadczenialiczba wysianych komorek dla kaej linii MEF wynosita 2,5 x
10° (1,25 x 14/ cnf). Tempo podziatu mierzono w 37°C w atmosferze 5% @@ez ponad dwie
doby; n=3-4, **p<0,01 oraz ***p<0,001 vs. MEFwt.
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Natomiast komérki MERE™MN27- q7ielity sie najwolniej. Po 24 godz. liczba
komérek MERMMN2T hula  zblzona do MEFwt. Indeks komérek MEFwt i
MERMMIN2T 06 24 godz. wynosit odpowiednio: 0,55 + 0,09 oraz 0,48 + 0,03 dla
MEFML/ M2~ Natomiast po 40 godz. indeks komérek MEEMN2- hut o prawie
potowe nizszy od MEFwt i wynosit 1,46 + 0,14 dla MEFwt oraz8D,+= 0,03 dla
MEFM/ M2~ Na  podstawie obserwacji  krzywych wzrostu (Ryc. 6A) n#oz

LM \yehodzity w faz intensywnego wzrostu po ok.

przypuszczé, ze komorki ME
24 godz. od wysiania, znacznie mdgj niz pozostate typy MEF (Ryc. 6A).

Jak pokazaly dalsze dedadczenia nadekspresja prawidiowego genu Mfn2 w
MEF"™2" nowodowata obmieniem tempa podziatu, upodaba@jje tym samym do
MEFwt (dane nie przedstawione).

Na podstawie uzyskanych krzywych wzrostu zadecydowair®, komorki
MEFV M2 hoda wysiewane do degiadczeé dobe wezeniej niz MEFwt i MEF™2,
Ustalono take proporcje w liczbie wysiewanych komoérek dla pospdinych typow
MEF, tak, by w momencie dedadczenia wszystkie komorki MEF znajdowaty i fazie
logarytmicznego wzrostu i wykazywaty podobggstosé Na tej podstawie komorki

MEF"™27 wysiewano w ilogi dwukrotnie mniejszej aiMEFwt.
4.2 Charakterystyka poréwnawcza komoérek MEF

Ocenie poddano parametry, ktére w sposéb ogdéiny @pstan bioenergetyczny
komoédrek. Zmierzono oddychanie komorkowe, potencjat btony mitochondrialnej,
wytwarzanie reaktywnych form tlenu oraz zdolnokémoérek do tworzenia ATP w

obecnogi inhibitorow oksydacyjnej fosforylacji i glikolizy

4.2.1 Oddychanie komérkowe

Tempo oddychania komorek mierzono za pognazksygrafu Oxygraph-2k
(OROBOROS; INSTRUMENTS GmbH, Austria), w buforze wolnym od substratow
oddechowych (PBS) oraz w obecobd mM pirogronianu, 5 mM glukozy, 0,1 mg/mi
oligomycyny oraz 0,5-1,5M CCCP.

Oligomycyna jest inhibitorem oksydacyjnej fosforylacji, hagmeym aktywnos¢
syntazy ATP. W komorkach, w ktérych mitochondria sprzzone, w obecnas

oligomycyny dochodzi do zahamowania yaia tlenu.
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CCCP jest jonoforem, rozpygajgcym oksydacyjnfosforylacg. W jego obecnad
reakcje katalizowane przez kompleksy oddechowe przebiegajaksymalngszybkocia
wiasciwg dla danych warunkow dedadczenia.

D MEF wt

O MEF Mfn2-/-

CCCP

B MEF Mfn1-/-Mfn2-/- : —_—
B i Oligomycyna

Glukoza

Pirogronian

500 - S

400 = +
300 = %

* k%

* **
* *%

or-[hr[h C T him

Ryc. 7. Oddychanie komérkowe MEFwt, MEF"™" oraz MEFM™-/-Min2-

Zuzycie tlenu (pmolO, * sek'/mg biatka)

Zuzycie tlenu mierzono polarograficznie w temp. 37°C w roztworze PBS w nieolmecnos
substratow oddechowych a ngmstie po dodaniu 1 mM pirogronianu i 5 mM glukozy, inhibitora
oksydacyjnej fosforylacji (0,1 mg/ml oligomycyny) oraz protonoforu (0,5(&V6CCCP). Wyniki
przedstawiono jako wartok érednie zuycia tlenu (pmol @ x sek/mg) z odchyleniem
standardowym; *p <0,01, **p<0,001 vs. MEF": n = 4.

Tabela 1. Srednie zuzycie tlenu przez komérki MEFwt, MEFM™?" oraz MEFM™M/MIN27
buforze PBS oraz po dodaniu substratow oddechowych, oligomycyny i CCCP.

PBS pirogronian glukoza oligomycyna CCCP
MEFwt 120,5+18,3| 133,2+14,3 123,8+9,3 30,4 +5)9 3235+ 56,1
MEF"™2" 171,8+13,6/ 189,5+9,00 168,1+105 33,8+1,7 437,6 £42,3
MERYm-Minz 855+13,3| 97,8+148/ 87,0+137 21,8+4,1  136,4+16,0

Przedstawiono wartof srednie zuycia tlenu w przeliczeniu na mg biatka w jednostce czasu (pmol
O, x sek-1/mg) wraz z odchyleniem standardowymr{ice istotne statystycznie jak na Ryc. 7).
Obnizenie tempa oddychania wszystkich trzech linii MEFRppdaniu oligomycyny
wskazujeze we wszystkich badanych typach MEF mitochondgiamszzone, a przeptyw
protonéw przez btongnitochondriow jest zwazany z synteg ATP. Poprzez podawanie
kolejnych porcji CCCP osgnieto maksymalne tempo zygia tlenu dla poszczegoéinych
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typéw MEF. Najwysz wartos¢ zaobserwowano dla ME¥?” i wynosito ono
437,6 + 42,3 pmol ©* sek'/mg, podczas gdy 323,5 + 56,1 dla MEFwt oraz 136,4 + 16,0
dla MER™MMINZT (pye. 7).

Zaobserwowano,ze komérki MER'™27 charakteryzuje podvigzone tempo
zuzycia tlenu take w nieobecnad glukozy i pirogronianu. (Ryc. 7), co m@bznaczé, ze
réznice w tempie oddychania w tych warunkach nie wyjailkzaograniczonej dogbnoi

f-Min2- 7 aobserwowano ohrénie

substratéw oddechowych. Z kolei w komérkach ME!
tempa oddychania w kdych warunkach degiadczenia tj. w obecnog substratow
oddechowych, jak i po podaniu CCCP (Ryc. 7). Poszczegodlne warto¥/cia tlenu przez
komérki MEF w warunkach dogino<i substratow oddechowych oraz po podaniu

oligomycyny i CCCP przedstawiono w tabeli nr 1.

4.2.2 Potencjat btonowy mitochondriéw

Oceng potencjatlu btonowego mitochondriow prowadzono z evgkstaniem
cytometru przeptywowego po podaniu sondy fluorescencyjnej JC-1. W pierwszej
kolejnogi, dla kadej linii MEF obserwowano rozktad populacji komoémskzaleznosci od
ich wielko&i i ksztattu, by na tej podstawie zakwalifikofvdo do$viadczenia komorki
nieuszkodzone (komorki bramkowane stangei 100%). Pomiar fluorescencii
prowadzono dla komorek nietraktowanych oraz po podaniu inhibitora syntazy ATP,
oligomycyny. Pomiar fluorescencji po inkubacji komoérek z mieszarumgazkow
znoszcych potencjat btonowy mitochondriow (CCCP i walinggyna) stanowit kontrel
negatywna

Wyniki przedstawiono jako procent komoérek bramkowanych o wysokim potencjale
btonowym mitochondriéw (czemu odpowiadat wysoki stosunek fluorescencji JC-1).

Zaobserwowanoze udziat komérek MEE"?" o wysokim potencjale btonowym
mitochondriow byt znacgo nizszy (p<0,001) i w przypadku komorek kontrolnych
MEFwt oraz MER™/MN27 (Ryc. 8). Udziat komérek ME¥"™” o wysokim potencjale
btonowym mitochondriéw wynosit 75,1% + 0,8, podczas gdy 90,3% *= 1,0 w MEFwt oraz
94,4% # 1,1 w MERM/ M2/

Odsetek komérek MEFwt oraz MEE™M"2" o wysokim potencjale btonowym
mitochondriow nie ulegat zmianie po inkubacji z oligomygynwynosit odpowiednio
96,1% + 2,1 i 93,6% + 0,3. Natomiast dla komoérek MEF" inkubowanych z
oligomycymp obserwowano wzrost liczby komoérek o wysokim potalecjbtonowym
mitochondriéw do wartéei 93,0% + 1,9 (p<0,001).
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Ryc. 8. Potencjat btonowy mitochondriow w komoérkach MEFwt, MEF“™" oraz
M EF Mfnl-/-Mfn2-/-

Potencjat btonowy mitochondriéw mierzono na podstawie fluorescencji sondy JC-1,ametod
cytometrii  przeptywowej. Pomiar fluorescencji poprzedzat wybdr populacji komorek
nieuszkodzonych (100%). W wybranej populacji komérek fluoreseesopdy mierzono w
roztworze PBS oraz po inkubacji z oligomycyrBomiar fluorescencji w obecrmszwiazkow
znosacych potencjat btonowy (walinomycyna, CCCP) stanowit kontroegatywna Wyniki
przedstawiono jako procent komorek o wysokim potencjale btonowym mitochondriéw w wybranej
populacji komorek (wart@i srednie z odchyleniem standardowym; n = 4). Val — walinomycyna,
oligo — oligomycyna; ***p<0,001; istotnosstatystycznavyliczono w oparciu o test t-Studenta.

Wzrost liczby komérek MEE™" o wysokim potencjale blonowym mitochondriéw
w obecnoéi oligomycyny mo# sugerowd ze w komaorkach tych dochodzi do zaburze
tworzeniu (efektywnosc¢tancucha oddechowego) lub wykorzystywaniu (efektywnos¢
fosforylacji ADP) gradientu protonow, raczej bez uUpdgenia sprzenia oksydacyjnej
fosforylacji. W celu wyjénienia tego zjawiska, w dalszych etapach pracy,iznahno
udziat syntazy ATP w metabolizmie mitochondrialnym.

4.2.3 Wytwarzanie reaktywnych form tlenu

Pomkdzy poszczegodlnymi typami MEF nie zaobserwowandngth statystycznie
réznic w ilosci reaktywnych form tlenu w przgiych warunkach dagiadczalnych
(Ryc. 9). llosé reaktywnych form tlenu w komérkach MEE*" wynosita 113,3 + 23,7%
w stosunku do MEFwt oraz 88,3 + 11,4% w komérkach MEE 27"
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Ryc. 9. Wytwarzanie reaktywnych form tlenu w komérkach MEFwt, MEF™""
oraz MEEMn1-/-Mfn2-/-

Tworzenie reaktywnych form tlenu (ROS) badano za pamsoady fluorescencyjnej DFFH2-DA.
Pomiar fluorescencji miat miejsce po 30 min. inkubacji komérek w 37°C w buforze PBS z
dodatkiem sondy i substratow oddechowych: 5,6 mM glukozy i 1 mM pirogronianu. Wyniki

przedstawiono w stosunku do MEFwt; przedstawiono wairtasrednie z odchyleniem
standardowym, n = 4,

4.2.4 Wytwarzanie ATP

Wytwarzanie ATP oceniano w warunkach d@pstoci glukozy (Ryc. 10 A), jak i
dla komorek inkubowanych wrodowisku nie zawieragym glukozy (Ryc. 10 B). Za
pomog inhibitora oksydacyjnej fosforylacji (0,ug/ml oligomycyny) oraz inhibitora
glikolizy (1 mM jodooctanu sodu) zbadano, jaki jest udziat tych proceséw w syntezie ATP
w kazdym typie MEF.

Nie wykazano rogic w ilosci ATP w komodrkach inkubowanych w obecod$
glukozy. Zawartos¢ ATP wyrazona w nanomolach na miligram biatka w poszczegélnych
typach MEF wynosita: 23,0 + 4,1 dla MEFwt, 19,5 + 3,6 dla ME¥ oraz 20,7 + 6,3 dla
MEEML-/-Mi2-/-

W obecnoéi glukozy skutki podania oligomycyny na wytwarzandeTP w
poszczegolnych typach MEF byly podobne. Natomiast zaobserwowamp weéezliwosé
komoédrek na jodooctanu sodu. llo&TP po inkubacji z jodooctanem sodu wynosita
16,1 + 0,5 dla MEFwt, 10,8 + 1,3 dla ME¥*" oraz 4,6 + 0,7 nmol/mg biatka dla
MEFanl_l_anz_/_.

Synteza ATP przez komérki MEF évodowisku niezawierggym glukozy rownie
byta jednakowa i wynosita: 26,6 + 1,8 dla MEFwt, 26,5 + 9,9 dla MEF oraz
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23,3 + 4,9 nmol/mg biatka dla MEF™M"2"  Natomiast efekt dziatania inhibitoréw
oksydacyjnej fosforylacji i glikolizy byt zdecydowanie rézw zalenosci od typu MEF.

W obecnogi oligomycyny ilos¢ ATP wytwarzanego przez poszczegolne typy MEF
wynosita: 4,7 + 1,9 dla MEFwt, 10,5 + 4,5 dla MEE” oraz 17,0 + 54 dla
MEFML MM - Natomiast po inkubacji z jodooctanem sodu: 15,2 + 3,6 dla MEFwt,
14,4 + 3,9 dla MEE™" oraz 6,3 + 0,6 nmol/mg dla ML/ Mn2/-,

Romice w wytwarzaniu ATP w obecndsinhibitorow oksydacyjnej fosforylacji i
glikolizy sugerup rézny udziat tych proceséw w metabolizmie poszczegdiniygpow
MEF. W komorkach kontrolnych MEFwt oligomycyna znacznie bardziej ledaéta
syntez ATP niz jodooctanu sodu, co sugerujee produkcja ATP w komorkach
prawidtowych odbywa si przede wszystkim w procesie oksydacyjnej fosfofylac
Odwrotny efekt zaobserwowano dla MEEMM2" sygerujc z kolei przewaajacy udziat
glikolizy w syntezie ATP. Natomiast w przypadku komérek MEE" efekt dziatania
inhibitoréw glikolizy i oksydacyjnej fosforylacji byt podobny, co wskazuje na
porownywalny udziat tych proceséw w syntezie ATP.
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Ryc. 10. Wytwarzanie ATP w komérkach MEFwt, MEF“™" oraz MEFM™/ M2/
Udziat oksydacyjnej fosforylacji i glikolizy w catkowitej produkciji ATP.

Stezenie ATP mierzono spektrofluorymetrycznie, w reakcji enzymatycznej katalizowanej
dehydrogenag glukozo-6-fosforanow i heksokinaz, w ekstraktach komdérkowych
przygotowywanych poprzez inkubackomérek MEF z 4% kwasem nadchlorowym. Zebranie
ekstraktow poprzedzata 10 min. inkubacja komoérek w buforze Krebsa-Henseleita z 1 mM
pirogronianem i 5,6 mM glukaz(A) oraz bez dodatku glukozy (B). Gdzie wskazano, zastosowano
inhibitor oksydacyjnej fosforylacji (0,1 mg/ml oligomycyny) lub inhibitor glikolizy (1 mM
jodooctanu sodu). Wyniki przedstawiono jadtednie wartogi sktzenia ATP wraz z odchyleniem
standardowym (nmol ATP/mg); n = 3-5, *p<0,01 oraz **p<0,005 vs. MEFwt.
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Réznice w wytwarzaniu ATP poradzy typami MEF w obecna$ inhibitorow
wskazuj na zwikszony udziat glikolizy beztlenowej w metabolizmie ER'™?7 i
MEFM™ M2\ odniesieniu do MEFwt. Udziat tego procesu w metabolizmie MEF

potwierdzono na podstawie pomiarow szylkagytwarzanie mleczanu.

4.2.5 Wytwarzanie mleczanu

Wzrost s¢zenia mleczanu jest zjawiskiem wynikegym z nasilonej glikolizy i
stanowi wany parametr w ocenie charakteru metabolizmu energeggo komorki.

Zaobserwowano ponad 2,5-krotny wzrost wytwarzania mleczanu przez komorki
MEFY™2" oraz MER™MN2I- - stosunku do MEFwt (Ryc. 11). llosénleczanu
wytwarzanego przez MEFwt wynosita 28,7 + 18,7 nmol/mg, podczas gdy 65,6 + 11,5 dla
MEF"™2" oraz 84,5 + 19,1 MEE"/MM27 7yjickszona biosynteza mleczanu przez
komérki MER'™2" oraz MER™MN2 hotwierdza zwigkszony udziat glikolizy

beztlenowej w ich metabolizmie.

120 4 Ryc. 11. Biosynteza mleczanu w komérkach
= MEFwt, MEF """ oraz MEFM™/ MMt

100 -

- ” Stezenie mleczanu mierzono

] spektrofotometrycznie, w reakgciji

B I enzymatycznej katalizowanej dehydrogenaz

& I mleczanow, w ekstraktach komoérkowych
przygotowywanych poprzez inkubadjomérek

1 MEF z 4% kwasem nadchlorowym. Wyniki
przedstawiono jako wartog srednie ilogi

20 A

produkcja mleczanu (nmol/img)

MEF wt MEF MEF

Mfn2--  Mn1-/-Mf2-/- mleczanu wraz z odchyleniem standardowym
(nanomole/mg biatka); n=6; **p<0,005 vs.
MEFwt.

4.2.6 Obecnaé¢ glikogenu

Obecnos¢ glikogenu oceniano na podstawie obserwacji komoMEF w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym (Ryc. 12). Dodatkowo dialé&go typu MEF
obliczono odsetek komérek, w ktérych zaobserwowano glikogen.

llos¢ glikogenu w komorkach kontrolnych MEFwt byta znikamObecnosé
glikogenu zaobserwowano tylko w 3% komorek MEFwt. Niecoccey komorek
zawierajcych glikogen, bo ok. 8%, zaobserwowano dla MEF™M"2" Natomiast liczba
komérek MER'™2" zawierajcych glikogen byta znagza i wynosita 27%. Ponadto w
komérkach MEF™” skupiska glikogenu obserwowano zaréwno w cytoplazmie, jak i w

mitochondriach (Ryc. 12).
51



Wyniki

Ryc. 12. Ocena wlyst/;powania glikogenu w komérkach MEFwt, MEF"™"  oraz
MEF MM/ Mn2-" ha podstawie obserwacji mikroskopowe;

Wybrane zdjcia komérek MEFwt (A, B), ME¥"™" (C, D, E, F) oraz MEE™"™MM2" (G H)
wykonane technik transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Czerwona ramka wskazuje obszar
widoczny w powgkszeniu (B, D, E, F oraz H). Komdrki MEFwt charakteryzowato réwnomierne
rozproszenie organelli w cytoplazmie (A). Mitochondria wykazywaty regularny ksztait z
widocznymi grzebieniami mitochondrialnymi (B). Nie zaobserwowano obetnglikogenu.
Skupiska glikogenu w postaci ziaren o €uzgstaci optycznej obserwowano w komorkach
MEFY™2" (C, D, E, F). Ziarna glikogenu obserwowano zaréwno w cytoplazmie komérki (D, F),
jak i w zmienionych mitochondriach (E). Natomiast w komérkach MEE"™" jlos¢ glikogenu

byta znikoma (G, H). Dodatkowo zaobserwowano zaburzenia rozmieszczenia i ksztattu
mitochondriéw (G), a w samych mitochondriach liczne zaburzenia formowania grzebieni (H).
fot. dr hab. n. med. Matgorzata Frontczak-Baniewicz.
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Zwigkszenie ilo€i zmagazynowanego glikogenu neoivskazywé na adaptagj
komérek MER'™" do beztlenowego przeksztatlcania glukozy i zaspokajanie
zapotrzebowania energetycznego na drodze fosforylacji substratowej. Niewielka ilos¢

l—ylfnl-/-anZ-/-

glikogenu w ME moze wynika z bardziej kompleksowych zmian dotgcych

metabolizmu tych komérek, m.in. bardzo nasilonej glikolizy.

4.2.7 Immunoreaktywnosé Tom20 i Hsp60

Zwickszenie szybkad oddychania komérek MEH?" (Ryc. 7) moe, jak
wspomniano wczmiej, sugerowa zwickszenie ilog€i mitochondriow na skutek ich
zwickszonej biogenezy. W celu weryfikacji tej koncepgjkonano szereg dedadcze,
ktérych wyniki przedstawioneggsv tym i w kolejnych podrozdziatach.

[los¢ mitochondribw oceniano na podstawie immunoreaktywnloiatka Tom20 w
ekstraktach komdérkowych rozdzielonych metadektroforezy SDS-PAGE (Ryc. 13 A).
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Ryc. 13. llo§¢ mitochondriéw w komérkach MEFwt, MEF ™" graz MEF" ™M™ gceniana
na podstawie immunoreaktywno€i biatek mitochondrialnych: Tom20 i Hsp60

Immunoreaktywnosdiatek mitochondrialnych: Tom20 (A) oraz Hsp60 (B) analizowano metod
western blot po uprzednim rozdziale elektroforetycznym met&RS-PAGE ekstraktow
komorkowych MEF. Przedstawiono reprezentatywny western blot (wradrawym biatkiem,
PCNA, stanowjcym kontrob prawidlowego nalognia probek nazel) oraz wzgidng
immunoreaktywnos¢ wyliczong w stosunku do MEFwt; przedstawionérednie wartéci
immunoreaktywnodi wraz z odchyleniem standardowym, n=4; *p<0,05 oraz **p<0,01 vs.
MEFwt.
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W komérkach MEF™" zaobserwowano wzrost immunoreaktywtiodiatka
Tom20 do wartaosi 161,4% + 53,0 w stosunku do jego immunoreaktywnaskomaorkach
MEFwt. Natomiast w komérkach MEE M2 \7gledna immunoreaktywnosdom20
wynosita 26,3% = 6,0 (Ryc. 13 A). Istotny wzrost immunoreaktywndgom20 w
komérkach MEF™” moze wskazywa na zwikszona ilosci mitochondriow w tych
komérkach. Analogicznie, moa przypuszcza ze w komoérkach MERE™MM2" jlg5e
mitochondriéw jest zmniejszona w stosunku do MEFwt.

Oceng ilosci mitochondriow poprzez pomiar immunoreaktywciosTom20
uzupetniono oceng immunoreaktywnos¢ biatka Hsp60. Podobnie, jak Tom20,
immunoreaktywnoséHsp60 w komérkach ME¥™” byta zwickszona w stosunku do
MEFwt i wynosita 154,7% = 23,9. Natomiast charakter zmian immunoreaktgwnos
Tom20 i Hsp60 w komérkach MEFL™MM2 Kt rézny. Wzgkdna immunoreaktywnosé
Hsp60 w komérkach MEM M2/ "\ przeciwigistwie do Tom20, byta zhiona do
MEFwt i wynosita 105,4% + 13,8 (Ryc. 13 B).

4.2.8 Immunoreaktywnosé Tfam

Aktywnos¢ procesu biogenezy mitochondriow oceniano w eksidkt
komdrkowych rozdzielonych metodaelektroforezy SDS-PAGE, na podstawie
immunoreaktywnasi mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A .
Immunoreaktywnosdfam w komérkach MER™N2/- wynosita 179,7% + 11,1, podczas gdy
31,3% + 7,1 w komérkach MEE™MM27 (Ryc. 14).

Wzrost immunoreaktywnas Tfam w komérkach MEE™" moze wskazywa na
aktywacj procesu biogenezy mitochondriow w tych komorkaclatoxhiast obrienie
immunoreaktywnasi obu biatek mitochondrialnych, Tom20 i Tfam, w w&k&tach
komoérkowych MERM M2\ vdaje st wskazyw@ na obntona (W odniesieniu do
MEFwt) ilos¢ mitochondriow w tych komorkach.

Czynnik transkrypcyjny Tfam oddziatuje z mitochondrialnym DNA, gkgizapc
jego replikag i transkrypcg. Wobec zaobserwowanych rd¢ immunoreaktywnas
czynnika Tfam ocenie poddano ilo§8NA mitochondrialnego w poszczegdélnych typach
MEF.
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4.2.9 llos¢ mitochondrialnego DNA

Ryc. 14. Biogeneza mitochondriéw w
komérkach ~ MEFwt, MEF“™"  oraz

ME F Mint-/-Min2-F na podstawie
immunoreaktywnosci mitochondrialnego

czynnika transkrypcyjnego Tfam

Immunoreaktywnos¢ mitochondrialnego
czynnika transkrypcyjnego Tfam badano metoda
western  blot po uprzednim rozdziale
elektroforetycznym metoda SDS-PAGE.
Przedstawiono reprezentatywny western blot
wraz z pdrowym biatkiem PCNA, stanowiym
kontrok prawidtowego natagnia prébek néael.
Wzgledng immunoreaktywnosélTfam wyliczono

w stosunku do MEFwt. Przedstawiono wacio
srednie immunoreaktywnog ~ Tfam z
odchyleniem standardowym, n= 4; **p<0,01 vs.
MEFwt.

[loé¢ mitochondrialnego DNA oceniano meto®CR w czasie rzeczywistym i

przedstawiono w odniesieniu dgdowego DNA (mtDNA/nDNA).

Zaobserwowano,ze stosunek MtDNA/NDNA w komoérkach MER?" byt

nieznacznie obaony w odniesieniu do komorek prawidtowych i wyno8iB5 + 0,19

(Ryc. 15). Natomiast znaczne obemie stosunku mMtDNA/nDNA obserwowano w

komorkach MERM/-Mm2/-

wynosit 0,44 + 0,10.

1,4 7

1,2 -

0,8 -

0,6

mtDNA / nDNA

04 -

0,2 -

MEF wt

MEF
Mfn2-/-

MEF
Mfn1-/-Mfn2-/-

Stosunek MtDNA/NDNA w komérkach MEEHMm2"

Ryc. 15. Wzgledna ilos¢ mitochondrialnego
DNA wyrazona jako stosunek ilofi
mtDNA/NDNA w komorkach  MEFwt,
MEF Mfn2-/- oraz MEFanl—/—anZ—/- .

llos¢ mitochondrialnego DNA oznaczono
metodaPCR w czasie rzeczywistym i wyi@no
w stosunku do gdrowego DNA
(mtDNA/nDNA). llos¢ DNA
mitochondrialnego oznaczano poprzezydie
specyficznych starterow rozpozgeych rejon
peti D w genomie mitochondrialnym.
Natomiast ilos¢ DNA jadrowego oceniano na
podstawie ekspresji genu kinazy tymidynowej.
Przedstawiono wartgci srednie  stosunku
MtDNA/nDNA z odchyleniem standardowym;
n=6, *p<0,05 vs. MEFwt.
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4.2.10 Aktywno ¢ syntazy ATP

Aktywnos¢ syntazy ATP oceniano #elu po rozdziale elektroforetycznym metoda
Blue Native — PAGE.

W komodrkach prawidiowych MEFwt w reakcji enzymatycznej specyficznej dla
syntazy ATP wykazano powstanie dwochaiow i stwierdzono znaczmarzewag prazka
0 wickszej masie molekularnej, odpowiagtaggo ztobnemu kompleksowi syntazy ATP
(F. + F). Natomiast w komérkach MBEE?" a tym bardziej MER"/M2"
obserwowano przewagerazka o mniejszej masie molekularnej, odpowiadago wolnej
podjednostce F Zjawisku temu towarzyszyto ubywanie gpka odpowiadajcego
kompletnemu kompleksowi syntazy ATP (Ryc. 16).

Ryc. 16. Aktywnosé¢ syntazy ATP w
komérkach  MEFwt, MEFM™2"  oraz
M EF Mfnl-/-Mfn2-/- .

Aktywnos¢ syntazy ATP badano we frakcji

bogatej w mitochondria (P2) po rozdziale

metoda elektroforezy natywnej Blue Native

PAGE w gradientowym zelu
-V (F,+F) poliakryloamidowym. Aktywnosésyntazy ATP
analizowano na podstawie reakgciji
enzymatycznej w buforze reakcyjnym: 35 mM
TrisHCI, 270 mM glicyna o pH 8,3-8,6, 14 mM
MgCl,, 0,1% Pb(N@,, 8 mM ATP.
Obserwowano powstanie dwdch ggkdw o
aktywno&i enzymatycznej, odpowiadalych
kompletnemu kompleksowi syntazy ATP oraz
wolnej podjednostce ;F Przedstawiono obraz
zelu po reakcji enzymatycznej, reprezentatywny
dla trzech niezateych dofviadcze.
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4.2.11Immunoreaktywnosé¢ wybranych biatek komplekséw oddechowych i

syntazy ATP

Doswiadczenia wykonano za pompanetody western blot z wykorzystaniem
zestawu przeciwcial, umdéwiajacego jednoczesnganaliz biatek reprezentagych
wszystkie kompleksy oddechowe oraz syatAZP.

Wykazanoze w komérkach MEE™" dochodzi do wzrostu immunoreaktywieds

biatek kompleksow oddechowych, w szczegdbiodrugiego, czwartego i gego.
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Natomiast w przypadku MBEF™MM2" immunoreaktywnosébiatek reprezentagych
poszczegollne kompleksy oddechowe bykzspa nk w komérkach prawidtowych. Istotne
obnizenie immunoreaktywna$ w tych komorkach wykazano dla kompleksu pierwszieg
czwartego (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Immunoreaktywnosé wybranych biatek kompleksow oddechowych w komorkach
MEFWt, MEF Mfn2-/- oraz MEFanl-/-anZ-F.

Ekstrakty komorkowe MEF rozdzielano metoddektroforezy SDS-PAGE, w 12%elu
poliakryloamidowym, po 30upg biatka na sciezkg. Analizz western blot prowadzono z
wykorzystaniem zestawu przeciwciat Total OXPHOS Rodent WB Antibody Cocktail (Abcam),
rozpoznajcych nasfpujace biatka: NDUFB8 (kompleks 1), Cll-30 kD (FeS; kompleks II), biatko
Clll-Core 2 (kompleks Ill), podjednostka C-IV-I (kompleks IV); podjednostka G-Ykompleks

V). Biatko jadrowe PCNA (Santa Cruz) stanowito kontrprawidtowego natcgnia prébek nael.
Przedstawiono reprezentatywny western blot (A) oraz wynik analizy densytometrycznej (B). Dane
dla kazdego kompleksu przedstawiono jako wattovzglgdne immunoreaktywna$ w stosunku

do MEFwt grednia immunoreaktywnosivraz z odchyleniem standardowym, n=6-12, *p<0,05,
**np<0,01).

4.3 Porownanie ekspresji mitofuzyny 1 i mitofuzyny 2

Stosunek mitofuzyny 1 i mitofuzyny 2 poréwnano na poziomie transkryptu (Ryc.
18) oraz biatka (Ryc. 19) w wybranych ngotach myszy. Zwoje czuciowe (DRG)
stanowity reprezenta¢j obwodowego ukladu nerwowego. Do badporownawczych
wiaczono take kok mozgu, modzek, rdzé kregowy, a take wybrane naggy: nerki,
serce, wtrobe, miesien szkieletowy i skgg. Stosowano odpowiednio technilRCR w
czasie rzeczywistym oraz western blot po uprzednim rozdziale elektroforetycznym
SDS-PAGE.
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4.3.1 Analiza poréwnawcza ilasci mRNA kodujgcego Mfnl i Mfn2

Stosunek ilo€i mRNA dla Mfnl i Mfn2 w zwojach czuciowych wynosit
0,27 + 0,08 i byt najmiszy zaréwno pa$d struktur uktadu nerwowego, jak i pod
pozostatych badanych naddw (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Poréwnanie ilosci MRNA dla Mfn1 i Mfn2 w wybranych narzadach myszy

Ekspresj genéw mitofuzyny 1 i 2 badano metoBELR w czasie rzeczywistym. Wyniki wyliczono

w oparciu 0 metod@AACt i przedstawiono jako: Asredni stosunek ekspresji Mfnl i Mfn2 +
odchylenie standardowe (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. DRG) oraz B.
wartasci ekspresji mRNA dla Mfnl i Mfn2 w wybranych strukturach uktadu nerwowego (*p<0,05,
**p<0,01; na podstawie testu t-Studenta). Zwoje czuciowe (DRG) reprezentowaly obwodowy
ukfad nerwowy.

W zwojach czuciowych ekspresja genu Mfn2 przeswata prawie trzykrotnie
ekspres¢ Mfnl. Podczas gdy w korze mézgowej ekspresja geabw mitofuzyn byta
jednakowa (Mfn1/Mfn2 1,05 + 0,27), w madzku i rdzeniu kegowym Mfnl przewyszata
ekspres¢ genu Mfn2 (odpowiednio: 1,26 + 0,12 i 1,67 £+ 0,1Ekspresja genu Mfnl
przewaata take we wszystkich pozostatych probkach, wykazuwartos¢ stosunku
Mfnl/Mfn2 powyej jednogi (odpowiednio: 1,22 + 0,14 w sercu, 2,04 + 0,0%msniu
czworogtowym uda, 1,10 £ 0,20 watvobie, 1,87 £ 0,01 w nerce oraz 3,15 + 0,95 w
skorze).

Zaobserwowano takz ze w obebie ukladu nerwowego ekspresja genu Mfnl jest
znacznie bardziej zréicowana, podczas gdy ekspresja Mfn2 utrzymujenai podobnym
poziomie (Ryc. 18 B). Nie wykazano istotnych statystyczni@iw ekspresji genu Mfn2

pomiedzy zwojami czuciowymi, karmozgows, mozzkiem i rdzeniem kyggowym.
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4.3.2 Analiza poréwnawcza immunoreaktywndgci Mfnl i Mfn2

Stosunek immunoreaktywnos Mfnl i Mfn2 w zwojach czuciowych wynosit
0,85 + 0,20, potwierdzag przewag Mfn2 nad Mfn 1 (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Poréwnanie immunoreaktywnogi Mfnl i Mfn2 w wybranych narzadach myszy

Immunoreaktywnosbadano w ekstraktach komdrkowych (@) po uprzednim rozdziale metpd
elektroforezy SDS-PAGE. Wykorzystano przeciwciata anty-Mfnl (84 kDa) oraz anty-Mfn2 (86
kDa). Zwoje czuciowe (DRG, ang. Dorsal Root Ganglia) reprezentowalty obwodowy ukfad
nerwowy. GAPDh stanowito kontrglprawidtowego natagnia probek nael. Ekstrakty komorek
MEF stanowilty odpowiednio kontrel pozytywna (MEFwt) oraz negatywnagMEF"™" oraz
MEFMMM27y specyficznosi przeciwciat anty-Mfn1 i anty-Mfn2.

Przedstawiono reprezentatywny western blot (A) oraz dane uzyskane na drodze analizy
densytometrycznej (B). Immunoreaktywnasitofuzyny w poszczegolnych tkankach przeliczano
w odniesieniu do MEFwt, a na podstawie otrzymanych weirtggstoi optycznej wyliczano
stosunek Mfn1/Mfn2. Przedstawiono waxtbsrednie stosunku Mfnl i Mfn2 z co najmniej trzech
niezalenych dogviadcze z odchyleniem standardowym; *p<0,05 oraz**p<0,01 vs. DRG.

Wiegkszy ilos¢ Mfn2 obserwowano talkz w mesniu szkieletowym i wtrobie
(odpowiednio: 0,46 = 0,38 i 0,80 + 0,49). We wszystkich pozostatych probkach

przewaata obecnoséMfnl, o czymswiadczyta weksza od jednad wartos¢ stosunku

59



Wyniki

Mfnl i Mfn2 (1,44 + 0,17 w korze mézgowej, 1,37 £ 0,17 w o, 1,22 + 0,25 w
rdzeniu kegowym, 1,06 + 0,47 w sercu, 1,08 £0,44 w nerce @aZ + 0,78 w skorze).
Analizy western blot z uwiciem przeciwciata anty-Mfn2 wykazaty obecnosé¢
dodatkowego pizka o nieco wgkszej masie molekularnej (Ryc. 19 A). Dodatkowyzek
byt szczegdlnie widoczny w ekstraktach komorkowyclesmia i skory, a w mniejszym
stopniu takz w sercu i zwojach czuciowych.
Analiza ekspresji gendbw Mfnl i Mfn2 na poziomie mRNA, jak i na poziomie
biatka wykazata przewggMfn2 w zwojach czuciowych. Ta zaleos¢ byla bardziej
zaznaczona nha poziomie transkryptow. Niemniej jednak oba wyniki wydgj

potwierdz& hipotez o stosunkowo niskiej ekspresji Mfnl w nerwach obawwygch.

4.4 Wplyw Mfn2 prawidiowe] oraz z mutacja na stosunek ildci
MtDNA\NDNA

Na podstawie dokonanej charakterystyki porownawczej trzech typow komorek
MEF do dalszych prac nad testem patogeainosutacji Mfn2 wybrano stosunek ilos
mitochondrialnego DNA dogdrowego DNA (mtDNA/nDNA).

Zmiany stosunku mMtDNA/NDNA w komérkach MEE"™M"2" gceniano po
nadekspresji prawidtowego genu ludzkiej mitofuzyny 2 (wtMfn2) oraz z mutacjami, jak
opisano w podrozdziale 3.1.1.3.

Zmiany stosunku mMtDNA/NDNA po transfekcji badano w komoérkach
MEFM™ M2 \wybér ten podyktowany byt pozytywnym zweryfikowaniem hipotezy o
stosunkowo niskiej ekspresji Mfnl w obwodowym uktadzie nerwowym. Ponadto w
komérkach MEF™" nie obserwowano istotnych mdiz ilosci mtDNA w poréwnaniu do
MEFwt.

Zmiany stosunku mtDNA/nDNA w komérkach MEE™MM2" gceniano po
transfekcji prawidlowym genem Mfn2 (wtMfn2) oraz genem z mygtapjzedstawiano w
odniesieniu do MEFwt, w ktorych stosunek mtDNA/nDNA pezgjza 1,0 (Ryc. 20).

Wykazano, ze na skutek nadekspresji genu prawidiowe] Mfn2 steku
mtDNA/NDNA w komérkach MEF™/™MM2" 7yiekszat st istotnie z 0,43 + 0,11 do
0,74 + 0,04. Po transfekcji plazmidem z muia&400X nie zaobserwowano zmian
stosunku mtDNA/NDNA w odniesieniu do nietransferowanych komérek YEF™27,

Stosunek mtDNA/NnDNA po transfekcji wynosit 0,48 +0,13. Natomiast po transfekcji
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komérek MER™MMN27 51a7midem z mutagjR94Q oraz R250W zaobserwowano istotny
wzrost stosunku mtDNA/nDNA do wartais(odpowiednio) 0,64 + 0,11 oraz 0,65 + 0,24.

Mfn2 nie zmieniala stosunku mtDNA/NnDNA.

mtDNA / nDNA

Jednoczénie, transfekcja komérek MEE™MM27 plazmidem nie niagym genu

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

MEF MEF
wt Mfn1-/-
Mfn2-/-

MEFMfn1-/-Mfn2-/-

CUINIM +

Or6Y +

X00¥d +

MOGZH +

Ryc. 20. Wptyw Mfn2 prawidtowej oraz z
mutacja na stosunek mMtDNA/NDNA w
komérkach MEFMm1-/-Mm2-/-

Przedstawiono stosunek mtDNA/NnDNA w
komérkach MEREM™ /MM 55 transfekc;i

prawidtowym genem mitofuzyny 2 (wtMfn2)
oraz z mutagy R94Q, R400X i R250W.

Wartogi stosunku mtDNA/NnDNA

przedstawiono wzgtlem MEFwt, w ktorych

stosunek mMtDNA/NDNA przyto za 1,0.

llos¢ DNA oznaczono metodBCR w czasie

rzeczywistym.  Przedstawiono  wartos

srednie  z odchyleniem standardowym;
n=>5 - 12; *p<0,05 vs. MM/
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Tempo podziatu

Komoérki MEF z delecj genu Mfn2 (MER™27) charakteryzowaly si zwickszonym
tempem podziatu w stosunku do komérek prawidtowych MEFwt.

Komoérki MEF z delecj genéw Mfnl i Mfn2 (MER™MN2N \wyicazywaly najmniejsze

tempo podziatu, znagezo nizsze od MEFwt.
Charakterystyka poréwnawcza

Delecja genu Mfn2 w komoérkach MEF powodowata:

—istotne zwgkszenie tempa zyivania tlenu;

—zwig¢kszenie ilogi biatka Tfam belacego markerem biogenezy mitochondriow oraz
zwiekszong ilos¢ biatek charakterystycznych dla mitochondriow, w tysatek
kompleksow oddechowych;

—istotne obnienie potencjatu btonowego mitochondriow;

—zwig¢kszony udziat glikolizy beztlenowej w metabolizmieeegetycznym komorek,

0 czym s$wiadczylo jednakowe obmenie wytwarzania ATP w obecnms
inhibitorow oksydacyjnej fosforylacji i glikolizy beztlenowej, wzrostzsihia
mleczanu oraz wygpowanie glikogenu;

—zaburzenia tworzenia kompleksu i aktywoiosyntazy ATP.
Delecja genow Mfnl i Mfn2 w komérkach MEF powodowata:

—istotne zmniejszenie tempa oddychania komorkowego;

—obnizenie iloci biatka Tfam belacego markerem biogenezy mitochondriow oraz
biatek charakterystycznych dla mitochondriow, w tym bialek kompleksow
oddechowych;

- obnizenie stosunku mtDNA/NDNA;

—przewaajacy udziat glikolizy beztlenowej, o czyrwiadczyt ponad 2,5-krotny
wzrost sgzenia mleczanu oraz znace obnkenie wytwarzania ATP w obecrms
inhibitora glikolizy beztlenowej;

— prawie catkowity brak petnego kompleksu syntazy ATP.
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Pomimo ranej aktywnog&i metabolicznej mitochondriow w komoérkach MEFwt,

MEF"™2" oraz MER'™/™MM2" nje wykazano régic w tworzeniu reaktywnych form tlenu.

Poréwnanie ekspresji gendéw mitofuzyny 1 i mitofuzyny 2 na poziomie mRNA oraz
biatka

Stosunek iloéi MRNA Mfn1/Mfn2 w zwojach czuciowych myszy okazs¢ najnizszy,

zaréwno pokod struktur ukladu nerwowego, jak i w porownaniustimktur obwodowych.

Analiza western blot wykazata przewaliatka Mfn2 nad Mfnl w zwojach czuciowych,

cho¢ zjawisko to nie byto tak znagee jak dla mRNA.

llos¢ MRNA dla Mfn1 w wybranych strukturach uktadu nervem@ byta znacznie bardziej

zroznicowana od iloéi mMRNA dla Mfn2.
Wplyw Mfn2 prawidtowej oraz z mutacja na stosunek ilo€i mtDNA/nDNA

Na skutek nadekspresji prawidiowego genu Mfn2 obserwowano wzrost stosunku
mtDNA/NDNA w komérkach MERM /M7

Nadekspresja genu kodopgo MfZ**? oraz MinZ?**°™ podnosita stosunek
mtDNA/NDNA w  komérkach MER™MN2 " iadnak w mniejszym stopniu i
nadekspresja genu prawidtowej Mfn2.

Nadekspresja genu kodapgo MfnZ40%%

komorkach MER™ML/-Mn2-/-

nie zwkkszata stosunku mtDNA/nDNA w

63



Dyskusja

6. DYSKUSJA

Choroby kegu CMT stanowj najliczniejsz grupe polineuropatii
uwarunkowanych genetycznie. Ze wadl na powszechnosévystpowania stanovyi
przedmiot bad& na catymswiecie. CMT typu 2A stanowi najestsz forme aksonalp
choroby CMT. Liczne badania wskazuyge mutacje w genie mitochondrialnego biatka,
Mfn2, stanowd gtdwng przyczyre CMT2A [4,12]. Dotychczas zidentyfikowanych zostato
ponad 100 mutacji patogennych zwanych z rozwojem CMT2A. Prowadzone badania
dostarczaj informacji o kolejnych mutacjach opisywanych w po=egolnych
populacjach, jak i podejmowang $iczne préby wyjénienia mechanizmu uszkodzenia
aksonow obserwowanego u chorych z CMT2A.

Pomimo rosngej wiedzy, diagnostyka chorych wgi stanowi dug wyzwanie.
Wobec wysgpowania licznych polimorfizméw w genie Mfn2 oraz n@odnogi
fenotypowej wréd chorych, diagnostyka oparta na badaniach negiozioych i
genetycznych ma okazé si¢ niewystarczajca do postawienia petnej diagnozy. Dlatego
tez podgto probe stworzenia testu diagnostycznego opartego o ¢ocskutkow
funkcjonalnych mutacji Mfn2.

Jak wykazaly badania Chen i wsp. mitofuzyna jest nidzéew rozwoju
embrionalnym. Brak Mfn2 prowadzi do wytworzenia nieprawidiowegoysta i
obumarcia ptodow [22]. Z tego wzglu dotd nie opracowano zwieggzego modelu
badawczego, w ktorym ekspresja mitofuzyny bytaby catkowicie zahamowana. Metodami
zaawansowanej iyhierii genetycznej uzyskano zwieta transgeniczne (gtéwnie
gryzonie), u ktérych ekspresja mitofuzyny byta zahamowana wybiérczo i warunkowo w
okreslonych strukturach, m.in. w nerwach obwodowych [96p w watrobie [31].
Natomiast z zarodkéw myszy wyprowadzone zostaty linie embrionalnych fibroblastow
typu dzikiego oraz z delecgendw Mfnl i Mfn2. Komaorki te od lat stanayypowszechnie
stosowany model do bafddunkcji mitofuzyny [22].

W niniejszym projekcie dokonano charakterystyki porownawczej trzech typow
mysich embrionalnych fibroblastéw: prawidtowych, z delegenu Mfn2 oraz genow
Mfnl i Mfn2. Badania zaplanowano w oparciu o hipetez mutacje w genie biatka
mitochondrialnego, jakim jest mitofuzyna 2¢da upodedz& gtdwnie mitochondria, a
zatem mofiwosci i sposoby tworzenia zwzkdéw wysokoenergetycznych w komorkach.

Uzasadnienie dla pogljia takiej hipotezy stanowity prace, opisgtg zaburzenia funkcji
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mitochondriow w komorkach, w ktorych ekspresja genu prawidiowej Mfn2 byta
ograniczona.

Mitofuzyna 2, obok mitofuzyny 1 i Opal, jest jednym z namwejszych biatek
odpowiadagcych za proces fuzji mitochondriow [24]. Zachowamigasciwej dla stanu
komorki proporcji pomgdzy procesami fuzji i podzialu mitochondridw, acwisieci
mitochondrialnej, jest niezlope do prawidiowego przebiegu oksydacyjnej fosfamyla
stanowicej najbardziej efektywneérdédto ATP w komorce. Wykazanage zaburzeniom
ekspresji genu mitofuzyny 2 towarzyszzmiany struktury sieci mitochondrialnej
[22,26,27] oraz liczne zaburzenia metaboliczne [28-31].

W komérkach, w ktérych ekspresja genu Mfn2 byta zahamowana obserwowano
m. in. zaburzenia metabolizmu glukozy i kwaséw tluszczowych, co na poziomie
molekularnym objawiato giobnizeniem tempa oddychania komorkowego oraz spadkiem
potencjatu btonowego mitochondriéw [28,30]. Pich i wsp. [30] wykazalipgraniczeniu
ekspresji genu Mfn2 w mgéniach szkieletowych szczura towarzyszy zahamowanie
utleniania glukozy i kwasow tluszczowych, co przynajmniegciowo wynikato ze zmian
ekspresji biatek tacucha oddechowego. Zaburzenia efektywenégncucha oddechowego,
objawiajgce s¢ obnizeniem potencjatlu btonowego mitochondriow wykazankzéaw
badaniach na fibroblastach chorych z CMT2A obarczonych myaggany sensu [37].

Biorac pod uwag homologe pomidzy Mfnl i Mfn2 oraz motiwosé
kompensowania niektérych funkcji Mfn2 przez Mfnl, ocgagametrow metabolicznych
prowadzono zaréwno dla komérek MEE” jak i MEP'™/MM2" " Ocena zdolnas
metabolicznych tych komérek wykazatae w obu typach MEF z delecjgenéw
mitofuzyny dochodzi do zmiany charakteru metabolizmu, jednak nasilenie tego zjawiska
oraz zmiany poszczegolnych cech mitochondrialnych bylgedZabela nr 2).

Jak wiadomo z dotychczasowych publikacji zaburzeniom ekspresji genu Mfn2
towarzyszy zazwyczaj dysfunkcja mitochondribw, szczegélnie zebie tempa
oddychania komérkowego. W prezentowanych tu badaniach dla komoéreR"™¥IEF
wykazano jednak zwkszone tempo zyzia tlenu (Ryc. 7), przy jednoczesnym
zwickszeniu ilogi biatka Tfam sugerggego nasilenie biogenezy mitochondriow (Ryc. 14)
oraz wzrogie ilosci wybranych biatek komplekséw oddechowych (Ryc.. 17)

Podobna zaleznos¢ opisano dla fibroblastow pobranych od chorych z QWT
obarczonych mutacjami punktowymi w genie Mfn2 [82]. Fibroblasty chorych wykazaty
zwickszone tempo oddychania komodrkowego, co autorzy abtan jako probe
kompensacji zaburaeefektywnog¢i tancucha oddechowego. Co a®gj, wykazano,ze
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ilos¢ ATP wytwarzanego przez fibroblasty chorych z CMTBbga poréwnywalna do
ilosci wytwarzanej przez fibroblasty osob zdrowych, @evstawanie ATP odbywatoesk
wigckszym wykorzystaniem substratu kompleksu Il (bunsiztyiu), ktérego utlenianie
dostarcza mniej energii, na co wskazywat ¢kgzony udziat kompleksu Il f@ucha
oddechowego w porownaniu do fibroblastow kontrolnych. Analogicznie, w
przeprowadzonych badaniach wykazare, ilos¢ ATP powstajcego w fibroblastach
MEF"™2" nie rémita sk od wykrytego w MEFwt (Ryc. 10). Wykazano réwhie
zwickszong w stosunku do MEFwt, immunoreaktywnokémplekséw oddechowych, w
tym takze kompleksu Il (Ryc. 17).

Tabela nr 2. Podsumowanie zmian metabolizmu i parametrow mitochondrialnych w

komérkach MEFM™27" j MEFMM-MM27\  poréwnaniu do prawidtowych
fibroblastow myszy.

MEF Mfn2-/- MEE Mfn1-/-Mfn2-/-

Tempo podziatu wzrost obnizenie
Oddychanie komérkowe wzrost obnizenie
Potencjat blonowy mitochondriéw obnizenie bez zmian
Wytwarzanie ATP bez zmian stzenia,; bez zmian stenia;

jednakowy udziat przewaga glikolizy

oksydacyjnej fosforylacji i

glikolizy
Wytwarzanie mleczanu wzrost wzrost
Obecnoséglikogenu znaczna znikoma

Aktywnos$¢ syntazy ATP

zwiekszony udziat wolnej
podjednostki Fkosztem
ztozonego kompleksudr;

catkowity brak ztosnego
kompleksu syntazy ATP

llosé biatek charakterystycznych dla
mitochondriéw

zZwiekszona

Zmniejszona

Markery biogenezy mitochondriéw | wzrost obnizenie
Stosunek mtDNA/NnDNA bez zmian obribny
llos¢ biatek tancucha oddechowego | zwigkszona, w obnizona, w

szczegolnaodi biatko
kompleksu Il, IV iV

szczegolnadi biatko
kompleksu Ii IV

W przedstawionych tu badaniach obserwowanoc¢ksvione tempo podziatow
komérek MEF z delegj genu Mfn2 (Ryc. 6). To zjawisko najprawdopodobnjest
zwigzane z hamgpym wplywem Mfn2 na tempo podzialu komorek poprzez
oddziatywanie Mfn2 z biatkami Ras w szlaku kinaz ERK/MAPK [47,55]. Zanim mutacje
w genie Mfn2 powgzano z chorob£MT2A udziat mitofuzyny 2 badany byt w konteké

choréb, ktérym towarzyszy rozrost ¢dni gtadkich naczg krwionoénych, m.in.
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nadcénienia ttniczego oraz mialzycy. Wykazanoze patologicznemu rozrostowi dni
gtadkich naczy krwionoinych towarzyszyto obnenie ekspresji genu Mfn2 [47]. Mpa
przypuszcza, ze w komérkach MEE™" w zwiazku z brakiem ekspresji Mfn2, dochodzi
do aktywacji szlaku kinaz ERK/MAPK, co wie st ze wzrostem tempa podziatu tych
komoérek, zagadnienie to nie byto jednak dalej badane w tej pracy. Z kolei, waanoz
aktywnos¢ podzialowa komérek ME¥"™>" moze przyczynia sie do nasilenia
metabolizmu mitochondridéw, o ktérydwiadczyto zwekszenie zuycia tlenu. Nasilonemu
oddychaniu komorkowemu towarzyszyto zwszenie ilog€i mitochondriow oraz biatek
kompleksow oddechowych. Wzrost immunoreaktywanofzynnika transkrypcyjnego
Tfam wskazuje,ze za zwgkszona ilos¢ mitochondriow w komoérkach MEf"2"
przynajmniej cgsciowo odpowiada nasilenie procesu ich biogenezy.

Pomimo wzrostu immunoreaktywnaisczynnika Tfam, ktéry odpowiada m.in. za
zwickszenie replikacji mitochondrialnego DNA, w komérkacMEF'™”  nie
obserwowano wzrostu stosunku mtDNA/nDNA (Ryc. 15). Jednym Zimah wyjasnien
tego zjawiska mae by¢ naktadanie giprocesdéw nasilenia metabolizmu mitochondriéw (w
Zwigzku ze wzmoanym tempem podziatowym) oraz zaburZenkcji tych organelli, o
czym swiadczyt obnkony potencjat btonowy mitochondriéw (Ryc. 8) orazbuezenia
aktywnogi syntazy ATP (Ryc. 16).

Ponadto na ilosd jakos¢ mitochondrialnego DNA znagzy wptyw map procesy
fuzji mitochondriow [32]. Postuluje gize procesy fuzji stanowimechanizm chrogcy
mitochondrialne DNA przed nagromadzeniem mutacji i jego degrad&8]. Mozna
zatem przypuszcza ze w komoérkach MEE™”  dziki obecnogi Mfnl, fuzja
mitochondriéw jest mdiwva i ten stan mitochondriow sprzyja zachowaniusatiku
mMtDNA/nDNA na poziomie zbkonym do MEFwt.

W komérkach MEFM™” zaobserwowano zmiangharakteru metabolizmu,
polegajca na zwikszonym udziale glikolizy beztlenowe&wiadczyt o tym ok. 2,5-krotny
wzrost s¢zenia mleczanu w stosunku do komorek prawidiowych MERyc. 11). O
zwickszonym udziale glikolizy w tych komoérkadwiadczyt take jednakowy wptyw
inhibitorow oksydacyjnej fosforylacji i glikolizy na syntezATP. W komdrkach
prawidtowych, przy braku glukozy ilos¢ATP obniata s¢ istotnie statystycznie w
obecnogi inhibitora oksydacyjnej fosforylacji, wskazgj na przewag tego procesu w
syntezie ATP. O zmianie charakteru metabolizmu komérek NfBF swiadczy take
odktadanie zasobow glikogenu (Ryc. 12), ktérego obscnest charakterystyczna dla
komoérek zalenych od metabolizmu beztlenowego. Byoz obecnoscglikogenu w
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MEFY™27"- zwiazana jest ze zwkszonym zapotrzebowaniem energetycznym wazhi ze
zwickszonym tempem ich podziatu oraz nasilonym metabwdin.

Zjawisko polegajce na pozyskiwaniu energii w procesach beztlenowgsh w
przyrodzie dobrze znane i mmzstanowi zaréwno stan fizjologiczny (w przypadku
pracupcych mesni) jak i towarzyszy zjawiskom patologicznym, np. w przypadku
komorek nowotworowych. Komorki tatwiej pozyskugnerge poprzez nasilenie glikolizy
beztlenowej w cytoplazmie przy jednoczesnym ograniczeniu znacznie bardziej efektywnej
oksydacyjnej fosforylacji, przebiegagej w mitochondriach. Podejrzewage,size taka
zmiana w metabolizmie mezwiadczy o adaptacji komorek dg@rodowiska ubogiego w
tlen lub stanowd proke uniezaleénienia s¢ komorki od mitochondriow, ktére moga
pracowa& w wadliwy sposob lub wicz st& si¢ inicjatorami apoptozy [83]. Zwkszony
udziat glikolizy w metabolizmie ME¥™” oraz MERMMN2T yq\wniez moze by
Zwigzany z obniong efektywnogia syntezy ATP w mitochondriach i prolgpzyskania
ATP w alternatywnym szlaku biochemicznym.

Jak do#d nie opisano wyspowania dodatkowego materiatu zapasowego w
biopsjach mgsni i skéry chorych CMT2A. Jednak zgkiszony poziom mleczanu po
wysitku u chorych z CMT wydaje i potwierdzé wyskpowanie zaburze
bioenergetycznych [19]. Odkladanie materialu zapasowego opisano natomiast w
kontekcie miopatii PBD (ang. polyglucosan body myopathy[84], w ktorej
magazynowaniu glikogenu towarzysaziszkodzenia mini szkieletowych, a niekiedy
takze migsnia sercowego oraz objawy neuropatii obwodowej [85].

Przeciwne efekty metaboliczne obserwowano w komérkach MEF na skutek deleciji
gendéw obu mitofuzyn. W komérkach MEE-MM2" ghserwowano znagee obnienie
tempa podziatu (Ryc. 6), oraz zmniejszenie szybkauzwania tlenu (Ryc. 7).
Wykazano zmniejszongw odniesieniu do MEFwt) ilosdiatka Tfam (Ryc. 14) oraz
wybranych biatek komplekséw oddechowych (Ryc. 17), a d¢akbnienie warto§i
stosunku mtDNA/nDNA (Ryc. 15). A zatem, wydajes Prawdopodobneze przyczyna
wolniejszego oddychania tych komorek jest zmniejszenieiitotochondridw.

llos¢ mitochondriow w komérkach MBI M2 g7acowano, tak jak w
przypadku MEF™”" na podstawie obecneishiatek mitochondrialnych, Tom20 i Hsp60.
Obserwowana rozbimos¢ immunoreaktywnosi Tom20 i Hsp60 w komdrkach
MERYMMIN2T \wwmaga dalszych baflaBiatko Hsp60 petni funkejbiatka opiekunczego.
Wykazano jego udziat w fatdowaniu biatek i ich transporcie do macierzy mitochondrialnej
[86]. Jednocz&nie wykazano, ze zahamowanie ekspresji genu Mfn2 zaburza
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oddziatywania pomdzy mitochondriami i siateczkgrodplazmatyczng prowadac do
zjawiska stresu siateczkowego, spowodowanego m.in. zaburzeniem fatdowania biatek
[31]. Zwigzek pomg¢dzy tymi zjawiskami mog by jednym z moliwych wyjasnien
réznicy immunoreaktywnasi Hsp60 i Tom20 w zwizku z delecgj gendw Mfnl i Mfn2 w
komorkach MEF.

Zaburzenia tempa podziatu i oddychania komodrkowego, jak w przypadku
MERM™MM27 - gpisano take dla innych komoérek, w ktérych ilodgiatek fuzyjnych byta
zmniejszona. Byty rdd nich komorki mgsniowe, w ktérych wyciszono ekspregjenow
Mfnl i Mfn2 [26], jak rownie komorki, w ktorych zahamowano ekspregenu Opal.
Biatko Opal, podobnie, jak mitofuzyny, jest GTRazczestniczca w procesie fuzji
mitochondriéw, odpowiedzialnza fuzg wewngrznej btony mitochondrialnej [42]. Mfn1
wraz z Opal koordynuje proces fuzji obu bton mitochondrialnych [42]. Przypuszcza si
jednakowy charakter zaburzenetabolizmu w komérkach Op&loraz MfnI " Mfn2™ jest
konsekwengj catkowitego zahamowania fuzji mitochondriéw [26].

Zaburzenia metabolizmu objawdag s¢ obnizeniem tempa oddychania
komodrkowego i ilogi bialek mitochondrialnych zaobserwowano tak# fibroblastach
pochodacych od chorego z CMT2A obarczonego mujarpiany sensu [19]. Dodatkowo,
w migsniach chorych z CMT2A zaobserwowano nagromadzeniekoazeé
mitochondrialnego DNA na skutek olionej zdolnogi jego naprawy [19]. W innych
badaniach z udziatem fibroblastow pochgdzh od chorych z CMT2A wykazanage
mutacje Mfn2 zaburzajoksydacyjnafosforylacg poprzez ograniczenie replikacji mtDNA.
[87]. Te zalenosci wydap sic podkré&lac zwigzek pomédzy wystpowaniem fuzji
mitochondriéw a utrzymaniem wdeiwej ilosci i jakosci mtDNA. Zaburzenia parametrow
mitochondrialnych obserwowane w komérkach NEE™M2" r6wniez wydaj sie
potwierdza powyzsz hipotez.

Jedenacie spofdd 37 gendw znajdagych sé w mitochondrialnym DNA u ludzi
koduje biatka wchodgce w sktad kompleksow sgaucha oddechowego, a 2 geny kaduj
podjednostki syntazy ATP. W komérkach MEREMN2" \wykazano zaburzenia funkgji i
formowania syntazy ATP (Ryc. 16). W tej sytuacji mazozway¢ hipotez, wedle ktorej
na skutek nieprawidtowego formowania tzw. kompleksatggo powrot protonow do
macierzy mitochondrialnej mezodbywa si¢ bez wytwarzania ATP. Skutkiem tego neoz
by¢ nie tylko mniej efektywna synteza ATP przez mitaathaa, ale take zaobserwowane
obnizenie potencjatu mitochondrialnego, jak wykazano MIEF™*"" (Ryc. 8). Wzrost
tego potencjatu po podaniu oligomycyny wydajgezjodny z powyszymi rozwaaniami.
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Kompleks syntazy ATP skfadagsz dwoch gtéwnych podjednostek: katalitycznej
F, i przezblonowej Fo. W komérkach MEE™M"2" ghserwuje si znaczne obaenie
stosunku mtDNA/NnDNA oraz prawie zupeiny brak kompleksi@d-syntazy ATP. Nie
mozma wic wykluczy, ze przyczynatych nieprawidtowosi jest deficyt dwoch biatek
kodowanych w mtDNA (MT-ATP6 i MT-ATP8). Te biatka uczestricwv taczeniu
podjednostek F; Fo, i @ zlokalizowane & w btonie mitochondrialnej, w domenie Fo.
Sugestia updédzenia tworzenia kompleksu;FF® wydaje si by¢ takze w zgodzie z
obserwacj nizszego potencjatu btonowego mitochondriéw w komarkisk&F""%" i jego
wzrostu po zahamowaniu aktywmogodjednostki Fo oligomycyn(Ryc. 8). Zaburzenia
aktywnosci syntazy ATP zostaly takzopisane jako jedna z przyczyn choroby CMT.
Wykazano,ze na skutek mutacji w genie MT-ATP6, kogym podjednostkeszésy
syntazy ATP, dochodzi do rozwoju izolowanej postaci neuropatii aksonalnej CMT [88].

Mozna przypuszcza ze zaburzenia funkcji mitochondribw w komorkach
MEFYM/MN27 g na tyle powane, ze komoérki te pozyskyjenerge prawie wyhcznie w
procesie glikolizy beztlenowej, przebiegeg¢j bez udzialu mitochondriow. Obserwacja
sieci mitochondrialnej z wykorzystaniem specyficznego barwnika fluorescencyjnego
wykazata znacznie powaiejsze zaburzenia rozmieszczenia mitochondriow wi
komérkach MEF™” (Ryc. 4). Mitochondria nie tylko wykazywaty okoigjrowa
lokalizacg, ale takez tworzyly skupiska. Nie moa wykluczy¢, ze do zaburzenia
wadliwy transport. Wykazanoze mitofuzyny oddziahaj bezpofednio z kompleksem
biatkowym Miro i Milton umaliwiajac przyhczenie mitochondriow do systemu
transportujcego opartego na biatkach motorycznych: kinezymignieinie [56]. Transport
mitochondriow ma decydgge znaczenie w przypadku komorek nerwowych. Zabigzen
transportu mitochondriow w nerwach obwodowych mavee jest za istotny czynnik
przyczyniapcy sk do uszkodze aksonalnych w chorobie CMT2A [57,89,90]. Wadliwe
rozmieszczenie mitochondriow opisano tkiav biopsjach nerwdéw pacjentéw z
CMT2A [12,19].

W komérkach MERMMN2I " hodobnie, jak dla ME#"?"  zaobserwowano
zmiane charakteru metabolizmu z tlenowego na beztlenowwiadczyta o tym
podwyzszona (w odniesieniu do MEFwt) synteza mleczanu omm@niejszenie
wytwarzania ATP w obecnok inhibitora dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanowgjzy
jednoczesnym niewielkim obteniu ilosci ATP po podaniu inhibitora syntazy ATP. Efekt
ten wydaje si znacznie silniej zaznaczony w MERM12" ni; w komérkach MEE™.
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Niewykluczone,ze niewielkie nagromadzenie glikogenu w MERE"M"27- " nieznacznie
wicksze w stosunku do komérek prawidtowych i znacznigejsze ni w komédrkach
MEF"™2" jest zwhzane z przesuetiem réwnowagi w kierunku rozktadania glukozy w
procesie glikolizy, a nie jej magazynowania (ktore jest procesem wyatggajnaktadu
energii). Zjawisko zmiany charakteru metabolizmu z tlenowego na beztlenowy na skutek
jednoczesnej delecji genow Mfnl i Mfn2 opisali tak3on i wsp. [55] postulgg, ze ta
zmiana odbywa sipoprzez aktywagejszlaku Ras-Raf oraz oddziatywanie z czynnikiem
HIF-1a [55]. Przeniesienie ¢taru pozyskiwania energii z fosforylacji oksydacyjmg
substratow (glikoliza) na skutek zmian metabolizmu mitochodri stanowi istotny
czynnik w procesie rmicowania komorek [91]. Zmiangharakteru metabolizmu w
zwigzku z zahamowaniem ekspresji gendéw biatek fuzyjngpisali talkke Chen i wsp.
wnioskupc na podstawie wysokiego poziom mleczanu wsmach szkieletowych myszy,
w ktorych zahamowano ekspresgjenow Mfnl i Mfn2 [33]. W przypadku komorek
MEFY M2 \vdaje s¢, ze jest to zmiana adaptacyjna pozwataj na pozyskiwanie
energii wobec ograniczenia oksydacyjnej fosforylacji. Mazpodejrzewd ze na skutek
zmniejszonej iloéi biatek mitochondrialnych | przez to zapewne a@bnej masy
mitochondriéw w komoérkach MEE M2 jinsc ATP powstajcego na drodze
oksydacyjnej fosforylacji jest niewystarczeg, co powoduje aktywagcplikolizy.

Zmiany metabolizmu wyrane poprzez stosunek mtDNA/NDNA, ilodsiatek
tancucha oddechowego czy uzalenie od glikolizy beztlenowejasznacznie mniej

zaznaczone w MBE¥"?" niz MEpVL/ M2/

. Najprawdopodobniej ma to zywek z
kompensacyjnym efektem Mfnl. Jednogrde, nie wszystkie badania na fibroblastach
pochodacych od chorych z CMT2A, wykazjistotne zmiany w morfologii i funkcji
mitochondriéw [62]. Przypuszczagsize za specyficznosébjawdéw CMT2A odpowiada
stosunkowo niska ekspresja Mfnl w nerwach obwodowych, podczas gdy w fibroblastach i
komdrkach mgsniowych ekspresja Mfnl jest dostatecznie wysokanley dopugi¢ do
uszkodzé wynikajagcych z mutacji Mfn2 [27,56,62]. Tym samym, zaréwnadania na
fibroblastach oséb chorych, jak i przedstawiona tu analiza poréwnawcza MEFR8kdaj
uzasadnia weryfikacg hipotezy opartej o wykazanie niskiej ekspresji Mfwlnerwach
obwodowych.

Jak doigd opublikowanych zostatlo niewiele wynikéw pochgoygch z bada
poréwnupcych ekspregjgenow mitofuzyn w raiych narzdach, jednak wadnych z nich

nie uwzgkdniono nerwéw obwodowych. Metodgorthern blot wykazanae poziom
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MmRNA dla Mfnl byt znaczny jedynie w sercu, podczas gdy ekspresja genu Mfn2
wyrézniata sé w sercu, mgsniach szkieletowych i mézgu [40].

W przedstawionych badaniach ekspgegjendéw mitofuzyn poréwnano w
wybranych tkankach myszy zarOwno poprzez oce@sci transkryptu, jak i
immunoreaktywnasi biatka. Obwodowy uktad nerwowy reprezentowaty mvoczuciowe
(DRG). Zwoje czuciowe stanowiskupiska ciat komoérek nerwowych § powszechnie
uznanym modelem do batl&zjologii obwodowego uktadu nerwowego [92].

llosciowa analiza PCR wykazata najsry stosunek ilad transkryptow
Mfnl/Mfn2 w zwojach czuciowych, wskazgj na prawie trzykrotnprzewag mRNA dla
Mfn2 nad Mfnl (Ryc. 18). Stosunek igranskryptow Mfn1/Mfn2 w DRG byt najaszy
zaréwno w odniesieniu do innych struktur uktadu nerwowego (kora moézgowalzek)z
rdzen kregowy), jak i pozostatych badanych organow (sercegsidi szkieletowy,
watroba, nerka, skora). RoOwiie analiza western blot wykazata niski stosunek
immunoreaktywnasi Mfnl i Mfn2 w zwojach czuciowych (Ryc. 19), cecknie wydaje
Si¢ potwierdz& hipotez o stosunkowo niewielkiej ekspresji genu Mfnl w ololaavym
uktadzie nerwowym. O ile wyniki analizy PCR byly jednoznaczne, tak interpgetac]
wynikdbw western blot komplikuje fakt pojawienia ¢sidodatkowych pyzkow
wykrywanych przez przeciwcialo anty-Mfn2 w preparatach pocimath z niektorych
narzagdow. Obecnosdodatkowych pgzkow jest szczegolnie wytaa w przypadku ngkni
szkieletowych oraz w nieco mniejszym stopniu, w przypadku serca i skory. Rownie
analiza western blot bialek homogenatu nerki wskazuje na obecdodatkowego
prazka/biatka, tuzponizej przewidywanej wysokas dla Mfn2. Przyczyna tego zjawiska
nie zostata wyjgniona. Otrzymane obrazy mpgvynikaé z niespecyficznad przeciwciat,
ale warto te rozwazy¢ inne moiwe przyczyny. Ze wzgdu na procedurelektroforezy
SDS-PAGE, obejmujca denaturagj biatek i traktowanie probek silnymi detergentami,
raczej naley wykluczy powstawanie dimerow. Natomiast wartym rozesgia wydaje Si
fakt modyfikacji potranslacyjnych. Wiadomee Mfn2 ulega ubikwitynacji i proces ten ma
kluczowe znaczenie podczas mitofagii. Wykazano réavniewigzek poméedzy
zaburzeniem ubikwitynacji Mfn2 a rozwojem chorob neurodegeneracyjnych. Zmiany
ubikwitynacji Mfn2 opisano m.in. u pacjentéw z chorddarkinsona obarczonych mutacj
w genie kodujcym biatko PINK1 [93]. Zmiany potranslacyjneesto powoduj zmiang
aktywnosci biatka. W przeprowadzonych badaniach dodatkowgkprobserwowano w
przypadku immunoblotéw dla nag@déw o intensywnym metabolizmie. Biyar pod uwag
fakt, ze Mfn2 nie tylko uczestniczy w fuzji mitochondridale wydaje si takze wpltywa
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na metabolizm komorki niezaleie od widciwosci fuzyjnych, by moze zjawisko to
wskazuje na dodatkowe funkcje Mfn2 w tych ryalach.

Analiza iloci mRNA, jak i immunoreaktywnosbiatka Mfnl i Mfn2 wydag sic
potwierdza& hipotez o stosunkowo niskiej ekspresji genu Mfn1l w nerwabtvodowych,
oraz, przynajmniej egciowo, ttumaczy specyficznoséwystpowania objawoéw CMT2A.

Co wiecej, wysoki stosunek ilas biatek Mfnl i Mfn2 w prébkach skory wydajecsiakze
potwierdza przypuszczenia,ezw fibroblastach pacjentéw skutki mutacji genu Mim@ga
by¢ nieznaczne ze wzglu na kompensacyjny efekt Mfnl. Dlategoz t&omorki
MEFMILMM2T vy ktérych skutki mutacji genu Mfn2 nie mobyé kompensowane przez
Mfnl, wydap siec dobrym modelem do oceny patogercioutacji Mfn2, lepszym i
komérki MER'™2” a tym bardziej MEFwt.

Jak ji wspomniano, w komoérkach MEFEL™MN2 750hserwowano zname
obnizenie stosunku ilai MtDNA/NDNA, w odniesieniu do komorek prawidtowych
MEFwt (Ryc. 15). Zaburzenia ilok i jakosci mtDNA opisane zostaty w réych
jednostkach chorobowych, z ktérych wiele ma charakter neurologiczny. Zaburzeciia ilos
mMtDNA i biogenezy mitochondriéw opisano w chorobie Parkinsona, w neuronach
dopaminergicznych obarczonych mutgeNK1 [94]. Mutacje w mitochondrialnym DNA
sa przyczymy zespotu Leigha, ktéry, ze wzglu na charakter patologii, okfany jest
mianem choroby neurometabolicznej [95]. Mutacje w DNA mitochondrialnym opisano
takze jako przyczynedziedzicznej neuropatii wzrokowej Lebera oraz nhtmudrialnej
encefalopatii z kwasic mleczanow i epizodami podobnymi do udaru moézgu (zespot
MELAS) [96]. Obnienie iloci mtDNA i wynikajace z tego zaburzenia oksydacyjnej
fosforylacji zaobserwowano rowiiew hodowlach in vitro fibroblastow i mgsni
szkieletowych chorych z CMT2A [27,87].

Biorgc pod uwag uzyskane wart@$ stosunku mtDNA/nDNA w poszczegolnych
typach MEF oraz znaczenie mitochondrialnego DNA dla fizjologii komérki, pomiar
stosunku mtDNA/NDNA w komérkach M ™MM27 \yvkorzystano w nagpnym etapie
pracy nad testem patogencosnutacji w genie Mfn2. Wybor takiego parametru satnia
takze moziwos¢ zastosowania standardowej metody pomiaru, Uimi@iace]
otrzymywanie powtarzalnych wynikow przy wykorzystaniu niewielkiej ¢iomateriatu
badawczego. Poniewa zmiany iloci mtDNA mog towarzyszy takz innym
zaburzeniom, nie wynikagym z mutacji w genie Mfn2, zmiany stosunku mtDNAKD
odnoszone byty do komoérek prawidtowych MEF oraz komérek NAEpEM™27
transfekowanych prawidtowym genem Mfn2.
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Nadekspresja prawidtowego genu Mfn2 w komérkach MEFEM"2" podnosita
stosunek MtDNA/nDNA do ok. 75% wartisw prawidtowych komérkach MEF (Ryc.
20), co wydaje si potwierdz& przyjete zatozenia dotyczce zwhzku pomedzy Mfn2 a
iloscig mtDNA.

Natomiast nadekspresja genu Mfn2 z mutaB400X nie zmieniata stosunku
mtDNA/NDNA w komérkach MER™MN2/- " Bialko Mfn2 z mutacj, ze wzgtdu na
przedwczesne wysgpienie kodonu stop, nie posiada domeny przezbtonokatyviczcej
Mfn2 w bilonie mitochondrium, oraz fragmentu C-koncowego, na ktérym znajdgje si
domena HR2. Ta domena mitofuzyny 2 jest odpowiedzialna za tworzenie dimeréw
pomiedzy mitofuzynami, co stanowi way etap w procesie fuzji mitochondriow [23].
Jednoczénie, analiza western blot ekstraktéw komérkowych MEF™M™M2" o transfekcji
wykazata powstanie dodatkowegmika rozpoznawanego przez przeciwciato anty-Mfn2
na wysokog¢i ok. 45 kDa, odpowiadgej Mfn2 z mutagg R400X (wyniki
niezamieszczone w dysertacji). Na tej podstawie maoprzypuszcza ze pomimo
wystapienia przedwczesnego kodonu stop, w komérkach WEF'™" dochodzi do
biosyntezy Mfn2 z4 mutacy, a ze wzgldu na brak domeny HR2, ma przypuszcza
ze Mfin2*%%* nie ma moliwosci pogedniczenia w fuzji mitochondriéw.

Z49%  nadekspresja genu Mfn2 z mutadR94Q i

W przeciwigistwie do Mfn
R250W podnosity stosunek mtDNA/nDNA, chadie tak znacxo, jak nadekspresja
prawidtowego genu Mfn2 (Ryc. 20). Na skutek mutacji R94Q dochodzi do zamiany
aminokwasu, wyspujagcego na skraju domeny Mfn2 o aktywnpdGTPazy. Z kolei
mutacja R250W powoduje zamianaminokwasu w samej domenie GTPazowej
mitofuzyny 2. Aktywnos¢GTPazowa Mfn2 jest nieztlaa, by mogta ona uczestniczy
fuzji mitochondriow [41]. Mohna przypuszcza ze mutacje R94Q oraz R250W mypog
upodedza aktywnos¢ GTPazow mitofuzyny 2 i w zwizku z tym negatywnie wplywa
na aktywnosc¢fuzyjna tego biatka. Dodatkowo, jak wykazaty badania DetmeChana,
nadekspresja genu Mfn2 z mutagy rejonie domeny GTPazowej, m.in. w kodonie 251 i
94, nie przywracata sieci mitochondrialnej w komérkach MEF MM/ [27].

Zwigzek pomgdzy fuzp mitochondriow a zachowaniem Wéawej dla komorki
ilosci mtDNA zostat udowodniony w badaniach vitro [15]. JednoczZmie na ilos¢
mtDNA w komoérce wplywaj liczne inne zjawiska zwkane m.in. z tempem podziatu
komorki lub zapotrzebowaniem energetycznym [34]. Dlategartema przypuszcza ze
wptyw Mfn2 prawidtowej lub z mutagj na ilés¢ mtDNA moz odbywé si¢ takze w
sposob niezaleny od fuzji, np. poprzez wplyw na metabolizm komorkiednak
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mechanizm zaleosci pomidzy ekspregj prawidtowego genu Mfn2 a ifgig mtDNA nie
zostat dogd poznany i wyjénienie tego zjawiska wymaga dalszych hada

Podczas gdy zwizek pome¢dzy mutacy 94-ego kodonu mitofuzyny 2 a
wystgpieniem choroby CMT2A zostat dokiadnie opisany [4712, zwihzek pome¢dzy
wystgpieniem mutacji R250W a rozwojem CMT2A u polskiegacjenta nie jest tak
oczywisty. Objawy polineuropatii obserwowano u polskiego chorego obarczonego dwoma
mutacjami w ukladzie trans (R400X/R250W) natomiast u ojca chorego, obarczonego
pojedynca mutacy R250W, doid nie zaobserwowano objawdéw polineuropatii [12].
Jednak mutacja tego samego kodonu u innego chorego powodowata rozwoéj choroby
CMT2A [12].

Chorobotwoércze mutacje w genie Mfn2 dziedziczone w spos6b dominay, co
oznaczagze mutacja jednego allelu genu Mfn2 jest wystargzado rozwingcia objawow
choroby CMT2A. Cho¢nie jest znany mechanizm uszkodzenia aksonalnegskuiek
mutacji Mfn2, przypuszczagize Mfn2 z mutagj wywiera dominujcy szkodliwy efekt
nad prawidtowy Mfn2 [97]. Jak dafd zaobserwowano zaledwie kilka rodzin, u ktorych
mutacje Mfn2 dziedziczonegsw sposob recesywny [61,97]. W przypadku polskiego
chorego z mutacjami R250W/R400X nie mazwykluczy, ze za fenotyp chorego oraz
brak objawéw polineuropatii u ojca obarczonego mutaRR50W odpowiada nsza
ekspresja Mfn2 z mutagjna skutek zmian w promotorze genu Mfn2, podobnle ja
sugerowano w pracy Nicholson i wsp. [97].

W swietle uzyskanych wynikéw rodzsic dalsze pytania, m. in. o zmiany sieci
mitochondrialnej w komérkach MBE™MM2" no transfekcji genem z badanymi
mutacjami. Ewentualne zmiany struktury sieci mitochondrialnej mogltyby wsk&zyea
za zmiang stosunku MtDNA/NDNA odpowiada przywrocenie fuzjitowhondriow. W
kontekcie badania skutkow mutacji, wartym zbadania wydagetakze udziat procesu
mitofagii. Tym bardziej,ze ubikwitynylacja Mfn2 przez PINK1 stanowi istotnyap
degradacji wadliwie dziatagych mitochondriow. Skoro biatko Mfn2 z muta&400X nie
posiada domeny przezbtonowej i najprawdopodobniej nie jestgzawe z biong
mitochondriéw, jego ubikwitynacja nie musi skutkaweliminacp mitochondriow.

Na podstawie przeprowadzonych bada/daje s¢, ze sama ocena wptywu mutaciji
na si€ mitochondriala jest niewystarczaga, co uzasadnia poszukiwanie parametru o
innym charakterze. Ndwiecie podejmowane gsproby stworzenia modeli do bada
skutkdw mutacji, co wydaje sipodkrela¢ potrzebeprowadzenia badaw tym kierunku.
Skutki mutacji genu Mfn2 badano po ich nadekspresji u muszki owocdrdsophila
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melanogastef98]. Uzyskano take transgeniczne myszy z ekspgeggnu Mfn2 z mutagj
R94Q w nerwach obwodowych [99]. Ekspresja genu M2 u myszy skutkowata
rozwinieciem objawéw charakterystycznych dla choroby CMTZharakter uszkodsae
byt jednak mniej wyrany niz u ludzi (niewielkie zaburzenia ruchowe), co autorzy
ttumacz m.in. r&ng dlugo<ia nerwow obwodowych u ludzi i gryzoni, co przekladarsa
ich mniejsa wrazliwos¢ na skutki mutacji zwizane z aksonalnym transportem
mitochondriéw [56]. Prowadzoneg gakze hodowle komorkowe neurondw czuciowych
DRG z nadekspregsgenu Mfn2 z wybrangnutacj [57].

Niemniej jednak istnigce modele dawiadczalne wymagaj dosé
skomplikowanego zaplecza badawczego i zastosowania zaawansowanych metdiinz
genetycznej. W prezentowanym projekcie ptaljprobe stworzenia testu patogenmodv
oparciu osledzenie skutkéw mutacji w wybranej ugneiertelnionej linii komérkowej, co
wydaje s¢ upraszczaprocedury badawcze. Starang & znale¢ parametr, ktory mara
przedstawd w bezwzgtdnych wartogiach liczbowych, nie obarczonych subiektywna
ocengbadacza. Uzyskane wyniki wydagie uzasadniadalsze badania nad zastosowaniem
oceny iloci mtDNA do oceny patogennc$ mutacji Mfn2, do ktérych nafy pomiar
stosunku mtDNA/nDNA w fibroblastach chorych z CMT2A, hodowanych w warunkach
uwidaczniajcych zaburzenia metabolizmu mitochondridw, cagsist poprzez hodowg
komorek w poywce bez glukozy, wzbogaconej galakioav ktorej komoérki pozyskaj
ATP w wyniku oksydacyjnej fosforylacji [100].

Dalsze poszukiwania testu diagnostycznego w oparciu o skutki komérkowe mutaciji
w genie Mfn2, m.in.sledzenie zmian ilasi MDNA, wydap Sie wiec uzasadnione i

potrzebne.

76



Whioski koncowe

7. W NIOSKI KO NCOWE

Na podstawie przeprowadzonej analizy poréwnawczej trzech typoéw komoérek MEF
zadecydowano,ze ocena stosunku ilos mtDNA/nDNA zostanie wykorzystana do
dalszych badanad testem patogenrménutaciji Mfn2. Decyzj oparto o spostrzenie,ze
stosunek MtDNA/NDNA byt znacznie ohminy w komoérkach MERM™M/ M2y
odniesieniu do MEFwt, a nadekspresja prawidtowego genu Mfn2 podnosita istotnie
wartos¢ stosunku mtDNA /nDNA.

Pozytywna weryfikacja hipotezy o stosunkowo niskiej ekspresji Mfnl w nerwach
obwodowych uzasadnia badanie skutkbw mutacji genu Mfn2 w komdérkach, w ktérych nie
dochodzi do ekspresji genu Mfn1, mianowicie Mg MN2/-

Nadekspresja genu Mfn2 z mutacjsprawcz w komoérkach MEREMMN2E pje
powodowata tak istotnego wzrostu stosunku mtDNA/nDNA jak nadekspresja

prawidtowego genu Mfn2.

Na tej podstawie wnioskuje s, ze pomiar stosunku MtDNA/NnDNA moz byé

wykorzystany pomocniczo do oceny patogennomutacji w genie Mfn2.
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