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Merck Chemicals for Biosciences. Badania naukowe

zostaja uwienczone sukcesem, gdy stajg sie zrédiem

innowacji i motorem postepu. Tak jest w przypadku badan
prowadzonych w Merck Chemicals. Co roku opracowujemy
setki nowych produktéw stosowanych w biotechnologii.

Jaki jest nasz cel? Chcemy poméc naszym klientom

To proste.

That's what's in it for you. Merck Chemicals

utrzymac konkurencja. Chcac utatwic
prowadzenie badan, oferujemy szeroka game najwyzszej
jakosci produktéw i ustug technicznych. Jak przystatlo na

najlepszych naukowcéw myslimy przysztosciowo itorujemy

przewage nad

innym droge do sukcesu.
www.merck-chemicals.com

W jaki sposéb Merck Chemicals przyczynia sie do sukceséw w dziedzinie biotechnologii?

Przetomowe odkrycia to efekt naszych nowatorskich
pomystdéw, najwyzszej jakosci produktéw
i doskonatego poziomu ustug technicznych.
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Apel Zarzadu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Szanowna Kolezanko, Szanowny Kolego,

Statut Polskiego Towarzystwa Biochemicznego od wielu lat pozostaje niezmieniony i obecnie w niektérych punktach stat si¢ anachroniczny lub
wymaga zmian, ktére dostosowalyby go do wspétczesnych warunkéw funkcjonowania Towarzystwa. Niestety, paragraf 37 obecnego Statutu
mowi, ze wszelkie zmiany moga by¢ dokonane wytacznie przez Walne Zebranie, przy obecnosci co najmniej potowy cztonkéw Towarzystwa. W
catej historii naszego Towarzystwa taka frekwencja na Walnym Zebraniu zdarzyta sie tylko raz, mianowicie na Pierwszym Walnym Zebraniu w
1958 r., kiedy Towarzystwo liczylo okoto 200 cztonkéw. Frekwencja na Walnych Zebraniach wynosi zawsze kilkadziesigt os6b, mimo ze z bi-
egiem lat Towarzystwo liczebnie wzrastato. Obecnie liczy okoto 1200 cztonkéw. Dlatego, po konsultacji z prawnikami, Zarzad Gtéwny P.T.Bioch.
postanowit sprobowaé¢ zmieni¢ Statut, wprowadzajgc na najblizszym Walnym Zebraniu, gtosowanie przez petnomocnikéw. Zebranie to odbedzie
sie przy okazji 43. Zjazdu Towarzystwa w Olsztynie we wrzes$niu br. (0 czym zawiadomimy szczegétowo we wiasciwym czasie). Kazdy cztonek To-
warzystwa, ktory nie bedzie mogt uczestniczy¢ w tym Zebraniu, jest proszony o upowaznienie kogokolwiek z uczestnikow Zebrania do gtosowania
w jego imieniu, ale tylko w jednej, konkretnej, wymienionej w upowaznieniu sprawie, mianowicie zmianie §37 Statutu. Zmiana ta umozliwitaby
w przysztoSci wprowadzanie innych niezbednych zmian w Statucie przez czionkéw, ktérzy beda uczestnikami przysztych Walnych Zebran, bez
wzgledu na frekwencje.

Zwracamy sie zatem do Pani/Pana z gorgcym apelem o wypetnienie zatgczonego petnomocnictwa, wydrukowanie i niezwitoczne odestanie
na adres Zarzadu Giéwnego lub na adres swojego Oddziatu Towarzystwa. Prosimy przy tym o wpisanie swojego imienia, nazwiska i nu-
meru PESEL oraz zaznaczenie, jak chce Pani/Pan glosowaé: za, czy przeciw proponowanej zmianie. Nie jest wazne natomiast, komu
Panstwo udzielg tego petnomocnictwa, byleby byla to osoba, ktéra na pewno wezmie udzial w Walnym Zebraniu. Dlatego proponujemy,
aby pozostawi¢ niewypetniong rubryke z imieniem i nazwiskiem osoby upowaznionej. Zostana tam wpisane dane personalne jednej z oséb
obecnych na Walnym Zebraniu we wrze$niu 2008 roku. Zwracamy uprzejmie uwage, ze spos6b gtosowania (TAK lub NIE) zaznaczy Pani/Pan
w swoim pelnomocnictwie. A zatem osoba upowazniona, ktokolwiek nig bedzie, nie bedzie mogta glosowa¢ w Panstwa imieniu inaczej, niz
to bedzie zaznaczone w upowaznieniu. Jesli bedzie Pani/Pan obecna(y) na Walnym Zebraniu, wéwczas petnomocnictwo to zostanie wycofane
i glosowac¢ bedzie Pani/Pan osobiscie.

Bardzo liczymy na Pani/Pana zrozumienie wagi sytuacji i niezwloczne odestanie wypetnionego petnomocnictwa, za co z géry dziekujemy.

Przewodniczacy Komisji Statutowej Prezes Towarzystwa
k"'.\\v[o‘f““)“
Prof. Andrzej Dzugaj Prof. Lech Wojtczak

Pelnomocnictwo dodane do niniejszego numeru czasopisma prosimy odesta¢ na adres:
Polskie Towarzystwo Biochemiczne, Zarzad Gtéwny, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Cat. No. Appl.
K0231 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 /VI)
K0232 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 ¢u)
DYSTRYBUTOR: abo Grazyna Boreysza
| ul. Podlesna 6a, 80-255 Gdarisk
ANNT Biuro: ul. Matachowskiego 1, 80-262 Gdarnsk

Real-time PCR

» axima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X)

High specificity

@ All the advantages at a glance

Specificity — Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase and the
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
of primer dimers.

Sensitivity — detects low copy number targets.

Wide linear range — accurate quantification across 9 orders

of magnitude.

Universal — can be used on most real-time thermal cyclers.
Reproducibility and convenience — ready-to-use 2X master

mix minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications f

« Real-time PCR using SYBR Green dye.
« Real-time RT-PCR using SYBR Green dye.

Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix {2X)

Cat. No.  Appl.
K0221 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 ul)
K0222 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 jy

Maxima™ Probe gPCR

High sensitivity

O All the advantages at a glance

Sensitivity - detects low copy number targets.

Specificity - Maxima™ Hot Start Tag DNA Polymerase and the
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
of primer dimers.

Wide linear range - accurate quantification across 9 orders

of magnitude.

Universal - can be used with sequence-specific probes on most
real-time thermal cyclers.

Reproducibility and convenience - ready-to-use 2X master mix
minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications

+ Real-time PCR using sequence-specific probes.
+ Real-time RT-PCR using sequence-specific probes

Maxima' Probe gPCR Master Mix (2X)

fel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 52033 80
abo@abo.com.pl; www.abo:com.pl

Temperature, °C

Melting curve analysis confrms high qPCR specifcity.

Amplification of 10-fold dilutions of supercoiled plasmid DNA, starting from
10 ng down to 0.1 fg, using the Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix
(2X) in duplicate reactions. Reactions were performed on the Eppendorf
Mastercycler® ep realplex instrument. NTC is the non-template control.

Master Mix (2X)
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Highly sensitive two step qRT-PCR.

Amplification of human PPP1CA gene was performed on serial 10-fold
dilutions of Jurkat cell total RNA (from 1 ng to 1 pg). First strand cDNA was
generated with the RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1621).
cDNA was amplified with the Maxima™ Probe qPCR Master Mix (2X) using
the TagMan® assay specific for PPP1CA. Reactions were performed on an
ABI PRISM® 7000 instrument. 1 pg of total RNA was successfully detected.
NTC is the non-template control.
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21 -st Wilhelm Bermhard

Nuclear Workshops
31.08 - 04.09.2009 Ustron, Poland

Dear Friends and Colleagues,

The Wilhelm Bernhard Workshop isa biennial event focusing on functional and
structural aspects of the nucleus and its component structures. The Workshop
fosters interaction and cooperation between scientists from all parts of the world
and especially encourages active participation of young scientists. The major
aim of the Workshop isto create a multidisciplinary meeting representing most
research approaches used instudies on the cell nucleus structure, functions, and
their relationships, as well as to give young scientists the opportunity to present
their research within a fairly small circle of competent colleagues and to meet
experienced colleagues in their field of research.

We have the pleasure to announce that the 21st Wilhelm Bernhard International
Workshop on the Cell Nucleus will be held in Ustron, Poland, from the 31 August
to the 4 September 2009.

The Sessions will cover the following topics:
ynuclear structure and dynamics
ynucleolus and ribosome biogenesis
ychromatin structure and regulation of its functions
ynuclear/nucleolar proteins and RNA
yregulation of gene expression
ythe nucleus in stress, death and pathology
'/DNA damage and repair
ynew technologies and bioinformatics

The Workshop registration fee is 1400 Polish zlotys (which at the current exchange rate is 400€).
The fee includes meals, accommodation, conference materials and social program.

A limited number of grants will be available for PhD students and young investigators to cover
the workshop fee.

The registration starts January 1st, 2009. Because of a limited space at the workshop venue the
"first come-first served" method will be used.

We hope to see you in Ustron!

On behalf of the Organizing Committee

Vi

prof. Piotr Widtak prof. Mieczystaw Chorgzy

Maria Sktodowska-Curie » . .
emorial Please, visit the Workshop web page for more information

http://www,cd.lo.gliwice.pl/wbw21

Cancer Center and
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Polska Siec¢
Mitoc hondrialna
www. mitanct.pl

Adam Szewczyk

'Polska Sie¢ Mitochondrialna MitoNet.pl,
Instytut Biologii DosSwiadczalnej PAN im.
Marcelego Nenckiego, ul. Ludwika Pasteura
3, 02-093 Warszawa, tel: (022) 659 85 71, faks:

(022) 822 53 42, e-mail: mitonet@ nencki.gov.

pl, www.mitonet.pl

Mitochondria stanowig podstawo-
we zrédto energii wszystkich komo-
rek.1 Organelle te sg zaangazowane
w tak zlozone zjawiska biologiczne,
jak apoptoza i wewnatrzkomérkowa
homeostaza wapnia. Mitochondria sg
takze jednym z wazniejszych miejsc
powstawania wolnych rodnikéw
w komorce. Doniesienia ostatnich
lat wskazuja, ze nieprawidtowosci
w funkcjonowaniu mitochondriow
moga stanowi¢ podioze choréb neu-
rodegeneracyjnych, takich jak choroba

wane przez Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN w
Warszawie, zostata zawigzana w 2006
roku. Stanowi ona unikalng platfor-
me integrujaca dotychczas rozproszo-
ne w polskim $rodowisku naukowym
badania poswiecone mitochondriom.
Realizowane wspoélnie przez czton-
kéw sieci badania pozwalajg stworzy¢
nie tylko warunki dla rozwoju badan
podstawowych w obszarze tzw. fron-
tier science, ale takze moga wyjs¢ na
przeciw zapotrzebowaniu spoteczne-
mu w zakresie diagnostyki medycz-
nej. Przyktadem wspdélnego dziatania
cztonkdw sieci jest publikacja z 2007
roku w renomowanym czasopi$mie
amerykanskim Journal of Biological
Chemistry.2 Badacze trzech pracowni
dziatajacych w ramach Polskiej Sie-
ci Mitochondrialnej: z Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,

Parkinso- Ze’ Sz_koly
na, choroba Gtéwnej Go-
Hunting- sp_oQar;twa
tona i cho- Wiejskiego
roba Al- w  Warsza-
zheimera. wie oraz z
Z drugiej Instytutu
strony, mi- Biologii Do-
tochondria svx_lladczal-
el Csjar:'za\a’\\/lvizv
dobroczyn- _ vie,
ne funkcje 2|dgntyf|ko-
w  organi- wali w we-
zmie, w wnetrznej
ochronie btonie mito-
komorek chondrialnej
miesnio- Acanthamo-

wych i nerwowych przed skutkami
stresu oksydacyjnego (kardio- i neu-
roprotekcja). Na podkreslenie zastu-
guje fakt, ze ostatnie lata to prawdzi-
wy renesans badan nad genetyka mi-
tochondriéw, szczeg6lnie mitochon-
dridw ros$lin i drozdzy.

Polska Sie¢ Mitochondrialna Mito-
Net.pl, ktorej dziatania sg koordyno-

eba castellanii kanat potasowy regulo-
wany przez ATP. Przeprowadzenie
tych badan byto mozliwe dzigki in-
tegracji doswiadczenia réznych grup
badawczych dziatajgcych w ramach
jednej sieci naukowej.

Gtéwnym celem dziatania Polskiej
Sieci Mitochondrialnej MitoNet.pl jest
konsolidacja, wspomaganie rozwoju
potencjatu intelektualnego i material-

MITOCHONDRI ALN A

nego jednostek naukowych tworzg-
cych sie¢ oraz integracja badan pod-
stawowych w zakresie bioenergetyki
mitochondrialnej (w obrebie biologii
molekularnej, biochemii i farmakolo-
gii), z potencjalnymi mozliwosciami
ich wykorzystania w diagnostyce i w
terapii medycznej. Prébujemy to osig-
gna¢ przez koordynacje wspoGipracy
jednostek naukowych tworzacych
sie¢ MitoNet.pl, prowadzacych bada-
nia dotyczace mitochondriéw.

Realizowane cele powinny do-
prowadzi¢ do podniesienia poziomu
krajowych badan w zakresie szeroko
rozumianej bioenergetyki i ich zna-
czenia w Europejskiej Przestrzeni
Badawczej. Powinno nastgpi¢ tak-
ze wzmocnienie miedzynarodowej
wspotpracy, konkurencyjnosci i inte-
gracji badan w zakresie bioenergetyki
mitochondrialnej. W roku 2010 czton-
kowie Sieci (przy wspotpracy Sekcji
Bioenergetycznej Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego) zorganizujg 16-
tg Europejska Konferencje Bioenerge-
tyczng (EBEC — European Bioenergetic
Conference). Bedzie to bardzo dobra
okazja do zaprezentowania osiagnie¢
Polskiej Sieci Mitochondrialnej.

Cele szczegbtowe Polskiej Sieci Mi-
tochondrialnej obejmuja:

1 wspieranie wspotpracy jed-
nostek naukowych zajmujacych sie
badaniami mitochondriéw przez ini-
cjowanie, realizacje wspolnych przed-
siewzie¢ badawczych oraz edukacje
mtodych pracownikéw naukowych w
zakresie zgodnym z obszarami mery-
torycznymi Sieci;

1 stworzenie forum dla wy-
miany informacji, promocji osiggnieé
iupowszechniania wynikéw  prac
naukowo-badawczych dotyczacych
biochemii, farmakologii oraz biologii
molekularnej mitochondriéw; grupg

‘Rycine pod tytutem "Mitochondrion Revealed" udostepnit jej autor, Erie Robert Russell, Bellingham, WA, USA (www.eBioMEDIA.com)
'Kiciriska A, Swida A, Bednarczyk P, Koszela-Piotrowska I, Choma K, Dotowy K, Szewczyk A, Jarmuszkiewicz W (2007) ATP-sensitive potassium channel in mitochondria
of the eukaryotic microorganism Acanthamoeba castellanii. J Biol Chem 282:17433-17441
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docelowg dla informacji beda
tez osoby zagrozone choroba-
mi mitochondrialnymi;

1 wspieranie  uczest-
nictwa jednostek naukowych,
bedacych cztonkami sieci Mi-
toNet.pl w projektach realizo-
wanych w ramach funduszy
krajowych i europejskich;

1 podniesienie pozio-
mu iznaczenia w Europejskiej
Przestrzeni Badawczej, pol-
skich badan mitochondriow
ze szczeg6lnym uwzglednie-

oraz ich potencjalnych zasto-
sowan;

1 identyfikacja obszaréw tema-
tycznych Sieci przydatnych dla spo-
teczenstwa i gospodarki w zakresie

szynskiego  (Fot. 2)
oraz Pracownia We-
wnatrzkomorkowych
Kanatéw Jonowych
Fotografia 2. Pracownia Bioenergetyki i Bton Biologicznych (Zaktad Bioche- kierowana przez prof.
Szewczyka.

Ponadto

czton-

kami Sieci sg Instytut

Medycyny Doswiad-

czalnej i Klinicznej im.

M. Mossakowskiego

mii Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN) kierowana przez prof. Jerzego Adama

Duszynskiego.

diagnostyki medycznej (identyfikacja
tzw. choréb mitochondrialnych);

1 propagowanie badanin mito-
chondrialnych w Polsce. Przykiadem
takiej dziatalnosci jest ustanowienie
nowej nagrody naukowej dla mtodego
badacza za szczeg6lnie dobre i intere-
sujagce przedstawienie wartosciowej
pracy bioenergetycznej na Sesji Bio-
energetycznej na corocznym Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Po raz pierwszy Nagrode Pol-
skiej Sieci Mitochondrialnej przyznano
na XLII Zjezdzie Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego w 2007 roku w
Szczecinie (Fot. 1). Przewodniczgcym

Komisji Nagrody byt prof. Lech Wojt-
czak z Instytutu Biologii Do$wiadczal-
nej PAN im. M. Nenckiego.3

Prace sieci Mito-
Net.pl sg koordyno-
wane przez Instytut
Biologii Doswiadczal-
nej P,AN. W ramach
Sieci dzialajg dwie
pracownie Instytutu
(Zaktad Biochemii):
Pracownia Bioenerge-
tyki i Bton Biologicz-
nych kierowana przez
prof. Jerzego Du-

PAN w Warszawie re-
prezentowany przez
doc. Barbare Zabtocka
(kierujagca  Pracownig
Biologii Molekularnej),
Instytut Biochemii i
Biofizyki PAN w War-
szawie reprezentowany —
przez prof. Magde Bo-
gute, Instytut ,,Pomnik-
Centrum Zdrowia
Dziecka" w Warszawie

prof. Ewe Pronicka, Uni-
wersytet Jagiellonski Colle-
gium Medium w Krakowie
reprezentowany przez prof.
Stefana Chtopickiego, Cen-
trum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego w Warsza-
wie reprezentowane przez
prof. Andrzeja Beresewicza,
Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu
reprezentowany przez prof.
Wiestawe Jarmuszkiewicz,
Uniwersytet  Wroctawski

Fotografia 1. Uroczysto$¢ wreczenia Nagrody Polskiej Sieci Mitochondrialnej na XLII reprezentowany przez prof.
Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Szczecinie w 2007 roku. Od le-
niem badan podstawowych wej stoja: Adam Szewczyk, Lech Wojtczak, Danuta Haertle (Olympus), Andrzej M.
Woyda-Ptoszczyca (laureat nagrody) oraz Zygmunt Machoy.

Hanne Janska, Uniwersytet
Warszawski reprezentowa-
------------ nyprzez prof. Piotra Step-

nia oraz Szkota Gtdwna Go-
spodarstwa Wiejskiego w Warszawie
reprezentowana przez prof. Krzysz-
tofa Dotowego. Cztonkiem stowa-
rzyszonym Sieci jest Uniwersytet
Gdanski reprezentowany przez prof.
Jarostawa Marszatka. W ramach Sieci
dziata takze laboratorium kierowane
przez prof. Ewe Bartnik z Uniwersy-
tetu Warszawskiego.

W niniejszym numerze kwartal-
nika Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego ,Postepy Biochemii®
przedstawiono rdznorodne, a zara-
zem kompleksowe zainteresowania
naukowe cztonkow Polskiej Sieci
Mitochondrialnej. Zapraszamy do
wspotpracy grupy badawcze zainte-
resowane badaniami mitochondriow.
Wiecej informacji o dziataniach Sieci
Mitochondrialnej na stronie www.
mitonet.pl.

Fotografia 3. Cztonkowie sieci organizowali w roku 2006 kurs eksperymen-

talny dotyczacy biochemii mitochondriéw.

reprezentowany przez

3N 2007 roku nagrode ufundowang przez firme Olympus otrzymat mgr Andrzej M. Woyda-Ptoszczyca z pracowni prof. Wiestawy Jarmuszkiewicz (Uniwersytet im. Ada-
ma Mickiewicza w Poznaniu) za prezentacje pod tytutem "Regulation of the energy-dissipating systems in Acanthamoeba castellanii mitochondria by purine nucleotides"
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WYDARZENIA -

W roku 2007 Profesor Tadeusz
Chojnacki wyro6zniony zostat na-
grodg Prezesa Rady Ministrow za
wybitny dorobek naukowy. Prot.
Tadeusz Chojnacki (Fot. 1) uzyskat
dyplom lekarza w 1955 r. na Wy-
dziale Lekarskim Akademii Me-
dycznej w Warszawie; w latach
1953-1957 byt asystentem w Zakita-
dzie Chemii Fizjologicznej AM w

OPINIE -

Biofizyki PAN. Prof. Chojnacki byt i
jest cztonkiem szeregu Rad Nauko-
wych, cztonkiem redakcji czasopism
naukowych. Prof. Chojnacki byt
twoércg i wieloletnim kierownikiem
Zaktadu Fosfolipidéw, a nastepnie
Zaktadu Biochemii Lipidéw (do
2003 r.). Prof. Chojnacki jest inicja-
torem oryginalnej tematyki badaw-
czej, dotyczacej badan nad struktu-

Warszawie, a od 1958
r. jest pracownikiem
Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN (IBB).
Prof. Chojnacki jest
promotorem 9 ukon-
czonych prac doktor-
skich.  Trzy  osoby
sposrod wspdtpracow-
nikow uzyskaty tytut
profesora. Laureat ma
w dorobku okoto 170
prac doSwiadczalnych,
kilkanascie artykutow

przegladowych, Kkilka Fotografia 1. Prof. Tadeusz Chojnacki.

rozdziatbw w opra-

cowaniach monogra-

ficznych oraz jest autorem dwdch
zgtoszen patentowych. Prof. Choj-
nacki byt jednym z zatozycieli IBB,
petnit takze funkcje Zastepcy Dy-
rektora ds. Naukowych Instytutu.
Prof. Chojnacki odznaczony zostat
odznaczeniami panstwowymi, m.in.
Krzyzem Oficerskim Orderu Odro-
dzenia Polski (1999). Za osiggniecia
naukowe byt wielokrotnie wyro6z-
niany nagrodami, m.in. Sekretarza
Naukowego PAN, Wydzialu Nauk
Biologicznych, a takze nagrodami
Rady Naukowej IBB za publikacje.
W 2002 r. otrzymat medal im. L.
Marchlewskiego Komitetu Bioche-
mii i Biofizyki PAN. Prof. Chojnacki
jest cztonkiem rzeczywistym PAN.
Uzyskat tytut doktora honoris causa
(1987) oraz tytut ,Foreign Adjunct
Professor" (1992) Kroélewskiego In-
stytutu Medyczno-Chirurgicznego
w Sztokholmie. W 1998 r. otrzymat
medal im. M. Lomonosowa Rosyj-
skiej Akademii Nauk. Do 1995 r.,
przez kilka kadencji, petnit funkcje
Zastepcy Sekretarza Wydziatu Nauk
Biologicznych PAN, a w latach 1996-
98 kierowat tym Wydziatem, nato-
miast w latach 1992-95 byt Prze-
wodniczagcym Komitetu Biochemii i
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rag, wystepowaniem w
przyrodzie i funkcja
biologiczng zwigzkéw
poliprenoidowych.
Pierwsze prace na-
ukowe Jego autorstwa
dotyczace tej tematyki
ukazaty sie w 1972 r.
Manuskrypt najnow-
szej pracy jest przyjety
do druku. Wiele z tych
pionierskich prac zy-
skato szeroki rozgtos w
literaturze Swiatowej.
Do najczesciej cytowa-
nych nalezy klasyczna
juz praca doswiadczal-
na opisujgca chemiczng metode fos-
forylacji dolicholi (FEBS Lett, 131,
310-312, 1981), praca przeglagdowa
(Biochem J, 251, 1-9, 1988) cyto-
wana w podrecznikach biochemii
Lehningera, a takze dwa rozdziaty
w powszechnie znanym wydawnic-
twie monograficznym Methods in
Enzymology (1969, 2004). Odkrycia
naukowe prof. Chojnackiego byty
punktem wyjscia do badan konty-
nuowanych przez Jego wspdipra-
cownikow w IBB PAN, a takze w
kilku laboratoriach zagranicznych,
z ktorymi Profesor od wielu lat
wspotpracuje. Wiele znakomitych
prac powstato i nadal powstaje w
wyniku wspoipracy z laboratorium
prof. Gustava Dallnera (Department
of Biochemistry & Biophysics, Uni-
versity of Stockholm). Prof. Choj-
nacki wspdtpracowat takze z labo-
ratorium Prof. Shibayewa (Zielinski
Institute of Organic Chemistry Rus-
sian Academy of Sciences, Moskwa).
W IBB prof. Chojnacki utworzyt i
nadal kieruje dziatalnoscia ,,Kolek-
cji Poliprenoli" wytwarzajgcej uni-
katowe biopreparaty udostepniane
zainteresowanym badaczom w ra-
mach bezpos$redniej wspotpracy na-

KOMENTARZE

ukowej, jak i za posrednictwem firm
komercyjnych.

Zwigzki poliizoprenoidowe, kté-
rymi od konca lat 60. XX wieku zaj-
muje sie prof. Chojnacki sg substan-
cjami naturalnymi, wystepujacymi
powszechnie w przyrodzie. Alkoho-
le poliizoprenoidowe sg polimerami
wielu (od 5do ponad 130) pieciowe-
glowych reszt izoprenowych. Ude-
rzajace podobienstwo strukturalne
poliizoprenoidéw z jednej strony
do kauczuku naturalnego (stopien
polimeryzacji wynosi najczesciej
kilka tysiecy), z drugiej do lotnych
mono, seskwi i diterpenéw (skiad-
nikow olejkdw eterycznych), nie jest
przypadkowe. Wszystkie te zwigzki
powstajag w komérkach w wyniku
aktywnos$ci cis- i/lub trans-preny-
lotransferaz. Badania prof. Choj-
nackiego prowadzone od ponad 40
lat koncentrowaty sie na poznaniu
struktury poliiozprenoidéw, a tak-
ze ich roli biologicznej i mechani-
zmow biosyntezy (natura dostarcza
poliizoprenoidéw o sporym stopniu
réznorodnosci strukturalnej). Czyn-
nikiem réznicujagcym sg diugosc
tancucha weglowego, izomeria geo-
metryczna podwojnego wigzania
(wystepuje jedno takie wigzanie w
kazdej niemal reszcie izoprenowej),
uwodorowanie wigzan podwaéjnych
i, rzadko, obecno$¢ dodatkowych
podstawnikéw. Obserwacjg pocho-
dzgcg z lat 60. byto odkrycie, ze ro-
Sliny i bakterie syntetyzuja poliizo-
prenoidy, ktérych wszystkie reszty
izoprenowe posiadajg zachowane
jedno podwdjne wigzanie — mo-
wimy o nich ,alkohole nie w petni
nasycone", podczas gdy zwierzeta i
grzyby, takze drozdze, syntetyzuja
alkohole (nazywane sg dolicholami)
zawierajgce jedno podwdjne wigza-
nie uwodorowane. Dos$¢ tajemnicza,
jeszcze nie do konca wyjasniona,
sprawa diugosci tancucha poliizo-
prenoidowego byta od lat tematem
poszukiwan prof. Chojnackiego.
Okazuje sie, ze o ile dolichole wy-
stepujg w formie mieszaniny homo-
logdw o niezbyt szerokim spektrum
dtugosci tancucha (u ludzi czgstecz-
ka dominujacego w mieszaninie do-
licholu sktada sie z 19 reszt izopre-
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nowych, a wszystkich homologéw
w mieszaninie wystepuje ok. 5-6),
0 tyle poliprenole roslinne przed-
stawiajg sobg olbrzymig r6znorod-
no$¢, gdyz zaréwno diugos$¢ domi-
nujgcego w mieszaninie zwigzku,
jak i ich liczba zmienia sie zaleznie
od gatunku ro$liny. Dla przyktadu
rodzina betulaprenoli z brzozy za-
wiera zaledwie 4 homologi (domi-
nuje ilosciowo prenol zbudowany
z 7 reszt izoprenowych), a rodzina
prenoli wyizolowanych z lisci pie-
ciornika ztotego zawiera 30 homolo-
géw (dominuje prenol-18). Od tego
schematu catkowicie odbiegajg bak-
terie, ktére syntetyzujg zwykle poje-
dynczy prenol zbudowany z 11 reszt
(baktoprenol). Badania przesiewowe
majace na celu ocene réznorodnosci
wystepujacych w przyrodzie struk-
tur poliprenoii sa od lat prowadzone
przez zesp6t prof. Chojnackiego we
wspoOipracy z wieloma specjalistami
w zakresie botaniki i fizjologii roslin
lobejmujg rosliny pochodzace z roz-
nych grup systematycznych, stref
klimatycznych inisz ekologicznych.
Obok analizy strukturalnej prof.
Chojnacki pracuje od wielu lat nad
uzyskiwaniem chemicznie zmody-
fikowanych poliizoprenoidéw. Ten
kierunek badan wigze sie z dobrze
opisang funkcja fosforanéw alkoho-
li poliizoprenoidowch jako kofak-
torbw w procesie glikozylacji i gli-
piacji (syntezy kotwicy GPI) biatek
u eukariontéw; u bakterii fosforan
baktoprenolu jest kofaktorem bio-
syntezy peptydoglikanu i O-antyge-
nu. Niezwykle intensywny rozwoj
badan nad glikozylacjg biatek wy-
magat dostepnosci fosforanéw polii-
zoprenoidow, podczas gdy w tkan-
kach ro$lin i zwierzat gromadzone
sg (niekiedy w znacznych zresztg
iloSciach) wolne alkohole lub ich
estry z kwasami ttuszczowymi. OlI-
brzymia zastugg prof. Chojnackiego
byto opracowanie bardzo wydajnej
metody fosforylacji dolicholi, do
dzi$ powszechnie stosowanej i cyto-
wanej. W ostatnim czasie prof. Choj-
nacki zainteresowat sie mozliwoscia
przeksztatcenia poliizoprenoidow w
formy kationowe uzyteczne w meto-
dzie lipofekcji, a badania te zaowo-
cowaty opublikowang w ubiegtym
roku pracg doswiadczalng. Prof.
Chojnacki wraz z zespotem opraco-
wat takze metody chemicznej syn-
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tezy radioizotopowo znakowanych

poliizoprenoidow i ich prekurso-
row; zwigzki te daty asumpt wielu
badaniom dotyczacym metaboli-

zmu poliizoprenoidéw, a ostatnio
— ubichinonu (zawierajgcego po-
liizoprenoidowy tancuch boczny).
Stworzona przez prof. Chojnackiego
unikalna w skali $wiatowej ,,Kolek-
cja Poliprenoii" data poczatek wie-
lu badaniom prowadzonym dzi§ w
Zaktadzie Biochemii Lipidow IBB
PAN w Warszawie, w Laboratorium
Arrheniusa na Uniwersytecie w

dyrektorem tej placowki. Obecnie
kieruje w Instytucie Pracownig Bio-
energetyki i Bton Biologicznych. Jest
autorem lub wspotautorem wielu
publikacji naukowych, artykutow
prasowych popularyzujgcych wspét-
czesng nauke, a takze serii podrecz-
nikdw z dziedziny biologii. Odbyt
liczne staze zagraniczne, m.in. w la-
boratoriach J. R. Williamsona w Pen-
nsylvania University oraz K. F. La-
Noue w PennState University. Prof.
Duszynski bedzie odpowiadat w
resorcie za sprawy nauki (wg PAP,

Sztokholmie, a takze
w wielu laboratoriach
europejskich i ame-
rykanskich  (przygo-
towano na podstawie
informacji opracowa-
nej przez prof. dr hab.
Ewe Swiezewsky).

Prof. Jerzy Du-
szynski, biochemik
z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN,
zostat powotany na
stanowisko podse-
kretarza stanu w Mi- -
nisterstwie Nauki
Szkolnictwa Wyz-
szego. Prof. Duszynski (Fot. 2) jest
specjalistg w dziedzinie nauk biolo-
gicznych. Ukonczyt Wydziat Biolo-
gii i Nauk o Ziemi UW w 1971 r. W
1975 roku uzyskat stopien doktora,
aw 1983 —doktora habilitowanego.
W 1993 roku

i Fotografia 2. Prof. Jerzy Duszynski.

. Nauka w Polsce).

Rada do Spraw Edu-
® kacji i Badan Nauko-
~ wych zostata powotana
11 lutego br., a 19 lutego
2008 roku w Patacu Pre-
zydenckim odbyto sie
uroczyste spotkanie Pre-
| zydenta RP z cztonkami
nowo powotanej Rady.
Rada (Fot. 3) stanowi
forum konsultacyjne i
organ opiniodawczo-do-
radczy Prezydenta RP.
W sktad Rady weszli
przedstawiciele PAN,
PAU, znakomitych
polskich wuczelni, przewodniczacy
konferencji rektoréow oraz rektorzy
najbardziej znanych (w ocenie Pre-
zydenta RP najlepszych) uczelni
prywatnych w Polsce. Reguta po-
wotywania cztonkéw Rady nie ma

otrzymat  no-
minacje pro-
fesorskg z ragk
prezydenta
Lecha Wate-
sy. Prof. Jerzy
Duszynski jest
cztonkiem ko-
respondentem
Polskiej  Aka-
demii Nauk, a
od 2005 r. kra-
jowym dele-

gatem do prac Fotografia 3. Rada Programowa Prezydenta RP, ds. Edukacji i Badai Naukowych.

zespotu biome-

dycznego European Strategy Forum
for Research Infrastructures. Od 2006
r. jest takze przewodniczagcym Ze-
spotu ds. Infrastruktury Badawczej
przy MNiSW. Nowy wiceminister
przez wiele lat byt przewodniczg-
cym Rady Naukowej Instytutu im.
Marcelego Nenckiego PAN, a takze

charakteru personalnego; taczy sie
z okre$lonymi stanowiskami. Prze-
wodniczagcym Rady zostat prof.
dr hab. Ryszard Legutko, wybit-
ny przedstawiciel polskiej filozofii
spotecznej i politycznej, a takze w
ostatnich latach czynny polityk. W
sktad Rady weszli prof. dr hab. inz.
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Jerzy Bilazejowski, Przewodniczacy
Rady Gtdwnej Szkolnictwa Wyzsze-
go, prof. dr hab. inz. Tadeusz Luty,
Przewodniczacy Konferencji Rekto-
row Akademickich Szkét Polskich,
prof. dr hab. inz. Tomasz Borecki,
Rektor SGGW w Warszawie, prof.
dr hab. Andrzej Biatas, Prezes PAU,
prof. dr hab. Adam Budnikowski,
Rektor Szkoty Gtoéwnej Handlowej,
prof. dr hab. Katarzyna Chatasin-
ska-Macukow, Rektor Uniwersytetu
Warszawskiego, prof. dr hab. An-
drzej Eliasz, Rektor Szkoty Wyzszej
Psychologii Spotecznej, prof. dr hab.
inz. Michat Kleiber, Prezes PAN,
prof. dr hab. Andrzej K. Kozminski,

lonskiego [1]. W pracy tej, przygo-
towanej wraz z prof. Anupamem
Agarwalem i dr Jessy Deshane z
University of Alabama w Birming-
ham, USA, autorzy podsumowujg
wyniki swoich kilkuletnich ba-
dan dowodzacych kluczowej roli
oksygenazy hemowej-1 (HO-1) w
angiogenezie, czyli powstawaniu
nowych naczyn krwionos$nych.
HO-1 to enzym, Kktéry, rozktada-
jac hem do zielonej biliwerdyny,
przeksztatcanej nastepnie w 2064
ta bilirubine, przyczynia sie do
zaniku siniaka oraz odpowiada
za zazGtcenie skoéry podczas z6t-

Rektor Wyzszej Szkoty
Przedsiebiorczosci i Za-
rzagdzania im. Leona Koz- &
minskiego, prof. dr hab.
inz. Wtodzimierz Kurnik,
Rektor Politechniki War-
szawskiej, prof. dr hab.
Stanistaw Lorenc, Rektor
Uniwersytetu im. Adama

CA B
Oudha

B MCM‘J .

taczki. Osiggnieciem kra-
kowskich naukowcow jest
odkrycie nieznanej dotad
funkcji HO-1, niezbednej
w syntezie i aktywnosci
A czynnikow stymuluja-
j* cych angiogeneze, ktore
odgrywajg wazng role w
procesach naprawczych,

0
g
4
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Mickiewicza w Poznaniu, Fotografia 4. Godto Uniwer- takich jak gojenie ran, ale

prof. dr hab. Karol Mu- sytetu Medycznego w Bia-

siot, Rektor Uniwersytetu Pmstok":

Jagiellonskiego, prof. dr

hab. Michat Szulczewski, Przewod-
niczacy Rady Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, prof. dr hab. inz. Antoni
Tajdus, Rektor Akademii Gérniczo-
Hutniczej, ks. prof. dr hab. Stanistaw
Wilk, Rektor Katolickiego Uniwer-
sytetu Lubelskiego im. Jana Pawta
Il oraz prof. dr hab. Edmund Wnuk-
Lipinski, Rektor Collegium Civitas.

Akademia Medyczna w Biatym-
stoku (Fot. 4), Lublinie i Warszawie
moze uzywa¢ nazwy Uniwersytet
Medyczny. Ustawy zmieniajgce na-
zwe trzech uczelni medycznych pod-
pisane przez Prezydenta RP, w dniu
27 lutego br., opublikowano w dzien-
niku Ustawa dnia 7 marca 2008 r.

Naczynia krwionosne — spra-
wa zycia i $mierci. W najnowszym
zeszycie Circulation (15 stycznia),
uznawanego za najlepsze czaso-
pismo z dziedziny Kkardiologii i
biologii naczyniowej, ukazat sie
artykut, ktérego wspdtautorami sag
prof. dr hab. J6zef Dulak (Fot. 5) i
dr hab. Alicja Jézkowicz z Zakta-
du Biotechnologii Medycznej Wy-
dziatu Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii Uniwersytetu Jagiel-
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takze przyczyniajg sie do
wzrostu nowotworéw. W
jednej z najnowszych prac
[2] badacze z Birmingham i Kra-
kowa wykazali udziat HO-1 w ak-
tywnos$ci komdrek macierzystych
Srédbtonka; w kolejnej publikacji
[3] krakowski zespdt udowodnit,
iz HO-1 przyczynia sie do wzrostu
czerniaka, m.in. poprzez stymu-
lacje angiogenezy. Lepsze pozna-
nie mechanizméw powstawania
naczyn krwionos$nych jest wa-
runkiem ulepszenia istniejgcych

i opracowania nowych strategii
przeciwnowotworowych, a tak-
ze terapii ograniczajacych niedo-
krwienie serca lub pobudzajacych
gojenie ran u pacjentow z cukrzy-
cg. Publikacje w tych uznanych
czasopismach stanowig potwier-
dzenie rangi badan prowadzo-
nych przez naukowcéw z Zaktadu
Biotechnologii Medycznej UJ, kt6-
rzy we wrzesniu byli réwniez or-
ganizatorami V Miedzynarodowe-
go Kongresu na temat Oksygenaz
Hemowych. Konferencja ta odbyta
sie na Uniwersytecie Jagiellonskim
w dniach od 5 do 9 wrze$nia 2007
roku. Uczestniczyto w niej pond
230 naukowcow z 24 krajow Swia-
ta. Konferencja odbyta sie pod pa-
tronatem Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Podczas konfe-
rencji przedstawiono kilkadziesigt
wyktadow i kréotkich wystgpien
ustnych, odbyly sie takze sesje
posterowe. Program konferencji
dostepny jest na stronie http://
biotka.mol.uj.edu.pl/ho-conferen-
ce/htm l/abstracts-program.html.
Jednym zowocOw przygotowan do
konferencji jest zeszyt czasopisma
Antioxidants & Redox Signaling (IF
= 4.49), zawierajacy 14 artykutow
(w tym 4 prace oryginalne, 9 prze-
gladowych i komentarz redakto-
ra), poSwieconych biochemii i zna-
czeniu fizjologicznemu oksygenaz
hemowych. Swoje prace w tym
zeszycie zamie$cili najwybitniejsi
specjalisci zajmujacy sie oksyge-
nazg hemowg, w tym m.in. Mahin

Fotografia 5. Zesp6t Zaktadu Biotechnologii Medycznej UJ z prof. J6zefem Dulakiem
(po prawej).

Maines, Nader
Abraham, Shi-
| geki Shibahara
i inni. Redak-
. torem  catosci
byt prof. Jozef
Dulak. Bada-
nia nad rolg
. oksygenazy
. hemowej-1 sta-
. nowig czesc te-
. matyki badaw-
czej Zaktadu
Biotechnologii
Medycznej,
koncentrujacej
sie na pozna-
waniu moleku-
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larnych mechanizmdéw tworzenia
i funkcjonowania naczyn krwio-
nosnych. W swoich badaniach
badacze krakowscy stosujg m.in.
techniki transferu genoéw przy wy-
korzystaniu wektoréw plazmido-
wych i wirusowych. Zagadnieniu
temu poswiecony jest zeszyt ,Bio-
technologii™ (nr 3/2007) zawiera-
jacy prace przygotowane przez
pracownikéw i doktorantow Za-
ktadu.
[1] Dulak J, Deshane J, Jozkowicz A, Agarwal
A (2008) Heme oxygenase-1 and carbon

monoxide in vascular pathobiology; focus
on angiogenesis. Circulation 117: 231-241

[2] Deshane J, Chen S, Caballero S, Grochot-
Przeczek A, Was H, Li Calzi S, Lach R,
Hock TD, Chen B, Hill-Kapturczak N, Sie-
gat GP, Dulak J, Jozkowicz A, Grant MB,
Agarwal A (2007) Stromal cell-derived fac-
tor-1 promotes angiogenesis via a heme ox-
ygenase-1 dependent pathway. J Exp Med
204: 605-618

[3] Was H, CichonT, Smolarczyk R, Rudnicka
D, Stopa M, Chevalier C, LegerdJ, Lack-
owska B, Grochot A, Bojkowska K, Ratajs-
ka A, Kieda C, Szala S, DulakJ, Jozkowicz
A (2006) Overexpression of heme oxygen-
ase-1 in murine melanoma: increased pro-
liferation and viability of tumor cells, de-
creased survival of mice. Am J Pathol 169:
2181-2198
Zesp6t dr Macieja Lazarczyka

podczas badan prowadzonych

dzieki wsparciu Fundacji na rzecz

Nauki Polskiej w Instytucie Pa-

steura, odkryt nieznany natural-

ny mechanizm obrony przed wi-
rusami powodujacymi m.in. raka
szyjki macicy. Cztonkowie zespo-
tu badali pacjentow z bardzo rzad-
ka chorobg epidermodysplasia verru-
ciformis (EV), ktéra zwigzana jest z
wystepowaniem mutacji w genie
kodujacym biatka Everl i Ever2,
uczestniczagcymi w tworzeniu ba-
riery przed atakujacymi komdrke
wirusami. Nosiciele takich mutacji
sg niezwykle podatni na zakazenia
onkogennymi wirusami ludzkiego
brodawczaka (HPV) (wirusy EV-

HPV). Te powszechne w przyro-

dzie wirusy nie powodujg zazwy-

czaj zadnych probleméw u oséb z

prawidtowym, a niezmutowanym

genem EVER. U podatnych na za-
chorowanie pacjentow cierpigcych
na EV pojawiajg sie zmiany skor-
ne, utrzymujace sie przez cate zy-
cie, w obrebie ktérych rozwija sie
rak skory. Zespo6t dr tazarczyka

Postepy Biochemii 53 (2) 2007

odkryt, ze biatka Ever uczestniczg
w kontroli wewnatrzkomorkowej
homeostazy cynku; zaburzenie tej
rownowagi jest kluczowe dla roz-
woju zakazenia HPV. Mechanizm
ten nie dotyczy jednak tylko rzad-
kiej choroby jaka jest EV. Ma row-
niez istotne znaczenie w zakaze-
niach genitalng odmiang HPV. Za-
kazenia odmiang EV-HPV nalezg
do najczestszych choréb przeno-
szonych droga ptciowa, a niektdre
HPV powodujg raka szyjki macicy
u kobiet. Naukowcy wykazali, ze
wirusy wywotujgce raka szyjki ma-
cicy w drodze ewolucji wyksztat-
city mechanizm blokujacy dzia-
tanie biatek Ever, umozliwiajgcy
wirusom nasladowanie skutkéw,
jakie wywotuje mutacja w genie
EVER. Wskazuje to, ze zaburzenia
wewngatrzkomoérkowej homeosta-
zy cynku stanowig kluczowy etap
w zakazeniu HPV iodgrywaja role
w ujawnieniu onkogennej natury
wirusa. Cho¢ odkrycie ma na razie
znaczenie przede wszystkim po-
znawcze, identyfikuje ono niezna-
ny dotagd mechanizm ochronny,
ktorego blokada jest bardzo wazna
w cyklu zyciowym tych wirusow
(Lazarczyk M, Pons C, Mendoza
JA, Cassonnet P, Jacob Y, Favre M
(2008) Regulation of cellular zinc
balance as a potential mechanism
of EVER-mediated protection aga-
inst pathogenesis by cutaneous
oncogenic human papillomavi-
ruses. J Exp Med 205: 35-42) (wg
PAP, Nauka w Polsce).

Nieobserwowany od 100 lat w
wodach Morza Battyckiego gatu-
nek zwierzecia odkryta Marta Ro-
nowicz, doktorantka w Zaktadzie
Ekologii Morza Instytutu Oce-
anologii PAN, podczas nurkowa-
nia swobodnego. Tenellia adspersa
jest Slimakiem nagoskrzelnym o
ogblnoswiatowym zasiegu wyste-
powania zamieszkujagcym wody
zarowno oceaniczne, jak i stodkie,
jednak po raz pierwszy zanotowa-
no jego obecnosé w polskiej stre-
fie Battyku. Mgr Ronowicz wsréd
kolonii stutbioptawdéw z gatunku
Gonothyrea loveni znalezionych w
2006 r. wsrdd roslin porastajgcych
kamienie w przybrzeznych wo-

dach Helu, zauwazyta zerujgcego
$§limaka nagoskrzelnego o dtugo-
§ci 3 mm. Rok p6zniej slimak tego
samego gatunku zostat znaleziony
w wodach w rejonie Sopotu. Jest to
zwierze o bardzo duzych zdolno-
$ciach adaptacyjnych, ktore toleru-
je szeroki zakres warunkéw $rodo-
wiskowych. Rozmnaza sie w tem-
peraturze 15-25°C i przy zasoleniu
8-30 psu. Zeruje na roznych ga-
tunkach bentosowych stutbiopta-
wow. Odkryty zostat w 1845 roku
w Morzu Czarnym iod tego czasu
byt spotykany w wodach okalajg-
cych Wyspy Brytyjskie, w Morzu
Battyckim, w Morzu Péinocnym,
a takze w péinocno-wschodnim
Atlantyku. W Battyku obserwowa-
no go od 1865 do 1907 roku, a na-
stepnie przez prawie 100 lat nie po-
jawiaty sie zadne wzmianki o jego
istnieniu w tym akwenie. Dopiero
w 2004 roku ukazata sie publika-
cja finskich naukowcow informu-
jacych o licznym wystepowaniu
S§limaka u wybrzezy Archipelagu
Finskiego. Metoda nurkowania
swobodnego jest skutecznym spo-
sobem pewnego znalezienia orga-
nizmoéw drobnych. Wedtug Marty
Ronowicz gatunek S$limaka mogt
zosta¢ zawleczony z Morza Czar-
nego na kadtubach statkow wraz
z faung stowarzyszong. Niewy-
kluczone, ze organizm dostat sie
do Battyku z wodami balastowy-
mi statkéw. Odkrycie to pozwala
poszerzy¢ wiedze o zbiorowiskach
fauny Morza Batltyckiego. Z cza-
sem okaze sie, czy nowoodkryty
maty Slimak bedzie miat wptyw
na ekosystem Battyku (wg PAP,
Nauka w Polsce).

Nowa umowa o Komisji Fulbri-
ghta zostata podpisana przez Stany
Zjednoczone i RP 10 marca 2008 r.
w zwigzku z oficjalna wizytg Pre-
miera RP w Waszyngtonie. Nowa
umowa znacznie zwieksza finan-
sowy udziat strony polskiej w Pro-
gramie Fulbrighta, co wptynie na
rozszerzenie wymiany studentéw,
naukowcow i nauczycieli pomie-
dzy oboma krajami. W ceremonii
podpisania w Sali Traktatowej De-
partamentu Stanu udziatl wzieli
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p.o. zastepcy sekretarza Biura ds.
Edukacji i Kultury Departamentu
Stanu USA, C. Miller Crouch oraz
charge d'affaires a.i. Ambasady RP
Wojciech Flera. W 2009 r. przypa-
da 50. rocznica istnienia programu
stypendialnego Fulbrighta w Pol-
sce (www.fulbright.edu.pl).

Mozliwo$ci finansowania dzia-
talnosci naukowo-badawczej z
Funduszu Nauki i Technologii
Polskiej. Szczegdtowe zasady go-
spodarki finansowej Funduszu Na-
uki i Technologii Polskiej okresla
Rozporzadzenie Ministra Nauki i
Szkolnictwa WyzZszego z dnia 22
marca 2007 r. (Www.mnisw.gov.
pl), akty prawne, nauka (Biuletyn
Informacji Publicznej). Fundusz
Nauki i Technologii Polskiej gro-
madzi na koncie 2% przychodow
uzyskanych z prywatyzacji w da-
nym roku budzetowym oraz odset-
ki od tych $rodkéw, z przeznacze-
niem na cele zwigzane z rozwojem
nauki i technologii polskiej, obej-
mujgce wspieranie uznanych za
szczegOlnie waznych Kkierunkéw
badan naukowych kraju lub prac
rozwojowych okreslanych w za-
tozeniach polityki naukowo-tech-
nicznej panstwa, wspieranie inwe-
stycji stuzacych potrzebom badan
naukowych lub prac rozwojowych
oraz promocje i upowszechnianie
nauki. Zgodnie z ustawg z Fun-
duszu moga by¢ finansowane m.
in.: projekty badawcze, inwestycje
stuzace potrzebom badan nauko-
wych (inwestycje aparaturowe lub
budowlane), dziatalno$¢ wspo-
magajaca badania (ekspertyzy,
konferencje). Wnioski sporzadza
sie wedlug odpowiednich wzo-
row stanowigcych zatgczniki do
rozporzadzenia. Zgodnie z rozpo-
rzgdzeniem S$rodkami Funduszu
dysponuje minister witasciwy do
spraw nauki. Wnioski moga by¢
sktadane w ciggu catego roku. Pi-
smo (wniosek), zawierajagce uza-
sadnienie celowos$ci wystgpienia
o finansowanie wymienionego
zadania oraz zatgcznik w postaci
wniosku, nalezy kierowa¢ na ad-
res: Minister prof. Jerzy Duszyn-
ski, Departament Bazy Badawczej
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Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, ul. Wspdlna 1/3, 00-529
Warszawa. Whnioski, na ktore nie
przyznano S$rodkow finansowych
w danym roku, nie sg rozpatrywa-
ne w roku nastepnym.

Narodowe Centrum Ba-
dan i Rozwoju (NCIiBR)
poszukuje ekspertéow, kto-
rzy bedg opiniowac projek-
ty realizowane w ramach
strategicznych programoéw
badawczych. Przedstawiciel
NCBIR poinformowat, Ze re-

prof, dr hab. med. Wiestaw Wiktor
Jedrzejczak (Fot. 6). Prof. Jedrzej-
czak kieruje Klinikg Flematologii,
Onkologii i Chorob Wewnetrznych
Uniwersytetu Medycznego w War-
szawie, jest takze konsultan-
tem krajowym w zakresie he-
matologii. Prof. Jedrzejczak
w 1993 roku zostat laureatem
prestizowej nagrody Funda-
cji na rzecz Nauki Polskiej
w dziedzinie nauk przyrod-
niczych i medycznych. Wy-
ré6zniono go za cykl prac na
temat molekularnych i ko-
moérkowych mechanizmow

alizacja zadan Narodowego Fotografia 6. Prof. Wie- powstawania komorek krwi.
Centrum Badan i Rozwoju staw Wiktor Jedrzej- joq4 aytorem ponad 160 pu-

) czak.
wymaga stworzenia bazy

ekspertéw, zaréwno z ob-

szaru nauki, jak i gospodarki. Naj-
wazniejszym zadaniem ekspertow
bedzie opiniowanie projektow w
ramach strategicznych programoéw
badawczych. Zainteresowane osoby
proszone sg o0 zarejestrowanie sie i
wypeinienie formularza interneto-
wego. Po zaakceptowaniu aplikacji
i wpisaniu do bazy ekspertow, dy-
rektor Centrum bedzie, w miare po-
jawiajacych sie potrzeb, zapraszac
ekspertéw do sporzadzenia opinii
lub ekspertyz. Okresli takze szcze-
gotowe warunki zwigzane z pracg
ekspertow (www.ncbir.gov.pl).

Powstata seria 10 filméw, w wy-
niku wspolnej inicjatywy Fundacji
na rzecz Nauki Polskiej, MNiSW
oraz TVP 2, ukazujacych sylwetki
wybitnych osobistosci polskiej na-
uki, zatytutowana ,Mtodzi twércy
— mistrzom". O realizacje filmow
poproszono absolwentow todzkiej
»Filmowki". Sami wybierali boha-
teréw, konwencje i tematyke swoich
filméw. Jedynym wymogiem byto,
aby przedstawiana osoba byta lau-
reatem tzw. polskiego Nobla lub
dorocznej nagrody Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego za osiggnie-
cia w badaniach na rzecz rozwoju
nauki, spoteczenstwa i gospodarki.
Serie 10 obrazéw rozpoczyna film
»Miedzy ztem a ztem". Tworca (sce-
nariusz i rezyseria) filmu jest 25-let-
ni Jakub Kossakowski. Bohaterem
pierwszego filmu (emisja 3 stycznia
2008 r.) jest wielki humanista, wy-
bitny onkolog, autor pierwszego w
Polsce udanego przeszczepu szpiku,

blikacji naukowych, w tym
w najbardziej prestizowych czasopi-
smach na Swiecie, takich jak Scien-
ce, Journal of Experimental Medici-
ne, Blood i British Medical Journal.
Pozostate miniatury dokumentalne
ukazujg prof. Lecha Leciejewicza
z Instytutu Archeologii i Etnologii
PAN, prof. Henryka Skarzynskie-
go z Miedzynarodowego Centrum
Stuchu i Mowy w Kajetanach koto
Warszawy, prof. Zygmunta Pejsaka
z Panstwowego Instytutu Weteryna-
ryjnego w Putawach, prof. Edwarda
Wnuka-Lipinskiego, Rektor Colle-
gium Civitas w Warszawie, prof.
Karola MySliwca z Zaktadu Arche-
ologii Srédziemnomorskiej PAN,
prof. Stefana Zawadzkiego z UAM
w Poznaniu, prof. Zofie Kielan-Ja-
worowskg z Instytutu Paleobiologii
PAN, prof. Jadwige Staniszkis z In-
stytutu Socjologii UW i prof. Krzysz-
tofa Matyjaszewskiego z Wydziatu
Chemii Carnegie Mellon University
(USA) oraz Centrum Badan Moleku-
larnych i Makromolekularnych PAN
w todzi.

Polskie uczelnie techniczne beda
wspoétpracowac z ukrainskimi; po-
rozumienie w tej sprawie zostato
zawarte w Warszawie, o czym poin-
formowat Rektor Politechniki £6dz-
kiej, prof. Jan Krysinski. Porozumie-
nie miedzy Konferencjg Rektorow
Polskich  Uczelni  Technicznych,
ktorej prof. Krysinski przewodni-
czy, a Stowarzyszeniem Rektorow
Uczelni Technicznych Ukrainy jest
wstepem do wspOlipracy poszcze-
golnych uczelni, zaréwno przy wy-
mianie studentow i wyktadowcow,
jak i przy badaniach naukowych.
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Politechniki zobowigzaty sie tez do
dwustronnej wymiany informacji.
Poszczegolne uczelnie krajowe bedg
teraz na tej podstawie nawigzywaty
kontakty z uczelniami ukrainskimi.

Centrum Nauki »Kopernik*
zorganizuje jedno z najwiekszych
wydarzen w S$rodowisku centrow
nauki i muzedw na Swiecie, konfe-
rencje ECSITE (European Network
of Science Centres & Museums)
w 2011 roku. Uczestniczy w niej co
roku blisko tysiac oséb, dyrektorow
i przedstawicieli muzedw i centrow
nauki z catego Swiata oraz firmy
projektujace i wytwarzajgce wysta-
wy do centréw ,Kopernika". Pol-
skie centrum nauki rywalizowato z
piecioma centrami z calej Europy.
Dyrektor ECSITE, Vincenzo Lipardi,
poinformowat o sukcesie Polakow
27 marca 2008 r. Centrum Nauki
»Kopernik" planuje potgczenie kon-
ferencji z Piknikiem Naukowym,
ktéory wspotorganizuje z Polskim
Radiem. To najwieksza w Europie
impreza plenerowa tego typu, w
ktorej uczestniczg setki instytucji z
Polski i $wiata. Konferencja ECSITE
bedzie promocjg dla polskich na-
ukowcdw i popularyzatorow nauki.
Beda oni mieli okazje obejrze¢ takze
to, co pokazg uczestnicy konferencji
z zagranicy. Z konferencji powinny
skorzysta¢ interaktywne centra na-
uki. Przewodniczagcym Rady Progra-
mowej Centrum Nauki ,,Kopernik"
oraz pomystodawcg Pikniku Nauko-
wego jest prof. Lukasz Turski.

Ceniong na Swiecie nagrode im.
Christopha Schmelzera odebrata
30 listopada 2007 r. w Darmstadt
Katarzyna Psonka, stypendystka
prowadzonego w CITTRU projektu
stypendialnego ,,Akademicka Inno-
wacyjnosé dla Matopolski”. Nagro-
da, nazwana imieniem pierwszego
dyrektora naukowego i zatozyciela
Towarzystwa na Rzecz Badan Ciez-
kich Jondéw, jest wreczana corocz-
nie przez Stowarzyszenie na rzecz
promocji Ciezkojonowej Terapii
Nowotworowej za wybitne prace
z zakresu terapii nowotworowej
wigzkami jonowymi. Do tej pory
wséréd os6b nagrodzonych znalei-
li sie mtodzi naukowcy z Niemiec,
Francji, Szwajcarii, Szwecji i Ja-
ponii. Wreczenie nagrody odby-
to sie osrodku naukowym, ktéry
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prowadzi pilotazowy projekt tera-
pii nowotworowej jonami wegla.
W projekcie CITTRU Katarzyna
Psonka zajmowata sie badaniami
uszkodzen DNA, wykorzystujac
mikroskopie atomowg. Katarzyna
Psonka jest zwigzana z Wydziatem
Fizyki, Astronomii i Informatyki
Stosowanej UJ, a jej zainteresowa-
nia naukowe koncentrujg sie wokot
radiobiologii.

Nagrode Naukowag Miasta Gdan-
ska im. Jana Heweliusza otrzymat
prof. Marcin Plinski w dziedzinie
nauk Scistych, za rozwiniecie unika-
towych badarn nad zmianami ekolo-
gicznymi w Battyku, a zwitaszcza za
poszukiwanie przyczyn regularnych
zakwitow sinic. Prof. Plinski kieruje
Zaktadem Biologii i Ekologii Mo-
rza w Instytucie Oceanografii UG,
byt zatozycielem Centrum Biologii
Morza PAN w Gdyni. Nagroda im.
Jana Heweliusza jest najstarszym
naukowym wyrdznieniem przyzna-
wanym przez samorzady w Polsce.
Ustanowita jg w 1987 roku Miejska
Rada Narodowa na wniosek gdan-
skiego oddziatu PAN. W Kkapitule
nagrody zasiadajg Prezes Gdan-
skiego Towarzystwa Naukowego,
Prezes gdanskiego oddziatu PAN,
Rektorzy gdanskich szkét wyzszych
i przedstawiciel Prezydenta Gdan-
ska. W przysztym roku w gremium
zasiadg réwniez dotychczasowi lau-
reaci nagrody.

Wsp6lng budowe pomnika we
Lwowie, upamietniajacego zamor-
dowanych profesorow Uniwersy-
tetu Lwowskiego, zapowiedzieli
Prezydent Wroctawia Rafat Dutkie-
wicz i Prezydent Lwowa Andriy Sa-
dovyy. List intencyjny w tej sprawie
podpisany zostat we Wroctawiu w
marcu 2008 r. Intencjg uzgodnienia
ma by¢ upamietnienie ofiar zbrodni
dokonanej przez niemieckich nazi-
stow w 1941 r., poprzez wzniesienie
pomnika we Lwowie, na miejscu
mordu profesorow Uniwersytetu
Lwowskiego. Projekt pomnika zo-
stanie wytoniony w drodze kon-
kursu, a wszelkie napisy bedg wy-
konane w dwdch jezykach. Pomnik
ma powstaé¢ do konca 2009 r. Strona
polska zobowigzata sie do poniesie-
nia wszystkich kosztéw zwigzanych
z realizacjg przedsiewziecia. Cze$¢
finans6w bedzie prawdopodobnie

pochodzi¢ z budzetu Wroctawia, ale
witadze miasta majg tez nadzieje po-
zyska¢ sponsoréw. Prezydenci obu
miast zapowiedzieli takze wspdl-
ne ubieganie sie o organizacje w
2016 r. Europejskiej Stolicy Kultury.
Pierwotnie idea Europejskiego Mia-
sta Kultury powstata w Parlamencie
Europejskim w 1985 r. z zamystem
zblizania narodéw Europy. W 1999
r. przyjeto nowag nazwe projektu
Europejska Stolica Kultury. Aktual-
nie Europejska Stolica Kultury jest
wskazywana co roku przez Rade
na zalecenie Komisji, uwzglednia-
jac opinie Parlamentu Europejskie-
go ijury, w sktad ktérego wchodzi
siedmiu wybitnych przedstawicieli
Swiata kultury (wg PAP, Nauka w
Polsce).

Naktadem Wydawnictwa Uni-
wersytetu Warminsko-Mazurskie-
go w Olsztynie ukazata sie ksigzka
»Mato znane rosliny sadownicze".
Autorzy, profesor Zdzistaw Kawec-
ki, dr hab. Romuald tojko i dr Bole-
staw Pilarek, zamiescili w niej opi-
sy i zdjecia 22 mato znanych roslin
sadowniczych oraz oméwili mozli-
wosci ich uprawy i wykorzystania
w przetwdrstwie i ziotolecznictwie.
Wiekszo$¢ przepisow zostata opra-
cowana albo udoskonalona przez
autorow. Niektére z podanych w
ksigzce receptur znano juz w okresie
$redniowiecza, a pOZniej stosowa-
no nawet na magnackich dworach.
Prawie wszystkie przepisy zostaty
sprawdzone w Zaktadzie Przetwdr-
stwa Instytutu Sadownictwa w
Samochwatowiczach koto Minska
na Biatorusi przez niezyjgcego juz
wspotautora, Polaka z pochodze-
nia, dr. hab. Romualda tojke, pra-
cownika naukowego tego instytutu.
Ksigzke poleca sie szczegdlnie stu-
dentom Ogrodnictwa, Rolnictwa,
Architektury Krajobrazu, Ksztatto-
wania i Ochrony Srodowiska, Agro-
turystyki oraz Technologii Zywno-
éci i Zywienie Czlowieka. Ksigzka
zawiera wiele cennych wiadomosci
i moga z niej korzysta¢ nie tylko
studenci, ale wszyscy, ktorzy chca
upiekszy¢ swoje ogrody lub dziatki
oraz wzbogaci¢ swoja diete i zadbaé
o zdrowie.

POD REDAKCJA TERESY
WESOLOWSKIEJ]
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CENTRAL EUROPEAN CONGRESS OF LIFE
SCIENCES EUROBIOTECH 2008
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Central European
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wspolnie

racje  Bio-
technologii,
Uniwer-
sytet Ja-
giellonski
(Wydziat
Biochemii,
Biofizyki i
Biotechno-
logii oraz
Collegium
Medicum),
Akademie
Rolniczg w
Krakowie
oraz Targi

Na jesieni tego roku organizowa-
ny jest Central European Congress
of Life Sciences EUROBIOTECH
2008, ktorego tematem przewodnim
bedzie tzw. ,,czerwona biotechnolo-
gia"; na kongresie zostang poruszo-
ne tematy zwigzane z biotechnologiag
medyczng i farmaceutyczng, biofar-

macja, biomateriatami i zywieniem.

Kongres zostanie zorganizowany
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w Krakowie sp. z 0.0. Do wspotpra-
cy przytaczyto sie réwniez Jagiellon-
skie Centrum Innowacji oraz Kra-
kowski Klaster Life Science.

W kwietniu 2007 roku, odbyta
sie w Krakowie | Miedzynarodowa
Konferencja i Targi Biotechnolo-
gia w Rolnictwie EUROBIOTECH
2007. Konferencja ta okazata sie du-
zym sukcesem; wzieto w niej udziat
prawie 400 uczestnikow z kraju i
zagranicy oraz 30 firm z branzy bio-
technologicznej. Majac na uwadze
powodzenie pierwszej edycji oraz
coraz wieksze zainteresowanie te-
matem w kraju i na Swiecie, organi-
zatorzy postanowili ten projekt roz-
wija¢. Organizatorzy pragng wig-
czy¢ do wspotpracy najwazniejsze
os$rodki biotechnologiczne z Europy
Srodkowej i stworzyé prawdziwg
platforme spotkan z partnerami z
innych krajow. Swoéj aktywny udziat
w imprezie zapowiedziata Stowacka
Akademia Nauk oraz $rodowiska
biotechnologiczne z Czech, Litwy i
Ukrainy.

W zamyséle Organizatorow Kon-
gres bedzie potaczeniem nauko-

przez: Pol-
ska  Fede-

17-19.10.2008

wych wyktadéw i prezentacji z biz-
nesem. W wystawie towarzyszacej,
oprécz firm z sektora ,Biotech",
wezmag réwniez udziat firmy paten-
towe, firmy doradcze, fundusze in-
westycyjne. Naukowym wykitadom
towarzyszy¢ bedag réwniez panele
dyskusyjne, spotkania i warsztaty
biznesowe.

Tematy dyskutowane w trakcie
Kongresu i Targéw beda zorganizo-
wane w 7 panelach:

—Biotechnologii Medycznej,

—Biotechnologii Farmaceutycznej,

—Nutrigenomiki (Jedzenie dla zy-
cia),

—Biomateriatéw,

—Biotechnologii Zwierzat,

—Praw witasnosci intelektualnej i
czerwonej biotechnologii,

—Finansowania badan naukowych
ze 7rddet prywatnych.

Zapraszamy do Krakowa. Szcze-
gotowe informacje mozna znalezé
na stronie internetowej www.bio-

lub www.

technologia.krakow.pl
eurobiotech.krakow.pl.
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NOWE GENY ZWIAZANE Z MIAZDZYCA

Agnieszka Dettlaff-Pokora
Julian Swierczynski

Katedra i Zaktad Biochemii Akademii Me-
dycznej w Gdansku, ul. Debinki 1, 80-811
Gdansk, tel. 058 349 14 60; e-mail: agniesz-
ka_dettlaff-pokora@amg.gda.pl

Artykut nadestano i przyjeto do druku 21
kwietnia 2008 r.

Stowa kluczowe: miazdzyca, polimorfizm

Podziekowania: Praca powstata w ramach
realizacji pracy statutowej ST-41

Jednym z gtéwnych czynnikow
rozwoju miazdzycy jest akumulacja
lipoprotein o niskiej gestosci (LDL)
w $cianach naczyn krwionos$nych
prowadzaca do powstawania blasz-
ki miazdzycowej, a w konsekwencji
—do zawatu mies$nia sercowego. Ry-
zyko zawatu miesnia sercowego jest
bezposrednio zwigzane ze stezeniami
lipoprotein w osoczu. Wysokie steze-
nie cholesterolu LDL jest czynnikiem
ryzyka rozwoju choroby wiernicowej,
a wysokie stezenie cholesterolu HDL
zmniejsza to ryzyko. Zmiana steze-
nia cholesterolu LDL we krwi o 1%,
zwieksza 0 1% ryzyko choroby wien-
cowej. Z kolei wyzsze stezenie chole-
sterolu HDL we krwi o0 1% powoduje
obnizenie ryzyka choroby wienicowej
0 2%. Tak silna zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem cholesterolu (HDL i LDL)
a ryzykiem choroby wiericowej spra-
wia, ze wszelkie czynniki wptywajgce
na stezenie cholesterolu w lipoprote-
inach osocza majg duze znaczenie w
rozwoju choroby wiencowej. Oprdcz
cholesterolu do podstawowych czyn-
nikow ryzyka choroby wieAcowej naj-
czesdciej zalicza sie wysokie stezenie
triacylogliceroli w osoczu. Do podsta-
wowych czynnikéw etiologicznych
wptywajacych na stezenia triacylo-
gliceroli i cholesterolu (LDL i HDL)
w osoczu naleza: palenie papieroséw,
wysokokaloryczna dieta imata aktyw-
nos¢ fizyczna. Obserwuje sie takze ro-
dzinne sktonnosci do wystepowania
choroby wiencowej, determinowane
przez czynniki genetyczne. Przykia-
dem tego moze byé genetycznie uwa-
runkowana nieprawidtowa funkcja
receptora LDL, lipazy lipoproteino-
wej oraz warianty polimorficzne ge-
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néw zaangazowanych w metabolizm
lipidéw [1],

Jak dotad poszukiwania nowych
wariantow polimorficznych koncen-
trowaty sie na badaniu pojedynczych
gendw i byty prowadzone na stosun-
kowo nieduzych populacjach. W luto-
wym numerze czasopisma Nature Ge-
netics ukazaty sie trzy prace, w ktorych
przeanalizowano okoto 50 000 os6b
pod katem setek tysiecy pojedynczych
polimorfizméw genowych (SNP —
Single Nucleotide Polymorphism) [2-4],
Analizie poddano wyselekcjonowane
polimorfizmy, potozone w obrebie
gendw zwigzanych z metabolizmem
lipidéw oraz polimorfizmy zwigzane
z patogenezg choréb metabolicznych.
Wyniki te zestawiono z danymi kli-
nicznymi pacjentdéw, takimi jak ste-
zenia cholesterolu HDL, cholesterolu
LDL i stezenia triacylogliceroli we
krwi. Analizy statystyczne potwier-
dzity udziat SNP-6w w ponad tuzinie
genow juz wczesniej podejrzewanych
0 zwigzek ze zmianami stezen chole-
sterolu HDL i cholesterolu LDL oraz
stezeniami triacylogliceroli w osoczu.
Ponadto, odkryto zwigzek pomiedzy
stezeniami cholesterolu LDL i cho-
lesterolu HDL oraz triacylogliceroli
w osoczu a polimorfizmem siedmiu
nowych genéw przedstawionych w
Tabeli. Odkrycie to otwiera na nowo
dyskusje nad wpltywem dziedzicze-
nia sktonnosci do zachorowania na
choroby sercowo-naczyniowe (Tabe-
la 1).

Jednym z tych genow jest MLXIPL
(ang. Max Like Protein Interacting Pro-
tein-Like), kodujacy czynnik trans-
krypcyjny ChREBP (ang. Carbohydrate
Responsive Element Binding Protein),
nalezagcy do rodziny bHLHZ (ang.
basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper).
Aktywnos$¢ tego czynnika jest zalezna
od jego mozliwosci transportu do ja-
dra komérkowego. W formie ufosfo-
rylowanej czynnik ten jest nieaktyw-
ny, poniewaz nie przechodzi do jadra
komdrkowego. Z kolei defosforylacja
tego czynnika powoduje jego aktywa-
cje (transport do jadra komdrkowe-
go). Defosforylacja ChREBP jest ka-
talizowana przez fosfataze biatek 2A
(PP2A) aktywowang wysokimi steze-

niami glukozy, a precyzyjniej —przez
powstajacy z glukozy ksylulozo 5-fos-
foranu. Nieufosforylowany ChREBP
przemieszcza sie do jadra komorko-
wego, gdzie ulega dimeryzacji, a na-
stepnie wiaze sie z sekwencja ChoRE
(ang. Carbohydrate Response Element),
obecng w promotorach genéw kodu-
jacych enzymy lipogenezy, glikolizy
1sekrecji lipoprotein. Wydaje sie, ze
jeden w wariantdw polimorficznych
(rs799160 GIn241His) w obrebie genu
MLXIPL moze aktywowaé transkryp-
cje gendéw enzymow lipogennych, aw
konsekwencji — wptywac na steze-
nie triacylogliceroli oraz cholesterolu
HDL w osoczu jak réwniez prowa-
dzi¢ do otytosci.

Ze stezeniem cholesterolu LDL
powigzano takze gen SORT1, kodu-
jacy sortiline, biatko zaangazowane
w procesy sortowania biatek w apa-
racie Golgiego. Sortilina bierze udziat
w procesach endocytozy i degradacji
lipazy lipoproteinowej, Kkatalizujgcej
rozktad triacylogliceroli zawartych
w lipoproteinach (gtéwnie w chylo-
mikronach i VLDL), co sugerowatoby
raczej zwigzek genu SORTL1 ze zmia-
nami stezen triacylogliceroli w o0so-
czu, a nie stezeniem cholesterolu LDL
(Tabela 1).

Geny MVK i MMAB, kodujace
odpowiednio kinaze mewalonianu i
adenozylotransferaze ATP :kobala-
mina, pozostajg pod kontrolg wspol-
nego promotora, aktywowanego
przez czynnik transkrypcyjny SREBP-
2 (ang. Sterol Regulatory Element Bin-
ding Protein 2). Czynnik transkryp-
cyjny SREBP-2 kontroluje synteze ge-
néw zwigzanych przede wszystkim
z syntezg cholesterolu. Gen GALNT2
koduje galaktozoaminotransferaze
(UDP-N-acetylo-a-D-galaktozoamino:
N-acetylogalaktozoamino transferaze
polipeptydowa 2), katalizujgcg pro-
cesy glikozylacji apolipoprotein, re-
ceptoréw lipoprotein i lipaz. Lipaza
nabtonkowa (EL), jeden z substratow
galaktozyloaminotransferazy, jest gli-
kozylowana w kilku miejscach. Gli-
kozylacja EL zmienia jej aktywnos$¢ i
specyficznos¢ wobec poszczegdlnych
frakcji HDL (HDL,, HDL,, HDL3. Gen
ANGPTL3 koduje biatko podobne do
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Tabela 1. Nowe geny, w ktérych znaleziono SNP, zwigzne ze stezeniami triacylogliceroli i lipoprotein.

Najblizszy

Polimorfizm Lokalizacja SNP  Powigzanie ze Funkcja biatka
gen (geny) ) & d
rs17145738 miedzygenowy ) ) )
MLXIPL, stezeniem triacylogliceroli cz)r:nnzl\lfvitrir;zlzrilplz:y;né/a::tywwe 23
(BCL7B, TBL2) stezeniem cholestrolu HDL geny zwia pog & (23]
glikolizg i sekreqg lipoprotein
rs799160 eksonowy
SORT1, (CELSR2, rs646776 . A biatko uczestniczgce w procesie
PSRC1) rs599838 migdzygenowe stgzeniem cholesteolu LDL sortowania biatek w aparacie Golgiego [34]
MVK —kinaza mewalonianu, enzym
. L szlaku syntezy cholesterolu
MVK, MMAB rs2338104 intronowy stezeniem cholestrolu HDL MMAB — adenozylotransferaza [3]
ATP:kobalamina
stezeniem triacylogliceroli galaktozoaminotransferaza
GALNT2 rs4846914 intronowy stezeniem cholesterolu HDL gllkozyIUJq.ca apohpop'r(.)temy, [3,4]
receptory lipoprotein i lipazy
ANGPTL3, . - . . . hormon peptydowy obnizajacy aktywnos¢ ,
[}
(DOCK7, ATGAC) rs!2130333 miedzygenowy stezeniem triacylogliceroli lipaz endotelialnej i lipoproteinowej ,
NCAN, (CUP2, . stezeniem triacylogliceroli proteoglikan wystepujacy w
PBX4) rs16996148 migdzygenowy stezeniem cholesterolu LDL centralnym uktadzie nerwowym [34]
TRIB1 rs!7321515 ponizej 3' stezeniem triacylogliceroli receptor sprzezony z biatkami G [3.4]

angiopoetyny-3, zwigzane z metabo-
lizmem lipidow. Biatko to jest synte-
tyzowanym iwydzielanym przez wa-
trobe hormonem regulujgcym oproécz
metabolizmu lipidéw, homeostaze
glukozy iwrazliwo$é na insuling. Ob-
niza ono aktywnos$¢ lipazy lipopro-
teinowej i EL. Obnizenie aktywnosci
obu lipaz prowadzi do wzrostu steze-
nia triacylogliceroli w osoczu.

Zwigzek dwdch kolejnych biatek z
patogenezg chordb sercowo-naczynio-
wych jest niejasny. Gen NCAN koduje
neurocan, proteoglikan wystepujacy
w duzych ilosciach w osrodkowym
uktadzie nerwowym izaangazowany
w procesy adhezji i migracji komorek.
Gen TRIB1 koduje sprzezony z biat-
kami G receptor, zaangazowany w re-
gulacje kinaz biatkowych uczestniczg-
cych w procesie mitozy. Nie jest zna-
ny mechanizm wptywu tych biatek
na metabolizm lipidéw i weglowoda-
néw. Nie ulega jednak watpliwosci,
ze polimorfizmy potozone w poblizu
kodujacych je gendw sg zwigzane w
obu przypadkach ze zmianami steze-
nia triacylogliceroli we krwi. Polimor-
fizm potozony blisko genu NCAN jest
ponadto zwigzany ze stezeniem cho-
lesterolu LDL.

128

Podsumowujgc, dane przedstawio-
ne we wspomnianych pracach opubli-
kowanych w Nature Genetics wskazuja,
ze ciggly rozwdj technik biologii mole-
kularnej w powigzaniu z poznaniem
zwigzkow pomiedzy materiatem gene-
tycznym, a sktonnos$cia do zachorowa-
nia na choroby sercowo-naczyniowe,
daje nadzieje na ich wczesne wykrycie.
Z kolei wczesne wykrycie tych zabu-
rzeh moze w znacznym stopniu przy-
czynic¢ sie do zapobiegania wystgpienia
skutkow tych zaburzen (np. zawatu
mieénia sercowego). Zaprezentowane
w wymienionych pracach wyniki po-
winny by¢ jednak traktowane ostroz-
nie, gdyz konieczne jest zbadanie wy-
stepowania tych samych zwigzkéw na
réznych populacjach ludzkich. W obec-
nych czasach z uwagi na duze migracje
jest to bardzo trudne do oceny. Otwiera
sie rowniez na nowo dyskusja na temat
wptywu polimorfizmoéw na funkcje po-
wstajacych biatek (w wypadku siedmiu
opisanych powyzej biatek polimorfi-
zmy w wiekszosci sa potozone poza
sekwencjami kodujacymi).
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Mitochondria w zyciu, chorobie i Smierci komorki

STRESZCZENIE

omorce zwierzecej mitochondria sg gtbwnym miejscem produkcji ATP niezbednego

la potrzeb energetycznych, a zatem prawidtowego przebiegu podstawowych funkcji
zyciowych. Z drugiej strony, mitochondria odgrywajg kluczowg role w inicjowaniu progra-
mowanej $mierci komorki (apoptozie). Ponadto, wady w genomie mitochondrialnym lub
genomie jadrowym kodujacym biatka mitochondrialne mogg by¢ przyczyna powaznych za-
burzen funkcji mitochondriow i w efekcie — podtozem chordb catego organizmu. Artykut
zawiera opis podstawowych proceséw biochemicznych zwigzanych z oksydacyjng fosfo-
ryzacja oraz tworzeniem wolnych rodnikéw tlenowych. Przedstawia rowniez mechanizmy
inicjowania apoptozy na poziomie mitochondrialnym i opisuje najczesciej spotykane wady
genetyczne warunkujace wystepowanie ,,choréb mitochondrialnych".

WPROWADZENIE

Mitochondria opisywane byly juz przez cytologéw w drugiej potowie XIX
wieku jako wewngtrzkomorkowe ziarnistosci o zmiennym ksztatcie i wielko-
éci. Ich wspotczesna nazwa wywodzi sie z potagczenie dwoch greckich stéw rat-
ios, czyli ni¢, i chondrion, czyli ziarno. Obserwacja Leonora Michaelisa (1898),
ze barwig sie one zielenig janusowag, barwnikiem zmieniajacym zabarwienie po
utlenieniu, zwrécity uwage na udziat tych organelli w komdrkowych procesach
oksydacyjnych. Potwierdzity to kilkanascie lat p6zniej badania Otto Warburga
nad zuzyciem tlenu przez frakcje ziarnisto$ci komorkowych. Jednakze dopie-
ro opisana po raz pierwszy przez Alberta Claude'a (1940) metoda izolowania
wzglednie czystych frakcji mitochondriow przez homogenizacje tkanek i frak-
cjonowane wirowanie tak otrzymanego materiatu otworzyta szerokie mozliwo-
§ci dla badan nad biochemicznymi wiasciwosciami tych organelli i ich rolg w
funkcjonowaniu komoérki.

Poczawszy od tych wczesnych prac na przetomie XIX i XX stulecia mitochon-
dria identyfikowane sg gtéwnie z ich funkcjg w oddychaniu komérkowym, a
od czasu wykrycia oksydacyjnej fosforylacji (lata 30. i 40. XX wieku) — takze
jako gtdéwne miejsce syntezy ATP, niezbednego dla potrzeb energetycznych ko-
morki. Do$¢ wczesnie wykryto takze, ze mitochondria sg miejscem niektorych
waznych proces6w metabolicznych, np. mitochondria watroby — niektdrych
etapow syntezy glukozy i mocznika. W ten spos6b przez caty niemal wiek XX
traktowano mitochondria jako organella niezwykle istotne dla zycia komarki.
Jakiez byto zatem nasze zdumienie, gdy w ostatnich dostownie latach minione-
go stulecia okazato sig, ze mitochondria sg takze niezbedne, by komorka mogta
W sposOb zaprogramowany... umrzec¢! A jeszcze nieco wczesniej zidentyfikowa-
no mitochondria jako Zrddto, na szczeScie rzadkich, lecz niezwykle groznych i
dotychczas nieuleczalnych choréb o podtozu genetycznym. Celem niniejszego
artykutu jest przedstawienie podstawowej wiedzy na temat tej trojakiej funkcji
mitochondriow.

MORFOLOGIA

Mikroskopia elektronowa zaréwno ultracienkich skrawkéw tkanek, jak i
izolowanych mitochondriow, pokazuje je jako okragte lub owalne struktury o
rozmiarach od utamka mikrometra do kilku mikrometréw. Zewnetrzna btona
oddziela mitochondrium od cytosolu, wewnetrzna za$ tworzy liczne wpukle-
nia zwane grzebieniami mitochondrialnymi (fac. cristae). W ten sposéb zostaja
wyodrebnione dwie przestrzenie, przestrzen miedzybtonowa i przestrzen we-
whnetrzna, zawierajgca macierz mitochondrialng. Ksztatt grzebieni i sposob ich
»upakowania" bywa rozny i czesto charakterystyczny dla danej tkanki [1], Ta
réznorodnos$c jest odzwierciedleniem roli, jakg mitochondria odgrywaja w kon-
kretnej tkance. Tam, gdzie sa one gtéwnie dostarczycielami energii pod postacig
ATP (np. w miesniach i nerce), btona wewnetrzna i grzebienie zajmuja pokazng
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Stowa kluczowe: apoptoza, choroby mito-
chondrialne, fancuch oddechowy, mitochon-
dria, oksydacyjna fosforylacja, reaktywne for-
my tlenu, syntaza ATP

Wykaz skrétéow: P — fosforan nieorganicz-
ny; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; Ap
— réznica elektrochemicznego potencjatu
protonowego (sita protonomotoryczna); ApH
—gradient pH; Aip —rdéznica potencjatu elek-
trycznego
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Rycina 1. Poréwnanie ultrastruktury mitochondriéw watroby i migénia. A, Watroba szczura. Grzebienie mitochondrialne nieliczne. Ponadto widoczne sa: fragment jadra
i siateczka $rédplazmatyczna. B, Miesier szkieletowy szczura. Cate wnetrze mitochondriéw wypetniaja liczne, gesto upakowane grzebienie. Zdjecia z mikroskopu elek-
tronowego wykonane przez (A) prof. Elzbiete Wyrobe, (B) dr hab. Anne jakubiec-Puke (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Warszawa).

cze$¢ przestrzeni organelli. Natomiast w tkankach, w kto-
rych mitochondria wiaczajg sie w r6zne procesy metabo-
liczne, jak na przykiad w watrobie, grzebienie sg nieliczne,
natomiast prawie catg objeto$¢ organelli wypetnia macierz
(Ryc. 1).

Dwuwymiarowy obraz, jaki z natury rzeczy uzyskuje-
my przy pomocy mikroskopu elektronowego, jest odbiciem
bardziej skomplikowanej sytuacji w zywej komorce. Po

pierwsze, liczne profile, dajagce wrazenie odrebnych mito-
chondriéw, moga w istocie by¢ przekrojami rozgatezien
tego samego organellum. Dopiero tak zwane ,,skrawki se-
ryjne” moga ujawni¢ ich wzajemne powigzanie. Uwaza sie
nawet, ze niektore drozdze i pierwotniaki mogg zawierac
jedno gigantyczne, rozgatezione mitochondrium. Po drugie,
przyzyciowe obserwacje, w szczeg6lnosci z zastosowaniem
barwnikéw fluorescencyjnych, wykazaty, ze mitochondria
sg strukturami niezwykle dynamicznymi, zmieniajgcymi
swoj ksztatt, a co wiecej — wy-

Rycina 2. Sie¢ mitochondrialna. Komérki ludzkiego nowotworu, osteosarcoma, barwione znacznikami fluoryzujacymi:
na mitochondria (czerwonym —MitoTracker CMXRos), na wtékna aktyny (zielonym —phalloidin-FITC) i na jadro (nie-
bieskim — DAPI). Odcinek odpowiada 12 pm. A, Linia komdrkowa normalna (szczep ,,dziki"). B, Linia komérkowa 0°
(pozbawiona mitochondrialnego DNA). Widoczne réznice w strukturze sieci mitochondrialnej. Zdjecie z mikroskopu flu-
orescencyjnego wykonane przez dr J. Szczepanowska (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Warszawa).
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kazujgcymi tendencje do tacze-
nia sie i rozdzielania. W rezulta-
cie mozna moéwié raczej o dyna-
micznej, bedacej w nieustannym
ruchu, bogato rozgatezionej sieci
mitochondrialnej (Ryc. 2).

OKSYDACYJNA
FOSFORYLACJA

Jako gtéwng funkcje mito-
chondriéw uwaza sie powszech-
nie produkcje ATP, a Scislej
— zamiane swobodnej energii
procesdéw utleniania na energie
wigzania bezwodnikowego po-
miedzy dwiema resztami kwasu
fosforowego w czasteczce ade-
nozynotrifosforanu (ATP) [2,3],
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Oksydacyjng fosforylacje mozna rozpatrywaé jako dwa od-
rebne procesy biochemiczne: utlenianie substratow odde-
chowych i fosforylacje ADP do ATP przy udziale fosforanu
nieorganicznego. Pierwszy z tych proces6w dostarcza energii
chemicznej, drugi jg zuzywa. Materialnym podtozem obu jest
wewnetrzna btona mitochondrialna wraz z jej wpukleniami
do przestrzeni wewnetrznej, czyli ,grzebieniami”. Btona ta
wyrdznia sie spos$rdd innych bton biologicznych wysoka za-
wartoscig biatka (80%) w stosunku do fosfolipidow. A wsrod
tych ostatnich zwraca uwage znaczna zawarto$¢ kardioli-
piny, fosfolipidu wystepujacego w zasadzie tylko w bionie
wewnetrznej mitochondridw. Jego czasteczka zawiera trzy
reszty glicerolu i cztery reszty kwaséw ttuszczowych, gtéw-
nie linolenowego.

Wewnetrzna btona mitochondrialna charakteryzuje sie
bardzo ograniczong przepuszczalnoscig dla wiekszosci wy-
stepujacych w komorce zwigzkéw chemicznych. Swobod-
nie przechodzi¢ przez nig mogga czasteczki wody, stabe hy-
drofilne kwasy (np. octowy) irozpuszczalne w wodzie gazy
(np. tlen i amoniak), a takze substancje lipofilne. Wiekszo$¢
metabolitow komdérkowych, w tym aniony kwasow di- i tri-
karboksylowych (a wsérdd nich réwniez substraty oddecho-
we) oraz jony nieorganiczne, w tym jon fosforanowy oraz
kationy K+i Na+ sg przenoszone przez btone wewnetrzng
wylgcznie przez specjalne biatka transportowe lub przeni-
kajg poprzez specyficzne kanaty btonowe. Na podkreslenie
zastuguje takze wysoka nieprzepuszczalno$¢ wewnetrznej
btony wobec jonu wodorowego H+ cecha szczeg6lnie istot-
na z uwagi na role mitochondriéw w przemianach energe-
tycznych.

Oksydacyjng fosforylacje mozemy rozpatrywac jako
wspotdziatanie dwoch pomp protonowych, zlokalizowanych
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Pompy te sg zdolne
transportowac jony H+z przestrzeni macierzy mitochondrial-
nej do przestrzeni miedzybtonowej (skad dalej mogg one dy-
fundowaé do cytosolu). Jedng z tych pomp jest fanicuch od-
dechowy jako catos¢, czyli zespot enzymow oksydoredukcyj-
nych, ktére —wraz z odpowiednimi koenzymami — biorg
udziat w transporcie elektronéw z substratéow oddechowych
na tlen czasteczkowy. Druga pompa, to mitochondrialna
ATP-aza, ktora energie swobodng hydrolizy ATP wykorzy-
stuje do wyprowadzenia jonéw H+w tym samym kierunku,
to jest z wnetrza mitochondriow na zewngatrz. Doniostos$¢ od-
krycia Petera Mitchella [4], tworcy chemiosmotycznej teorii
oksydacyjnej fosforylacji (Nagroda Nobla w 1978r.), polegata
na zrozumieniu, ze obie pompy sg odwracalne. Inaczej mo-
wigc, odpowiednio wysoki gradient stezenia jondw H +jest
zdolny odwrdci¢ kierunek dziatania kazdej z tych pomp. W
przypadku pomp protonowych tancucha oddechowego jest
to tak zwany odwrotny transport elektrondw, np. redukcja
NAD+przez ubichinol (zredukowany koenzym Q), aw przy-
padku ATP-azy —synteza ATP z produktéw jego hydrolizy,
czyli ADP i P. Wiaénie ta ostatnia pompa w normalnie funk-
cjonujacych komdrkach pracuje w trybie odwréconym, czyli
syntetyzuje ATP kosztem elektrochemicznego potencjatu
protonowego. Dziata wiec nie jako hydrolaza ATP, lecz jako
syntaza ATP (Ryc. 3).

Wspomniany tu ,elektrochemiczny potencjat protono-
wy" [2,3], inaczej zwany sitg protonomotoryczng (Ap), jest
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Rycina 3. Schematyczne odzwierciedlenie istoty ,chemiosmotycznej" koncepcji
oksydacyjnej fosforylacji. Pompy protonowe taincucha oddechowego, dziatajace
w obrebie komplekséw oddechowych I, 11l i IV, buduja elektrochemiczny gra-
dient protonowy (site protonomotoryczng, Ap) po obu stronach wewnetrznej
btony mitochondrialnej. Gradient ten stanowi site sprawczg odwréconego dzia-
tania ATP-azy F1Fq czego efektem jest synteza ATP. Reprodukcja z [19] za zgoda
redakcji.

sumg dwadch sktadowych, elektrycznej i stezeniowej (ina-
czej zwanej chemiczng). Chodzi o to, ze strumien jonow H+
wpadajagcy do wewnetrznej przestrzeni mitochondriow i
dostarczajacy energii dla syntezy ATP, napedzany jest dwie-
ma sitami, gradientem stezenia tych jonow (wyzsze stezenia
na zewnatrz wewnetrznej btony mitochondrialnej), inaczej
moéwigc gradientem pH (ApH), i potencjatem elektrycznym
(Aip, dodatnim na zewnatrz), co zapisujemy w postaci wzo-
ru podanego ponizej.

Ap = Aip —ApH

Znak minus przy ApH ma czysto formalne znaczenie,
poniewaz r6znica pH miedzy przestrzenig zewnetrzng
(nizsze pH) a przestrzeniag wewngtrzmitochondrialng
(wyzsze pH) jest liczbowo ujemna. W maksymalnie ze-
nergizowanych mitochondriach zwierzecych sktadowa
elektryczna, Aip, wynosi zazwyczaj 180-200 mV, sktadowa
chemiczna za$ tylko okoto 0,5 jednostki pH, co w przeli-
czeniu odpowiada okoto 30 mV. Prébowano oceni¢ wiel-
kos¢ energii zakumulowanej w mitochondriach w formie
potencjatu elektrochemicznego. Bardzo przyblizone obli-
czenia [5] daty dla mitochondriow watroby warto$¢ okoto
130 pj (mikrodzuli) na mg biatka mitochondrialnego, co
odpowiada 3,3 nmoli ATP. Takga ilos¢ ATP zdolne bytyby
wyprodukowa¢ w petni ,,zenergizowane" mitochondria,
gdyby nagle pozbawi¢ je dalszego doptywu substratéw
oddechowych lub tlenu.

W istocie oksydacyjna fosforylacja jest procesem ciggtym,
a funkcjonujacy taricuch oddechowy utrzymuje site proto-
nomotoryczng na statym, w przyblizeniu, poziomie. Dzieje
sie to za sprawg pomp protonowych napedzanych energig
proceséw oksydoredukcyjnych, czyli transportem elektro-
néw wzdtuz elementéw tancucha oddechowego. Badania
ostatnich kilkudziesieciu lat pozwolity wyrdzni¢ w tancu-
chu oddechowym cztery wieloenzymatyczne komplek-
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Rycina 4. Mitochondrialny taficuch oddechowy i zwigzane z nim pompy proto-
nowe. Rysowat dr M. R. Wieckowski (Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M.
Nenckiego, Warszawa). Reprodukcja z [6] za zgodg wydawcy.

sy, stanowigce zarazem integralne jednostki funkcjonalne
(Ryc. 4).

Kompleks |, okre$lany réwniez jako oksydoreduktaza
NADH-ubichinon, jest najwiekszym i najbardziej ztozonym
kompleksem taricucha oddechowego [7]. Skiada sie on z 43
tancuchéw peptydowych, ajego centrum katalityczne zawie-
ra mononukleotyd flawinowy (FMN) ikilka komplekséw ze-
lazowo-siarkowych. Kompleks | zawiaduje utlenianiem catej
puli wewngtrzmitochondrialnego NADH, pochodzacego z
dziatania rozmaitych dehydrogenaz. Akceptorem elektro-
néw jest za$ ubichinon, utleniona forma koenzymu Q. Prze-
niesieniu pary elektronéw przez kompleks | z NADH na ko-
enzym Q towarzyszy wypompowanie 4 protonéw z wnetrza
mitochondrium do przestrzeni zewnetrznej.

Kompleks Il, zlokalizowany po wewnetrznej stronie we-
wnetrznej btony mitochondrialnej, jest réwniez okreslany
jako kompleks dehydrogenazy bursztynianowej [8], Jest to
jedyna dehydrogenaza uczestniczaca w cyklu kwasow tri-
karboksylowych (cyklu Krebsa), bedgca biatkiem btonowym,
a nie rozpuszczalnym. Jego grupg prostetyczng jest dinukle-
otyd flawinowo-adeninowy (FAD). Ponadto zawiera centra
zelazowo-siarkowe. Ten ztozony uktad przenosi atomy wo-
doru z bursztynianu na koenzym Q. Funkcjonowaniu kom-
pleksu Il nie towarzyszy pompowanie protonow.

Koenzym Q, czyli ubichinon, jest niskoczgsteczkowym
przeno$nikiem rownowaznikow redukcyjnych, ktory
moze sie swobodnie przemieszcza¢ w lipidowej warstwie
wewnetrznej btony mitochondrialnej i w ten sposéb po-
Sredniczy w transporcie elektronéw miedzy kompleksami
1'i ll, jako donorami, a kompleksem IIl, jako akceptorem
elektronéw. Ubichinon jest réwniez akceptorem elektro-
noéw dla niektérych innych dehydrogenaz, jak na przyktad
dehydrogenazy a-glicerofosforanu i flawoproteiny prze-
noszacej elektrony, biorgcej udziat w utlenianiu kwaséw
ttuszczowych.

Kompleks 1l1I, okreslana jako oksydoreduktaza ubichi-
nol-cytochrom c, jest dimerem, w ktérym kazdy monomer
sktada sie z 11 podjednostek [9], Zawiera roéwniez trzy
grupy hemowe (dwie typu cytochromu b ijedng cytochro-
mu q) oraz centrum zelazowo-siarkowe (biatko Rieske'go).
Redukcja ubichinonu do ubichinolu jest dwustopniowa.
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Produktem posrednim jest ubisemichinon, wolnorodniko-
wy produkt jednoelektronowej redukcji ubichinonu, ktéry
ulega przemieszczeniu miedzy zewnetrzng a wewnetrzng
strong wewnetrznej btony mitochondrialnej. Reakcji prze-
niesienia pary elektronéw przez kompleks Il towarzyszy
wypompowanie 4 protonéw.

Zredukowany na kompleksie Ill, cytochrom culega utle-
nieniu na kompleksie IV zwanym réwniez oksydazg cyto-
chromowg [10-12]. W mitochondriach ssakéw kompleks
ten sktada sie z 13 podjednostek, przy czym tylko dwie z
nich bezposrednio uczestniczg w przeniesieniu elektronu.
Zawierajg one dwie grupy hemowe, cytochromy a i ay i
dwa atomy miedzi. Przeniesieniu dwoch elektronéw przez
ten system towarzyszy wypompowanie tylko dwoch pro-
tonéw. Jednakze owe dwa elektrony neutralizujg pozostate
dwa protony po wewnetrznej stronie btony mitochondrial-
nej i, taczac sie z atomem tlenu, tworzg czasteczke wody.
W ten sposob konczy sie droga pary elektronéw pochodza-
cych z substratu oddechowego i nastepuje redukcja tlenu
czasteczkowego do wody, a jednocze$nie po obu stronach
wewnetrznej btony mitochondrialnej tworzy sie gradient
stezenia jondw H+irdznica tadunkdéw elektrycznych, dajac
w sumie to, co wcze$niej okresliliSmy jako elektrochemicz-
ny potencjat protonowy, Ap.

Syntaze ATP, wykorzystujacg ten potencjat do tworzenia
ATP, niektore opracowania okreslajg mianem kompleksu V,
podkreslajac tym samym jej funkcjonalny zwigzek z pompa-
mi protonowymi komplekséw 1, Il i IV. Jest to pokaZznych
rozmiarow kompleks biatkowy, dajacy sie obserwowaé w
mikroskopie elektronowym jako ,,grzybkowate" struktury
rozmieszczone gesto po wewnetrznej stronie wewnetrznej
btony mitochondrialnej (Ryc. 5). Klasyczne juz doswiadcze-
nia Efraima Rackera [13] (patrz réwniez [14]) wykazaty, ze
czastki submitochondrialne pozbawione owych struktur
traktowaniem trypsyna zachowujg petna aktywnos$¢ odde-
chowg, lecz nie sg zdolne do syntetyzowania ATP. Nato-
miast izolowane struktury wykazujg aktywno$¢ hydrolazy

Rycina 5. Fragment peknietego mitochondrium. Widoczne sa: fragmenty btony
zewnetrznej zaznaczone biatymi strzatkami oraz fragmenty grzebieni mitochon-
drialnych, na powierzchni ktérych osadzone sg kompleksy F, mitochondrialnej
ATP-azy (syntazy ATP), przyktadowo zaznaczone krotkimi czarnymi strzatkami.
Srednica kompleksu Fj wynosi okoto 10 nm. Zdjecie z mikroskopu elektronowe-
go preparatu barwionego negatywowo molibdenianem amonu wykonane przez
prof. Pauling Wtodawer (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
Warszawa).
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Rycina 6. Struktura podjednostkowa mitochondrialnej ATP-azy (syntazy ATP).
Kompleks Fg zakotwiczony w wewnetrznej btonie mitochondrialnej, sktada sie
z podjednostek a i b oraz tkwigcych w lipidowej warstwie btony 10 kopii pod-
jednostki c. Kompleks Fj znajduje si¢ na powierzchni btony od strony macierzy
mitochondrialnej. Jego gtdwnymi sktadnikami sa 3 kopie podjednostki a, 3 kopie
podjednostki (3oraz jedna kopia podjednostki ~ Strumien protonéw, wpadajacy
do wnetrza mitochondrium przez kanat protonowy utworzony przez podjed-
nostki ¢, wywotuje ruch wirowy podjednostki co z kolei powoduje zmiany
konformacyjne podjednostek (3isynteze ATP. Rysowat dr M. R. Wieckowski (In-
stytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Warszawa). Reprodukcja z [6]
za zgoda wydawcy.

ATP. Kluczowym odkryciem byto wykazanie, ze ponowne
przytaczenie grzybkowatych struktur do fragmentéw bto-
ny przywracato im zdolno$¢ syntetyzowania ATP kosztem
energii utleniania.

Obecnie wiemy [15-19], ze kompleks syntazy ATP skiada
sie z czesci hydrofilowej, wtasnie owych ,,grzybkéw", o ma-
sie okoto 370 kDa, okreslanych jeszcze przez Rackera jako
».Czynnik sprzegajacy pierwszy" (F”, i czeSci zanurzonej
w lipidowej warstwie wewnetrznej btony, oznaczanej jako
F . W skiad Flwchodzi pie¢ rodzajow tancuchow peptydo-
wych, oznaczanych kolejnymi greckimi literami a, 3y, 5
i £ Trzy podjednostki a i trzy (3 usytuowane przemiennie
wokot centralnie potozonej podjednostki y, sg gtdwnymi
strukturalnymi cegietkami ,czynnika sprzegajgcego” Fr
Catos¢ zakotwiczona jest w btonie przy udziale wysoce hy-
drofobowych podjednostek a, b i c, tej ostatniej wystepujacej
w 10 kopiach (Ryc. 6). Badania nad konformacja taricuchéw
peptydowych wchodzacych w sktad Fy prowadzone gtéw-
nie w laboratorium Johna E. Walkera [16,18], wykazaty, ze
centrum katalityczne, odpowiedzialne zar6wno za synteze
jak i hydrolize ATP, zlokalizowane jest na podjednostce @
Podjednostka ta moze przyjmowac trzy rézne konfiguracje
przestrzenne charakteryzujace sie r6znym powinowactwem
do ADP, P i ATP. Konformacja O (ang. open) wykazuje niskie
powinowactwo do ATP. Konformacja L (ang. loose) wigze
stabo ADP i P . Natomiast konformacja T (ang. tight) mocno
wigze te dwie czgsteczki, prowadzgac je do takiego zblizenia,
ze tacza sie one ze sobg, tworzac ATP (Ryc. 7). Ta sekwencja
wydarzen stanowi istote tak zwanej konformacyjnej teorii
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oksydacyjnej fosforylacji, zaproponowanej jeszcze w latach
siedemdziesigtych ubiegtego stulecia przez Paula D. Boyera
[17], lecz uaktualnionej badaniami J. E. Walkera.

Dzieki tym odkryciom, za ktére obaj badacze wspdélnie
otrzymali w 1997 r. Nagrode Nobla [20], do$¢ dobrze mo-
zemy zrozumie¢ przebieg oksydacyjnej fosforylacji. Wyso-
ka sita protonomotoryczna, wytworzona dziataniem pomp
protonowych tancucha oddechowego, napedza powrét jo-
now H+do przestrzeni wewnetrznej mitochondriow. Jedy-
nym miejscem, przez ktore taki powrdt jest mozliwy, jest
kanat protonowy ulokowany w btonowym sektorze kom-
pleksu syntazy ATP, mianowicie w obrebie kompleksu F .
Prawdopodobnie sekwencyjna protonacja i deprotonacja
usytuowanych tam podjednostek ¢ powoduje obrét zako-
twiczonej tam jednym koncem wydtuzonej podjednostki y.
Ta za$, obracajac sie w przestrzeni utworzonej przez pota-
czone ze sobg podjednostki a i p, wymusza zmiany prze-
strzennej struktury podjednostek p i zwigzane z tym zmia-
ny powinowactwa tychze do ADP i ATP. To za$ w efekcie
prowadzi do syntezy ATP, jak opisano wyzej.

Jak to juz podkreslano, synteza ATP jest procesem od-
wracalnym. Przy braku sity protonomotorycznej lub w
przypadku jej niskiej wartosci proces zaczyna przebiegac
odwrotnie. ATP tgczy sie z podjednostka p, przez cowymu-
sza jej odpowiednig konformacje. Nastepuje przytgczenie
czasteczki wody irozpad na ADP i P, czemu towarzyszy
dalsza zmiana konformacji, powodujgca obrot centralnie
potozonej podjednostki y. To za$, niby turbina, przepom-
powuje protony z wnetrza mitochondriow do przestrzeni
zewnetrznej. Uktad taki mozemy traktowac jako molekular-
ny silnik obrotowy. Pomystowosci japoriskich badaczy [21]
zawdzieczamy to, ze dziatanie takiego silnika dato sie zaob-
serwowaé. Autorzy ci mianowicie unieruchomili kompleks
Flna szkietku mikroskopowym powleczonym solami niklu,
wykorzystujagc wysokie powinowactwo reszt histydyno-
wych do Ni. Nastepnie do konca podjednostki y doczepili
czasteczke aktyny, ktéra ma forme diugiego taicucha i do
ktérej dotgczono barwnik fluoryzujgcy (Ryc. 8). Dodanie
ATP powodowato obrotowy ruch tego taricucha aktynowe-
go, co mozna byto obserwowaé w mikroskopie fluorescen-
cyjnym (i na stronie internetowej www.k2.phys.waseda.
ac.jp/FImovies/FIProp.htm).

Pomystowos$¢ autorow poszta dalej. Zamiast nici aktyno-
wej doczepiono mikrogranulke magnetyczng, a nastepnie
przytozono wirujgce pole magnetyczne. W ten sposéb wy-
muszono ruch obrotowy podjednostki y. Zmuszajac jg do
wirowania w Kierunku przeciwnym niz ten, jaki obserwo-
wano przy hydrolizie ATP, wykryto powstawanie zniko-
mych, lecz wykrywalnych ilosci ATP [22],

Bt ]

Rycina 7. Konformacyjny model oksydacyjnej fosforylacji P. D. Boyera [17]. Obja-
$nienia w tescie. Reprodukcja z [19] za zgoda redakcji.

ADP + P,

JL_K._
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Rycina 8. Modyfikacja kompleksu 0,P3/ umozliwiajaca bezposrednia obserwacje
w mikroskopie fluorescencyjnym wirowania podjednostki y podczas hydrolizy
ATP. Reprodukcja z [16] za zgodg redakcji Nature, copyright (1997) Macmillan
Magazines Ltd.

MITOCHONDRIA A REAKTYWNE FORMY TLENU

Opisany w poprzednim rozdziale tancuch oddechowy
prowadzi do zachodzacej na kompleksie IV dwuelek-
tronowej redukcji atomu tlenu (Scislej — do czteroelek-
tronowej redukcji czgsteczki O,). Powstaty hipotetyczny
jon O2 natychmiast tgczy sie z dwoma jonami H+ dajac
czasteczke wody. Jednakze niewielka ilo$¢ elektronéw na
swej dtugiej drodze od substratu oddechowego, poprzez
kompleksy oddechowe, az do oksydazy cytochromowej
~wymyka sie" z tego utartego szlaku, reagujgc z tlenem
czasteczkowym w mechanizmie redukcji jednoelektrono-
wej. Powstaje w ten sposéb czasteczka zawierajaca nie-
sparowany elektron, czyli wolny rodnik O,™*, okre$lany
chemicznym terminem anionorodnika ponadtlenkowego.
Przyjmuje sie, ze okoto 1% tlenu zuzywanego przez tkan-
ki zwierzece ulega przemianie na tej drodze.

Anionorodnik, ze wzgledu na swag duzg reaktywnos¢
chemiczng, jest zwigzkiem wysoce cytotoksycznym. Prak-
tycznie wszystkie komarki organizméw zyjacych w warun-
kach tlenowych wytworzyty na drodze ewolucji mechani-
zmy ochronne, neutralizujace szkodliwe dziatanie wolnych
rodnikéw tlenowych. | tak anionorodnik ponadtlenkowy, a
Scislej — jego uprotonowana forma o wzorze HO,', ulega
enzymatycznej dysmutacji (czyli redukcji jednej czasteczki
przy jednoczesnym utlenieniu drugiej) w mysl reakcji po-
danej ponizej.

2HO,  h>2+02

Powyzszg reakcje katalizuje dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), wystepujaca zarbwno w mitochondriach, jak i w cy-
tosolu, w kazdym z tych wewngtrzkomdrkowych przedzia-
téw w postaci innego izoenzymu. Dysmutaza znajdujaca
sie w przestrzeni macierzy mitochondrialnej zawiera atom
manganu (MnSOD), natomiast dysmutaza cytosolowa za-
wiera atomy miedzi i cynku (CuzZnSOD). Uwaza sie, ze en-
zym ten wystepuje rowniez w przestrzeni miedzybtonowej
i to w formie identycznej jak w cytosolu, a wiec CuZnSOD.
Powstaty w wyniku dysmutacji nadtlenek wodoru H,0, nie
jest wprawdzie wolnym rodnikiem, lecz z uwagi na swa
reaktywnos$¢ chemiczng zaliczany jest, tgcznie z aniono-
rodnikiem ponadtlenkowym, do tak zwanych reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) [23]. Do tej gru-
py zwigzkéw nalezy rowniez wolny rodnik hydroksylowy
HO*. Powstaje on z nadtlenku wodoru w obecno$ci dwu-
warto$ciowych jonow zelaza i jest chemicznie niezwykle
agresywny. Do reaktywnych form tlenu zaliczamy takze
ozon 0 3oraz tlen singletowy 3 2 Ten ostatni powstaje w
niektoérych reakcjach fotochemicznych.

Gtéwnymi miejscami powstawania anionorodnika po-

nadtlenkowego sg kompleksy oddechowe 1i Ill [24-29], W
kompleksie | jest to prawdopodobnie jedno z ugrupowan
zelazowo-siarkowych. Po-

v
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Rycina 9. Miejsca powstawania anionorodnika ponadtlenkowego O, w wyniku transportu elektronéw w taricuchu od-
dechowym. Oznaczenia: FeS — grupy zelazowo-siarkowe; R FeS — biatko Rieske'go z grupg zelazowo-siarkowa; FMN
—mononukleotyd flawinowy; FAD —dinukleotyd flawinowo-adeninowy; G3P —glicerolo-3-fosforan (a-glicerofosforan);
DHAP —fosforan dihydroksyacetonu; G3P-DH —dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu; burszt. —bursztynian; fum. —fu-
maran; Q —pula mitochondrialnego ubichinonu (koenzymu Q); Qo‘ —ubisemichinon w pozycji o (po zewnetrznej stronie

wstajgcy anionorodnik ulega
wydzieleniu do wewnetrznej
przestrzeni mitochondrialnej.
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biega poprzez stadium semi-
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nym rodnikiem i, reagujac z
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i wewnetrzng powierzchnig
wewnetrznej btony mitochon-
drialnej, tworzony przy jego
udziale anionorodnik ponad-
tlenkowy moze uwalniac sie
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btony, jak to pokazano na

0, H,0

btony); Qi —ubisemichinon w pozycji i (po wewnetrznej stronie btony); strona C —zewnetrzna strona wewnetrznej btony Ryc. 9. Mniejsze znaczenie

mitochondrialnej; strona M —wewnetrzna strona wewnetrznej btony mitochondrialnej. Niebieskie strzatki wskazujg kie-
runek transportu elektronéw; czerwone tukowate strzatki pokazujg tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego. Rysowat
prof. Peter Schénfeld (Instytut Biochemii i Biologii Komérki, Uniwersytet Otto von Guericke, Magdeburg, Niemcy).
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nikéw tlenowych przez dehydrogenazy a-glicerofosfora-
nu [30] i a-ketoglutaranu [31]. Ta pierwsza wystepuje w
znaczacych ilosciach tylko w niektérych tkankach, miedzy
innymi w miesniu, i jest zlokalizowana na zewnetrznej po-
wierzchni wewnetrznej btony mitochondrialnej. Ta druga
jest rozpuszczalnym enzymem macierzy mitochondrialnej
i uczestniczy w cyklu Krebsa.

Ponadto, reaktywne formy tlenu powstajg na zewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej w wyniku dziatania oksyda-
zy monoaminowej [32], Jest to flawoproteinowy enzym,
obficie wystepujacy szczeg6lnie w tkance nerwowej. Ka-
talizuje utlenianie biogennych amin do odpowiednich
aldehydow lub ketonéw, a wynikiem jednoelektronowej
redukcji tlenu jest prawdopodobnie nadtlenek wodoru, a
nie anionorodnik.

Gtownym zrodtem reaktywnych form tlenu w mito-
chondriach pozostaje jednak tancuch oddechowy. Badania
ostatnich lat zmierzajg do ustalenia zaleznosci intensywno-
§ci tworzenia tych zwigzkdéw od stanu funkcjonalnego mi-
tochondriow. Najwazniejszym czynnikiem sprzyjajgcym
jednoelektronowej redukcji tlenu wydaje sie stan oksydo-
redukcji nosnikéw elektronéw w krytycznych miejscach
tancucha oddechowego. Mozna przyjac jako regute, iz im
wyzszy jest stopien redukcji, tym intensywniejszy staje sie
~wyciek" elektronéw z tafcucha oddechowego i reagowa-
nie ich z tlenem czasteczkowym w reakcji jednoelektro-
nowej. Dotyczy to przede wszystkim kompleksu I. Tym
ttumaczy sie stymulujace dziatanie inhibitoréw oddecho-
wych, jak na przyktad rotenonu (inhibitor kompleksu 1)
i antymycyny A (inhibitor kompleksu IlI), na produkcje
anionorodnika ponadtlenkowego przez oddychajgce mi-
tochondria. StopieA redukcji nos$nikéw elektrondw zale-
zy réwniez od stanu funkcjonalnego mitochondriéw. Im
wyzsze zapotrzebowanie komorki na ATP, tym intensyw-
niej przebiega oksydacyjna fosforylacja i tym szybszy jest
transport elektronéw. W tych warunkach stopien redukcji
nos$nikow elektronéw obniza sie. | rzeczywiscie, mitochon-
dria oddychajace w obecnosci ADP i P, a wiec intensyw-
nie produkujgce ATP (tak zwany stan 3), wytwarzajg mniej
wolnych rodnikéw tlenowych niz mitochondria w stanie
spoczynkowym, nie mogace syntetyzowa¢ ATP z powo-
du braku ADP (stan 4). Wiaze sie to réwniez z warto$cig
sity protonomotorycznej (Ap) i jej gtéwng sktadowg, po-
tencjatem btonowym mitochondriéw, wysokimi w stanie
spoczynkowym (4) i obnizajagcymi sie w stanie aktywnym
(3). Skrajnym przypadkiem jest zniesienie Ap dziataniem
substancji rozprzegajacych oksydacyjng fosforylacje (pro-
tonoforéw), ktore jednoczesnie radykalnie obnizajg wy-
twarzanie wolnych rodnikéw tlenowych przez tancuch
oddechowy [33-35].

Rozwazania powyzsze zblizajg nas do zrozumienia
mechanizmu stresu oksydacyjnego towarzyszacego cza-
sowemu niedotlenieniu tkanki (ischemii i reperfuzji).
Spowodowane czasowym zablokowaniem krazenia krwi
niedotlenienie wprowadza nosniki elektronéw tafAcucha
oddechowego w stan maksymalnej redukcji, a nastepu-
jace po nim odblokowanie krazenia (reperfuzja) dostar-
cza tlenu. Powstajg wowczas warunki dla intensywnej
produkcji wolnych rodnikéw tlenowych [36], Tej wyso-
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ce niebezpiecznej dla komdérki i catego organu, sytuacji
zapobiec moze przyspieszenie transportu elektronéw w
tancuchu oddechowym przez czedciowe rozprzezenie
oksydacyjnej fosforylacji, na przyktad dziataniem proto-
noforéw lub otwarciem mitochondrialnych kanatéw po-
tasowych [37],

Poza dysmutazg ponadtlenkowa, komérki aerobowe wy-
posazone sg w caly zestaw enzymoéw i zwigzkéw drobno-
czasteczkowych chronigcych je przed szkodliwym dziata-
niem reaktywnych form tlenu [26,27,38]. Nalezy tu przede
wszystkim katalaza, katalizujgca rozpad nadtlenku wodoru
do wody i tlenu czasteczkowego.

2HD2->2HD +02

Katalaza charakteryzuje sie niezwykle wysokg liczbg
obrotow, jedng z najwyzszych wsréd enzymoéw. Jedna cza-
steczka enzymu moze przereagowac¢ z kilkoma milionami
czgsteczek substratu, nadtlenku wodoru, w ciggu sekundy.
Enzym ten w komdrce zlokalizowany jest gtownie w perok-
sysomach.

Z HD 2 reagujg réwniez liczne peroksydazy, redu-
kujace nadtlenek wodoru do wody kosztem rdznych
zwigzkdw organicznych. W macierzy mitochondrialnej
znajduje sie wysoce aktywna peroksydaza glutationowa.
Zawiera ona w swym centrum aktywnym selenocysteine
i katalizuje redukcje H9D., przez zredukowany glutation.
Wazng role w ochronie przed oksydacyjnym uszkodze-
niem blon biologicznych odgrywa inna peroksydaza
glutationowa, specyficznie redukujgca produkty perok-
sydacji fosfolipidow.

Reaktywne formy tlenu usuwane sg réwniez nieenzy-
matycznie w reakcji z drobnoczasteczkowymi reduktorami:
kwasem askorbinowym (witaming C), a-tokoferolem (wita-
ming E), p-karotenem (prowitaming A) oraz ze zredukowa-
nym glutationem.

Mamy wiec do czynienia w komérce, a takze w samych
mitochondriach, z procesami tworzacymi reaktywne for-
my tlenu i usuwajacymi je. Ré6wnowaga miedzy tymi
procesami pozwala utrzymaé optymalny dla komorki po-
ziom tych reaktywnych form. Peinig one bowiem niekto-
re istotne funkcje sygnatowe [38-40], a takZze uczestniczg
w tworzeniu waznych zwigzkéw: prostaglandyn i leu-
kotrienéw. Jednakze zaburzenie tej rwnowagi, w sensie
podwyzszenia produkcji wolnych rodnikéw tlenowych
lub obnizenia ich usuwania, prowadzi do groznego dla
zycia komorki stanu okreslanego jako stres oksydacyjny.
Uwaza sie obecnie, ze stres oksydacyjny lezy u podtoza
niektérych choréb neurodegeneracyjnych, jak choroba
Parkinsona i choroba Alzheimera [41]. By¢ moze, odgry-
wa takze role w patogenezie niektérych typéw cukrzycy
[42], Uwaza sie takze, ze jest on jednym z mechanizmoéw
starzenia [43,44].

Na poziomie mitochondrialnym stres oksydacyjny za-
liczany jest do gtéwnych bodzcow zapoczatkowujgcych
skomplikowany mechanizm programowanej $mierci ko-
morki, apoptozy [45-47].
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ROLA MITOCHONDRIOW W APOPTOZIE

Moze sie wyda¢ paradoksem natury, ze mitochondria,
bedace organellami nieodzownymi dla zycia komérki, sta-
nowig zarazem narzedzie jej samobdjczej Smierci. Apopto-
za, bedaca jedng z form programowanej $mierci komorki,
stanowi skomplikowany cigg wydarzeh pozwalajacy wie-
lokomérkowemu organizmowi wyeliminowa¢ komorki,
ktore badz staty sie zbedne w wyniku rozwoju osobnicze-
go (np. w embriogenezie, selekcji klonalnej limfocytow, w
trakcie przeobrazenia owadéw), badz ulegty uszkodzeniu,
mogacemu zagraza¢ catemu organizmowi. Miedzy innymi
przyjmuje sie, ze na drodze apoptozy niszczone sg komar-
ki, w ktérych genomie nastgpity nieodwracalne zmiany,
potencjalnie prowadzace do przeksztatcenia ich w komarki
nowotworowe. Apoptoza jest zatem jednym z naturalnych,
by¢ moze gtéwnych, proceséw chronigcych przed nowo-
tworzeniem. Z drugiej strony, wzmozona apoptoza moze
by¢ przyczyng niektérych choréb autoimmunologicznych
oraz zachodzi w limfocytach zakazonych HIV.

Rozrézniamy w zasadzie dwie drogi apoptozy, ktore jed-
nak w kilku punktach mogg sie krzyzowac [46]. Jedng z nich
zapoczatkowuje pobudzenie odpowiednich receptoréw na
powierzchni komorki, przekazujgcych nastepnie sygnaty do
jadra. Drugg droge inicjujg zmiany w mitochondriach itemu
mechanizmowi poSwiecimy nasze rozwazania. Jednym z
najwczes$niejszych zjawisk towarzyszacych tej drodze jest
uwolnienie do cytosolu cytochromu c i niektérych innych
biatek mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej. Bial-
ka te, a przede wszystkim sam cytochrom c i tzw. czynnik
indukujacy apoptoze (ang. apoptosis-inducing factor, AlF), w
obecnosci ATP lub dATP, aktywujg obecng w cytosolu ka-
spaze-9. Jest to jedna z proteaz cysteinowych rozrywajacych
tancuch peptydowy w sasiedztwie kwasu asparaginowego,
wystepujacych w formie proenzymoéw. Ich proteolityczna
aktywacja (w przypadku kaspazy-9 zainicjowana cytochro-
mem c) uruchamia cigg reakcji prowadzgcych do samostra-
wienia komorki. W procesie tym bierze takze udziat, uwal-
niana rowniez z mitochondrialnej przestrzeni miedzybtono-
wej, endonukleaza G, ktora degraduje jadrowe DNA.

Cytochrom cjest w przewazajgcej masie zwigzany zwe-
wnetrzng btong mitochondrialng, gdzie — jak pisaliSmy
wyzej — peini funkcje przenos$nika elektronéw w tancu-
chu oddechowym. W réwnowadze z tg pula znajduje sie
wolny cytochrom c w przestrzeni miedzybtonowej. Prze-
rwanie zewnetrznej btony mitochondrialnej powoduje wy-
ciek do cytosolu tego wolnego cytochromu c. A ze jest on
w rownowadze z cytochromem c zwigzanym z wewnetrz-
ng blong, prowadzi to w konicu do prawie catkowitego
uwolnienia do cytosolu mitochondrialnego cytochromu
c. Poczatkowo zaktadano, iz taki jest wtasnie mechanizm
uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw zapoczatko-
wujacy apoptoze. Pdézniejsze badania wykazaty jednak,
ze zerwanie ciggtosci zewnetrznej btony mitochondrialnej
wcale nie jest niezbedne dla uwolnienia mitochondrial-
nego cytochromu c¢ do cytosolu i ze w czasie apoptozy
przewaznie nie ma ono miejsca, co najwyzej w poznych jej
stadiach. Musi by¢ zatem inny mechanizm, dzieki ktore-
mu cytochrom c wycieka na zewnatrz z mitochondrialnej
przestrzeni miedzybtonowej.
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Rycina 10. Struktura miejsca kontaktowego miedzy zewnetrzng i wewnetrzng
btong mitochondrialng, tworzacego "kanat wysokiej przepuszczalnosci” (mega-
kanat). Oznaczenia: ANT — translokaza nukleotydéw adeninowych; VDAC —
poryna mitochondrialng; PBR —receptor benzodiazepinowy; HK —heksokina-
za; Cyp D —cyklofilina D; cyt ¢ —cytochrom c; Bcl-2 —biatko antyapoptotyczne
Bcl-2; Bax — biatko proapoptotyczne Bax, ktérego przytaczenie do pokazanej
struktury powoduje wyptyw cytochromu c. Rysowat dr M. R. Wieckowski (Insty-
tut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, Warszawa). Reprodukcja z [54].

Wedtug obecnych pogladéw [47-50] w uwalnianiu
mitochondrialnego cytochromu c biora udziat: z jednej
strony tak zwany kanat wysokiej przepuszczalnosci, tworzg-
cy sie w okreslonych warunkach w miejscach kontaktu
miedzy zewnetrzng a wewnetrzng btong mitochondrial-
ng, z drugiej strony — proapoptotyczne biatka z rodziny
biatek Bcl-2, w szczeg6lnosci biatka Bid, Bax i Bak. Kanat
wysokiej przepuszczalnosci, zwany réwniez megakana-
tem, otwiera sie, miedzy innymi, wskutek przetadowania
mitochondriéw jonami wapnia. £aczy on bezposrednio
przestrzen macierzy mitochondrialnej z przestrzenig cy-
tosolowg i powoduje uwolnienie do przestrzeni zewnetrz-
nej nadmiaru Ca2 ale réwniez umozliwia przechodzenie
jonéw H+co daje w efekcie deenergizacje mitochondridw.
Budowa megakanatu jest wielce ztozona [51,52]. Skia-
da sie on zardwno z biatek btony wewnetrznej, przede
wszystkim transportera nukleotydéw adeninowych, jak
i typowego biatka btony zewnetrznej, mitochondrialnej
poryny, okre$lanej rdwniez skrotem VDAC (ang. voltage-
dependent anion channel) [53], Wiecej szczeg6tow budowy
megakanatu pokazuje Ryc. 10. Sam megakanat nie jest
jednak ta strukturg, przez ktéra cytochrom c miatby wy-
cieka¢ z mitochondridw, a to z dwéch podstawowych po-
wodow. Po pierwsze, tgczy on bezposrednio wewnetrz-
ng przestrzen mitochondrialng, przestrzen macierzy, z
przestrzenig cytosolowa, podczas gdy wolny cytochrom
c zlokalizowany jest w przestrzeni miedzybtonowej. Po
drugie, megakanat ma $rednice pozwalajacg na swobod-
ny przeptyw czasteczek o rozmiarach do 1,5 kDa, pod-
czas gdy czasteczka cytochromu cjest prawie dziesiecio-
krotnie wigeksza (masa czgsteczkowa 13 kDa). Natomiast
nowsze badania wykazaty, ze dopiero potaczenie mega-
kanatu z obecnymi normalnie w cytosolu biatkami Bax i
Bak sprawia, ze zewnetrzna btona mitochondrialng staje
sie przepuszczalna dla cytochromu ¢, AIF i innych pro-
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apoptotycznych czynnik6w przestrzeni miedzybtonowej.
Wyrazano réwniez przypuszczenie [50,55], ze pierwsza,
najwczes$niej uwalniang porcjg cytochromu c jest tenze
zwigzany ze strukturg megakanatu.

A zatem wedtug obecnie przyjetych pogladéw mecha-
nizm zapoczatkowujacy mitochondrialng droge apoptozy
wyglada nastepujagco. Pod wptywem odpowiedniego sy-
gnatu wystepujace w cytosolu proapoptotyczne biatko Bid
ulega proteolitycznej aktywacji, co z kolei indukuje oligo-
meryzacje, obecnych rowniez w cytosolu lub luzno zwia-
zanych z zewnetrzna btong, biatek Bax i Bak. W formie
oligomerow biatka te silniej wigza sie z zewnetrzng btong
mitochondrialng, umozliwiajgc utworzenie kanatu dla wy-
cieku cytochromu c. Temu procesowi z kolei przeciwdziata-
ja biatka antyapoptotyczne, Bcl-2 i Bcl”~ . Tak wiec subtelna
rownowaga miedzy tymi pro- i antyapoptotycznymi biatka-
mi iich oddzialywanie z megakanatem decyduje o przezy-
ciu lub ,,samobdjczej" $mierci komérki. Sytuacje komplikuje
dodatkowo fakt, ze rowniez niektdére biatka szoku cieplne-
go, w szczeg6lnosci biatko HSP70, mogg przeciwdziataé
uwalnianiu cytochromu cdo cytosolu lub zapobiega¢ opisa-
nemu wyzej dziataniu juz uwolnionego cytochromu [56,57],
Dziatajg zatem antyapoptotycznie.

Obecne w cytosolu prokaspazy moga stanowié¢ powazne
zagrozenie dla komdarki. Ich aktywacja wskutek przypadko-
wej proteolizy mogtaby bowiem uruchomi¢ nieodwracalny
proces prowadzacy nieuchronnie do $mierci komoérki. By
temu zapobiec, komorka wyposazona jest rGwniez w biatka
hamujace kaspazy. A zatem dla skutecznego uruchomienia
ciggu reakcji zainicjowanych aktywacjg kaspazy-9 przez cy-
tochrom c potrzebne jest jeszcze jedno biatko zwane Smac
(ang. second mitochondrial activator of caspases) lub DIABLO,
ktore neutralizuje inhibitory kaspaz [46,58]. Jest ono uwal-
niane razem z cytochromem cz mitochondrialnej przestrze-
ni miedzybtonowe;j.

Jednym z bodZzcow zapoczatkowujacych mitochon-
drialny szlak apoptozy, sg reaktywne formy tlenu
[38,46,47], Ich dziatanie jest wielorakie. Uwaza sie obec-
nie, iz jednym z mechanizméw jest potegowanie uwal-
niania cytochromu c. Czasteczka cytochromu cjest bogata
w reszty lizyny, ma zatem charakter polikationu. Dzigki
temu wykazuje wysokie powinowactwo do, obecnej w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej ujemnie natado-
wanej, kardiolipiny. Jest to jeden z gtéwnych czynnikdw
determinujgcych ré6wnowage miedzy zwigzang a wolng
formg cytochromu c. Z drugiej strony kardiolipina, bo-
gata w tréjnienasycony kwas linolenowy, stanowi jeden
z pierwszych celéw peroksydatywnego ataku wolnych
rodnikéw tlenowych. Zniszczenie kardiolipiny przesuwa
rownowage w kierunku wolnego cytochromu ci sprzyja
jego uwalnianiu do cytosolu w warunkach uprzepusz-
czalnienia btony zewnetrznej, jak to opisano wyzej.

W komoérkach podlegajagcych apoptozie zaobserwowa-
no rozpad sieci mitochondrialnej na mniejsze jej fragmen-
ty [59,60], Nie jest jednak do konca jasne, czy to witasnie ta
zmiana morfologii mitochondridéw jest w jaki$ sposéb zwig-
zana z uwalnianiem cytochromu ciinnych biatek indukuja-
cych apoptoze [61].
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CHOROBY MITOCHONDRIALNE

Mitochondria zawierajg swo6j wiasny DNA (mtDNA).
Jest to kolista czasteczka o wielkosci okoto 16 tysiecy par za-
sad (u cztowieka 16 569 par zasad), w ktérej sktad wchodzg
dwie nici, ciezka i lekka. Mitochondrialny kod genetyczny
wykazuje niewielkie odstepstwa od kodu witasciwego dla
genomu jadrowego. Np. kodon UAA, oznaczajacy zakon-
czenie translacji cytosolowej, w mitochondriach jest kodo-
nem dla tryptofanu. Podobnie kodon UGA, zamiast zakon-
czenia syntezy tahAcucha polipeptydowego, w mitochon-
driach oznacza dotgczenie selenocysteiny. Geny w mtDNA
zwierzat nie zawierajg intronéw, a DNA nie jest upakowane
w postaci chromatyny. W mitochondriach nie ma biatek hi-
stonowych, co nie oznacza, ze mtDNA nie jest zwigzany z
zadnymi innymi biatkami.

Mitochondrialny genom ssakéw i prawie wszystkich in-
nych zwierzat zawiera 37 gendéw. Kodujg one 13 biatek, 2 ro-
dzaje rRNA i22rodzaje tRNA. Wszystkie biatka kodowane
w genomie mitochondrialnym sg zwigzane z oksydacyjng
fosforylacja. Jedenascie z nich to biatka wchodzace w skiad
taincucha oddechowego (Ryc. 11) [62,63], siedem wspottwo-
rzy kompleks oddechowy I, jedno wchodzi w skiad kom-
pleksu Il i cztery w sktad kompleksu IV. Pozostate dwa
biatka kodowane w mtDNA wchodza w sktad podjednostki
Fomitochondrialnej syntazy ATP (F~ -ATP-azy; sa to tzw.
peptydy aib, Ryc. 6). Pozostate biatka (ajest ich okoto dzie-
wiecdziesiat) bezposrednio zwigzane z oksydacyjng fos-
forylacja, tworzace taficuch oddechowy i mitochondrialng
ATP-aze, sg kodowane w genomie jagdrowym, syntetyzowa-
ne w cytoplazmie i nastepnie importowane do mitochon-
driow. W sumie w mitochondriach jest okoto 1000 biatek.
Nalezg do nich m.in. enzymy cyklu kwasow trikarboksylo-
wych, p-oksydacji kwaséw ttuszczowych, pierwszych eta-
péw glukoneogenezy (w watrobie i korze nerki) oraz cyklu
mocznikowego (w watrobie), a takze niektorych etapdw
steroidogenezy i metabolizmu aminokwas6w. Ponadto, w
macierzy mitochondrialnej znajduja sie biatka zwigzane z
replikacja mtDNA i ekspresjag genéw mitochondrialnych
oraz biatka opiekuricze. W obu btonach mitochondrialnych
wystepujg biatkowe systemy transportujace jony, metaboli-
ty i biatka. Synteza tych wszystkich biatek wymaga udziatu
ok. 3000 gen6éw kodowanych przez jadrowy DNA. A zatem
mitochondria jako cato$¢, ich biogeneza i funkcjonowanie,
sg pod kontrola dwo6ch genoméw: dominujgcego ilosciowo
genomu jadrowego i bardzo ograniczonego iloSciowo, ale
niezwykle istonego ze wzgledu na udziat mitochondridw
w energetyce komorki —genomu mitochondrialnego. Mu-
tacje w kazdym z nich mogg by¢ przyczyng wrodzonych
powaznych choréb [63].

Pierwszy przypadek choroby o poditozu endogennym,
spowodowanej zaburzong organizacjg enzymdw tancucha
oddechowego, zostat opisany w 1962 r. [64], Jej objawami
byto przyspieszone zuzycie tlenu, osiggajgce warto$¢ bliska
maksymalnej, oraz obnizona kontrola oddechowa. Zmie-
niony byt takze obraz mitochondriow w mikroskopie elek-
tronowym. Odkrycie to zwrécito uwage na fakt, ze niepra-
widtowosci w funkcjonowaniu mitochondriéow moga by¢
przyczyng zaburzen metabolicznych u ludzi, chociaz pod-
toze molekularne tej patologii nie zostatlo wéwczas ustalo-
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ne. Natomiast w 1988 roku opisano przypadek schorzenia
spowodowanego zaburzeniami w obrebie mtDNA [65],
Odkrycie to zapoczatkowato ere intensywnych poszukiwan
patogennych mutacji w mtDNA i stato sie przetomowe dla
zdefiniowania nowej klasy choréb metabolicznych, tzw.
choréb mitochondrialnych. Obecnie kategoria ta zostala
poszerzona i obejmuje nie tylko zaburzenia spowodowa-
ne mutacjami w mtDNA, ale takze mutacjami w jagdrowym
DNA, w genach kodujacych biatka mitochondrialne zaréw-
no zwigzane z procesami metabolicznymi jak i z biogeneza
tych organelli. Tak rozumiane choroby mitochondrialne sa
najczesciej wystepujacymi wrodzonymi anomaliami, poja-
wiajacymi sie z czestoscig szacowang na 1 na 10 000 zywych
urodzen [66],

Dziedziczenie chorob spowodowanych zmianami w
jadrowym DNA podlega prawom Mendla i przez to jest
stosunkowo tatwe do $ledzenia i przewidywania prawdo-
podobienstwa wystgpienia objawéw choroby w pokoleniu
potomnym. Natomiast ocena szans pojawienia sie skutkow
mutacji w mtDNA, zaburzajgcych dziatanie systemu oksy-
dacyjnej fosforylacji, jest o wiele trudniejsza. Po pierwsze,
dziedziczenie cech kodowanych w mtDNA odbywa sie po
linii matczynej, poniewaz mitochondria obecne w plemniku
sg bardzo nieliczne w porédwnaniu z liczbg mitochondriow
oocytu i zaraz po zaptodnieniu ulegaja eliminacji [67], A

wp OH
-

zatem dziedziczenie to ma charakter niemendlowski. Po
drugie, w przeciwienstwie do genomu jadrowego wyste-
pujacego w niedzielgcej sie komdrce w postaci jednej kopii,
mtDNA w przecietnej komdrce ssakdw wystepuje Srednio
w kilku tysigcach kopii, a w oocytach liczba ta osigga ok.
100 tysiecy. W warunkach normy wszystkie kopie mtDNA
sg identyczne i prawidtowe. Stan taki okreslany jest jako
homoplazmia. W przypadku wystgpienia mutacji w mtD-
NA udziat czasteczek zmutowanych moze wynosic¢ od bli-
skiego zeru do 100% w stosunku do catkowitego mtDNA
(w tym drugim skrajnym przypadku tez mozna moéwié o
homoplazmii). Stan, w ktérym tylko cze$é czasteczek mtD-
NA w komdrce jestzmutowana, nazywamy heteroplazmig.
Objawy choroby mitochondrialnej pojawiajg sie zazwyczaj
dopiero wtedy, gdy udziat zmutowanego mtDNA (stopien
heteroplazmii) przekracza pewng krytyczng warto$¢. Za-
zwyczaj miesci sie ona w przedziale 50-80% catego mtD-
NA w komérce, w zalezno$ci od typu mutacji [68], Nie-
jednakowa wrazliwo$¢ réznych typéw komorek na zabu-
rzenia oksydacyjnej fosforylacji spowodowane zmianami
w mtDNA zalezy przede wszystkim od intensywnosci ich
metabolizmu i zapotrzebowania energetycznego. Dlatego
choroby mitochondrialne dotykajg w pierwszej kolejnosci
tkanek o najbardziej aktywnym metabolizmie energetycz-
nym, takich jak tkanka miesniowa i nerwowa. Wydaje sie,
ze do momentu osiagniecia
krytycznego poziomu hete-
roplazmii komorki potrafig
skutecznie broni¢ sie przed
niedoborem ATP.

Mutacje wystepujace u

danego osobnika zaréwno

w DNA jadrowym, jak i mi-
tochondrialnym moga miec

takze charakter sporadycz-

nych zmian, ktére sa przy-

czyng wystgpienia chorob

nie wykrywanych wczesniej

u cztonkéw danej rodziny.
Szczegdlnie dotyczy to muta-

cji w mtDNA. Mitochondrial-

ne DNA jest narazone na state
dziatanie stosunkowo wyso-

kich stezen reaktywnych form

tlenu [69] oraz nie jest ostonie-

Wt te przez biatka histonowe, co
sprawia, ze czesto$¢ mutacji

ATP pojawiajgcych sie w obrebie
mtDNA jest nawet 100-krot-

] nie wyzsza niz obserwowana
w DNA jadrowym [68]. Kaz-

da z mutacji w mtDNA doty-

MIEDZYBLONOWA
Podjednostki sy o lok
kodowane przez: Komp ! Komp " Komp "
mtDNA 7 0 1
jadrowy DNA ~39 4 10

Rycina 11. Mapa genomu mtDNA cztowieka. Geny kodujace okre$lone podjednostki komplekséw tancucha oddechowego
i syntazy ATP zaznaczono réznymi kolorami: siedem podjednostek kompleksu I —rézowym, cytochrom b wchodzacy w
sktad kompleksu Il —pomarafczowym, trzy podjednostki kompleksu IV (oksydazy cytochromowej) —niebieskim, dwie
podjednostki syntazy ATP —zéttym. Tymi samymi kolorami sg zaznaczone odpowiednie podjednostki na schemacie btony
wewnetrznej w dolnej czesci rysunku. Ponadto, na modelu mtDNA geny kodujace dwa rybosomalne RNA, 12S i 16S, za-
znaczono kolorem zielonym, a kodujgce 22 rodzaje tRNA —kolorem granatowym. Petla D kontrolujgca inicjacje replikacji i

Kompleks IV

czy bezposrednio (mutacje w

Sme—A genach kodujacych polipepty-
~124 dy) lub posrednio (mutacje w
genach kodujgcych mitochon-
drialne tRNA) biatek zwigza-
nych z oksydacyjng fosforyla-
cja. A zatem mutacje te moga
upos$ledza¢ wydolno$¢ ener-

transkrypcji mtDNA, zaznaczona jest na szaro. Wedtug [62]; reprodukcja za zgoda wydawcy.
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getyczng mitochondriow, a w efekcie funkcjonowanie ko-
morek i tkanek.

Dziedziczone po matce mutacje w mtDNA, podobnie jak
dziedziczone mutacje w DNA jadrowym, powinny by¢ wy-
krywalne we wszystkich tkankach organizmu. Natomiast
mutacje nabyte w réznych fazach rozwoju embrionalnego
oraz w okresie postnatalnym sg ograniczone do wybranych
tkanek i narzgddw. Jednakze nie do konca zrozumiate me-
chanizmy segregacji mitochondriéw w czasie dojrzewania
oocytow oraz niejednakowa wrazliwo$é réznych komdrek
na zaburzenia oksydacyjnej fosforylacji sprawiajg, ze prze-
widywanie stopnia heteroplazmii mtDNA w réznych tkan-
kach organizmu, a takze nasilenia objaw6w chorobowych
jest niezwykle trudne. Uwaza sie, ze rozprzestrzenianie sie
mutacji i rozktad heteroplazmii w organizmie potomnym
sg zdeterminowane juz na pierwszych etapach oogenezy
podczas rozwoju embrionalnego zarodka zenskiego. Wte-
dy moze dojs¢ do niejednakowego rozktadu heteroplazmii
podczas podziatu komdrek i powstania linii komérkowych
réznigcych sie stopniem zmutowania mtDNA [70].

Dodatkowym utrudnieniem w przewidywaniu rozwo-
ju i przebiegu choréb mitochondrialnych spowodowanych
zmianami w mtDNA jest wystepowanie niejednakowych
objawéw wsrdd nalezacych do jednej rodziny nosicieli
tej samej mutacji, a takze zmieniajgcy sie obraz choroby i
zazwyczaj nasilanie sie jej objawdw w ciggu zycia osobni-
czego. Co wiecej, mutacje w obrebie réznych genow moga
prowadzi¢ to takich samych objawoéw chorobowych. Inny-
mi stowy, wazng cechg choréb mitochondrialnych jest brak
wyraznej zalezno$ci miedzy zmianami genotypowymi iich
manifestacjg fenotypowa.

Anomalie wystepujagce w mtDNA dzieli sie na trzy ka-
tegorie. Sg to: mutacje punktowe, przearanzowanie duzych
fragmentéw gendéw (delecje, duplikacje) oraz zmniejszenie
liczby kopii mtDNA (deplecje). W$rdd mutacji punktowych
mozna wyrozni¢ mutacje dotyczgce gendéw kodujacych biat-
ka oraz genéw kodujgcych tRNA [71]. Waznym przyktadem
nalezgcym do tej drugiej podkategorii jest mutacja A3243G
w genie kodujgcym tRNALeu Skutkiem tej mutacji jest ze-
sp6t zwany MELAS (ang. Myopathy, encephalopathy, lactic
acidosis, stroke-like épisodes) [72]. Co ciekawe, ta sama mu-
tacja moze by¢ przyczyna innego zespotu zwanego MIDD
(ang. Mitochondrial inherited deafnes and diabetes), ktorego
objawem jest obustronne uposledzenie stuchu i cukrzyca
spowodowana zaburzeniami wydzielania insuliny przez
komaérki beta trzustki [73], Przyktad ten ilustruje brak sci-
stego zwigzku miedzy zaburzeniem na poziomie genéw a
fenotypem. Inna mutacja punktowa (A8344G), rowniez do-
tyczacg genu tRNALgay jest gtdwng przyczyng zespotu zwa-
nego MERRF (ang. Myoclonie epilepsy with ragged red fibers)
[74]. O ile mutacje w genach dotyczacych poszczegdlnych
tRNA moga wptywacé na ekspresje wszystkich genow mi-
tochondrialnych, to mutacje genéw kodujgcych biatka po-
wodujg scisle okresSlone defekty. Ich skutkiem moze by¢
wybidércze zaburzenie funkcji kompleksow oddechowych
I, i IV oraz ATP-azy. Takie zmiany lezg u podstaw po-
waznych patologii zwigzanych z upo$ledzeniem oksydacyj-
nej fosforylacji, w tym zespotu LHON (ang. Leber hereditary
optic neuropathy), spowodowanego mutacjami dotyczacymi
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biatek kompleksu I. Mutacja w genie kodujagcym jedno z
biatek wchodzgcych w sktad mitochondrialnej ATP-azy jest
przyczyng zespotu NARP (ang. Neurogenic muscle weakness-
ataxia-retinitis pigmentosa), charakteryzujacego sie miopatia,
ataksja i zwyrodnieniem siatkowki, potagczonymi z demen-
cjg i napadami epileptycznymi. Jezeli stopien heteroplazmii
NARP przekracza 90%, rozwija sie tzw. choroba Leigh'a,
bedgca najpowazniejszym i letalnym skutkiem tej mutacji.
Warto tu zaznaczyé, ze jest to zespot objawdw Klinicznych,
ktory moze by¢ takze wynikiem mutacji w genomie jadro-
wym (patrz nizej).

Przearanzowania duzych fragmentow mtDNA (spo-
radyczne delecje lub duplikacje) nastepujg zazwyczaj na
bardzo wczesnym etapie rozwoju zarodkowego i rozprze-
strzeniajg sie podczas embriogenezy. Zmiany te sg przyczy-
ng sporadycznych choréb mitochondrialnych, chociaz w
rzadkich przypadkach sugerowana jest mozliwos¢ ich dzie-
dziczenia po linii matczynej [71]. Zmniejszenie liczby kopii
mtDNA jest stosunkowo rzadka, letalng anomaliag, ktéra
objawia sie powaznymi zaburzeniami oddechowymi oraz
dysfunkcja mieéni, watroby i nerek [71,75]. Jedng z cech
choréb mitochondrialnych spowodowanych mutacjami w
mtDNA jest nasilanie sie lub wrecz pojawianie sie objawéw
w miare starzenia sie organizmu. Wydaje sie, ze moze by¢
to spowodowane postepujgcymi uszkodzeniami mtDNA w
wyniku nieuniknionej ekspozycji na reaktywne formy tlenu
[69].

Choroby mitochondrialne spowodowane mutacjami w
mtDNA stanowg tylko 10% wszystkich genetycznie uwa-
runkowanych zaburzer dotyczacych tych organelli. Pozo-
state 90% jest skutkiem mutacji w genach znajdujacych sie
w jadrowym DNA. Mutacje te moga bezpos$rednio dotyczy¢
nie tylko genow kodujacych biatka wchodzace w sktad tan-
cucha oddechowego i ATPazy, ale takze genow kodujacych
biatka odpowiedzialne za prawidtowg aranzacje tancucha
oddechowego. Przykiadem takiej choroby jest zespot Le-
igh'a spowodowany mutacjg w genie SURF1, kodujacym
biatko opiekunicze odpowiedzialne za prawidtowe sktada-
nie oksydazy cytochromowej czyli kompleksu IV. W efekcie
dochodzi do powaznej, letalnej w skutkach, dysfunkcji tan-
cucha oddechowego [76,77],

Fakt, ze zesp6t Leigh'a moze by¢ skutkiem réznych mu-
tacji (np. SURF1 lub NARP albo COX Ill dotyczacej biatek
oksydazy cytochromowej), dobrze ilustruje trudno$¢ posta-
wienia wihasciwej diagnozy na podstawie objawow. Podo-
bienstwo objawoéw towarzyszacych réznym mutacjom, a
takze zréznicowanie fenotypowe przy tej samej zmianie na
poziomie DNA nie pozwalajg na ustalenie przyczyny cho-
roby bez uciekania sie do metod biologii molekularnej [71].

Istnieje tez grupa choréb, okreslanych jako choroby mito-
chondrialne, spowodowanych mutacjami w genomie jadro-
wym dotyczgcymi biatek nie uczestniczagcych w oksydacyj-
nej fosforylacji, ale kluczowych dla prawidtowego dziatania
tych organelli. Przyktadem takiego schorzenia jest ataksja
Friedreicha (zwyrodnienie mézdzkowo-rdzeniowe). Jest to
choroba neurodegeneracyjna spowodowana mutacjg w ge-
nie jadrowym kodujgcym frataksyne, ktérej funkcja w mito-
chondriach polega na buforowaniu i magazynowaniu jonéw
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zelaza. Zmniejszenie ilosci frataksyny powoduje wzrost
stezenia wolnych jondw Fe2+i w konsekwencji zwiekszone
wytwarzanie reaktywnych form tlenu (w reakcji Fentona).
Frataksyna jest tez konieczna w tworzeniu komplekséw
zelazowo-siarkowych (Fe/S) wchodzacych, m.in., w skfad
kompleksow 1, Il i 1l tancucha oddechowego oraz akoni-
tazy (enzym cyklu kwaséw trikarboksylowych). Skutkiem
tych zaburzen jest degeneracja neurondéw czuciowych, kar-
diomiopatia oraz zwiekszone prawdopodobiefAstwo wystg-
pienia cukrzycy typu 2 [78].
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ABSTRACT

In animal cell, mitochondria are the main sites of the synthesis of ATP required for cell functioning and survival. On the other hand, mito-
chondria play a key role in initiating cell programmed death (apoptosis). In addition, defects in the mitochondrial genome and in the nuclear
genome encoding mitochondrial proteins may result in malfunctioning of these organelles and, as result, in diseases of the whole organism.
This article contains basic information on the functioning of oxidative phosphorylation and on mitochondrial production of reactive oxygen
species. It also describes initiation of apoptosis at the mitochondrial level. Finally, it briefly presents some most common genetic defects re-

sponsible for "mitochondrial diseases".
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STRESZCZENIE

nformacja o wtasciwosciach komorek eukariotycznych jest zapisana nie tylko w jadrze

komérkowym, ale takze w genomach zlokalizowanych w mitochondriach i chloropla-
stach. Poréwnanie genomoéw mitochondrialnych roélin i zwierzat pozwala zauwazy¢ dwie
zupetnie odmienne strategie ewolucyjne. Zwierzeta cechuje wyrazne dazenie do maksymal-
nej redukcji wielkosci genomu mitochondrialnego i uproszczenia odczytu zawartej w nim
informacji genetycznej. U roslin, przeciwnie, obserwuje si¢ znaczne zwigkszenie wielkosci
tego genomu oraz nagromadzenie bardzo nietypowych rozwigzan dotyczacych utrzymywa-
nia oraz ekspresji informacji genetycznej.

WSTEP

Rosliny oraz zwierzeta sg najbardziej uorganizowanymi organizmami wielo-
komoérkowymi obecnymi na Ziemi. Te grupy organizmoéw realizujg dwie zupet-
nie odmienne strategie ewolucyjne. Rosliny nie potrafig sie przemieszczaé i sa
organizmami autotroficznymi, czerpigcymi energie potrzebng do zycia w proce-
sie fotosyntezy. Natomiast zwierzeta, jako organizmy heterotroficzne, aktywnie
poszukujg pozywienia, co doprowadzito do pojawienia sie takich cech, jak sta-
tocieplnos¢ i ztozony system nerwowy. Obydwie strategie ewolucyjne okazaty
sie niezwykle efektywne, przez co rosliny i zwierzeta staty sie dominujacymi
grupami organizméw na Ziemi.

Wymienienie i opis wszystkich cech r6znigcych rosdliny i zwierzeta wykra-
cza poza ramy niniejszego artykutu. Informacja o tych réznicach zapisana jest
w genomach poszczeg6lnych organizméw. Uzywajgc stowa ,,genom", zazwy-
czaj mamy na mysli DNA zlokalizowany w jadrze komorkowym. Warto jednak
pamietaé, ze niewielka, aczkolwiek bardzo wazna, cze$¢ informacji genetycznej
kazdego organizmu eukariotycznego jest zapisana poza jagdrem komorkowym.
Tym dodatkowym miejscem wystepowania informacji genetycznej sg mito-
chondria, a w przypadku roslin — takze chloroplasty. Zatem oprécz genomu
gtéwnego, obecnego w jadrze komorkowym, typowa komoérka eukariotyczna
zawiera kilkaset-kilka tysiecy kopii znacznie mniejszych genoméw obecnych na
terenie cytoplazmy. Celem niniejszego artykutu jest zaprezentowanie najistot-
niejszych i dobrze udokumentowanych réznic w strukturze i zawartosci infor-
macji genetycznej obecnej w genomach mitochondrialnych roslin i zwierzat.
Przedstawione zostang rowniez najwazniejsze réznice w systemie ekspresji tej
informacji. Wiekszos$¢ prezentowanych danych doswiadczalnych dotyczy roslin
okrytozalgzkowych oraz ssakéw, w szczegdlnosci cztowieka. Wynika to z tego,
ze prowadzone badania koncentruja sie gtéwnie na tych dwdéch grupach syste-
matycznych.

POCHODZENIE | EWOLUCJA MITOCHONDRIOW

Powszechnie uznawang obecnie teorig wyjasniajgcg pochodzenie mitochon-
dridw jest teoria endosymbiozy [1-3], Endosymbiotyczne pochodzenie mito-
chondriow potwierdzajg w szczeg6lnosci analizy poréwnawcze sekwencji ge-
nomdéw mitochondrialnych oraz genoméw bakteryjnych. Ich wyniki dowodzg,
ze mitochondria wszystkich eukariontow wywodzg sie od jednego wspdlnego
przodka, ktérym byt organizm z grupy a-proteobakterii [1,2,4].

Powstate w wyniku endosymbiozy protomitochondrium ulegato szybkiej
ewolucji, dostosowujac sie do warunkéw panujacych wewnatrz komorki gospo-
darza. Jednym z najwazniejszych etapow tej ewolucji byto przenoszenie gendw
z genomu protomitochondrium do jadra komérkowego. Prowadzito to do stop-
niowej redukcji genomu mitochondrialnego i tym samym —wzrostu zaleznoSci
mitochondriéw od genomu jadrowego [5], Wewnatrzkomorkowy transfer ge-
now zachodzit szczeg6lnie intensywnie w pierwszych etapach ewolucji mito-
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chondriow. Liczba mitochondrialnych gendéw u kregowcow
osiggneta stalg warto$¢ i obecnie nie ulega juz wigkszym
zmianom [6]. Natomiast u roslin okrytozalgzkowych znane
sg przyktady wspdiczesnie zachodzacego transferu genow
z mitochondriéw do jadra komérkowego [7,8], W toku ewo-
lucji powstato szereg Sciezek sygnatowych zapewniajacych
wzajemng komunikacje pomiedzy genomem jadrowym
i genomami zlokalizowanymi w organellach: mitochon-
driach i chloroplastach. Jej celem jest koordynacja ekspresji
wszystkich genomoéw obecnych w komorce eukariotycznej
[9-11].

ORGANIZACJA GENOMU MITOCHONDRIALNEGO

ZAWARTOSC INFORMACJI GENETYCZNEJ

Obecnie znanych jest prawie 1300 petnych sekwencji geno-
moéw mitochondrialnych, co umozliwia bardziej obszerng ana-
lize porownawczg mitochondrialnego DNA (mtDNA) (baza
OGMP, http://megasun.bch.umontreal.ca/ogmp). Wpraw-
dzie wiekszo$¢ z nich to genomy zwierzece, ale obecnie pozna-
no réwniez sekwencje siedmiu genomaéw roslin wyzszych, ta-
kich jak: burak cukrowy, kukurydza, tyton, ryz, rzepak, psze-
nica oraz rzodkiewnik pospolity —Arabidopsis thaliann [12].

Jedng z najistotniejszych réznic pomiedzy genomami mi-
tochondrialnymi roé$lin i zwierzat jest ich wielko$¢. Na ogét

Prekursor RNA nici L >

genomy mitochondrialne zwierzagt majg bardzo podobny
rozmiar (15-20 kb) oraz zestaw gendw [6], Natomiast mi-
tochondria roslinne zawierajg olbrzymie genomy wielkosci
rzedu 200-2500 kb [12]. Cecha charakterystyczng genoméw
mitochondrialnych roélin jest nie tylko ich duzy rozmiar,
ale réwniez duza zmiennos$¢ ich wielko$ci, nawet w obrebie
jednego gatunku. Na przyktad, ekotyp NB kukurydzy zwy-
czajnej posiada genom mitochondrialny o wielkosci 570 kb,
podczas gdy w ekotypie CMS-C znaleziono genom o wiel-
kosci 740 kb [12].

Pomimo duzych réznic w wielkosci mitochondrialnych ge-
nomow roslin i zwierzat liczba genéw obecnych w obydwu ty-
pach genomdw nie rozni sie az tak znacznie. Typowy zwierze-
cy mtDNA zawiera ok. 37 genéw [6], W genomach mitochon-
drialnych roslin wyzszych przecietnie spotyka sie ok. 50-60
genow. Informacja genetyczna zawarta w obu genomach obej-
muje dwa lub trzy geny rRNA, zmienny zestaw genéw tRNA
i ograniczong liczbe gendéw kodujgcych biatka zaangazowane
w proces fosforylacji oksydacyjnej [13]. Na ,,nadmiarowe" 20
gendw u roslin sktadajg sie gtdwnie biatka wchodzgce w sktad
mitochondrialnych rybosomdéw, kilka biatek zaangazowa-
nych w synteze cytochromu c oraz dodatkowe podjednostki
komplekséw tancucha oddechowego [12]. Zestawy gendéw
obecnych w mitochondriach roslin i zwierzat zostang bardziej
szczeg6towo omdwione na przyktadzie cztowieka (Ryc. 1) [14]
oraz rzodkiewnika A. thaliana (Ryc. 2) [15-17].

W mtDNA A. thaliana wystepujg trzy geny
kodujace rRNA: 18S rRNA, budujgce matg
podjednostke rybosomu, oraz 26 rRNA i 5S
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Rycina 1. Organizacja genomu mitochondrialnego cztowieka. Powigkszono obszar zawierajacy ele-
menty istotne w procesie transkrypcji. Kolory: czerwony — geny tRNA, bragzowy — geny rRNA,
niebieski —geny kodujace biatka, szary —sekwencje promotorowe. Doktadny opis w tekscie.
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rRNA, wchodzgce w sktad duzej podjednost-
[pel ki rybosomu. Natomiast w mtDNA cztowie-
ka mozna znalez¢ tylko dwa geny rRNA. Sg
to 12SrRNA i 16SrRNA, wchodzace w sktad,
odpowiednio, matej i duzej podjednostki ry-
bosomalnej. Gen 5S rRNA jest nieobecny w
genomie mitochondrialnym cztowieka, ale
koniec 3' ludzkiego 16S rRNA wykazuje 68%
homologie sekwencji do 5S rRNA Bacillus sub-
tilis. Sugeruje to, ze w toku ewolucji doszto u
zwierzat do potaczenia dwdch genéw rRNA
w jeden [18],

W mitochondriach cztowieka oraz rzod-
kiewnika A. thaliana zawarta jest informacja o
22 czasteczkach tRNA [14,17], W przypadku
cztowieka jest to zestaw w zupetnosci wystar-
ou czajacy do odczytania wszystkich kodonéw
o obecnych w mitochondrialnych genach ko-

dujgcych biatka. Tak nie jest w przypadku A.
Nog thaliana. Osiemnascie z 22 genéw tRNA obec-
nych w genomie rzodkiewnika to geny unika-
towe, pozostate 4 to ich kopie [17], Obecnos¢
osiemnastu réznych czasteczek tRNA jest nie-
wystarczajgca do zakodowania wszystkich
aminokwasow uzywanych do syntezy biatek.
Trzynascie dodatkowych czasteczek tRNA
jest transportowanych do mitochondriow z
cytoplazmy. Brak pelnego zestawu gendw
tRNA obserwuje sie we wszystkich opisa-
nych do tej pory genomach roslinnych [17],

Wo°
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Arabidopsis thaliana

Rycina 2. Organizacja genomu mitochondrialnego rzodkiewnika Arabidopsis thaliana. Dla poréwnania umieszczono czg-
steczke mtDNA cztowieka w skali 1:1. Kolory: czerwony —geny tRNA, brazowy —geny rRNA, niebieski —geny kodujace

biatka.

Nastepna roznica pomiedzy genami tRNA w genomie
mitochondrialnym roslin i zwierzat dotyczy ich pochodze-
nia. U cztowieka wszystkie geny tRNA, to geny wywodzace
sie od endosymbionta, ktory dat poczatek mitochondriom.
U rzodkiewnika tylko 12 unikatowych gendw tRNA to takie
geny. Pozostate 6 genéw tRNA wykazuje najwieksze podo-
bieAstwo do sekwencji genéw tRNA obecnych w chloropla-
stach [17]. Ponadto, w genomie mitochondrialnym buraka
cukrowego znaleziono gen tRNA, ktoéry nie wykazuje istot-
nej homologii do zadnej znanej sekwencji tRNA [12]. Obec-
no$¢ genéw tRNA przejetych z innych systemoéw ekspresji,
a zwtaszcza z chloroplastow, jest cecha charakterystyczng
mitochondriéw roslinnych.

Geny kodujace biatka sg ostatnig klasg gendw wystepuja-
cych w genomach mitochondrialnych. Liczebnos$¢ tej klasy
genéw wykazuje najwieksze réznice pomiedzy ro$linami i
zwierzetami. Ludzki mtDNA koduje zaledwie 13 biatek. Je-
denascie z nich wchodzi w sktad komplekséw fancucha od-
dechowego, a 2 w sktad syntazy ATP (Tabela 1). W mtDNA
rzodkiewnika zidentyfikowano 32 geny. Osiemnascie z
nich, czyli ponad potowa, koduje podjednostki czterech
kompleksow systemu fosforylacji oksydacyjnej. Siedem
genow koduje biatka rybosomalne, a 5 genéw koduje biat-
ka zaangazowane w synteze cytochromu c. Dwa pozostate
geny kodujg biatko zaangazowane w transport centrow ze-
lazowo-siarkowych z mitochondriéow (gen mttB) oraz matu-
raze uczestniczgca prawdopodobnie w wycinaniu intronéw
(gen tnat-R [19]). Zestawy gendow kodujacych biatka w po-
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zostatych 6 poznanych ge-
nomach mitochondrialnych
roslin wyzszych réznig sie
nieznacznie, w gtéwnej mie-
rze liczba genéw kodujacych
biatka rybosomalne (od 6 do
11). Ponadto, w genomie mi-
tochondrialnym tytoniu zna-
leziono 2 podjednostki kom-
pleksu Il (geny sdh3 i sdh4),
agen ccmFN u rzepaku i A.
thaliana zostat podzielony na
O 2 odrebne geny [12].

Jak widac z tego poréwna-
nia, genom mitochondrialny
rzodkiewnika, pomimo ze
jest 22-krotnie wiekszy, ko-
duje tylko 1,5 raza wiecej ge-
now (Ryc. 2). Liczba genow
u tego gatunku moze jeszcze
ulec zwiekszeniu. W jego
genomie mitochondrialnym
odnaleziono bowiem ponad
150 otwartych ramek od-
czytu, mogacych kodowac
biatka o dtugosci ponad 100
aminokwaséw [17]. Stano-
wig one tgcznie ponad 10%
genomu. Na og6t nie wyka-
zuja one znaczacej homologii
do zadnych znanych gendw.
Niektére z nich zawierajg
fragmenty ,klasycznych” genéw obecnych w genomie mi-
tochondrialnym. Znaczenie tych dodatkowych ramek od-
czytu pozostaje nieznane. Wykazano, ze przynajmniej nie-
ktore z nich ulegaja transkrypcji [20],

cztowiek

UPAKOWANIE INFORMACJI GENETYCZNEJ

Cechg charakterystyczng genomu mitochondrialnego czto-
wieka jest jego ekstremalne upakowanie. Geny nie zawierajg
intronéw, a sekwencje miedzygenowe sg nieobecne lub obej-
mujg zaledwie kilka par zasad. Niektdrym genom struktural-
nym brakuje petnej sekwencji kodonu STOP, ktora jest two-
rzona w wyniku potranskrypcyjnej poliadenylacji mRNA.
Geny dla rRNA i tRNA sg niezwykle mate. Geny dla tRNA
nie zawierajg sekwencji -CCA obecnej na koncu 3' czasteczki.
Sekwencja ta jest pozniej dodawana w wyniku potranskryp-
cyjnej modyfikacji. Sekwencje dwoch par genéw: ATP8 i ATP6
oraz ND4L i ND4 zachodzg na siebie na obszarze, odpowied-
nio, 46 i 7 nukleotydéw. W mtDNA wystepuja dwa regiony
niekodujace. Dtuzszy (ok. 1,1 kb), okreslany mianem petli D,
znajduje sie pomiedzy genami kodujgcymi tRNApei tRNARo
(Ryc. 1). W regionie petli D znajdujg sie elementy regulujace
transkrypcje i replikacje mtDNA, m.in. miejsca inicjacji trans-
krypcji dla obydwu nici oraz miejsce startu replikacji nici H
(Oh). Drugi obszar niekodujacy jest krotki (ok. 30 pz) i zawiera
miejsce startu replikacji nici L (O,) [14,18,21], W sumie sekwen-
cje regulatorowe i niekodujgce stanowig mniej niz 10%, co sta-
wia zwierzece genomy mitochondrialne wsérdd najbardziej
»upakowanych" genomoéw wystepujacych w przyrodzie.
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Tabela 1. Poré6wnanie genéw obecnych w genomie mitochondrialnym cztowieka i A. thaliana.

Rodzaj genu Cztowiek
Geny rRNA 2
Geny tRNA 22

Podjednostki systemu oksydacyjnej fosforylacji. W tym: 13
Kompleks | 7
Kompleks 111 1
Kompleks IV 3
Kompleks V 2
Biogeneza cytochromu ¢ -
Biatka rybosomalne -
Transport biatek -
Inne -

'22 to catkowita liczba genéw tRNA w mtDNA rzodkiewnika. 18 gendw tRNA to

geny unikatowe, pozostate cztery to ich kopie.

Rosliny pod wzgledem upakowania informacji genetycz-
nej w genomach mitochondrialnych stanowia przeciwien-
stwo zwierzat. U roslin sekwencje mtDNA kodujace geny
stanowig zaledwie kilkanascie procent catego genomu [12],
np. u A. thaliana jest to 18% (Ryc. 2) [17]. Pozostate 82% to
sekwencje niekodujace. Wsrdd nich sa m. in. introny, pseu-
dogeny oraz sekwencje powtorzone. W omawianym geno-
mie mitochondrialnym A. thaliana introny stanowig blisko
9% catej sekwencji mtDNA. Sekwencje powtdrzone o réznej
dtugosci stanowg kolejne 7% genomu. Jak dotgd w mtDNA
A. thaliana zidentyfikowano 3 pseudogeny [12].

Charakterystyczne dla roslin jest wystepowanie w ge-
nomach mitochondrialnych sekwencji nukleotydowych
homologicznych do sekwencji wystepujacych w DNA ja-
drowym ichloroplastowym. Obecno$¢ w mtDNA sekwen-
cji obecnych w innych genomach jest zwigzana z duzg
sktonnoscig mitochondriéw roslinnych do pobierania ob-
cego DNA. Analizy porownawcze wykazaly, ze w geno-
mie mitochondrialnym A. thaliana 4% stanowig sekwencje
obecne réwniez w jadrze komdérkowym, a 1,2% to sekwen-
cje spotykane rowniez w chloroplastach. W mtDNA A. tha-
liana znaleziono takze dwie otwarte ramki odczytu, kté-
rych sekwencje przypominajg polimerazy RNA zalezne od
RNA typowe dla wirusow RNA znalezionych u niektérych
grzybdw, bedacych roslinnymi patogenami [17], Oznacza
to, ze do mitochondrialnych genomoéw roélin dostajg sie
nie tylko fragmenty z genomoéw znajdujacych sie w bezpo-
Srednim sgsiedztwie (jagdro komorkowe, chloroplasty), ale
rowniez z genomoéw organizmow, z ktérymi roslina miata
stycznos$¢. Pochodzenie ponad potowy sekwencji niekodu-
jacych obecnych w genomie mitochondrialnym A. thaliana
i innych ros$lin pozostaje nieznane [17]. Przypuszczalnie
sg to rdwniez sekwencje nabyte w wyniku horyzontalne-
go transferu gendw, ale prawdopodobnie w wyniku cze-
stych rearanzacji mtDNA szybko utracity podobienstwo
do swych oryginatow.

W linii ewolucyjnej zwierzat wyraznie zauwazalna jest
tendencja do zmniejszenia rozmiaru mtDNA oraz maksy-
malnego jego upakowania. W genomach mitochondrial-
nych roélin zaznacza sie wprawdzie tendencja do eliminacji
kolejnych genow [7,8], jednak presja selekcyjna, faworyzuja-
ca krotsze czasteczki mtDNA, zostata wyraZnie utracona w
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toku ewolucji. Najprawdopodobniej stato sie to
na etapie powstania roslin okrytozalagzkowych.

A. thaliana 1 U tej grupy roslin obserwuje sie bowiem gwat-
3 towne zwiekszanie sie wielkosci genomow mi-
22 (18)1 tochondrialnych [12]. Mitochondria ro$lin okry-
32 tozalgzkowych utracity kontrole nad wielkoscig
9 swojego genomu i chtong jak ggbka wszelkiego
1 rodzaju czasteczki DNA, ktére znajdg sie na ich
3 terenie. Powiekszaniu rozmiaréw genomu mito-
5 chondrialnego sprzyja naturalna zdolno$¢ mito-
5 chondriéw rodlinnych do importu zar6wno RNA
7 [22], jak i DNA [23], co utatwia dostawanie sie do
1 nich obcego materiatu genetycznego.

1

STRUKTURA GENOMU
MITOCHONDRIALNEGO

Genom mitochondrialny cztowieka, podobnie
jak innych zwierzat, jest niewielkg kolista cza-
steczkg DNA (Ryc. 1) [14]. Zwyczajowo genom mitochon-
drialny roslin wyzszych réwniez przedstawia sie w postaci
kolistej czasteczki DNA zawierajacej cato$¢ informacji ge-
netycznej obecnej w mitochondriach. Taka czgsteczka nosi
nazwe genomu gtéwnego (ang. master genome). Jednak jak
dotychczas nie udato sie eksperymentalnie potwierdzi¢ ist-
nienia tak duzych czasteczek w mitochondriach roélin. Po-
stuluje sie, ze mogg one wystepowac jedynie w komorkach
merystematycznych [24], W pozostatych komérkach genom
mitochondrialny roslin jest ztozony z wielu czasteczek o r6z-
nym rozmiarze, utrzymywanych w dynamicznej rGwnowa-
dze w wyniku rekombinacji zachodzacej pomiedzy dtugimi
sekwencjami powtdrzonymi [25]. Czasteczki te przedstawia
sie w modelach organizacji genoméw roslinnych jako cza-
steczki koliste, ale in vivo najprawdopodobniej mogg one
przybiera¢ réwniez forme liniowa. W mitochondriach ro-
§lin, obok czasteczek kolistych i liniowych o roznej wiel-
kosci, ale mniejszej niz genom gtdwny, moga wystepowac
czasteczki liniowe o dtugosci przekraczajagcej kilkukrotnie
wielko$¢ genomu gtdwnego. Prawdopodobnie sg one wy-
nikiem replikacji kolistego DNA wedtug modelu toczace-
go sie kota lub tez moga powstawaé poprzez taczenie sie
krotszych czasteczek w wyniku rekombinacji. W mitochon-
driach ros$lin obserwuje sie rowniez czasteczki rozgatezione
lub w ksztalcie rozety, a takze czgsteczki jednoniciowego
mtDNA. S3g one najprawdopodobniej stanami posrednimi
procesow replikacji i rekombinacji [25],

W mitochondriach roslin, jak rGwniez zwierzat, obok do-
minujgcego genomu mitochondrialnego wystepowac¢ moga
alternatywne genomy mitochondrialne. Stan organizmu, w
ktdrym wystepuje wiecej niz jeden genom mitochondrialny
nazywamy heteroplazmig. Stosunek alternatywnych geno-
mow mitochondrialnych w heteroplazamatycznej populacji
moze by¢ rézny. Zazwyczaj jednak jeden z genomow wy-
raznie dominuje i decyduje o fenotypie. U zwierzat pojawie-
nie sie heteroplazmii wigzano z chorobami mitochondrial-
nymi i procesem starzenia, ale ostatnio wykryto ja rowniez
u ludzi zdrowych [26], U roslin wykazano, ze zmiany w
heteroplazmatycznej populacji czasteczek mtDNA moga
doprowadzaé do zmian fenotypowych, np. pojawienia sie
cytoplazmatycznej meskosterylnosci (CMS, ang. cytoplasmic
mate sterility), polegajacej na tym, ze ro$lina nie jest w sta-
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nie wytwarza¢ witalnego pytku [27], Pomimo ze heteropla-
zmia jest stanem obecnym w obu grupach organizmoéw, to
gtébwne mechanizmy odpowiedzialne za jej powstawanie sg
rézne. U roslin najczestszym mechanizmem, ktéry dopro-
wadza do powstania alternatywnego genomu na poziomie
substechiometrycznym, jest nieodwracalna rekombinacja
nieuprawniona. Natomiast u zwierzat heteroplazmia jest
najczesciej wynikiem btedédw w czasie replikacji, nieefek-
tywnych proceséw naprawczych czy reakcji mtDNA z reak-
tywnymi formami tlenu. W wyniku tych proceséw powstajg
alternatywne genomy rdznigce sie od wzorcowego mutacja-
mi punktowymi, matymi delecjami lub duplikacjami [26],

Oprdcz genomu mitochondrialnego, w mitochondriach ro-
$lin moga wystepowac samoreplikujace sie plazmidy liniowe
o wielkosci 2-13 kb. Obecnos¢ takich czgsteczek stwierdzono
w mitochondriach 8 gatunkéw roélin, m.in. kukurydzy Zea
mays [28]. Kodujg one zazwyczaj polimeraze RNA lub po-
limeraze DNA grupy B, charakterystyczne dla niektorych
wirusow i bakteriofagdw. Ich budowa przypomina DNA
transpozondéw z charakterystycznymi krotkimi terminalny-
mi powtdérzeniami. Analiza sekwencji wskazuje, ze plazmidy
liniowe obecne w mitochondriach roslin sg spokrewnione z
podobnymi plazmidami obecnymi w mitochondriach grzy-
béw fitopatogennych i prawdopodobnie trafity do roslin w
wyniku horyzontalnego transferu genéw [28]. Obecnos¢ pla-
zmidow liniowych wskazuje, ze obcy DNA, ktory dostat sie
do rodlinnego mitochondrium jest nie tylko wigczany do ge-
nomu mitochondrialnego, ale moze utrzymywac sie na tere-
nie mitochondridw w postaci niezaleznych replikonow.

REKOMBINACJA mtDNA

Obecnos$¢ rekombinacji w mitochondriach ssakéw, a
zwitaszcza w mitochondriach cztowieka, byta poddawana
bardzo wnikliwym analizom. Zwigzane jest to z tym, Ze brak
tego zjawiska zaktadajg wszelkie badania dotyczgce ewolucji
cztowieka oparte o analize sekwencji mtDNA. Obecnie domi-
nuje poglad, ze w mitochondriach ssakéw rekombinacja nie
zachodzi. Sporadycznie pojawiaja sie pojedyncze doniesienia
wskazujgce na mozliwos$¢ rekombinacji ludzkiego mtDNA.
Jednak interpretacja tych doniesien bywa kontrowersyjna.
Przyktadem moga by¢ prace, ktére wskazywaty, ze przeja-
wem rekombinacji mtDNA u cztowieka jest zjawisko homo-
plazji, polegajace na wystepowaniu tych samych mutacji w
réznych liniach ewolucyjnych mtDNA [29], Homoplazja w
ludzkim mtDNA jest zjawiskiem dosy¢ powszechnym. Ob-
serwowano jg m. in. w badaniach dotyczacych populacji pol-
skiej [30], Jednak bardziej doktadne analizy wskazuja, ze zja-
wisko homoplazji jest wynikiem wystepowania w mtDNA
tzw. gorgcych miejsc mutacji, czyli miejsc, w ktérych mtDNA
szczegdlnie czesto jest narazony na mutacje [30-32],

Zjawisko rekombinacji mtDNA jest jedng z najbardziej wy-
rézniajacych sie cech mitochondriéw roslinnych wptywajaca
posrednio na wiele innych wtasciwosci tych organelli. Rekom-
binacja pomiedzy powtarzajgcymi sie sekwencjami DNA jest
gtownym czynnikiem wptywajgcym na obserwowang struk-
ture genomu mitochondrialnego u roslin wyzszych [33]. W
mitochondriach ros$lin zachodzg dwa typy rekombinacji: ho-
mologiczna pomiedzy diugimi sekwencjami powtdrzonymi
(ang. long repeats) i rekombinacja pomiedzy krotkimi sekwen-
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cjami powtorzonymi (ang. short repeats) [34], Rekombinacja
homologiczna, charakteryzujgca sie wysoka czestotliwoscia
i odwracalnoscia, jest odpowiedzialna za wieloczgsteczkowg
strukture genomu mitochondrialnego. Rekombinacja miedzy
krotkimi sekwencjami powtérzonymi zachodzi sporadycznie,
jest nieodwracalna i odpowiada za powstawanie alternatyw-
nych form genomu zwanych sublimonami. Przebudowane w
ten sposéb czasteczki mtDNA moga byé utrzymywane przez
wiele pokoleri bez zmian lub ulec selektywnej amplifikacji, sta-
jac sie formg dominujgcg mtDNA [35,36].

EKSPRESJA INFORMACJI GENETYCZNEJ
W MITOCHONDRIACH

TRANSKRYPCJA GENOW KODOWANYCH W mtDNA

Biorac pod uwage pochodzenie mitochondriéw, mozna
bytoby sie spodziewaé, ze polimeraza RNA, wystepujaca w
mitochondriach, bedzie typu bakteryjnego. Tymczasem za
transkrypcje w mitochondriach zwierzecych i roslinnych,
i innych do tej pory zbadanych, odpowiedzialna jest poli-
meraza RNA wykazujaca najwieksze podobienstwo do po-
limeraz wirusow bakteryjnych [37,38], Jedynym wyjatkiem
jest pierwotniak Reclinomonas amencana posiadajgcy naj-
bardziej pierwotny, z dotychczas opisanych, genom mito-
chondrialny [1]. W genomie tym wystepujg geny kodujace
wielopodjednostkowa polimeraze podobng do polimeraz
RNA eubakterii. Sugeruje sie, ze w toku ewolucji, na bardzo
wczesnym etapie, doszto do wyeliminowania polimerazy
RNA typu bakteryjnego i zastgpienia jej polimeraza RNA
pochodzacag z wiruséw bakteryjnych.

Gtowne réznice pomiedzy mitochondriami réznych
grup systematycznych wystepujg na etapie inicjacji i ter-
minacji transkrypcji. W pewnym stopniu réznice te wyni-
kajg z odmiennej organizacji genomu mitochondrialnego.
Proces transkrypcji w mitochondriach zwierzecych zostat
dopasowany do ,kompaktowej" organizacji genomu mi-
tochondrialnego i obejmuje praktycznie calg czasteczke
DNA. W mtDNA cztowieka znajdujg sie dwa promotory
(LSP i HSP) zlokalizowane w obrebie petli D (Ryc. 1). Kaz-
dy z nich stuzy do transkrypcji jednej z nici mtDNA (odpo-
wiednio nici L inici H). W obrebie obrebie promotora HSP
wystepujg dwa miejsca inicjacji transkrypcji (HSP1 i HSP2).
Transkrypcja z miejsca HSP2 obiega prawie catg czasteczke
mtDNA iulega terminacji zaraz za genem tRNARe Prowa-
dzi to do powstania dtugiego prekursora obejmujagcego catg
ni¢ H. Natomiast transkrypcja rozpoczeta w miejscu HSP1
ulega terminacji za genem 16S rRNA i stuzy do syntezy
krétkiego transkryptu obejmujacego gtdwnie geny rRNA.
Za terminacje transkrypcji odpowiada biatko mTERF wig-
zace sie w obrebie genu tRNALsWUR (Ryc. 1). Transkrypcja
nici L, rozpoczeta w obrebie promotora LSP, obejmuje catg
sekwencje mtDNA iulega terminacji najprawdopodobniej
w obrebie wigzania czynnika mTERF [39].

Ze wzgledu na znacznie wigksze rozmiary genomu iroz-
proszenie genéw w obrebie catej sekwencji mtDNA, u roslin
wystepuje znacznie wiecej promotoréw. Dany promotor
moze kierowac transkrypcja tylko jednego genu, ale czasami
pojedynczy promotor stuzy do ekspresji kilku gendéw potozo-
nych blisko siebie [40-42], Promotory dla r6znych grup genéw

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

(geny rRNA, tRNA oraz geny kodujace biatka) sa podobne
[20,40]. Sekwencje promotoréw w genomach mitochondrial-
nych sg bardzo zmienne i stabo zachowane pomiedzy roz-
nymi gatunkami roslin okrytozalgzkowych [43,44]. Cechg
unikalng procesu transkrypcji w roslinnych mitochondriach
jest obecnos$é kilku promotoréw dla pojedynczego genu [44],
Znaczenie tego zjawiska jest nieznane. Jednym z mozliwych
jest regulacja poziomu transkrypcji poszczeg6lnych gendw.

Kolejng cechg charakterystyczng transkrypcji w mito-
chondriach roélin jest to, ze transkrypcji ulegajg nie tylko
fragmenty mtDNA kodujace geny, ale rowniez obszary nie-
kodujace. Ekspresji moga ulega¢ takze nici antysensowe. Na
przyktad, dla 5 przebadanych gendw u A. thaliana oprocz
normalnych transkryptéw znaleziono réwniez ich anty-
sensowe odpowiedniki [20], Nie wiadomo natomiast, w
jaki sposéb przebiega terminacja transkrypcji w roslinnych
mitochondriach, bowiem jak dotychczas nie zdefiniowano
miejsc terminacji transkrypcji [20]. Niewykluczone, ze ta-
kich miejsc nie ma, a terminacja transkrypcji jest wyznacza-
na okre$long procesywnoscig polimerazy RNA.

Poréwnanie ekspresji genomu mitochondrialnego u
roslin i zwierzat wskazuje, ze przepisaniu na RNA ulega
praktycznie cala, a przynajmniej znaczaca cze$¢ sekwencji
mtDNA u obydwu grup organizmdw. Jednak stan ten jest
osiggany w zupetnie odmienny sposob. U zwierzat obszary
mtDNA ulegajace transkrypcji sg Scisle zdefiniowane. Nato-
miast wydaje sig, ze u roslin etap transkrypcji ma zapewnic
synteze czasteczek RNA obejmujgcych duze i stabo zdefi-
niowane obszary mtDNA, a kontrola tego, ktore czgsteczki
RNA sg potrzebne zachodzi na etapach potranskrypcyjnych,
przede wszystkim na poziomie degradacji RNA [20,42],

WYCINANIE INTRONOW

Jednym z etapéw potranskrypcyjnej obrébki RNA w mito-
chondriach roslinnych, nie wystepujacym w mitochondriach
zwierzecych jest wycinanie intronéw. Brak intronéw w geno-
mach mitochondriow zwierzecych, jest zwigzany zapewne z
silng tendencjg do eliminacji zbednych sekwencji DNA z tych
genomoéw. W genomie mitochondrialnym A. thaliana introny
stanowig okoto 9% sekwencji mtDNA [17]. Geny znajdujace
sie w tym genomie zawierajg 23 introny grupy Il o dtugosci
od 485 do 4000 nukleotydéw. Niektore geny zawierajg wiecej
niz jeden intron. Jeden z intronéw w genie nadl koduje matu-
raze (gen mat-R) [15,19]. Zupeinie wyjgtkowym zjawiskiem,
ktore wystepuje w mitochondriach roslinnych jest obecnos¢
intron6w ulegajacych wycinaniu z pozycji trans (ang. trans-
splicing introns) [19]. W wyniku czestych rekombinacji wy-
stepujagcych w mitochondrialnych genomach roslin moze
sie zdarzy¢, ze gen zostanie rozerwany w obrebie intronu.
Powstate dwie oddalone od siebie czesci genu ulegajg nie-
zaleznej transkrypcji. W procesie trans-wycinania dochodzi
do ztozenia dwoch transkryptéw kodujacych odpowiadaja-
ce sobie potéwki genu, odtworzenia odpowiedniej struktury
rozerwanego intronu, a nastepnie do jego wyciecia. Przykta-
dowo, w genomie mitochondrialnym A. thaliana i ryzu zna-
leziono odpowiednio 5i 6 takich ,trans-intronéw". Niektore
geny zawierajg dwa lub trzy ,trans-introny", co oznacza, ze
ostateczne czasteczki mMRNA sa sktadane z 3-4 niezaleznie
powstatych transkryptéw [19].
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REDAGOWANIE RNA

Jedng z najbardziej zdumiewajacych cech potranskrypcyj-
nej obrobki RNA w mitochondriach ro$lin jest wykorzystanie
na szerokg skale zjawiska redagowania RNA, ktérego nie ob-
serwuje sie w mitochondriach zwierzat. Redagowanie w mi-
tochondriach roélinnych polega na zamianie U w C, albo Cw
Uw RNA, przy czym ten drugi typ modyfikacji jest znacznie
bardziej rozpowszechniony. Wykonane w 1999 roku pordw-
nanie sekwencji mitochondrialnego genomu A. thaliana z se-
kwencjami cDNA pozwolito na zidentyfikowanie 441 miejsc
ulegajacych redagowaniu [45], aczkolwiek od tamtego czasu
ukazaty sie prace opisujace kolejne miejsca ulegajace redago-
waniu [20,41]. Redagowanie dotyczy gtdwnie fragmentow
RNA kodujgcych biatka. Stosunkowo niewiele miejsc ule-
gajacych redagowaniu wystepuje w sekwencjach niekoduja-
cych, zas redagowanie rRNA i tRNA zdarza sie stosunkowo
rzadko. Doktadna rola redagowania RNA nie jest znana. Jed-
nak analizy wykonane dla A. thaliana sugeruja, ze redagowa-
nie na ogot prowadzi do zwiekszenia hydrofobowosci biatek
mitochondrialnych. Przyktadowo, spos$réd 425 kodondéw
ulegajacych redagowaniu u A. thaliana 41,5% koduje przed
redagowaniem aminokwasy o charakterze hydrofobowym.
Po ich przeredagowaniu udziat aminokwaséw hydrofobo-
wych wzrasta do 85% [45], W redagowaniu RNA uczestniczg
biatka z rodziny PPR kodowane w jadrze komdrkowym [46],
Zatem, ostateczna sekwencja biatek syntetyzowanych w mi-
tochondriach roslin wyzszych zalezy nie tylko od sekwencji
mtDNA, ale czeSciowo jest zapisana w DNA jadrowym w
postaci biatek odpowiedzialnych za redagowanie RNA.

DOJRZEWANIE KONCOW 3' | 5 TRANSKRYPTOW

W genomie mitochondrialnym cztowieka geny rRNA i
prawie wszystkie geny kodujace biatka sg otoczone genami
kodujacymi tRNA, ktore odgrywaja kluczowa role w obrébce
policistronowych transkryptéw RNA. Postuluje sig, ze trans-
krypty rRNA i mRNA sg niejako ubocznymi produktami
wycinania czasteczek tRNA z policistronowych prekursoréw
[47], W pierwszej kolejnosci jest uwalniany koniec 5' tRNA, a
nastepnie jego koniec 3'. Za obrébke koncéw 5' i 3' tRNA sg
odpowiedzialne, odpowiednio, rybonukleaza P oraz tRNAza
Z [48,49], Uwolnione czasteczki rRNA sg wbudowywane w
rybosomy, natomiast czasteczki tRNA i mMRNA sg poddawa-
ne dalszym obrobkom. W przypadku tRNA jest to dodanie
sekwencji -CCA przez nukleotydylotransferaze ATP(CTP)
specyficzng dla tRNA i modyfikacje okreslonych zasad
azotowych. Natomiast ostatnim etapem obrébki czgsteczek
MRNA jest ich poliadenylacja.

W mitochondriach roslin czasteczki tRNA sa syntetyzowa-
ne jako dtuzsze, mono- lub policistronowe prekursory [40],
Nadmiarowe sekwencje po stronie 5' i 3' sg nastepnie usu-
wane przez rybonukleaze P oraz RNAze Z [38,50], Nastepnie
czasteczka tRNA ulega dalszym modyfikacjom. Podobnie, jak
w przypadku mitochondriéw zwierzecych jest to dodanie se-
kwencji -CCA oraz modyfikacje zasad azotowych. Niedawno
okazato sig, ze w mitochondriach roslin rybonukleaza P oraz
RNAza Z uczestniczg takze w obrobce prekursoréw czasteczek
mRNA [41]. Jak juz wcze$niej wspomniano, mitochondrialne
transkrypty u rodlin nie majg $cisle zdefiniowanych miejsc
terminacji. Tymczasem okazato sie, ze czgsteczki mMRNA u A
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thaliana majg Scisle zdefiniowany koniec 3'. Wykazano, ze na
koncach 3' transkryptow mRNA wystepujg struktury w po-
staci jednej lub kilku tzw. szpilek do wtoséw (ang. stem-loop
structures) lub tzw. elementy t, ktore swojg strukturg przypo-
minajg strukture tRNA. Jedng z funkcji tych struktur jest nakie-
rowywanie RNAzy P i/lub RNAzy Z w odpowiednie miejsce
prekursora mRNA w celu utworzenia odpowiedniego konca
3'. Drugg istotng funkcja elementéw t i szpilek do wiosow na
koncach 3', o ktérej warto wspomnie¢, jest regulacja stabilnosci
czasteczek mMRNA [51]. Sugeruje sie, ze RNAzy P i Z uczestni-
czg takze w formowaniu korica 5 mRNA w mitochondriach
roslinnych [41]. Stwierdzono bowiem, ze koAce 5' niektorych
dojrzatych czasteczek mMRNA nie pokrywajg sie z poczatkiem
transkrypcji. Obecno$¢ na tych koricach elementéw t, wskazu-
je, ze najprawdopodobniej powstaty one w wyniku endonu-
kleolitycznego cieciawykonywanego przez RNAze P/RN Aze
Z. Zatem uzyskane dotychczas wyniki pozwalajg stwierdzic,
ze kluczowa role w dojrzewaniu czasteczek RNA w mitochon-
driach zwierzecych, jak i ro$linnych odgrywajg dwa enzymy,
RNAza P oraz RNAza Z.

POLIADENYLACJA CZASTECZEK mRNA

Ostatnim etapem obrébki mMRNA spotykanym w mitochon-
driach rodlin i zwierzat jest poliadenylacja, czyli dodanie frag-
mentu poli(A) na koAcu 3' transkryptu, ale jej rola istotnie rozni
sie u tych dwoch grup organizméw. W mitochondriach roslin-
nych dodanie ,,ogona" poli(A) kieruje transkrypt na droge de-
gradacji, podobnie jak to sie dzieje u bakterii i w chloroplastach
[52]. Z kolei, funkcja poliadenylacji w odniesieniu do stabilno-
Sci transkryptéw mRNA w mitochondriach ssakdw nie jest
catkowicie jasna. Usuniecie ogona poli(A) powoduje zmiany
(wzrost lub spadek) w poziomie poszczeg6lnych transkryp-
tow mRNA, co sugeruje, ze poliadenylacja moze uczestniczy¢
w regulacji stabilnosci RNA w mitochondriach cztowieka [53].
Jedyng dobrze udokumentowang funkcjg poliadenylacji w
mitochondriach ssakdw jest tworzenie kodonéw STOP. Z po-
wodu wysokiego upakowania informacji genetycznej niektore
transkrypty, takie jak ND1, ND2, ND3, ND4/4L, COX3 i Cyt.
b posiadajg tylko jedng lub dwie litery kodonu STOP zakodo-
wane w mtDNA. Petny kodon STOP UAA jesttworzony przez
dodanie adenin do konca 3' powstatego transkryptu [47].

TRANSLACJA | KOD GENETYCZNY

Jedng z cech odrozniajgcych system translacji w mito-
chondriach ro$lin od zwierzat jest wielko$¢ rybosomow.
Wspétczynnik sedymentacji rybosoméw w mitochondriach
roslinnych wynosi 70-80S i nie rézni sie znaczaco od rybo-
somoéw bakteryjnych (ok. 70S). Natomiast rybosomy w mito-
chondriach zwierzecych sg zdecydowanie mniejsze (55-60S)
[54]. Jednak najbardziej wyrézniajacg sie cechg systemu
translacji w mitochondriach jest odmienne wykorzystanie
niektorych kodondw. U zwierzat jest to przede wszystkim
zwigzane z wykorzystaniem odmiennego kodu genetyczne-
go. W mtDNA zwierzat kodon TGA nie jest kodonem STOP,
ale koduje tryptofan. Ponadto, kodon ATA koduje metioni-
ne zamiast izoleucyny. Kodony AGA oraz AGG nie kodu-
ja argininy, lecz kodony STOP. Zmieniony kod genetyczny
mitochondridw zwierzecych jest konsekwencjg maksymal-
nego uproszczenia dekodowania informacji genetycznej. To
uproszczenie sprawia, ze 18 aminokwaséw posiada tylko po
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jednym rodzaju tRNA, do ktérego moze by¢ przytaczone. Je-
dynie w przypadku leucyny i seryny wystepujg po dwa ro-
dzaje tRNA. Dzieki temu uproszczeniu mozliwe byto zmniej-
szenie liczby genéw tRNA do absolutnego minimum, jakim
jest liczba 22 genéw obecnych w mtDNA zwierzat [18].

Kod genetyczny mitochondriéw roslinnych nie odbiega
od uniwersalnego kodu genetycznego, chociaz doszukano
sie kilku odstepstw dotyczacych kodonu START. We wszyst-
kich opisanych dotychczas systemach translacji pierwszym
kodonem kazdego biatka jest kodon ATG kodujgcy metioni-
ne. Tymczasem w genie mttB obecnym w mtDNA A. thaliana
pierwszym kodonem jest kodon AAT, kodujacy arginineg, na-
tomiast biatko mat-R rozpoczyna sie od kodonu GGG, biatko
cch203 — od kodonu GTG [17]. Kodon GTG stuzy rowniez
jako kodon start w genie rpll6 w mitochondriach wiesiotka
[55]. Odstepstwo od standardowego kodonu START zaobser-
wowano takze w przypadku genu ND2 obecnego w mtDNA
cztowieka. Gen ten zaczyna sie od kodonu ATT, jednak w
przypadku mitochondriéw zwierzecych kodon ten koduje
metionine, bedaca typowym aminokwasem, od ktérego za-
czyna sie synteza biatka [56].

REGULACJA EKSPRESJI mtDNA

Gtowng funkcja genomu mitochondrialnego jest za-
pewnienie syntezy kilkunastu podjednostek kompleksow
zlokalizowanych w wewnetrznej btonie mitochondrialnej.
Pozostate podjednostki tych kompleksow sg kodowane
w jadrze komdérkowym i syntetyzowane w cytoplazmie.
Zatem, jednym z waznych elementow ekspresji genéw w
mitochondriach jest koordynacja ilosci podjednostek ko-
dowanych w mtDNA z iloscig podjednostek importowa-
nych z cytoplazmy. Ta kontrola moze zachodzi¢ na kilku
poziomach. W mitochondriach zwierzecych gtéwna kon-
trola odbywa sie na poziomie inicjacji transkrypcji [57,58],
Transkrypcja mtDNA jest regulowana przez szereg czyn-
nikoéw, takich jak: TFAM, TFB1M, TFB2M i mTERF [57],
U roslin regulacja transkrypcji mtDNA jest nadal proce-
sem mato zbadanym. Jednak sadzi sie, ze gtdéwna kon-
trola ekspresji genomu mitochondrialnego zachodzi na
etapach potranskrypcyjnych, takich jak degradacja RNA
oraz degradacja biatek [20,42,59], Degradacja biatek jest
procesem szczegOlnie istotnym dla biogenezy wysoko-
czasteczkowych komplekséw mitochondrialnych, ztozo-
nych z biatek kodowanych w genomie mitochondrialnym
ijagdrowym [59], Gtdwnymi enzymami zaangazowanymi
w usuwanie biatek niefunkcjonalnych, badz biatek syn-
tetyzowanych w nadmiarze sg zalezne od ATP proteazy.
Degradacja z udziatem tych proteaz jest procesem specy-
ficznym, co oznacza, ze dany typ proteazy ma okreslone
substraty. Zalezne od ATP proteazy wykryto zaréwno w
mitochondriach zwierzat [60], jak i roslin [61,62], Regula-
cja ekspresji genéw na poziomie biatka w mitochondriach
roslin ma dodatkowy, unikalny aspekt zwiazany z de-
gradacjg biatek cze$ciowo zredagowanych. Przeprowa-
dzone badania wskazuja bowiem, ze wszystkie mMRNA,
niezaleznie od ich stopnia zredagowania sg matrycami
do syntezy biatek, ale tylko biatka w petni zredagowa-
ne sg sktadnikami komplekséw mitochondrialnych [59],
Zatem, selekcja prawidtowych biatek nastepuje na etapie
potranslacyjnym.
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PODSUMOWANIE

Przedstawione w tym artykule przeglagdowym rdznice w
sposobie przechowywania informacji genetycznej i jej odczy-
tywania obrazujg kierunek ewolucji mitochondriéw roslin-
nych i zwierzecych. Wyro6zniajaca sie cechg mitochondridow
zwierzecych jest dgzenie do maksymalnej redukcji informacji
genetycznej. Wiaze sie to z malg liczbg genow i eliminowa-
niem zbytecznych sekwencji mtDNA. Dazenie do maksymal-
nego uproszczenia obserwuje sie rowniez na poszczegélnych
etapach ekspresji mtDNA. O sile tego dgzenia $wiadczy zmia-
na kodu genetycznego, ktory jest jedng z najbardziej uniwer-
salnych cech wspdlnych wszystkim organizméw zywych.
Mitochondria roslin charakteryzuja sie nagromadzeniem
nietypowych rozwigzan dotyczacych przechowywania i
ekspresji informacji genetycznej. Niekt6re z nich (np. redago-
wanie RNA, wystepowanie ,trans-intronéw", rekombinacja
mtDNA) sg wprawdzie spotykane w mitochondriach innych
grup systematycznych, ale w zadnej z nich nie wystepuja na
tak szeroka skale. Nieliczne dane dotyczace roslin nizszych
wskazuja, ze wiekszos$¢ z tych nietypowych rozwigzan po-
jawito sie na etapie powstania roslin okrytozalgzkowych.
Bodzcem do wielu zmian mogto by¢ zmniejszenie kontroli
nad wielkoscig oraz strukturg genomu mitochondrialnego,
w ktérej utrzymaniu pierwszoplanowag role odgrywa rekom-
binacja. Istotng cechg decydujacg o wielu wiasciwos$ciach
mitochondriéw ro$linnych jest ich otwarto$¢ na informacje
genetyczng pochodzacg z zewnatrz. W mitochondrialnym
genomie roslin identyfikowane sg nie tylko czasteczki DNA
chloroplastowego czy jadrowego pochodzace z tego samego
organizmu, ale réwniez DNA gatunkéw niespokrewnionych.
W niektérych przypadkach wigczana informacja genetyczna
moze zosta¢ zaadoptowana do petnienia okre$lonej funkcji.
Stosunkowo mata zmiennos$¢ struktury mtDNA u kregow-
cow, a zwhaszcza u ssakdw, wskazuje, ze gtowny cel ewolu-
cyjny zostat przez nie osiggniety i ich genomy mitochondrial-
ne nie ulegajg duzym zmianom ewolucyjnym. Poréwnanie
opisanych dotychczas genomdw mitochondrialnych réznych
gatunkdéw roslin okrytozalgzkowych pokazuje, ze ro6znig sie
one nie tylko wielkos$cig, ale rowniez zestawem gendw i ich
utozeniem w genomie. Wskazuje to, ze genomy mitochon-
drialne u roslin nadal podlegajg intensywnej ewolucji.
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Evolution of the mitochondrial DNA and its expression system
—comparison between animal and plant kingdom
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ABSTRACT
The information about features of the Eukaryotic cells is maintained not only in the nucleus, but also in the extranuclear genomes localized
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in mitochondria and chloroplasts. Comparison between plant and animal mitochondrial genomes allows to perceive two extremely distinct
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evolution strategies. Animals clearly tend to reduce the size of the mitochondrial genome to the minimum. In accordance with this, the simpli-
fication in decoding of genetic information present in the genome is observed. On the contrary, plant mitochondrial genomes tend to increase
their size. Accumulation of extraordinary solutions for maintaining and expression of genetic information present in the genome is the second
distinctive feature of plant mitochondria.
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Wystepowanie mutacji w mtDNA i ich
potencjalny wptyw na strukture biatek
w wybranych typach nowotwordéw

STRESZCZENIE

Badania ostatnich lat wskazujg na wystepowanie w wielu typach nowotworéw zwiekszo-
nej czestosci mutacji w mitochondrialnym DNA, jednak ich znaczenie dla struktury i
funkcji systemu fosforylacji oksydacyjnej nie zostato dotychczas podsumowane. W niniej-
szej pracy oméwiono mutacje genéw mitochondrialnych kodujacych biatka w raku prostaty,
przetyku oraz w nabtoniaku rdzeniastym. Ze wzgledu na fakt, ze wszystkie kodowane przez
genom mitochondriéw polipeptydy sa podjednostkami komplekséw systemu fosforylacji
oksydacyjnej, szczeg6lng uwage zwrocono na wptyw mutacji tego genomu na metabolizm
tlenowy komérki.

WPROWADZENIE
BUDOWA | FUNKCJA MITOCHONDRIUM

Mitochondria sa organellami, w ktérych zachodzi wiele istotnych proceséw
metabolicznych, takich jak cykl Krebsa, fosforylacja oksydacyjna i (3-oksydacja
kwasow ttuszczowych [1], Mitochondria posiadaja wtasny genom (mtDNA); w
mitochondriach cztowieka jest to kolista czasteczka o wielkosci 16569 pz [2] i
niosgca 37 genéw: 13 kodujacych polipeptydy, 2 geny rRNA (12S i 16S rRNA)
oraz 22 geny tRNA [3]. Wszystkie polipeptydy kodowane przez DNA mito-
chondrialny sg podjednostkami kompleksow systemu fosforylacji oksydacyjnej
(OXPHQOS) (Tabela 1). Pozostate biatka mitochondrialne s kodowane w geno-
mie jadrowym [4].

Tabela 1. Sktad podjednostkowy komplekséw systemu fosforylacji oksydacyjnej, na podstawie [49,50].

Kompleks Liczba Podjednostki kodowane Podjednostki
podjednostek w DNA jadrowym kodowane w mtDNA

| 46 39 7

1l 4 4 0

1l 11 10 1

\Y 13 10 3

\Y% 16 14 2

Czesto$¢ powstawania mutacji w mtDNA jest wyzsza niz w genomie jadro-
wym. Jest to warunkowane czynnikami, takimi jak powstawanie reaktywnych
form tlenu (RFT) w taficuchu oddechowym, brak biatek histonowych oraz mata
wydajnos¢ systemoéw naprawy DNA w mitochondrium [4]. Wysoka czestos¢
zmian w mtDNA jest przyczyng powstawania licznych polimorfizméw i mu-
tacji [5].

Komérka nowotworowa w poréwnaniu ze zdrowg wykazuje rdznice w se-
kwencji nukleotydowej genomu oraz réznice epigenetyczne, za czym dalej idg
réznice na poziomie transkryptomu i proteomu, a w koficu na poziomie me-
tabolomu. Komorki nowotworowe majg podwyzszony poziom glikolizy oraz
upos$ledzong produkcje ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej [6]. Zaburze-
nia metabolizmu tlenowego komérek nowotworowych zostaty po raz pierwszy
zaobserwowane przez Otto Warburga ponad 70 lat temu, stad obecnie teoria o
obnizonym poziomie fosforylacji oksydacyjnej i podwyzszonym poziomie od-
dychania beztlenowego w komérkach nowotworowych nazywana jest hipotezag
Warburga [7],

W reakcjach dehydrogenacji, bedacych czescig proceséw, takich jak: cykl
Krebsa, p-oksydacja kwasow ttuszczowych i innych, uwolnione z substratéw
protony i elektrony zostajg przeniesione na czasteczki przenos$nikow NAD+
(dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) oraz FAD (dinukleotyd flawinoade-
ninowy). Czasteczki zredukowanych przeno$nikéw nastepnie oddajg elektrony
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kompleksom tancucha oddechowego (NADH na kompleks
I, natomiast FADH2na kompleks Il). Energia uwolniona w
procesie przenoszenia elektronéw wzdtuz przekaznikow o
wzrastajgcych potencjatach redoks jest wykorzystywana do
przenoszenia protonéw H+w poprzek wewnetrznej btony
mitochondrium, co powoduje ustalenie sie réznicy poten-
cjatéw (Aip) i stezen (ApH) w poprzek wewnetrznej btony
mitochondrialnej, z utworzeniem tzw. potencjatu elektro-
chemicznego (Ap) — sity protonomotorycznej. Zgodnie z
zatozeniami teorii chemiosmotycznej Mitchella, utworzona
sita jest wykorzystywana do syntezy ATP przez tzw. pom-
pe protonowg. Role pompy protonowej odgrywa kompleks
V systemu fosforylacji oksydacyjnej czyli syntaza ATP (FIFO
ATPaza, ATPaza V) [8,9] Ponadto, tafncuch oddechowy bu-
dujg dwa ruchome przekazniki elektronéw (ubichinon, cy-
tochrom ¢) oraz kompleksy: dehydrogenazy NADH, oksy-
doreduktazy bursztynianowej, cytochromow bc; i oksydazy
cytochromu c [1,8].

Dehydrogenaza NADH (czyli kompleks 1) zbudowana
jest z 46 podjednostek i jest najwiekszym z kompleksow
tafncucha oddechowego (masa okoto 1 MDa). Przenosi on
elektrony z NADH na centrum zawierajgce FMN (mono-
nukleotyd flawinowy), a potem przez serie centrow zela-
zo-siarkowych na ubichinon. Uwolniona energia zostaje
wykorzystana do przeniesienia protonéw z macierzy mi-
tochondrialnej do przestrzeni miedzybtonowej. Struktura
kompleksu | nie jest jeszcze dostatecznie zbadana, jednak
z badan nad kompleksem z serca wotu wiadomo, ze ma on
ksztatt litery L, ktérej jedno ramie zanurzone jest w macie-
rzy mitochondrialnej, a drugie — w blonie wewnetrznej,
a wszystkie siedem podjednostek kodowanych mitochon-
drialnie znajduje sie w ramieniu btonowym [1,9,10],

Kompleks Il, ktérego czescig jest dehydrogenaza bursz-
tynianowa, zbudowany jest z czterech podjednostek ko-
dowanych w genomie jadrowym. Jest on zaangazowany
nie tylko w proces fosforylacji oksydacyjnej, ale tez w cykl
Krebsa (utlenianie bursztynianu do fumaranu). Uwolnione
z bursztynianu elektrony sa przenoszone na FAD znajduja-
cy sie w centrum aktywnym enzymu. Elektrony te przeno-
szone sg na ubichinon z pominieciem kompleksu I.

Kompleks Il (czyli kompleks cytochromdw bej) wyste-
puje w postaci dimeru. Kazda monomer sktada sie z 11 pod-
jednostek, w tym jednej kodowanej przez DNA mitochon-
drialne (cytochrom b). Cytochrom b posiada dwie grupy
hemowe zwane grupami b{i bH(grupy hemowe odpowied-
nio o niskim i wysokim potencjale oksydoredukcyjnym).
Oprécz cytochromu bjeszcze dwie podjednostki kompleksu
Il posiadaja centra aktywne: biatko zelazo-siarkowe z cen-
trum Rieske'go oraz cytochrom c; [11].

Oksydaza cytochromowa (kompleks 1V), sktada sie z 13
podjednostek, ktérych struktura zostata do$¢ dobrze zba-
dana. Rdzen kompleksu, a zarazem jego cze$¢ katalityczna,
tworzg trzy podjednostki kodowane w genomie mitochon-
drialnym (COX1, COX2 i COX3) [1], Cytochrom c oddaje
elektron na centrum zawierajgce miedz w podjednostce
COX2 (centrum CuA), skad przekazywany jest na lezacy
w poblizu cytochrom a podjednostki COX1, a potem na cy-
tochrom a3 potgczony z centrum miedziowym CuB gdzie
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nastepuje redukcja tlenu. Redukcji jednej czasteczki tlenu
towarzyszy pobranie czterech jonéw wodorowych z macie-
rzy mitochondrialnej (zostajg zuzyte do utworzenia dwach
czasteczek wody) oraz jednoczesne przeniesienie czterech
protondw w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej
[1]. Protony przenoszone sg poprzez trzy kanaty (D, Ki H),
ktore tgczg centrum aktywne z macierzg mitochondrialng
[12].

Kompleks V (syntazy ATP), w ktorego sktad wchodzg
dwa biatka kodowane przez genom mitochondrialny (ATP6
i ATP8), sktada sie z dwdch czesci: F1i FO Czes¢ F(jest trans-
btonowa i stanowi kanat dla przeptywu protondw. Podjed-
nostka Fj znajduje sie po stronie matriks mitochondrialnej i
byta porownywana do pecherzyka na wewnetrznej btonie
mitochondrium. Podjednostke F, tworzg dwie czesci: rotor
i stator. Przeptyw protondw przez podjednostke transbto-
nowg wymusza ruch rotora wzgledem statora. Zmiany w
konformacji, ktére zachodzg w trakcie ruchu warunkuja po-
wstawanie ATP [1].

MUTACJE W mtDNA A FOSFORYLACJA OKSYDACYJNA

Dziedziczne mutacje w genach polipeptydéw kodowa-
nych w mitochondrialnym DNA moga powodowac zabu-
rzenia funkcji systemu fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS),
ktérych efektem jest szereg powaznych zespotéw choro-
bowych, takich jak LHON (ang. Leber hereditary optic neu-
ropathy), NARP (ang. neurogenic muscle weakness, ataxia and
retinitis pigmentosa), czy MELAS (ang. mitochondrial encepha-
lomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes) [13]. Bada-
nia przeprowadzone przez Plasterera i wsp. wskazujg, ze
mutacje zwigzane z rozwojem chordb mitochondrialnych
moga wptywaé na funkcjonowanie komplekséw systemu
fosforylacji oksydacyjnej m. in. wskutek zaburzenia struktu-
ry biatek —wptywajac na stabilnos$¢ biatek OXPHOS lub na
oddziatywania miedzy podjednostkami komplekséw [14].
Zaburzenia funkcji tancucha fosforylacji oksydacyjnej moga
prowadzi¢ do obnizenia efektywnos$ci syntezy ATP, jak tez
do wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu. Reaktywne
formy tlenu powstaja, gdy centra flawinowe lub zelazo-siar-
kowe tancucha oddechowego oddajg elektrony bezposred-
nio na tlen z pominieciem pozostatych elementdw faricucha
[15]. Produkowane w nadmiarze reaktywne formy tlenu
wywotujg stres oksydacyjny, w wyniku ktérego powstawac
moga liczne uszkodzenia, w tym mutacje DNA.

ZABURZENIA W SYSTEMIE FOSFORYLACJI
OKSYDACYJINEJ W PROCESIE NOWOTWORZENIA

W ostatnich latach stwierdzono, ze w komdrkach no-
wotworowych z duza czestoscig pojawiajg sie somatyczne
mutacje w mtDNA. Bezposrednie konsekwencje mutacji
mtDNA dla metabolizmu i podziatéw komdrki nowotwo-
rowej pozostajg jednak wcigz niewyjasnione. Niemniej jed-
nak dwie grupy badawcze przeprowadzity eksperymenty
na modelach zwierzecych, majace udowodnié¢, iz mutacje
w mtDNA promujg rozw6j nowotworu [16,17]. W bada-
niach tych postuzono sie tzw. cybrydami, czyli liniami
komorkowymi powstatymi przez przeniesienie mitochon-
driéw komoérek z réznymi wariantami mtDNA do komé-
rek pozbawionych uprzednio wiasnego mtDNA (rhoO)
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komérek takich linii jak HeLa (rak szyjki macicy) lub PC3
(rak prostaty).

Shidara i wsp. [16] wykazali, ze opisane wczesniej u pa-
cjentéw z zespotem Leigha mutacje w podjednostce ATP6
—T8993G i T9176C [19,20] wptywajg na szybkos¢ formowa-
nia sie nowotworu u myszy bezgrasiczych (ang. nude mice).
Myszom wstrzykiwano cybrydy linii komdérkowych Hela:
1) z mitochondriami komérek chorych z zespotem Leigh'a
lub 2) z mitochondriami o niezmutowanym mtDNA. U
myszy, ktdrym podano komoérki HelLa niosgce zmutowane
mtDNA rozwdéj nowotworu we wczesnym jego stadium byt
szybszy niz u myszy, ktdrym wstrzyknieto komarki z dzi-
kim typem mtDNA, co wskazuje, iz genotyp mtDNA ma
odbicie w fenotypie komérki nowotoworowej. Szybszy roz-
rost nowotworu w tym eksperymencie spowodowany byt
czestszymi podziatami komérek nowotworowych [16].

Podobne wyniki otrzymata grupa Petrosa i wsp. [17],
ktora badata wptyw mutacji T8993G na rozwdj nowotworu
u myszy. Przygotowano komarki cybrydowe linii PC3 (linia
wyprowadzona z nowotworu prostaty), z mitochondriami
posiadajagcymi w mtDNA mutacje T8993G, oraz komorki
kontrolne —linia PC3 z mitochondriami o niezmutowanym
mtDNA. Po 110 dniach od wstrzykniecia myszom cybryd,
nowotwor, ktory rozwingt sie z komdérek niosacych zmu-
towane mtDNA miat siedmiokrotnie wiekszg objetos¢ w
porownaniu do nowotworu powstajgcego z komdrek linii
cybrydowej z dzikim typem mtDNA [17],

Obydwie badane mutacje (T8993G i T9176C) powoduja
zmiane zachowywanej ewolucyjnie reszty aminokwasu w

Tabela 2. Warianty mitochondrialnego DNA oraz mutacje somatyczne znalezione w nowo-
tworach prostaty (pozycje 1-20 na podstawie [17], pozycje 21-24 na podstawie [30]). Mutacje

w niekodujacych fragmentach mtDNA i tRNA nie zostaty uwzglednione.

Zmiana nukleotydu Gen Zmiana aminokwasu

1 C5911T COX1 Ala - Val
2 G5913A COX1 Asp —Asn
3 A5935G COX1 Asn —Ser
4 G5949A COX1 Gly - STOP
5 G5973A COX1 Ala - Thr
6 G6081A COX1 Ala - Thr
7 G6150A COoX1 Val - lle
8 T6253C COX1 Met - Thr
9 G6261A COX1 Ala - Thr
10 G6267A COX1 Ala - Thr
U G6285A COX1 Val - lle
12 C6340T COX1 Thr - lle
13 G6480A COX1 Val - lle
14 A6663G COX1 lle - Val
15 G6924T COX1 Ala —Ser
16 G7041A COX1 Val - lle
17 T7080C COX1 Phe —Leu
18 A7083G COX1 lle - Val
19 A7158G COX1 lle - Val
20 AT7305C COX1 Met —Leu
21 A3434G ND1 Cys —Tyr
22 A3505G ND1 Thr - Ala
23 11032 ND4 del

24 G14053A ND5 Ala - Thr
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podjednostce ATP6. Mutacja T8993G powoduje zamianeg
reszty leucyny (Leu) w pozycji 156 taficucha polipepty-
dowego na reszte argininy (Arg). Zamiana leucyny, kté-
ra jest matym, hydrofobowym aminokwasem, na duza,
dodatnio natadowang, hydrofilowg argininy [20] w ob-
rebie sekwencji silnie zachowywanej ewolucyjnie moze
by¢ przyczyng patologicznego efektu, co zostato zasuge-
rowane w pracy Plasterera i wsp. [14], Mutacja T9176C,
opisana u pacjentéw z lzejszym przebiegiem klinicznym
zespotu Leigha, powoduje zamiane reszty leucyny (Leu)
w pozycji 217 w reszte proliny (Pro). Mutacja ta takze wy-
stepuje w obrebie sekwencji zachowywanej ewolucyjnie,
a ponadto reszta aminokwasu 217 znajduje sie w obre-
bie a-helisy sasiadujacej z resztg Leu 156 i ze wzgledu na
to potozenie wydaje sie mie¢ podobng funkcje. Mutacja
moze tez zaburza¢ strukture samej a-helisy ze wzgledu
na witasciwosci proliny, ktéra nie tworzy odpowiednich
wigzan wodorowych [20],

PATOFIZJOLOGIA MUTACJI mtDNA W
WYBRANYCH TYPACH NOWOTWOROW

NOWOTWORY PROSTATY

Nowotwory prostaty stanowig 33% (234460 nowych
przypadkéw rocznie wedtug danych z 2006 roku) zachoro-
wan na wszystkie typy nowotworéw w populacji mezczyzn
w Stanach Zjednoczonych. Stanowig tez trzecig przyczyne
$mierci na raka wséréd mezczyzn w USA [21], W Polsce w
roku 1999 nowotwér prostaty wykryto u 6016 pacjentow,
a 3114 mezczyzn zmarto z jego powodu. Byt to trzeci pod
wzgledem czestosci wystepowania nowotwaor u mezczyzn,
a czwarty pod wzgledem $miertelnosci [22], Nowo-
twory prostaty spotykane sg gtdwnie u starszych
mezczyzn. Doktadne badania przeprowadzone na
mezczyznach zmartych w wieku 60-70 lat z powo-
doéw innych niz rak prostaty wykazaty, ze tylko co
3 z badanych nie miat zadnych zmian nowotworo-
wych w obrebie gruczotu krokowego [23].

Tabela 2 prezentuje zmiany sekwencji nukle-
otydowej w podjednostce COXI w nowotworach
przebadanych przez grupe Petrosa i wsp. [17],
Tylko dwie z dwudziestu znalezionych mutacji
(G5949A i G6924T) moga by¢ uznane za mutacje
somatyczne; réznice w sekwencji wystepujg tylko
w tkance nowotworu, brak ich natomiast w mtD-
NA limfocytow. Pozostate zmiany sg wariantami
mitochondrialnego DNA obecnymi zar6wno w
DNA tkanki zdrowej jak i tkance zmienionej no-
wotworowo [17], Petros i wsp. wykonali analize
zaleznos$ci miedzy wystepowaniem wariantow w
podjednostce COXI a wystepowaniem nowotwo-
row prostaty. W grupie 54 pacjentow bez nowo-
tworu prostaty (wiek powyzej 50 lat, brak komorek
rakowych w biopsji prostaty) znaleziono warianty
mtDNA w podjednostce COXI u 1,9% pacjentéw,
podczas gdy w grupie 260 pacjentow z nowotwo-
rem prostaty warianty wystepowaty u 12% bada-
nych. W grupie 1019 os6b z populacji og6lnej wa-
rianty w podjednostce COXI wystepowaty u 7,8%
badanych. Badania te na poziomie ufnosci 0,985
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Rycina 1. Uliniowanie sekwencji biatkowych podjednostki COX1. Wszystkie sekwencje pochodzg z bazy Uni-
ProtkKB, z organizméw: Homo sapiens (P00395), Bos taurus (P00396), Brachydanio rerio (QIMIY8), Drosophila me-
lanogaster (P00399), Aspergillus nidulans (P00402), Arabidopsis thaliana (P60620), Rhodobacter sphaeroides (P33517).
Pozycja, w ktérej zaszta mutacja zaznaczona niebieska ramka. Uliniowanie wykonano za pomocg programu

Tcoffee [53].

wskazujg na istnienie zalezno$ci miedzy badanymi ce-

Zmiana C5911T powoduje substytucje reszty waliny w
miejsce reszty alaniny w 3 pozycji polipeptydu COX1. Se-
kwencja, w obrebie ktérej wystepuje mutacja nie jest zacho-
wywana ewolucyjnie (Ryc. 1); reszty Ala i Val sg niewiel-
kie i charakteryzujg podobnym punktem izoelektrycznym
(pD) (Ala pi 6,107, Val pi 6,002) [20]. Ze wzgledu na niski
stopien zachowania sekwencji w ewolucji mozna przypusz-
cza€, ze zamiana pojedynczej reszty aminokwasowej nie ma
wpitywu na strukture i funkcje polipeptydu. Réwniez mu-
tacja G5913A, powodujgca zmiane reszty asparaginianu na
reszte asparaginy w pozycji czwartej podjednostki COX1,
nie wydaje sie mie¢ wptywu na wiasciwos$ci polipeptydu.
Sekwencja, w obrebie ktorej znajduje sie zmieniona resz-
ta aminokwasu jest silnie zmienna ewolucyjnie (Ryc. 1). Z
kolei zmiana A5935G powoduje zmiane reszty asparaginy
na reszte seryny w pozycji 11 tafncucha polipeptydowego
podjednostki COX1. Sekwencja, w obrebie ktérej znajduje
sie mutacja jest silnie zachowywana ewolucyjnie (Ryc. 2). W
wiekszosci z przeanalizowanych sekwencji wystepuje resz-
ta asparaginy (52 z 61) lub asparaginianu (7 na 61 przeanali-
zowanych sekwencji). Reszta seryny w tej pozycji wystepuje
tylko w 2 z przeanalizowanych sekwencji (u Crithidia onco-
pelithi, oraz Chlamydomonas reinhardtii). Wysoki stopieA za-
chowania tej sekwencji moze $wiadczy¢ o istotnej roli reszty
asparaginy w funkcji polipeptydu. taincuch boczny aspara-
giny moze tworzy¢ liczne wigzania wodorowe (Ryc. 3), a

Rycina 2. Uliniowanie sekwencji biatkowych podjednostki COX1. Wszystkie sekwencje pochodzg z bazy Uni-
ProtkB, z organizméw: Homo sapiens (P00395), Bos taurus (P00396), Gallus gallus (P18943), Brachydanio rerio
(Q9IMIY8), Drosophila melanogaster (P00399), Albinaria coerulea (P48887) Schizosaccharomyces pombe (P07657),
Pseudomonas denitriBcans (P08305), Bacillus subtilis (P24010), Zea mays (P08742), Arabidopsis thaliana (P60620),
Caenorhabditis elegans (P24893). Pozycja, w obrebie ktdrej zaszta mutacja zaznaczona jest niebieska ramka. Uli-

niowanie wykonane zostato przy pomocy programu Tcoffee [53].
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w przypadku zmiany reszty asparaginy
na reszte seryny nie ma mozliwosci ich
utworzenia. Brak ww. wigzan moze de-
stabilizowa¢ strukture Il rzedowg po-
lipeptydu. Reszta asparaginy 11 moze
tez odgrywac role w tworzeniu kanatu
jonowego D (patrz powyzej, Kompleks
1V), z powodu jej lokalizacji w poblizu
wejscia do kanalu od strony macierzy
mitochondrialnej.

Mutacja G5949A powoduje powstanie
przedwczesnego kodonu STOP w genie
COX1, a w — rezultacie brak syntezy
funkcjonalnego polipeptydu (kodon
STOP po wstawieniu 15 aa z 513 wyste-
pujacych w polipeptydzie petnej dtugosci). Wedtug Petrosa
i wsp. [17] mutacja ta wystepowata w stanie homoplazmii
w tkance nowotworu prostaty. Dodatkowo, badania im-
munohistochemiczne przeprowadzone na wycinku tkanki
badanego nowotworu wskazywaty na bardzo niski poziom
podjednostki COX1 w poréwnaniu do tkanki zdrowej [17].
Badania nad liniami komérkowymi, do ktérych wprowa-
dzono mtDNA posiadajagce przedwczesny kodon STOP w
genie COX1 (skrocenie produktu genu COX1 do 324 reszt
aminokwasowych w wyniku mutacji G6930A), wykazaty ze
skrocenie polipeptydu powoduje jego wysoka niestabilnos¢,
a co za tym idzie —szybka degradacje [24], W komorkach
z mutacjg powodujgca powstanie przedwczesnego kodo-
nu STOP w genie COX1, spada poziom biatek COX1, jak
i COX2, poziom mRNA COX2 nie jest jednak zmieniony.
Obnizona jest takze ilo$¢ prawidtowo ztozonego kompleksu
IV, co wskazuje na zaburzenia sktadania kompleksu oksy-
dazy cytochromu c [24]. Podobne wyniki otrzymano tez w
badaniach przeprowadzonych na drozdzach Saccharomyces
cerevisiae. W zwigzku z tym badacze przypuszczaja, ze przy
braku podjednostki COX1 niemozliwe jest sktadanie kom-
pleksu 1V, a wolne podjednostki COX sg niestabilne iulega-
ja proteolitycznej degradacji [25]. Wyniki badan komorek z
mutacjg G6930A, przeprowadzone przez D'Aurelio i wsp.
[24] wykazaty upo$ledzenie wzrostu tych komérek na po-
zywce z galaktozg, co réwniez wskazuje na uszkodzenie
fosforylacji oksydacyjnej. Mozna zatem przypuszczac, ze
mutacja G5949A znaleziona w nowotworze prostaty moze
prowadzi¢ do powaznego zaburzenia
funkcjonowania systemu fosforylacji
oksydacyjnej ze wzgledu na silne skré-
cenie ramki odczytu COX1.

Mutacja G6081A powoduje zmiane
reszty alaniny 60 w reszte treoniny w
podjednostce COX1. Pozycja, w Kktd-
rej miata miejsce mutacja, jest silnie
zachowywana ewolucyjnie w obrebie
Eukaryota (Ryc. 4), w wiekszos$ci se-
kwencji wystepujg reszty aminokwa-
séw o matych rozmiarach (alanina lub
glicyna). Wysoki stopien zachowania
struktury pierwszorzedowej w ewo-
lucji jest zapewne zwigzany z koniecz-
noscig Scistego zachowania struktury
podjednostki w obrebie tej sekwencji.
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Rycina 3. Fragment podjednostki COXI z kompleksu oksydazy cytochromu c z
Bos taurus. Struktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID Iv54 [26]. Na
zielono zaznaczona Asn 11, na fioletowo —aminokwasy, z ktérymi tworzy wig-
zania wodorowe, a na czerwono —aminokwasy kluczowe dla tworzenia kanatu
D. Wizualizacja struktury otrzymana za pomocg programu CHIMERA [52].

Jest to zwigzane z obecno$cig reszty histydyny 61, stabi-
lizujgcej zelazo grupy hemowej (hemu a) [26]. Podstawie-
nie reszty treoniny w miejsce alaniny moze powodowac
lokalng destabilizacje struktury helisy ze wzgledu na
fakt, ze treonina posiadajaca rozgateziony tancuch bocz-
ny, niechetnie lokalizuje sie w obrebie helis [20]. Moze to
mie¢ wptyw na destabilizacje hemu a, a co za tym idzie
rowniez na transport elektronéw poprzez hem a

Z kolei zmiana G6150A powoduje zamianeg reszty wa-
liny na reszte izoleucyny w podjednostce COX1. Reszta
Val 83 znajduje sie przy C-koncu jednej z helis przezbto-
nowych, po stronie macierzy mitochondrialnej. Pozy-
cja ta nie jest silnie zachowywana ewolucyjnie, a w jej
obrebie wystepujg rézne reszty aminokwaséw z grupy
alifatycznych, hydrofobowych (waliny, leucyny iizoleu-
cyny). Wszystkie te aminokwasy majg podobny punkt
izoelektryczny (walina pi 5,97, izoleucyna pi 6,02, leu-
cyna pi 6,036) [20]. Nie wydaje sie, aby zamiana reszty
aminokwasu w obrebie grupy tych aminokwaséw miata

Rycina 4. Uliniowanie sekwencji biatkowych podjednostki COX1. Wszystkie sekwencje pochodzg z
bazy UniProtKB, z organizméw: Homo sapiens (P00395), Bos taurus (P00396), Gallus gallus (P18943),
Brachydanio rerio (QIMI1Y8), Drosophila melanogaster (P00399), Albinaria coerulea (P48887) Schizosaccha-
romyces pombc (P07657), Pseudomonas denitrificans (P08305), Bacillus subtilis (P24010), Zea mays (P08742),
Arabidopsis thaliana (P60620), Caenorlwbditis elegans (P24893). Pozycja, w obrebie ktérej zaszta mutacja
zaznaczona jest niebieska ramka. Uliniowanie wykonano przy pomocy programu Tcoffee [53],
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wywiera¢ wiekszy wptyw na strukture lub funkcje po-
lipeptydu.

Zmiana T6253C, powodujgca substytucje Met 117 Thr,
zostata opisana w podjednostce COXI u trzech pacjentow
zrozpoznaniem nowotworu prostaty. Wedtug badania Pe-
trosa i wsp. [17] wszyscy pacjenci nalezeli do haplogrupy
H. Polimorfizm T6253C wystepuje natomiast u przedsta-
wicieli jednej z podgrup haplogrupy H — H15. Prawdo-
podobnie wszyscy trzej mezczyzni mieli ten wariant mi-
tochondrialnego DNA i w tym przypadku mamy do czy-
nienia z polimorfizmem, a nie z mutacjg. Jak do tej pory
nie ma danych epidemiologicznych dotyczacych czestosci
zapadania na nowotwory prostaty wéréd mezczyzn w tej
haplogrupie.

Warianty G6261A (ta zmiana zostata znaleziono u 6
przebadanych pacjentéw, nalezacych do 4 réznych ha-
plogrup) i G6267A (znaleziony u jednego pacjenta) sa
przyczyng zmian A120T i A122T. Obydwie pozycje znaj-
dujg sie w petli pomiedzy dwiema helisami podjednost-
ki COXI, po stronie przestrzeni miedzybtonowej (Ryc. 5).
Mutacja G6267A zostata opisana takze w innych typach
nowotworéw (piersi i okreznicy) oraz linii komdérkowych
wywodzacych sie z ludzkich komdrek nowotworowych
(trzustki, linii kostniakomiesaka, a takze linii raka $luzo-
wo-naskorkowego) [27], Wykazano tez, ze linie niosace te
mutacje majg obnizong mozliwo$¢ wzrostu na pozywce
zawierajacej galaktoze jako jedyne zrodto wegla [27], Brak
mozliwosci wzrostu na podtozu nie zawierajacym glukozy
Swiadczy o uszkodzeniu tafncucha oddechowego. Mutacja
G6267A moze zatem powodowac powazne zaburzenie
metabolizmu komorki.

Poniewaz mutacja G6261A réwniez powoduje zmiane
reszty alaniny na reszte treoniny w obrebie tej samej petli, w
ktérej znajduje sie reszta Alal20 (Ryc. 5), wydaje sie praw-
dopodobne, ze mutacja moze wywiera¢ podobny efekt na
metabolizm komérki. Jednak w wypadku mutacji G6261A
brak jest doktadnych danych mogacych potwierdzi¢ te hi-
poteze lub jej zaprzeczy¢. Zmiana G6582A powoduje pod-
stawienie reszty izoleucyny w miejsce reszty waliny w po-
zycji 128 polipeptydu. Aminokwas znajduje sie w tej samej
petli, co A120 i A122 (Ryc. 6). Mozna jednak przypuszczad,
ze to podstawienie nie ma powaznych konsekwencji struk-
turalnych ze wzgledu na duze podobieAstwo
wiasciwosci obu aminokwaséw, ktore nalezg
do tej samej grupy i maja podobny punkt izo-
elektryczny (Val pi 5,97, lle pi 6,02) [20],

Zmiana C6340T powoduje zastapienie reszty
treoniny resztg izoleucyny w pozycji 148 poli-
peptydu. Analiza sekwencji, w ktérej wystepu-
je reszta treoniny 148 wykazata, ze pozycja ta
nie jest zachowywana w ewolucji. Reszta tre-
oniny w tej pozycji wystepuje jedynie u czesci
kregowcow, natomiast w wiekszo$ci pozosta-
tych sekwencji wystepuje w tej pozycji reszta
alaniny. Wydaje sie wiec, ze obecno$¢ reszty
treoniny w omawianej pozycji nie jest koniecz-
na dla utrzymania prawidtowej struktury i
funkcji biatka.
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Rycina 5. Fragment podjednostki COXI z kompleksu oksydazy cytochromu c z
Bos taurus. Struktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID Iv54 [26]. Reszty
Alal20 (zaznaczona na czerwono) i Alal22 (zaznaczona na fioletowo) przedsta-
wione jako model kulkowy. Wizualizacja struktury otrzymana zostata przy uzy-
ciu programu CHIMERA [52].

Mutacja G6480A powoduje zamiane reszty waliny 193
na reszte izoleucyny. Pozycja ta nie jest ewolucyjnie kon-
serwowana, a obydwa aminokwasy majg podobng budowe

Rycina 6. Fragment podjednostki COX1 z kompleksu oksydazy cytochromu ¢ z
Bos taurus. Struktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID Iv54 [26], Val 128
przedstawiona w kolorze niebieskim jako model kulkowy. Wizualizacja struktu-
ry otrzymana zostata przy uzyciu programu CHIMERA [52],

i whasciwosci, nalezg do tej samej grupy aminokwasow ali-
fatycznych hydrofobowych [20], wiec nie wydaje sie, aby ta
mutacja miata wptyw na strukture i/lub funkcje polipepty-

Rycina 7. Ulirtiowanie sekwencji biatkowych podjednostki COX1. Wszystkie sekwencje pochodza z
bazy UniProtKB, z organizméw: Homo sapiens (P00395), Bos taurus (P00396), Gallus gallus (P18943),
Brachydanio rerio (Q9MIY8), Drosophila melanogaster (P00399), Albinaria coerulea (P48887) Schizosaccha-
romyces pombe (P07657), Pseudomonas denitrificans (P08305), Bacillus subtilis (P24010), Zea rnays (P08742),
Arabidopsis thaliana (P60620), Caenorhahbditis elegans (P24893). Pozycja, w obrebie ktérej zaszta muta-
cja zaznaczona jest niebieskg ramka. Uliniowanie wykonane zostato przy pomocy programu Tcoffee

[53].
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du. Z kolei mutacja G7041A moze mie¢ wptyw na funkcje
podjednostki COX1, powoduje ona zmiane reszty waliny
380 na reszte izoleucyny. Analiza genomoéw réznych orga-
nizméw prokariotycznych i eukariotycznych wykazata, ze
sekwencja, w obrebie ktdrej wystepuje reszta Val 380, jest
mato zmienna ewolucyjnie (Ryc. 7). Wysoki stopien za-
chowania sekwencji w ewolucji jest tez widoczny po prze-
analizowaniu struktur oksydazy cytochromu cz Bos taurus
(Iv54), Thermus thermophilus (Im56) i Paracoccus denitrificans
(larl) (Ryc. 8). Sekwencja aminokwasow, w obrebie ktdrej
ma miejsce zamiana reszt Val 380 lle, jest zlokalizowana w
obrebie helisy X podjednostki COX1. Fragment helisy X, w
ktorym znajduje sie zmieniona reszta aminokwasu podlega
zmianom konformacyjnym w czasie przechodzenia enzy-
mu ze stanu zredukowanego w utleniony i odwrotnie. Po
przejsciu hemu aw stan zredukowany wigzanie wodorowe
pomiedzy seryng 282 a grupa hydroksyfarnezyloetylowg
hemu a ulega zerwaniu z jednoczesng rotacjg grupy OH
seryny o 110° [28]. Zmiany konformacyjne spowodowane
tym przejsciem obejmujg reszty aminokwaséw: Ser 382, Leu
381 i Val 380 (Ryc. 9). Nie wiadomo doktadnie jaka role
moze mie¢ ta zmiana konformacyjna, jednak postuluje sie
jej udziat w procesie przenoszenia protondéw przez btone
mitochondrialng [28]. Mimo ze walina i izoleucyna nalezg
do tej samej grupy aminokwas6w i majg podobny punkt
izoelektryczny, wydaje sie, ze mutacja moze upoS$ledzac
funkcjonowanie biatka. Swiadczy o tym zaréwno bardzo
wysoki stopien zachowania sekwencji w obrebie gatunkdéw
odlegtych ewolucyjnie, jak i blisko$¢ centrow aktywnych
enzymu. Ponadto, patologiczny efekt mutacji moze byé
rowniez zwigzany z réznicg wielkosci tancuchéw bocznych
aminokwasow waliny iizoleucyny [20],

Ostatnia opisana przez Petrosa i wsp. [17] mutacja —
T7080C powoduje zastgpienie reszty fenyloalaniny 393 resz-
ta leucyny. Reszta ta wystepuje w obrebie sekwencji, ktora
jest zachowywana jedynie ws$rod wyzszych Eukariota. U
grzybow i Prokariota sekwencja, w obrebie ktorej wystapita
mutacja, nie jest zachowywana i wystepujg tam reszty ami-
nokwasow o réznych witasciwosciach fizykochemicznych.
Reszta fenyloalaniny 393 wchodzi w skiad tej samej helisy,
co reszta waliny 380, nie znajduje sie jednak w bezposred-
niej bliskosci centrum aktywnego. Moze ona natomiast od-
dziatywaé z jednym z fosfolipidow, ktéry jest whudowany
w kompleks oksydazy cytochromu c (Ryc. 10).
Wedtug Yoshikawy fosfolipid ten moze bra¢
udziat w wejsciu czasteczki tlenu do centrum
aktywnego podjednostki COX1 [29].

Jeronimo i wsp. [30], ktorzy jako drudzy opi-
sali mutacje w mtDNA w nowotworach pro-
staty, badali mutacje w mitochondrialnej petli
D, mitochondrialnych genach rRNA i podjed-
nostkach kompleksu | zaréwno nowotworéw,
jak i odpowiadajacych im PIN (ang. prostatic
intraepithelial neoplasia, stan przednowotworo-
wy) pobranych od 16 pagentéw. Opisano 20
mutacji somatycznych u 3 pacjentow. U dwaéch
pacjentéw opisano po jednej mutacji, natomiast
u trzeciego az 18 mutacji (mutacje nr 21, 22 i 24
w tabeli 3). Wydaje sie jednak, iz bardzo duza
liczbha mutacji znaleziona u jednego pacjenta
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Rycina 8. Wizualizacja i poréwnanie struktur fragmentow podjednostek COX1
z Bos taurus (lv54) (kolor bekitny) Thermus themiophilus (Im56) (kolor ré6zowy)
i Paracoccus denitrificans (larl) (kolor fioletowy) [51]. Walina 380 oraz hem a3po-
grubione. Wizualizacja struktury otrzymana zostata przy uzyciu programu CHI-
MERA [52],

(ktére to mutacje sg defacto polimorfizmami typowymi dla
haplogrup W i K) moze wskazywa¢ na wymieszanie probek
[31]. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy prébki pocho-
dza od jednego pacjenta, a w publikacji brak tez danych na
temat haplogrupy, do ktérej nalezaty badane probki, z tego
tez powodu dane te nie wydajg sie wiarygodne.

Tkanka nowotworu, w ktdrej znaleziono delecje adeniny
w pozycji 11032 jest pod jej wzgledem heteroplazmatycz-
na (poziom heteroplazmii trudno doktadnie okresli¢, ale
stosunek mtDNA zmutowanego do dzikiego wynosi >0,6),
podczas gdy w mtDNA limfocytéw oraz w tkance PIN po-
branych od tego samego pacjenta wystepuje wytacznie se-
kwencja typu dzikiego [30]. Adenina 11032 jest pierwszg w
szlaku 7 adenin nastepujacych po sobie, a takie obszary sg
szczegblnie wrazliwe na btedy polimerazy w czasie replika-
cji mtDNA. W rezultacie mutacji tworzy sie kodon STOP, co

Rycina 9. Wizualizacja i poréwnanie struktur fragmentéw helisy X podjednostki
COXI. Kolor r6zowy — konformacja fragmentu helisy X i hemu w czasie, gdy
enzym jest w stanie zredukowanym, kolor seledynowy —enzym w stanie utle-
nionym. Struktury pochodzg z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54, Iv55 [26].
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Rycina 10. Fragment podjednostki COXI z kompleksu oksydazy cytochromu ¢
Bos taurus. Struktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54 [26], Na ré-
zowo przedstawiony fragment helisy X podjednostki COXI, na fioletowo —czga-
steczka fosfolipidu. Reszta fenyloalanina 393 zaznaczona jako model kulkowy.
Wizualizacja struktury otrzymana zostata przy uzyciu programu CHIMERA
[52],

powoduje skrocenie polipeptydu. Wykazano, ze homopla-
zmatyczna mutacja przesuniecia ramki odczytu w pozycji
10952, réwniez powodujaca powstanie skréconego i niesta-
bilnego polipeptydu ND4, prowadzi do upos$ledzenia pro-
cesu skitadania podjednostek kodowanych mitochondrial-
nie w kompleks I [32], Wydaje sie zatem prawdopodobne,
ze mutacja opisana w tkance nowotworu moze mie¢ ana-
logiczny efekt. Z tego powodu u pacjenta z nowotworem
prostaty mozna sie spodziewaé powaznego uposledzenia
systemu fosforylacji oksydacyjnej w tkance nowotworowej,
gdyz procent zmutowanego DNA w komérkach nowotwo-
ru jest wysoki.

NABLONIAK RDZENIASTY

Nabtoniak rdzeniasty jest nowotworem osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) [24]. Cecha charakterystyczng
rdzeniakdw jest fakt, ze wystepujg gtéwnie u dzieci, z cze-
stoscig 0,5 na 100 000 urodzen. U dorostych opisywane sg
niezwykle rzadko [34], Wong iwsp. [34] przeanalizowali 15
przypadkoéw rdzeniak6w u dzieci. Lacznie zostato znalezio-
nych 18 mutacji mtDNA w 6 z 15 nowotworéw. Wiekszosé
(11/18) mutacji znaleziono w petli D, 3 mutacje w tRNA
oraz 4 we fragmentach mtDNA kodujgcych polipeptydy
(Tabela 3) [34],

Mutacje T7389C oraz T7028C sg w rzeczywistosci po-
limorfizmami charakterystycznymi odpowiednio dla
haplogrup Llc2 oraz H. Tylko mutacja T11046C, po-
wodujgca zastgpienie reszty leucyny resztg proliny, nie
wystepuje jako czesty polimorfizm mitochondrialnego

Tabela 3. Mutacje somatyczne w mtDNA znalezione w tkance nabtoniakéw rdze-
niastych (na podstawie [34]). Mutacje w rRNA, tRNA oraz fragmentach niekodu-
jacych zostaty pominiete.

Zmiana nukleotydu Gen Zmiana aminokwasu 1
1 T7389C COX1 Tyr —His

T11046C ND4 Leu —Pro
3 T7028C COX1 Ala —Ala
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tydu ND4L. Reszta alaniny 11

[ WLLPLTIMASQRHLSSEPLSRKKLYBSMLISLQISLIMTFTATELIMFYIFFETTLIPTLALITRWGNQP jest zachowana jedynie u wyz-
‘ aby zmiana mato zachowanej w
| ERLNAGTYFLFYTLVGSLPLLIALIYTHNTLGSLNI LLLTLTAQELSNSHANNLMWLAYTMAFMVKMPLY ewolucji reszty aminokwasowej

Rycina 11. Przewidywanie struktury Il rzedowej dla podjednostki ND4 za pomocg programu HNN (hierarchical
neutral network) [35]. Leucyna 96 zaznaczona na z6tto, struktury drugorzedowe oznaczone jako: h —a helisy, e — @3

kartki, ¢ — petle.

DNA. U réznych organizméw eukariotycznych w tej
samej pozycji znajdujg sie rézne reszty aminokwasow,
naleza one jednak do tej samej grupy hydrofobowych
alifatycznych aminokwasoéw (walina, leucyna, izoleucy-
na) [21]. Brak modelu struktury nie pozwala na doktad-
ng ocene potozenia sekwencji, w obrebie ktorej znajduje
sie mutacja. Przewidywanie struktury drugorzedowej
za pomocg programu HNN (ang. hierarchical neutrnl ne-
tioork) [35] wskazuje na to, Ze sekwencja znajduje sie w
obszarze a helisy (Ryc. 11). Mozna przypuszczac, pod-
stawienie reszty leucyny w miejsce reszty proliny powo-
duje zaburzenia w strukturze drugorzedowej polipep-
tydu ze wzgledu na wtasciwosci proliny, ktéra zaburza
strukture helisy [21].

NOWOTWORY PRZELYKU

Rak przetyku stanowi siédmg przyczyne zgondéw z
powodu nowotworu wséréd mezczyzn w Stanach Zjedno-
czonych (10736 zgon6w rocznie wg. danych z roku 2006)
[22], Natomiast u kobiet wystepuje 3-4 razy rzadziej [24].
Rak przetyku wystepuje zdecydowanie czesciej u 0s6b po
50 roku zycia. W Polsce w 1999 roku zanotowano 1408
przypadkow nowotworu przetyku u mezczyzn oraz 305
przypadkéw u kobiet, podczas gdy zmarto 1113 mez-
czyzn i 260 kobiet [23,24],

Tan i wsp. [36], badajgc nowotwory przetyku (osiem-
nascie rakéw ptaskonabtonkowych, jeden gruczolakorak
i jeden nowotwor innego typu), opisali 14 mutacji soma-
tycznych mtDNA, z ktérych 4 znajdowaty sie w obsza-
rach kodujgcych polipeptydy (Tabela 4). Delecja 11 nu-
kleotydow w obrebie podjednostki ND4 powoduje skro-
cenie ramki odczytu i skrocenie polipeptydu do 110 reszt
aminokwasowych (w polipeptydzie petnej diugosci jest
ich 459). Brak powstawania funkcjonalnego polipeptydu
uniemozliwia sktadanie do kompleksu | podjednostek
kodowanych mitochondrialnie, co prowadzi do powaz-
nego zaburzenia funkcji systemu fosforylacji oksydacyj-
nej (patrz tez Nowotwory prostaty, 11032 del A) [32], Z
kolei mutacja G10500A powoduje podstawienie reszty
treoniny w miejsce reszty alaniny w pozycji 11 polipep-

Tabela 4. Mutacje w mtDNA znalezione w tkance nowotworéw przetyku (na podstawie [41]).
Mutacje w niekodujacych fragmentach mtDNA oraz w tRNA nie zostaty uwzglednione.

r Zmiana nukleotydu Gen Zmiana aminokwasu
i G10500A ND4L Ala - Thr
2 G9377A COX3 Trp —Trp
3 A9182G ATP6 Asn —Ser
4 10941del TAACAACCCCC ND4 nie dotyczy
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mogta mie¢ istotne konsekwen-
cje strukturalne.

Tan i wsp. [36] sugerujg, ze
mutacja A9182G jest zmiang po-
wrotng, tzn. u pacjenta u ktérego
znaleziono mutacje, w zdrowych
komorkach wystepuje w pozycji
9182 nietypowy dla tej sekwencji nukleotyd G (w porow-
naniu do sekwencji Cambridge — CRS mtDNA opubliko-
wanej przez Andersona i wspétpracownikéw), natomiast
w tkance nowotworowej nastgpito odwrdcenie tej mutacji
i powrdt do nukleotydu A. W wypadku mutacji powrotnej
nie mozna wnioskowaé o jej patologicznym wplywie na
strukture i funkcje podjednostki ND4L.

PODSUMOWANIE

Ponad 70 lat po opublikowania prac Otto Warburga wy-
daje sie, ze obecnos$¢ zaburzen w szlaku fosforylacji oksyda-
cyjnej jest wywotana uszkodzeniami struktury sktadnikéw
systemu w mitochondriach [7], Niezalezne badania przepro-
wadzone do tej pory przez wiele grup wykazaty, ze mutacje
w mitochondrialnym DNA wystepujg w wielu typach no-
wotworéw u 0s6b o réznym pochodzeniu etnicznym (rézne
haplogrupy). Znaleziono mutacje zaréwno w niekoduja-
cych, jak i w kodujgcych obszarach mtDNA [17,30,34,38-42],
Mutacje w genach mt rRNA moga powodowac¢ zmiany w
strukturze rybosomow, co z kolei moze powodowaé uposle-
dzenie translacji polipeptydéw kodowanych w mitochon-
drialnym DNA. Zmiany struktury rybosomalnego RNA
wywotane przez mutacje w mtDNA sg przyczyng choréb,
takich jak odbiorcze uszkodzenie stuchu (ang. sensorineural
hearing loss) [43] i opisano je, miedzy innymi, w nowotwo-
rach jelita grubego [40], przetyku [41], nerek [38], czy jajni-
ka [37], Takze mutacje w tRNA moga wptywacé na synteze
podjednostek kompleksdw fosforylacji oksydacyjnej. Jako
ze w mitochondriach sg tylko 22 geny tRNA, praktycznie
kazdy aminokwas (z wyjatkiem seryny i leucyny) posiada
tylko jedng odpowiadajgcg mu czasteczke tRNA [4], Muta-
cje w genach tRNA mogg zatem powaznie zaburzaé trans-
lacje, m.in. poprzez wptyw na rozpoznawanie witasciwego
aminokwasu przez czgsteczke tRNA, przylgczanie ami-
nokwasu do czasteczki przez aminoacylo tRNA syntetazy
oraz modyfikacje potranslacyjne, niezbedne do wtasciwego
rozpoznawania kodonu [44,45]. Mutacje w genach tRNA sg
czestg przyczyng wielu schorzen, ktérych podtozem sg za-
burzenia fosforylacji oksydacyjnej m.in: MERRF (ang. myoc-
lonic epilepsy and ragged red muscle fibers), MELAS
(ang. mitochondrial encephalomyopathy, lactic acido-
sis, and stroke-like episodes), CPEQO (ang. chronic pro-
gressive external ophthalmoplegia) [13] i byty opisane
w mtDNA w raku nerki [37] oraz okreznicy [45],
jednak sg one stosunkowo rzadkie.

Mutacje w polipeptydach kodowanych przez
DNA mitochondrialny sg z kolei przyczyng po-
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wstawania zespotow chorobowych, takich jak LHON (ang.
Leber Hereditary Optic Neuropathy) [13], a opisano je w bar-
dzo wielu réznych typach nowotwordw [34,36,38,42]. Mu-
tacje w genach kodujgcych polipeptydy mitochondrialne
moga wptywac na szlak fosforylacji oksydacyjnej na szereg
réznych sposobdw, m.in. poprzez zmiane struktury powsta-
jacego produktu biatkowego. Pomimo licznych przeprowa-
dzonych do tej pory prac dotyczacych zmian w mtDNA w
nowotworach, pytanie czy mutacje te sg istotne w procesie
nowotworzenia, czy tez nie wcigz pozostaje otwarte. Czes¢
autorow sugeruje, ze nagromadzenie mutacji w mitochon-
drialnym DNA jest jedynie wynikiem przypadku a mutacje
te nie dajg komorkom przewagi selekcyjnej [47]. Inni au-
torzy uwazaja, ze obecno$¢ mutacji w mitochondrialnym
DNA promuje rozw6j nowotworu. Hipoteza ta zgodna jest
z wynikami badan na modelach mysich, gdzie komoérki no-
wotworowe niosgce zmutowane mtDNA dzielity sie szyb-
ciej i w efekcie powodowaty powstawanie guzow o wiek-
szej objetosci [16,17]. Istniejg dwie hipotezy wyjasniajace
ten efekt: 1) mutacje w mitochondrialnym DNA powodujg
zwiekszenie produkcji reaktywnych form tlenu, ktére moga
by¢ przyczynag powstawania kolejnych mutacji w DNA mi-
tochondrialnym ijadrowym, 2) komdrki majace uszkodzo-
ny tancuch fosforylacji oksydacyjnej i uzyskujace energie na
drodze glikolizy majg przewage selekcyjng w warunkach,
jakie wystepuja we wnetrzu guza (obnizona podaz tlenu).
Opisane dotychczas w nowotoworach mutacje zdajg sie
uposledzaé tancuch fosforylacji oksydacyjnej. Sg to przede
wszystkim delecje iinsercje, ktérych rezultatem jest przesu-
niecie ramki odczytu, oraz mutacje punktowe uderzajace w
silnie zachowywany ewolucyjnie aminokwas polipeptydu.
Mutacje te moga powodowac zaburzenia w funkcjonowaniu
szlaku fosforylacji oksydacyjnej. Powyzsze zestawienie po-
zwala tez przydzieli¢ opisane dotychczas mutacje do dwoch
grup: potencjalnie patogennych i niepatogennych. Nalezy
jednak pamietac¢, ze analiza taka daje jedynie przyblizony
obraz stanu in vivo i doktadne okreslenie wptywu tych mu-
tacji na szlak fosforylacji oksydacyjnej i ogolny metabolizm
komoarki nie jest mozliwe in silico lub in vitro.
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ABSTRACT

Recently published papers report a large number of mitochondrial DNA mutations in many different cancer types, but their significance for
electron transport chain proteins remains unknown. This review covers structural mutations of mitochondrial genes, choosing prostate cancer,
esophageal cancer and epithelioma as research models. As all mitochondrial genes encode subunits of the electron transport chain, the review
focuses on the consequences of structural mutations on cell metabolism.
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STRESZCZENIE

horoby mitochondrialne u dzieci spowodowane sa gtdwnie mutacjami w genach nDNA.

Defekty te uposledzaja funkcje podjednostek strukturalnych i sktadania komplekséw
tancucha oddechowego oraz innych biatek posrednio zwigzanych z fosforylacja oksydacyj-
na. Do najlepiej poznanych fenotypéw Kklinicznych nalezg defekty zwigzane z deficytem
oksydazy cytochromowej i mutacjami w genach SURF1 czy SCO02, deficyty podjednostek
jadrowych kompleksu | oraz zaburzenia prowadzgace do deplecji mtDNA. Mutacje mtDNA
odpowiadaja zaledwie za 10-20% mitochondropatii w wieku wczesnodzieciecym. W poto-
wie przypadkoéw tto molekularne pozostaje nieustalone. Objawy choréb mitochondrial-
nych u dzieci sg niespecyficzne. Wzrost stezenia kwasu mlekowego w osoczu jest jedynym
znacznikiem biochemicznym, ale o matej czutosci i specyficznosci. Podstawg diagnostyki
pozostaje biochemiczne badanie bioptatu migsniowego z zastosowaniem udoskonalanych
technik oceny funkcji mitochondriéw. W pracy przedstawiono algorytm diagnostyczny cho-
réb mitochondrialnych u dzieci. Zaproponowano pozadane kierunki badan naukowych. Na
wyjasnienie zastuguje m.in. fenomen identycznych zmian w mézgu o typie zespotu Leigha,
niezaleznie od rozmaitego tta molekularnego.

WPROWADZENIE

Po raz pierwszy choroby mitochondrialne zostaty wyodrebnione w patolo-
gii cztowieka w latach 60. i 70. XX wieku [1], na podstawie wystepowania w
miesniach typowych zmian ultrastrukturalnych mitochondriéw (Ryc. 1) oraz
widocznych w mikroskopie Swietlnym tzw. poszarpanych czerwonych widkien
miesniowych (RRF, ang. ragged red fibers) (Ryc. 2, barwienie z zastosowaniem
barwnika Trichrom). Rozpoznanie ustalane jest zwykle dopiero u mitodziezy i
dorostych, chociaz pierwsze objawy sg uchwytne wcze$niej. Symptomatologia,
bardzo réznorodna, obejmuje zestaw postepujagcych zmian w moézgu, miesniach,
gruczotach wydzielania wewnetrznego, narzadach zmystdw (gtuchota, oftalmo-
plegia) i innych tkankach i narzgdach, w najrozmaitszych uktadach [2]. Cha-
rakterystyczne jest dziedziczenie w linii matczynej (mitochondrialne) niezgodne
z zasadami Mendla. Jedyne powtarzajgce sie w chorobach mitochondrialnych

Rycina 1. Zmiany ultrastrukturalne w mieéniu szkieletowym i w watrobie u pacjentéw, u ktérych stwier-
dzono obecno$¢ mutacji lezacych u podtoza choréb mitochondrialnych. Widoczne sa zmiany liczby, ksztattu
i wewnetrznej struktury mitochondriéow. Z archiwum Zaktadu Patologii Instytutu ,Pomnika — Centrum
Zdrowia Dziecka" w Warszawie [42].
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odchylenia laboratoryjne to wzrost stezenia mleczandéw i
alaniny w ptynach ustrojowych [3,4].

W 1988 roku wyjasniono podtoze molekularne pierw-
szych zdiagnozowanych przypadkéw choréb mitochon-
drialnych poprzez identyfikacje mutacji w mtDNA. Po-
szczeg6lne mutacje prébowano wigza¢ z wyodrebnionymi
wczesniej i uzywanymi do dzi$ zespotami klinicznymi o
angielskich akronimach i aponimach [2]. | tak mutacje w
pozycji 3243 tRNALg' opisywano w MELAS (mitochondrial
encephalopathy, lactic acidosis, stroke like episodes), mu-
tacje 8344 tRNALs — w MERRF (ang. myoclonic epilepsy,
ragged red fibers), mutacje 8993T>C lub T>G w genie ko-
dujagcym podjednostke 6 ATPazy — NARP (ang. neuronal
atrophy, retinitis pigmentosa) lub MILS (ang. mitochondrially
inherited Leigh syndrome), duza delecje mtDNA —w PEO
(ang. progressive external ophtalmoplegia) lub w KSS (zespot
Kearn-Sayre'a: cukrzyca, niedoczynno$¢ przytarczyc, blok
przewodnictwa w sercu). Okazato sie jednak, ze fenotyp
choroby mitochondrialnej zalezy bardziej od przypadko-
wego przekazania ilosci zmutowanego mtDNA komoér-
kom potomnym na etapie rozwoju zarodka, ptodu, narza-
du czy tkanki (czyli od stopnia heteroplazmii) niz od geno-
typu [5], W zasadzie kazdy pacjent choruje inaczej —pod
wzgledem ciezkosci, wieku ujawnienia, stopnia rozwoju i
zakresu zajetych narzgddéw. RoOznice wystepujg niezalez-
nie od spokrewnienia chorych oséb. Zdrowa kobieta, no-
sicielka mutacji mtDNA, urodzi¢ moze dziecko niezdolne
do zycia, ciezko uszkodzone juz od urodzenia. Ustalone
wcze$niej ,,dogmaty" diagnostyczne rzadko sprawdzajag
sie w praktyce. Do chwili obecnej opisano ponad 100 mu-
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Rycina 2. Przekrdj poprzeczny przez miesien szkieletowy (powiekszenie oryginalne 400 x). Wtékna RRF (A) wykazuja
dodatnig reakcje w kierunku dehydrogenazy bursztynianowej (B) i brak aktywnosci oksydazy cytochromowej (C). Uszko-
dzone wiékna wykazujg niewielki wzrost aktywnosci kwasnej fosfatazy (D). Z archiwum Zaktadu Patologii Instytutu

tacji mtDNA w 11 genach
strukturalnych podjednostek
kompleksow I, I, IV, w 22
genach tRNA, dwéch rRNA
oraz dwoch  kodujacych
podjednostki syntazy ATP.
Niektére mutacje opisano
tylko u pojedynczych pacjen-
téw. U wiegkszos$ci chorych,
zwlaszcza w okresie dzie-
cinstwa, obraz kliniczny nie
spetnia kryteriéw znanych
zespotow.

Wyjasnienie na przeto-
mie XX i XXI wieku tta mo-
lekularnego deficytow kilku
biatek sktadania oksydazy
cytochromu ¢ (SURF1, SC02,
SCOI, COXIO, COX15), kto-
rych geny zlokalizowane sg
w chromosomalnym DNA
(nDNA), a mutacje przekazy-
wane sg w rodzinach zgodnie
z zasadami Mendla [6,7], byto
otwarciem nowej ery, szcze-
gélnie w poznaniu patogene-
zy chor6b mitochondrialnych
u dzieci. Od tej pory opisano
kilkadziesigt defektéw doty-
czacych nDNA [8], a kolejne
kilkadziesiat, czy nawet Kil-
kaset, pozostaje do odkrycia.

Chorobg mitochondrialng, we wspdiczesnym ujeciu,
nazywamy stan chorobowy wywotany uwarunkowang ge-
netycznie zmiang budowy biatka, pierwotnie zaburzajaca
przebieg proceséw energetycznych w komérce. Przyczyne
defektu zidentyfikowa¢ mozna na poziomie molekularnym
(mutacje mtDNA inDNA) lub jedynie na poziomie bhioche-
micznym (lokalizacja defektu w procesie OXPHOS). Satys-
fakcjonujacy poziom diagnostyki klinicznej zmienia sie i
odpowiada biezgcemu stanowi wiedzy w zakresie ,medy-
cyny mitochondrialnej”. Wtasciwa diagnoza wymaga wiec
potwierdzenia obecnosci patogennej mutacji w znanych
genach albo tylko — wykazania defektu biochemicznego
w tkankach (najczesciej miesniach, hodowanych fibrobla-
stach, ostatnio tez w watrobie) [9,10], Na Ryc. 3 przedsta-
wiono lokalizacje genéw, w ktérych identyfikowane sg mu-
tacje odpowiedzialne za zaburzenie funkcji poszczegélnych
kompleksow tancucha oddechowego. W chwili obecnej w
ponad potowie przypadkéw pierwotnych zaburzen mito-
chondrialnych u cztowieka tto molekularne pozostaje do
wyjasnienia. Tto biochemiczne to najczesciej izolowane de-
ficyty komplekséw I i IV tancucha oddechowego, ale takze
deficyty pozostatych komplekséw lub uog6lnione defekty
OXPHOS.

DEFICYTY KOMPLEKSU IV

Zaréwno biosynteza oksydazy cytochromu c¢ u czto-
wieka, jak symptomatologia jej deficytu nalezg do naj-
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NADH + H* NAD*

ND1, ND2, ND3
ND4, ND4L, NDS,

tyfikowanych przypadkow
stanowi blisko  potowe
wszystkich opublikowanych
na Swiecie [23],

DEFICYTY KOMPLEKSU I

Do chwili obecnej opisa-
no choroby mitochondrialne
z mutacjami we wszystkich
siedmiu mitochondrialnych i
w o$miu z 38 jadrowych pod-

ADP +P, ATP

(:()Xl ATPase6 jednostek kompleksu | [6].
COX2 ATPase8 Najczesciej opisywanym (ale
COX3 nie wytagcznym) obrazem Kli-

nicznym deficytu kompleksu

COX10, COX15
SCO1, SCO02,
SURF1

| jest nietypowy zesp6t Le-
igha [24]. W wigkszosci przy-

ND6
NDUFS1, NDUFS2, SDH A BCSIL
NDUFS3, NDUFS7 SDH B
NDUFS8, NDUFV1 SDH C
SDHD

Rycina 3. Podstawowe geny kodujace podjednostki komplekséw tarficucha oddechowego, w ktérych zidentyfikowano
mutacje odpowiedzialne za wystgpienie choroby mitochondrialnej. Kolorem czerwonym i niebieskim zaznaczono pod-
jednostki strukturalne, kodowane odpowiednio przez geny mitochondrialne i jadrowe. Kolorem zielonym zaznaczono

podjednostki nDNA uczestniczace w sktadaniu komplekséw.

lepiej poznanych [11-15]. Wystepowaé moga wtasciwie
wszystkie mozliwe fenotypy kliniczne. Dwa z nich, naj-
lepiej poznane, powigzane zostaty z mutacjami w genach
SURF1 i SCO02, uczestniczagcych w procesie sktadania
kompleksu IV. Deficyt biatka SURF1 objawia si¢ klinicz-
nie klasycznym zespotem Leigha [16]. Dzieci rodzg sie
pozornie zdrowe. W drugiej potowie pierwszego roku
zycia pojawiajg sie wymioty, brak przybytku masy ciata,
wiotkos¢, drzenia, zaburzenie dysocjacji gatek ocznych,
zmiany rytmu oddychania, acydemia (kwasica) mlecza-
nowa. Przebieg choroby podlega wahaniom. Postepujaca
encefalopatia prowadzi do zgonu przed 4 rokiem Zzycia
(brak skutecznego leczenia). Patomechanizm uszkodze-
nia mézgu wiaze sie prawdopodobnie z wystepowaniem
epizoddw alkalozy oddechowej i hipokapnii [17]. Deficyt
opiekunczego biatka SC02 prowadzi do postepujacej no-
worodkowej kardiomiopatii przerostowej [12,13] lub ze-
spotu ,,dziecka wiotkiego" (ang. floppy child) z obrazem
przypominajacym rdzeniowy zanik miesni (SMA, ang.
spinal muscular atrophy). Wczesnie wystepuje niewydol-
no$¢ oddechowa wymagajgca sztucznej wentylacji. Dzie-
ci umierajg w niemowlectwie. Defekt moze prowadzi¢
do samoistnych poronien ptodu [18]. Szansa leczenia
podskérnymi injekcjami histynianu miedzi pozostaje do
udowodnienia [19]. Nalezy podkreslié, ze w ponad poto-
wie przypadkéw chorych z deficytem COX nie ustalono
jeszcze tta molekularnego [15]. Mutacje w genach struk-
turalnych podjednostek kompleksu (COI, COIIl, COIll)
wykryto tylko u pojedynczych chorych, mimo intensyw-
nych poszukiwan [20], By¢ moze niektére zaburzenia sg
defektami letalnymi. Wykazanie lub wykluczenie deficy-
tu oksydazy cytochromowej w miesniu metodg histoche-
miczng [21] (Ryc. 4) i/lub spektrofotometryczng w homo-
genacie tkanki [22], stanowi pierwszy etap diagnostyki
enzymatycznej choréb mitochondrialnych u dzieci. W
Polsce mutacje w genach SURF1 i SC02 nalezg do szcze-
golnie czestych przyczyn deficytu COX, a liczba ziden-
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padkéw obnizenia aktywno-
§ci enzymatycznej w miesniu
i/lub w fibroblastach tto mo-
lekularne pozostaje nieznane.
Trudno$c¢ z identyfikacjg tych
zaburzen wiaze sie z brakiem
odpowiedniego modelu eks-
perymentalnego u drozdzy, a
takze brakiem prostej reakcji histochemicznej pozwalajacej
na detekcje deficytu w mies$niu [25], Upowszechnienie me-
tody BN-PAGE i ,,in gel activity" (patrz artykut poSwiecony
tej metodzie zamieszczony w niniejszym numerze ,,Poste-
poéw Biochemii) w diagnostyce mitochondrialnej poprawito
co prawda stopien rozpoznawalnosci deficytow kompleksu
I na poziomie biochemicznym [26,27], ale do ostatecznego
wyjasnienia ich patomechanizmu pozostaje daleka droga.
Wykazano, ze w skomplikowanej biogenezie kompleksu |
wspoidziatajg dwa komplementarne procesy: synteza pod-
jednostek mtDNA tworzacych pierwotny produkt sktada-
nia i nastepowa wymiana jego skiadu z udziatem podjed-
nostek nowo importowanych z cytozolu [28], Uszkodzenie
kazdego z uczestniczacych w procesie sktadania biatek, np.
biatka opiekuriczego B17.2L [29] i etapOw stanowi potencjal-
ng przyczyne choroby mitochondrialnej. Nieopublikowane
badania aktywnosci kompleksu I w liniach fibroblastow pa-
cjentéw wskazujg na istnienie co najmniej 7 réznych niepo-
znanych jeszcze defektow, ktére nie podlegajg komplemen-
tarnej korekcji [25].

DEPLECJE mtDNA

Choroby mitochondrialne zwigzane z mutacjami genéw
strukturalnych oraz gendw kodujgcych biatka sktadania
aktywnych komplekséw tahcucha oddechowego, stanowig
zaledwie cze$¢ stale poszerzajgcego sie spektrum zaburzen
mitochondrialnych u cztowieka. Znaczgcg podgrupe stano-
wig choroby mitochondrialne przebiegajace z obnizeniem
ilosci mtDNA w stosunku do nDNA, tzw. zespoty deplecji
mtDNA (MDS, ang. mitochondrial depletion syndromes). Od-
kryte po raz pierwszy w poczatku lat 90. XX wieku u nie-
mowlat z postepujacg dysfunkcjg watroby o niepomys$inym
przebiegu, okazuja sie obecnie wzglednie czestg przyczyna
niewydolnos$ci i marskosci watroby u matych dzieci. Wsréd
nich na czoto wysuwajg sie zaburzenia syntezy nukleoty-
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Rycina 4. Przekrdj poprzeczny przez miesien szkieletowy. Catkowity (tzw. rozlany) deficyt oksydazy cytochromowej (A, re-
akcja kontrolna — C), wzrost ilosci lipidéw o $rednim nasileniu (B). Barwienie hematoksyling i eozyng (D) oraz barwnikiem
Trichrom wedtug metody Gomoriego (E) nie ujawnia uchwytnych zmian. Z archiwum Zaktadu Patologii Instytutu ,,Pomnika

—Centrum Zdrowia Dziecka" w Warszawie.

déw purynowych, ograniczajacych ilos¢ substratu do pro-
dukcji mtDNA w komdrce, zaburzen replikacji mtDNA, czy
nieprawidtowej komunikacji miedzygenomowej. Aktualng
wiedze na temat MDS i udziatu ré6znych genéw w powsta-
waniu tego zjawiska (DGUOK, POLG1, TP, ANT1, MPV17,
TK2, SUCLA2, Twinkle) znalezé mozna w opublikowanych
ostatnio wyczerpujacych pracach przeglagdowych [30,31].
Jednak wykryte do tej pory defekty wyjasniaja patogeneze
niewielkiego tylko odsetka przypadkow deplecji mtDNA.
Z punktu widzenia klinicznego wazne jest, ze objawy MDS
ogranicza¢ sie moga do jednego narzadu czy tkanki (poza
watroba, do miesni szkieletowych, uktadu nerwowego, ser-
ca), wykraczajac poza klasyczng forme wielonarzadowego
schorzenia mitochondrialnego.

INNE WYBRANE ZABURZENIA
FUNKCJI MITOCHONDRIOW

Proces poznawania patologii mitochondrialnej u cztowie-
ka wydaje sie wkracza¢ w okres kolejnych znaczacych odkry¢,
dzieki wprowadzaniu nowych wyrafinowanych i kosztow-
nych metod badawczych i technologii do badan ciekawych,
niewyjasnionych przypadkéw. Podkreslana jest rola badania
zywych niezmienionych mitochondriow z uwzglednieniem
ich funkcji, np. poprzez pomiar syntezy ATP czy zuzycia
znakowanych substratow [10,32,33], a nie tylko w statycz-
nym uktadzie zamrozonej tkanki. Okazuje sie takze, ze me-
todyczne poszukiwanie mutacji mtDNA w podjednostkach
strukturalnych kompleksu | (ND1-ND6) daje pozytywny
efekt czeSciej niz poprzednio sadzono [8,34], Wyniki otrzy-
mane w badaniach nad defektem wykrytym u pojedynczego
pacjenta, przektadaja sie niekiedy na lepsze zrozumienie pa-
togenezy podobnych chorob, ale wystepujacych powszech-
nie i majacych charakter spoteczny.
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Ponadto, upowszechnia
sie poglad, ze poznanie
patomechanizmu choroby
u pacjenta z unikalnym
defektem genetycznym
jest wazne nie tylko dla
niego, ale rzuca S$wiatto
na przebieg proceséw fi-
zjologicznych i moze miec
znaczenie uniwersalne w
poszerzeniu naszej wiedzy
biologicznej. Przyktadowo
wymieni¢ mozna trwajace
kilka lat badania nad przy-
czyng choroby u noworod-
ka, ktéry zmart wkrétce
po urodzeniu z objawami
choroby mitochondrialnej
o ciezkim przebiegu, ktdre
doprowadzity do potwier-
dzenia szerszej roli dyna-
min w patologii cztowieka
[35], Przynajmniej pie¢ ge-
néw jadrowych odpowie-
dzialnych za synteze bia-
tek mitochondrialnych [31]
odkryto poprzez identyfi-
kacje mutacji u pacjentow
z chorobami mitochondrialnymi, w tym gen MRPS16 (ang.
mitochondrial ribosomcil protein subunit 16) u noworodka z
kwasicg mleczanowa, dysmorfig budowy i obrzekami kon-
czyn i gen PUS1 (ang. pseudouridine synthase 1) w rodzinach
z fenotypem MLASA (ang. myopatia, lactic acidosis, siderobla-
stic anemia).

DIAGNOSTYKA KLINICZNA,
BIOCHEMICZNA | MOLEKULARNA

Wiedza na temat czestosci wystepowania choréb mi-
tochondrialnych w populacji, w tym u malych dzieci, jest
ograniczona. Dostepne sg nieliczne, dobrze udokumento-
wane publikacje pozwalajace oszacowaé te liczbe na 1:3.5
tysiecy mieszkancow [36,37]. Dane dotyczace wystepowa-
nia zespotu Leigha w Polsce zostaty ostatnio opublikowa-
ne. Wskazujg one, ze populacja polska (prawdopodobnie w
ogole stowianska) ma swdéj wiasny wzér epidemiologiczny
choroby mitochondrialnej, wyrazony bardzo czestym wy-
stepowaniem zespotu Leigha zwigzanego z obecno$cig mu-
tacji w genie SURF1 [23]. Uwaza sie, ze wstepne rozpozna-
nie choroby mitochondrialnej jest bardzo trudne z powodu
niejednoznacznego obrazu chorobowego (przyjmujacego
najrozniejsze maski dobrze znanych lekarzom chor6b naby-
tych), nierownomiernego przebiegu i braku niezawodnych
znacznikéw biochemicznych. Jedynym wzglednie czestym
parametrem biochemicznym jestwzrost stezenia mleczanow
w ptynach ustrojowych. Jest to jednak znacznik o niskim
stopniu wiarygodnosci (wystepuje u okoto 70% chorych) i
nieswoisty (towarzyszy np. kazdemu niedotlenieniu), a w
praktyce nie jest on oznaczany rutynowo. Tabela 1 przed-
stawia algorytm réznicowania acydemii (kwasicy) mlecza-
nowej z uwzglednieniem zalet i putapek interpretacyjnych.
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Tabela 1. Diagnostyka réznicowa acydemii (kwasicy) mleczanowej*.

Identyfikacja Patomechanizm**
przyczyny
Wynik fatszywy trudno$ci w pobraniu krwi, uzycie

stazy naczyniowej przy pobieraniu

Naczyniowe wstrzas —utrata ptynéw/krwi, inne
Infekcja posocznica, malaria, grzybica, inne
Oddechowe niedotlenienie, stan astmatyczny

Neurologiczne encefalopatia niedotlenieniowa,

niedotlenienie okotoporodowe
Kardiologiczne kardiomiopatia, niewydolno$¢ krazenia, inne
Metaboliczne niewyréwnana cukrzyca (ketoacydoza)
(kwasica ketonowa)

wrodzone wady metabolizmu

Przewod zespot krétkiego jelita (d-mleczan)
pokarmowy
Nerkowe niewydolno$¢ nerek, kwasica kanalikowa
W atrobowe marsko$¢
Nowotwory biataczki, ziarnica zto$liwa
ztos$liwe
Wptyw lekow metformina, alkohol, fruktoza,
probiotyki, statyny, leki w AIDS
Wptyw diety niedobor tiaminy
Skréty: OXPFIOS — fosforylacja oksydacyjna;

mitochondrialna beta-oksydacja kwaséw ttuszczowych; GSD —glikogenozy. *(wg JLeonarda, EMG meeting 2003,
dane niepublikowane). ** Przyczyny kumulacji kwasu mlekowego sg wieloczynnikowe i ztozone; poszczegélne

mechanizmy mogg naktadac¢ sie na siebie.

W literaturze medycznej dostepne sg od pewnego czasu
algorytmy diagnostyczne dla dorostych i dla dzieci z po-
dejrzeniem mitochondriopatii [10], a takze préby ustalenia
prognozy u dzieci z juz zdefiniowang chorobg mitochon-
drialng [37,38], W opinii autoréw szczeg6lnie przydatna
jest zardbwno w pierwszym podejsciu, jak i w interpretacji
wynikéw biopsji mieénia, punktacja zaproponowana przez
mitochondrialny o$rodek w Nijmegen. Zostata ona ostatnio
pozytywnie zweryfikowana w praktyce [39], Na podsta-
wie analizy objawdw klinicznych, badan laboratoryjnych
i obrazowych mozna zakwalifikowa¢ pacjenta do réznego
poziomu pewnoS$ci rozpoznania, od mato prawdopodob-
nej choroby mitochondrialnej (1 pkt), przez mozliwg (2-3
pkt), prawdopodobng (4-7 pkt), do dobrze zdefiniowanej
(8-12 pkt). Wsrod waznych parametrow diagnostycznych,
poza wspomniang wyzej acydemiag (kwasicg) mleczanows,
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Warto$¢ w réznicowaniu,
jednostki chorobowe

zaburzenia OXPHOS (choroba
mitochondrialna)

deficyt karboksylazy pirogronianowej

deficyt karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowe;j

deficyt kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej

defekty przemian tiaminy

GSD la/b

GSD Il (po positku)

deficyt syntazy glikogenu (po positku)
deficyt fruktozobisfosfatazy

defekty LCFA, FAO

Acydemie (kwasice) organiczne
(MMA, PA iinne)

deficyt biotynidazy i holokarboksylazy
defekty cyklu Krebsa

zespot HHH (???)

jest obecno$¢ widkien
RRF, obnizenie aktyw-
nosci COX w mieséniu,
czy charakterystyczny
wynik obrazowania
mozgu (zespdt Leigha,
zmiany udaro-podob-
ne). Skala oceny przed-
stawiona w tabeli 2
pozwala na wypetnie-
nie indywidualnego

formularza  chorego,
zwiekszajagc  obiekty-
wizm interpretacji i

wnioskowania réznico-
wego. Wykrycie muta-
cji odpowiedzialnej za
wystgpienie  choroby
mitochondrialnej (w
okoto potowie bada-
nych przypadkéw)
konczy proces dia-
gnostyczny.  Niestety
nie znamy leczenia
przyczynowego cho-
roby mitochondrialne;j.
Meta-analiza Cochra-
ne'a wymienia nie-
liczne nadajace sie do
oceny prace, ktore nie

potwierdzajg skutecz-
nosci stosowanych dos¢
powszechnie lekow
(koenzym Q, witaminy,
karnityna). Szczesliwie
nie ma tez przestanek,
ze takie postepowanie
jest szkodliwe [41].

LCFA - dilugotancuchowe kwasy tluszczowe; FAO — PODSUMOWANIE

- POZADANE
KIERUNKI BADAN

Pacjent ze zdefinio-
wang chorobg mito-
chondrialng, u ktérego

nie wykryto znanych mutacji mtDNA i nDNA, ani okre-
Slonych deficytéw enzymatycznych, moze uczestniczy¢ w
dalszych badaniach naukowych. Zwykle pacjenci z rzad-
kimi chorobami i ich rodziny $wiadomie w nich uczestni-
czg zaréwno z powodow osobistych, jak i solidarnoscio-
wych. Metodyka poszukiwania nowych defektéw funkcji
mitochondriéw powodujacych choroby mitochondrialne
u ludzi moze by¢ bardzo r6zna. Klasyczne podejscie po-
lega na badaniu sprzezen fenotypu z genotypem w du-
zych grupach oséb spokrewnionych. Wymaga ono jednak
wczesniejszej identyfikacji takich rodzin, co w polskiej po-
pulacji zwykle nie jest mozliwe. Analiza komplementar-
na linii komdrkowych pochodzacych od pacjentéw z tym
samym deficytem jest takze przydatng metodg lokalizacji
defektu metabolicznego. Metoda ta doprowadzita, m.in.,
do wykrycia w wieloosrodkowych badaniach pierwszego
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Tabela 2. Kryteria rozpoznania choroby mitochondrialnej u dzieci wg skali Nijmegen [39].

Grupa parametrow Parametr/objawy Punktacja/ Maximum punktow
parametr w podgrupie A,B,C

I. Objawy kliniczne (maksimum A+B+C =4 punkty)

A. Objawy ze strony miesni oftalmoplegia 2
twarz miopatyczna 1
nietolerancja wysitku 1 2
ostabienie mie$niowe 1
rabdomyoliza 1
nieprawidtowy zapis EMG 1
B. Objawy ze strony opdznienie rozwoju 1
osrodkowego uktadu utrata nabytych umiejetnosci 1
nerwowego epizody udaro-podobne 1
migrena 1 2
drgawki 1
mioklonie 1
$lepota korowa 1
objawy piramidowe 1
objawy pozapiramidowe 1
uszkodzenie pnia mézgu 1
(oddech, potykanie)
C. Choroba wielonarzagdowa uktad krwiotwérczy 1
przewdd pokarmowy 1
hormony/wzrost 1 3
serce 1
nerki 1
wzrok 1
stuch 1
neuropatia 1
nawracajgce/rodzinne objawy 1
Il. Badania metaboliczne i obrazowe (maksimum 4 punkty)
-t kwas mlekowy (wielokrotny pomiar) 2
- 1stosunek kwasu mlekowego do pirogronowego 1
- Jalanina 2
- 1kwas mlekowy w CSF 2 4
- 1biatko w CSF 1
- lalanina w CSF 2
-t metabolity cyklu Krebsa w moczu 2
-acyduria etylomalonowa (EMA) 1
-zmiany udaropodobne w MRI gtowy 1
- zesp6t Leigha w MRI glowy 2
-wzrost stezenia mleczanéw w MRS gtowy 1
I1l. Morfologia migsnia (maksimum 4 punkty)
- witokna RRF lub BRF (ang. blue raggedfibers) 4
-wioékna COX-ujemne 4
- i reakcja barwna na COX 4 4
- i reakcja barwna na SDH 1
Naczynia krwiono$ne SDH-dodatnie 2
Nieprawidtowa ultrastruktura mitochondriéw 2

Skala: 1 pkt: choroba mitochondrialna mato prawdopodobna; pkt 2-4: choroba mitochondrialna mozliwa; pkt
5-7: choroba mitochondrialna prawdopodobna; 8-12: choroba mitochondrialna zdefiniowana. MRI — rezonans
magnetyczny; MRS — spektroskopia rezonansu magnetycznego; COX — oksydaza cytochromowa; SDH —
dehydrogenaza bursztynianowa; CSF —ptyn médzgowo-rdzeniowy.

defektu sktadania kompleksu IV i mutacji w genie SURF1,

ne z naturalnym lub
sztucznie wywotanym
defektem genetycznym.
To podejscie nie zawsze
jednak sie sprawdza.
Wywotany doswiad-
czalnie u myszy deficyt
biatkaSurfl przypomina
fenotyp pacjentéw tyl-
ko w patologii dotycza-
cej miesni. Zaskakujgce
jest natomiast, ze zwie-
rzeta eksperymentalne
nie wykazujg obecnych
zawsze u cztowieka
zmian neurologicznych
o typie zespotu Leigha.
Co wiecej, wykazano, ze
w jednym z dwéch eks-
perymentéw obecnos¢
mutacji w genie SURF1
wigze sie z diuzszym
przezyciem (dotad brak
jest wyttumaczenia tego
zjawiska) [40].

Patomechanizm, kt6-
ry prowadzi do wysta-
pienia zespotu Leigha u
dzieci z r6znymi defek-
tami OXPHOS pozosta-
je niewyjasniony. Jest to
fenomen obecnosci pra-
wie identycznych zmian
patologicznych o syme-
trycznej zblizonej loka-
lizacji, niezaleznie od
rodzaju choroby mito-
chondrialnej ijej tta mo-
lekularnego [24], Czyn-
nikiem uszkadzajagcym
te same obszary moézgu
(i w ten sam sposéb) w
zaburzeniach OXPHOS
moze by¢ prawdopo-
dobnie hiperwentylacja,
alkaloza oddechowa i
hipokapnia [17]. Wia-
domo, ze takze w wa-
runkach fizjologicznych
alkaloza oddechowa
powoduje wyréwnaw-
cze kumulowanie kwa-
su mlekowego w piynie
zewnatrz- i wewnatrz-
komdérkowym. Zakwa-
szenie poprzez kumula-

jako przyczyny zespotu Leigha z deficytem oksydazy cy- cje mleczanu moze przeciwdziatac, szkodliwej dla komorek

tochromu c. mo6zgowych, alkalizacji. Potwierdzenie hipotezy o zwigzku

hipokapnii z wystepowaniem zmian o typie zespotu Leigha

W badaniach nad patomechanizmem choréb mitochon- mogtoby mie¢ znaczenie terapeutyczne u pacjentéw z tym
drialnych wazng role odgrywajg zwierzeta doSwiadczal- zespotem.
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Innym tematem badan powinna by¢ ocena stopnia szko-
dliwosci dwodch czynnikéw wspotobecnych w chorobie
mitochondrialnej, czyli komérkowego niedoboru energii
(produkcji ATP), zwigzanego z samym defektem OXPHOS,
oraz nadprodukcji wolnych rodnikéw, wtérnego zjawiska
chorobotwdrczego. Mozna przypuszczac, ze w niektorych
chorobach mitochondrialnych, takich jak uszkodzenie wa-
troby w zespotach deplecji mtDNA lub w zespole Leigha,
rola tego drugiego patomechanizmu moze okazac sie klu-
czowa.

Dalsze intensywne badania nad przyczyng i patome-
chanizmem chor6b mitochondrialnych stwarzajg szanse
poznania w przysztosci metod ich leczenia, a przynajmniej
spowolnienia procesu uszkodzenia narzadowego w pier-
wotnych zaburzeniach funkcji mitochondriéw. Postepowa-
nie takie nie jest obecnie znane [41,42],
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Metabolic diseases in children including Leigh syndrome
—biochemical and molecular background
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ABSTRACT

Mitochondrial diseases in children are more frequently caused by mutations in nuclear DNA then in mtDNA. Special clinical phenotypes
are associated with the mutations in SURF1 gene, in SC02 gene and with mtDNA depletion syndromes. Leigh syndrome is the most common
clinical presentation of various mitochondrial disorders during childhood. Elevation of lactate in blood, cerebrospinal fluid and urine is a sim-
ple biochemical marker of mitochondrial disorders but its specificity and sensitivity are low. Biochemical investigation of muscle biopsy and
search for mitochondrial mutations remain a gold standard in the diagnosis. The standarized diagnostic criteria to establish level of diagnostic
certainty (possible, probable, definite) are proposed to be used in practice; these include clinical features, neuroimaging and muscle biopsy
investigations. Further research directions to improve our understanding of mitochondrial pathologies in children are suggested.
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STRESZCZENIE

itochondria sg organellami petnigcymi kluczowe funkcje w metabolizmie komorki.

Obok udziatu w syntezie ATP, mitochondria odgrywaja role wewnatrzkomérkowego
bufora jonéw wapnia oraz sa miejscem wytwarzania reaktywnych form tlenu. To sprawia,
iz organelle te sg aktywnie zaangazowane w przekazywanie sygnatéw chronigcych komér-
ki przed uszkodzeniem. Podstawg wielu zjawisk neuroprotekcyjnych sg zmiany spéjnosci
bton mitochondrialnych. W pracy przedstawiono, miedzy innymi, potencjalng neuroprotek-
cyjng funkcje mitochondrialnych kanatéw jonowych.

WSTEP

Mitochondria sa organellami petnigcymi kluczowe funkcje w metabolizmie
komérki. Obok produkcji ATP, zachodzacej na drodze fosforylacji oksydacyj-
nej z udziatem syntazy ATP, mitochondria odgrywajg role wewngatrzkomaorko-
wego bufora jonéw wapnia oraz sa miejscem wytwarzania reaktywnych form
tlenu (ROS). Istotnym czynnikiem w regulacji wspomnianych procesoéw jest
gradient protonowy w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej. Powsta-
je on podczas transportu elektronéw przez tafcuch oddechowy oraz wskutek
przeniesienia protonéw do przestrzeni miedzybtonowej. Sciste sprzezenie prze-
ptywu elektronéw oraz fosforylacji ADP z transportem protondw sprawia, ze
oba procesy nie mogga zachodzi¢ w oderwaniu od siebie, a gradient protonowy
jest niezbedny do produkcji ATP. Ponadto, btonowy potencjat elektryczny (ATU),
bedacy sktadowg sity protonomotorycznej, stanowi site napedzajgcg transport
jondw i metabolitdw w poprzek btony wewnetrznej, regulujagc m. in. akumulacje
Ca2+w mitochondriach. Proces ten katalizowany jest przez uniporter wapniowy
wewnetrznej btony mitochondrialnej w warunkach wysokiego stezenia Ca2w
cytosolu [1], Naptyw jonéw wapnia do macierzy mitochondrialnej moze zwiek-
sza¢ aktywno$¢ metaboliczng mitochondriow poprzez aktywacje kluczowych
enzymoéw regulatorowych, takich jak dehydrogenaza pirogronianowa, dehy-
drogenaza izocytrynianowa i dehydrogenaza 2-oksoglutaranowa [2]. Z drugiej
strony jednak nadmierna akumulacja jonéw wapnia w mitochondriach prowa-
dzi¢ moze do aktywacji megakanatu mitochondrialnego (PTP, ang. permeability
transition pore), co powoduje zwiekszenie przepuszczalno$ci wewnetrznej btony
mitochondriéw, pecznienie macierzy mitochondrialnej, a nastepnie przerwanie
ciggtosci btony zewnetrznej i wyptyw biatek apoptogennych (co stwierdzono
z wykorzystaniem izolowanych mitochondriow) [3]. Dotychczasowe badania
molekularnej budowy megakanatu sugerujg, ze jest to kompleks biatkowy, w
sktad ktérego wchodzi translokaza nukleotydéw adeninowych (ANT, ang.
adenine nucleotide translocase) obecna w bionie wewnetrznej, poryna tworzgca
w zewnetrznej btonie mitochondrialnej kanat anionowy zalezny od potencjatu
(VDAC, ang. voltage dependent anion channel) oraz biatko macierzy mitochon-
drialnej — cyklofilina D (CyP-D, ang. cyclophilin D). Ponadto, postuluje sie, iz
w regulacji tworzenia poru moze bra¢ udziat szereg innych biatek nie bedgcych
bezposrednimi sktadnikami megakanatu, m.in. anty- i proapoptotyczne biatka
z rodziny Bcl-2, mitochondrialna kinaza kreatynowa (MtCK, ang. mitochondrial
creatine kinase), mitochondrialna heksokinaza (HK) ireceptor benzodiazepinowy
(PBR, ang. peripheral benzodiazepine receptor) [3]. Wzrost stezenia jonéw wapnia
w mitochondriach jest podstawowym czynnikiem indukujgcym otwarcie mega-
kanatu. Procesowi temu sprzyja rowniez obnizenie btonowego potencjatu elek-
trycznego i alkalizacja macierzy mitochondrialnej [3]. Wrazliwo$¢ megakanatu
na Ca2wydaje sie by¢ regulowana poziomem syntezy CyP-D, co decydowac
moze o r6znicach tkankowych w odpowiedzi mitochondriéw na jony wapniowe
[4], Wskazuje sie takze na role, jaka w modulacji indukcji PTP odgrywa¢ moga
liczne szlaki sygnatowe zachodzace z udziatem kinaz oraz fosfataz. Udowod-
niono, ze aktywno$¢ megakanatu moze by¢ posrednio regulowana przez kinaze
biatkowg p38 aktywowang przez mitogeny (p38 MAPK, ang. p38 mitogen-activa-
ted protein kinase), ktéra poprzez fosforylacje uniportera wapniowego, wptywa
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na homeostaze Ca2+[3]. Zaobserwowano takze, iz fosforyla-
cja poryny, zachodzaca z udziatem biatkowej kinazy ctypu
£ (PKCe, ang. protein kinase C e), ktorej aktywno$¢ modulo-
wana jest przez reaktywne formy tlenu, moze prowadzi¢ do
zahamowania indukcji PTP [5].

Reaktywne formy tlenu (ROS), wytwarzane w mito-
chondriach, to kolejny wazny czynnik sygnatowy zaan-
gazowany w regulacje metabolizmu komérki. Za gtdwne
miejsca wytwarzania ROS uwaza sie kompleksy tafcucha
oddechowego, takie jak oksydoreduktaza NADH — ubi-
chinon (kompleks 1) oraz kompleks cytochroméw bc,
(oksydoreduktaza ubichinol — cytochrom c) (kompleks
I1). Wzmozona produkcja ROS lub zaburzenia w funk-
cjonowaniu systemu przeciwutleniaczy moga prowadzic¢
do uszkodzenia struktur komdérkowych wskutek utlenia-
nia biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych. Dodatkowo
jednak ROS mogg petni¢ funkcje metabolicznych przekaz-
nikéw sygnatéw. Liczne dane wskazujg na udziat ROS
w indukcji syntezy biatek poprzez aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak czynnik jadrowy NF-kB (ang.
nuclearfactor) i AP-1 (ang. activator protein-1) [6] oraz czyn-
nik indukowany hipoksjag (HIF-1, ang. hypoxia inducible
factor) [7]. Postuluje sie takze role ROS w regulacji szlaku
sygnalizacyjnego kinazy c-jun (JNK, ang. c-Jun NH-termi-
nal kinase) oraz kinazy biatkowej MAPK (ang. mitogen acti-
vated protein kinase) [6]. Wydaje sie rOwniez, ze stan redoks
komorki moze modulowaé aktywno$¢ kinazy biatkowej ¢
(PKC, ang. protein kinase C), jak rowniez biatkowych kinaz
tyrozynowych oraz biatkowych fosfataz tyrozynowych
[6], Na uwage zastuguje takze rola, jakag ROS odgrywajg w
inicjowaniu programowanej $mierci komorki. ROS moga
indukowac proces apoptozy posrednio poprzez uszkodze-
nia struktur komérkowych, badz uruchamiajac odpowied-
nig kaskade przekazywania sygnatu w komérce.

Apoptoza jest procesem fizjologicznym, umozliwiajagcym
kontrolowane usuwanie komoérek podczas wzrostu i rézni-
cowania oraz eliminacje komorek nieprawidtowych oraz juz
niepotrzebnych. Wzmozony proces programowanej $mierci
obserwowany w stanach patologicznych, takich jak choroby
autoimmunizacyjne czy schorzenia neurozwyrodnieniowe
wigze sie natomiast z przesunigciem réwnowagi w kierun-
ku niekontrolowanego usuwania komdrek. Badania ostat-
nich lat bezspornie pokazuja, ze mitochondria odgrywaja
istotng role w procesie apoptozy. Uwolnienie do cytosolu
AIF (ang. apoptosis inducing factor) oraz endonukleazy G, a
takze apoptogennych biatek mitochondrialnej przestrzeni
miedzybtonowej, takich jak cytochrom c, biatko Smac/DIA-
BLO (ang. second mitochondria-derived activator of caspases/di-
rect IAP binding protein with low pi), proteaza Omi/HtrA2
(ang. high temperature requirement protein A2), jest bowiem
czynnikiem warunkujgcym kluczowy etap programowanej
$mierci komdrki, a mianowicie aktywacje kaspaz. Proces
ten zapoczatkowuje aktywacja prokaspazy-9, zachodzgca w
apoptosomie utworzonym przy udziale cytochromu c, biat-
ka adpatorowego Apaf-1 (ang. apoptosis protease-activating
factor 1) oraz ATP/dATP. Wyzwolenie kaskadowej reakcji
kaspaz efektorowych mozliwe jest natomiast dzieki oddzia-
tywaniu biatek Smac/DIABLO oraz Omi/HtrA2 z cytosolo-
wymi inhibitorami apoptozy (IAP, ang. inhibitory apoptosis
protein). Dodatkowo, przeniesienie biatka AIF oraz endonu-
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kleazy G do jadra komorkowego prowadzi do degradacji
DNA, zachodzacej niezaleznie od kaspaz [8].

Molekularny mechanizm uprzepuszczalnienia bton
mitochondrialnych, prowadzacy do przemieszczenia bia-
tek apoptogennych do cytosolu, nadal pozostaje w sferze
hipotez. Wydaje sie, ze przebieg procesu uwalniania cy-
tochromu c z mitochondriéw zaleze¢ moze od typu ko-
morek, rodzaju czynnika proapoptotycznego, jak rowniez
stanu bioenergetycznego komérki. Proponuje sie kilka mo-
deli opisujagcych mechanizm zachodzenia tego zjawiska.
W procesie apoptozy przebiegajacym na drodze zaleznej
od jondw wapnia kluczowa role przypisuje sie mitochon-
drialnemu megakanatowi (PTP) [3]. Wzrost stezenia Ca2+
indukuje otwarcie PTP, co prowadzi do uprzepuszczal-
nienia btony wewnetrznej, a w preparacie wyizolowanych
z tkanki mitochondridéw, takze ich pecznienia, rozerwania
btony zewnetrznej i wyptywu biatek mitochondrialnych.
Dane doswiadczalne wskazujg takze na udzial proapop-
totycznych biatek z rodziny Bcl-2 w regulacji megakanatu.
Zaobserwowano, miedzy innymi, iz nadekspresja genu ko-
dujacego biatko Bax w komorkach Jurkat indukuje $mier¢
hamowang przez inhibitor megakanatu —cyklosporyne A
(CsA). Istniejg rowniez doniesienia wskazujgce na bezpo-
$rednie oddziatywanie biatka Bax ze sktadnikami mega-
kanatu — translokaza nukleotydéw adeninowych oraz
poryna [3]. Oddziatywania te modulujg aktywno$¢ PTP w
sposéb zalezny od CsA i biatek antyapoptotycznych Bcl-2
i Bcl”r. Odmienny mechanizm uwalniania cytochromu ¢
z mitochondriéw proponuje sie dla szlaku transdukcji sy-
gnatu apoptotycznego niezaleznego od Ca2t Model ten za-
ktada, iz kluczowa role w uprzepuszczalnieniu zewnetrznej
btony mitochondrialnej odgrywajg biatka z rodziny Bcl-2.
Sugeruje sie, ze biatka Bax i Bak w wyniku oligomeryzacji
indukowanej przez biatko t-Bid, moga w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej formowac pory, przez ktére dochodzi do
wyptywu biatek apoptogennych z przestrzeni miedzybto-
nowej [3]. Zaobserwowano takze, ze oligomeryczna forma
biatka Bax moze oddziatywac z translokaza nukleotydow
adeninowych lub poryng, generujgc powstawanie kanatow
o duzym przewodnictwie [3], Wyniki ostatnich badan po-
kazuja rowniez, ze procesowi uwalniania cytochromu c z
mitochondriéw towarzyszy¢ moze reorganizacja grzebieni
mitochondrialnych. Czynnikiem inicjujgcym zmiany orga-
nizacji btony wewnetrznej wydaje sie by¢ biatko tBid, ktdre
poprzez oddziatywania z kardioliping, prowadzi¢ moze do
zmian przepuszczalno$ci wewnetrznej btony mitochondrial-
nej, wzrostu produkcji ROS, i w konsekwencji, utleniania li-
pidéw [9]. Zmiana struktury grzebieni mitochondrialnych
podlegajaca dodatkowo kontroli biatek zaangazowanych w
fuzje i fragmentacje mitochondriéw, m.in. Opal (ang. Optic
atrophia 1) i Drpl, umozliwia mobilizacje puli cytochromu c
zwigzanego z miejscami kontaktowymi oraz zamknietego
w obrebie grzebieni mitochondrialnych [10,11],

Obok utraty spdjnosci bton mitochondrialnych, w pro-
cesie apoptozy obserwuje sie takze liczne zmiany meta-
bolizmu mitochondriéw, poprzedzajace $mier¢ komorki.
Jednym z pierwszych sygnatéw pojawiajgcych sie na dro-
dze przekazywania sygnatu apoptotycznego jest obnize-
nie elektrycznego potencjatu btonowego. Przypuszcza sie,
ze spadek AT* moze by¢ wynikiem otwarcia megakanatu,
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cho¢ nie wyklucza sie takze scenariusza odwrotnego, w
ktorym to depolaryzacja btony, indukowana m. in. zabu-
rzeniami transportu elektronéw w tancuchu oddechowym
lub zwiekszong przepuszczalno$cig btony wewnetrznej dla
protonéw, prowadzi¢ moze do aktywacji PTP. Zjawiskiem
towarzyszacym procesowi apoptozy jest rowniez wzmozo-
na synteza ROS, za ktéra moze odpowiada¢ zahamowanie
szybkosci oddychania lub wzrost stezenia Ca2-w macierzy
mitochondrialnej.

Neurony to komérki szczegdlnie narazone na dziatanie
licznych czynnikow uszkadzajgcych. Zablokowanie prze-
ptywu krwi, a zatem deficyt tlenu i glukozy prowadzi nie-
uchronnie do powstania zmian nekrotycznych w obrebie
obszaru niedokrwienia m6zgu. Dodatkowo, niedobdr tlenu
w sasiadujacym z rdzennym obszarem udaru poikcieniu,
powoduje zwiekszone wydzielanie kwasu glutaminowego,
aktywacje receptordw glutaminergicznych, aco za tym idzie
—naptyw jondw wapniowych do wnetrza neuronéw. Nad-
mierna akumulacja Ca2rw cytoplazmie stanowi natomiast
czynnik wyzwalajacy proces apoptozy komorek nerwo-
wych. Toksyczno$¢ pobudzeniowa, indukowana nadmia-
rem neuroprzekaznika, towarzyszy takze wielu chorobom
neurologicznym, takim jak choroba Huntingtona i stward-
nienie zanikowe boczne.

Bezsprzeczny udziat mitochondriéw w przekazywaniu
sygnatu apoptotycznego sprawia, ze badania ostatnich lat
koncentrujg sie woko6t poszukiwania strategii neuropro-
tekcyjnych, ktérych bezposrednim obiektem dziatania by-
tyby mitochondria. Oprécz préb wykorzystania substancji
chemicznych w celu zablokowania megakanatu mitochon-
drialnego, sugeruje sie zasadno$¢ terapii z wykorzystaniem
zwigzkow przeciwutleniajgcych lub regulacje poziomu ROS
na drodze aktywacji mitochondrialnych biatek rozprzega-
jacych. Postuluje sie réwniez potencjalng cytoprotekcyjng
role mitochondrialnych kanatéw potasowych. Dodatkowo,

0 [voAc]
<

Bax

PTP

kanat selektywny
dla jonéw potasowych

Rycina 1. Mitochondrialne biatka regulujace przepuszczalno$¢ blon mitochon-
drialnych: UCP — biatko rozprzegajace, PTP — megakanat mitochondrialny,
YDAC — poryna mitochondrialna.
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interesujgcy obiekt badan stanowig biatka zaangazowane
w regulacje fuzji i fragmentacji mitochondriéw, proceséw,
ktore obok kontroli ksztattu i aktywnos$ci metabolicznej mi-
tochondridw, wydajg sie grac istotng role w procesie apop-
tozy (Ryc. 1).

BIALKA REGULUJACE PROCES FUZJI/
FRAGMENTACJI MITOCHONDRIOW

Fuzja i fragmentacja mitochondriéw to procesy prowa-
dzace do formowania i rozpadu sieci mitochondrialnych w
komorce. Stabilizacja struktury mitochondriéw, warunko-
wana utrzymaniem réwnowagi pomiedzy zachodzeniem
obu zjawisk, podlega Scistej kontroli i regulacji przez sze-
reg biatek zlokalizowanych zardwno w cytoplazmie, jak i
w mitochondriach. Jak dotgd w komdrkach ssakow ziden-
tyfikowano trzy biatka zaangazowane w proces fuzji mi-
tochondriéw. Nalezg do nich btonowe GTPazy, takie jak
Mfnl (ang. mitofusin 2) i Mfn2 (ang. mitofusin 2), obecne w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej, oraz Opal zlokalizo-
wana w przestrzeni miedzybtonowej [12]. Sposrod biatek
regulujacych proces fragmentacji mitochondriéw nalezy
wymieni¢ biatko zewnetrznej btony mitochondrialnej, Fisi,
oraz biatka cytosolowe, GTPaze Drpl (ang. dynamin-related
GTPase) oraz endofiling Bl [12]. Badania ostatnich lat poka-
zuja, ze biatka odpowiedzialne za procesy fuzji/fragmen-
tacji mitochondriow moga rowniez bra¢ udziat w regulacji
sygnatu apoptotycznego, co sugerowatoby potencjalng za-
lezno$¢ miedzy zmianami morfologicznymi mitochondriow
a $miercig komarki [13]. Zaobserwowano m.in., ze wbudo-
waniu aktywnego biatka Bax do zewnetrznej btony mito-
chondrialnej towarzyszy fragmentacja mitochondridéw [14]
i zahamowanie procesu fuzji [15]. Postuluje sie, ze zmiany
morfologii mitochondriéw indukowane procesem fuzji sta-
nowi¢ moga czynnik utrudniajagcy wbhudowanie oligome-
row Bax/Bak do zewnetrznej btony mitochondrialnej [14].
Wykazano ponadto, iz w miejscach w ktérych dochodzi do
fragmentacji mitochondriow, biatko Drpl wspétwystepuje
w btonie zewnetrznej z biatkami Bax i Mfn2 [16].

Wyniki badan przeprowadzonych na komdrkach HelLa
pokazaty, ze wyciszenie genu kodujgcego biatko Fisi lub
Drpl hamuje apoptoze indukowang staurosporyng (STS),
aktynomycyng D czy czynnikiem Fas [13]. Rola wspomnia-
nych biatek w przekazywaniu sygnatu apoptotycznego
wydaje sie by¢ jednak rézna. Postuluje sie, ze etapem klu-
czowym dla aktywnosci biatka Fisi w apoptozie jest faza
poprzedzajgca transport biatka Bax do mitochondriow,
podczas gdy aktywnos$¢ Drpl probuje sie wigzaé z fazg wy-
ptywu cytochromu c do przestrzeni miedzybtonowej [13],
Ponadto, zaobserwowano, ze wzmozona fuzja mitochon-
driow moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym przezywaniu
komérek. Wzrost aktywnos$ci biatka Mfn2 prowadzi do za-
hamowania aktywacji biatka Bax i uwalniania cytochromu c
z mitochondriéw [17].

Neurony sg komérkami szczeg6lnie wrazliwymi na
zmiany struktury mitochondriéw. Znane sg przynajmniej
dwie choroby neurozwyrodnieniowe wywotane mutacja-
mi w genach kodujacych biatka regulujace proces fuzji i
fragmentacji mitochondriow. Mutacje w genie OPA1 odpo-
wiadajg za rozwo6j choroby zwanej atrofig wzrokowg typu |
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[18]. Punktowe mutacje w genie Mfn2 sg natomiast gtéwna
przyczyng choroby neurozwyrodnieniowej Charcot-Marie-
Tooth typu 2, prowadzacej do zaniku akson6w nerwow
obwodowych [19]. Zaobserwowano takze, ze biatko Mfn2
jest niezbedne dla prawidtowego rozwoju mézdzku, w tym
gtéwnie dla komorek Purkinjego [20]. Komérki Purkinjego
pozbawione genu Mfn2 charakteryzujg sie ubozszg siecig
potaczen kolateralnych, mniejsza gestoscig kolcow dendry-
tycznych i dramatycznie obnizong przezywalnos$cig. Zmia-
nom morfologii neuronéw towarzyszg rowniez zaburzenia
ultrastruktury i dystrybucji mitochondriéw oraz spadek ak-
tywnosci komplekséw tancucha oddechowego [20], Ponad-
to zaobserwowano, ze proces fragmentacji mitochondridow
stanowi jeden z pierwszych etapéw apoptozy zachodzacej
w neuronach zaréwno in vitro [21-23], jak i in vivo [21], Do-
Swiadczenia przeprowadzone z uzyciem neuronalnych ho-
dowli pierwotnych wykazaty, ze wzmozona synteza biatek
bioragcych udziat w procesie fuzji mitochondriéw skutecz-
nie hamuje apoptoze komérek nerwowych. Pokazano m.in.,
ze wzrost aktywnosci biatka Mfn2 prowadzi do ochrony
komorek ziarnistych mézdzku w warunkach stresu oksy-
dacyjnego, badz uszkodzenia DNA indukowanego inhibi-
torem topoizomerazy, kamptotecyng [22], Neuroprotekcyj-
ny efekt wzmozonej syntezy Mfn2 obserwowano réwniez
w hodowli pierwotnej neurondw kory mézgowej poddanej
dziataniu tlenku azotu, rotenonu i @amyloidu [21]. W obu
modelach obserwowano wyrazne zahamowanie fragmenta-
cji mitochondridéw, co wskazuje na istotng role tego procesu
w przekazywaniu sygnatu apoptotycznego w neuronach.
Co wiegcej, podobny efekt uzyskany w doswiadczeniach z
zastosowaniem komdrek nerwowych pozbawionych genu
kodujacego Drpl sugeruje, ze wadnie to biatko moze by¢
bezposrednio zaangazowane w proces fragmentacji mito-
chondriow indukowany czynnikiem apoptotycznym [23].
Mechanizm ochrony, wywotany nadekspresja genu koduja-
cego Mfn2, prébuje sie dodatkowo wigza¢ z funkcja sygna-
towgq tego biatka. Wyniki badan Johani-Asl i wsp. dowiodty
bowiem, ze zmutowane biatko Mfn2 zdolne do wigzania
nukleotydow, ale pozbawione aktywnosci hydrolitycznej,
indukujgc podobny poziom fuzji mitochondriéw, co biatko
typu dzikiego, wykazuje jednoczesnie duzo wigksze dzia-
tanie neuroprotekcyjne. Sugeruje sie wiec, ze stan nukle-
otydowy Mfn2, determinujac oddziatywania z innymi biat-
kami zewnetrznej btony mitochondrialnej, moze stanowié
czynnik krytyczny dla przezywalno$ci neurondw. Hipoteze
te wydaja sie potwierdza¢ dane pokazujace, iz forma biatka
Mfn2 zwigzana z GTP nie oddziatuje z oligomerami Bax/
Bak wbudowywanymi w btone zewnetrzng we wczesnym
etapie apoptozy [17].

MEGAKANAL MITOCHONDRIALNY

Wzrost stezenia jon6w wapnia w cytoplazmie neuronow
towarzyszy wielu procesom patologicznym, takim jak udar
moézgu i neurozwyrodnienie. W tych warunkach rola mi-
tochondriéw jako wewnatrzkomérkowych buforéw Ca2+
wydaje sie by¢ szczegdlnie istotna. Z drugiej strony jednak
nadmierna akumulacja Ca2+w mitochondriach prowadzi
do indukcji PTP i $mierci komorki. Jako jedng ze strategii
neuroprotekcyjnych proponuje sie wiec zastosowanie sub-
stancji chemicznych hamujgcych aktywno$é megakanatu.
Megakanat mitochondrialny to kompleks biatkowy odgry-
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wajacy kluczowag role w mechanizmie uprzepuszczalnienia
zewnetrznej blony mitochondriéw podczas apoptozy za-
chodzacej na drodze zaleznej od Ca2+ Wrazliwos$¢ PTP na
wzrost stezenia jondw wapniowych w macierzy mitochon-
drialnej jest zr6znicowana tkankowo i zalezy od poziomu
syntezy jednego ze sktadnikdw megakanatu — cyklefiliny
D (CyP-D) [4,24], Cyp-D jest izomerazg peptydylo-prolino-
wa cis-trans zlokalizowang w macierzy mitochondrialnej.
Biatko to uwrazliwia megakanat na aktywacje Ca2+[24 ista-
nowi specyficzne miejsce wigzania cyklosporyny A (CsA),
immunosupresyjnego cyklicznego oligopeptydu hamujace-
go aktywno$¢ PTP [25].

Wyniki badan prowadzonych na hodowlach pierwot-
nych dowiodty, ze zastosowanie CsA prowadzi do cchro-
ny neuronéw w warunkach toksycznosci pobudzeniowej
indukowanej glutaminianem [26] i NMDA [27], Wykazano,
ze CsA poprzez hamowanie depolaryzacji wewnetrznej bto-
ny mitochondrialnej, zapobiega spadkowi poziomu ATP,
blokuje wzrost produkcji ROS i Smier¢ komarki [26,27]. Po-
dobne wyniki uzyskano takze w dos$wiadczeniach in vivo
[28,29] choé tu stopien neuroprotekcji uzalezniony byt od
dawki i drogi podania leku immunosupresyjnego. Ponad-
to, staba przenikalno$¢ przez bariere krew-mézg oraz neu-
rotoksycznos$¢ wysokich stezen CsA sprawiajg, ze otecnie
duze zainteresowanie wzbudzajg jej analogi, takie jak N-
Me-Val 4-cyclosporin A [30], NIM811 i UNIL025 [31], nie
majace wiasciwosci immunosupresyjnych.

Wyniki badahn prowadzonych w ostatnich latach ooka-
zaly, ze w porédwnaniu z mitochondriami serca czy watro-
by, mitochondria mézgowe cechuje wysoka odporne$¢ na
indukcje megakanatu jonami wapniowymi, a poziom CyP-
D jest duzo nizszy niz w innych tkankach [4], Podobne za-
leznosci obserwowano takze w obrebie mézgu. Wykazano,
miedzy innymi, ze mitochondria synaptyczne kory mézgo-
wej charakteryzujgce sie wysokim poziomem syntezy CyP-
D sg duzo bardziej wrazliwe na wzrost stezenia Ca2w ma-
cierzy mitochondrialnej niz mitochondria z obszaréw poza-
synaptycznych [32]. Bezposrednich dowodow na istnienie
zwigzku pomiedzy poziomem CyP-D a zdolno$cig mito-
chondriéw do akumulacji Ca2+dostarczyty doswiadczenia
przeprowadzone na myszach transgenicznych pozbawio-
nych genu Ppif kodujagcego CyP-D [24]. Indukcja PTP w
mitochondriach myszy knock-out wymagata zastosowania
dwukrotnie wyzszych stezeh Ca2+w poréwnaniu z aktywa-
cja megakanatu mitochondriow myszy typu dzikiego. Do-
datkowo proces ten byt niewrazliwy na CsA. Brak CyP-D
nie wptywat natomiast na stan bioenergetyczny mitochon-
driéw o czym $wiadczy¢ moze niezmieniona szybko$¢ od-
dychania w warunkach stymulacji ADP lub rozprzegaczem
[24], Regulacja poziomu CyP-D w komorce wydaje sie wiec
by¢ atrakcyjng strategig neuroprotekcyjna.

Ostatnio wykazano, ze wytaczenie genu Ppif prowadzié¢
moze do ochrony neurondw w rdznych modelach $mierci
komdrkowej. Zaobserwowano, iz pozbawienie myszy genu
kodujacego CyP-D znacznie obniza stopien uszkodzenia
moézgu w warunkach niedotlenienia/reperfuzji [33]. Po-
nadto, doswiadczenia z zastosowaniem eksperymentalne-
go modelu stwardnienia rozsianego dowodzg roli, jakg w
rozwoju tego schorzenia odgrywa, indukowana Ca2 akty-
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wacja megakanatu mitochondrialnego [34], U myszy Ppif'f,
mimo rozwoju klinicznych symptomdéw EAE, wywotanych
procesami zapalnymi, duzo szybciej w poréwnaniu do my-
szy typu dzikiego obserwowano zanik objawéw i znaczng
poprawe stanu og6lnego. Wykazano réwniez wyrazne za-
hamowanie proceséw neurozwyrodnieniowych prowadzg-
cych do uszkodzenia i redukcji gestosci aksonéw w rdzeniu
kregowym, jak i wzrost odpornosci mitochondriow na ROS
i Ca2r[34],

BIALKA ROZPRZEGAJACE

Biatka rozprzegajace (UCP, ang. uncoupling proteins) to
rodzina biatek wewnetrznej btony mitochondrialnej, petnia-
cych funkcje transporteréw aniondéw. Ich fizjologiczna rola
w metabolizmie energetycznym mitochondriow wydaje sie
polegaé na transporcie H+do wnetrza macierzy mitochon-
drialnej, co stanowi mechanizm biernego ,,przecieku" pro-
tondw odpowiedzialnego za 10-27% spoczynkowego zuzy-
cia tlenu. Do tej pory zidentyfikowano pie¢ biatek UCP. Po
raz pierwszy opisane w brunatnej tkance ttuszczowej, UCP-1
odpowiada za termogeneze bezdrzeniowg i produkcje cie-
pta u noworodkéw oraz prawdopodobnie bierze udziat w
odpowiedzi dorostych na stres zwigzany z niska tempera-
turg. Biatko UCP-3 wystepuje w migs$niach szkieletowych,
mies$niu sercowym oraz brunatnej tkance gryzoni. UCP-2,
obecne w wiekszosci tkanek, zidentyfikowane zostatlo w
uktadzie nerwowym, gdzie obecne sg takze dwa inne specy-
ficzne dla mézgu biatka rozprzegajace: UCP-4 oraz UCP-5,
zwane takze BMPC-1 (ang. brain mitochondrial carrier protein-
1) [35].

W literaturze istniejg dwie hipotezy wyjasniajgce mecha-
nizm transportu protonéw przez biatka UCP. Jedna z nich
opiera sie na zatozeniu, ze biatko rozprzegajagce moze two-
rzy¢ w btonie wewnetrznej mitochondriéw kanat anionowy
transportujacy kwasy ttuszczowe wraz z protonami [36],
Dodatkowo nie wyklucza sie takze roli, jakg w tym procesie
odgrywaé¢ moga translokaza nukleotydéw adeninowych,
przenos$nik asparginian/glutaminian [37], czy przenosnik
kwasow dikarboksylowych [38], Druga hipoteza zaktada
natomiast przemieszczanie kwaséw ttuszczowych w obre-
bie btony i udziat UCP w transporcie anionowej formy kwa-
su tluszczowego.

Niezaleznie od mechanizmu transportu H+do wnetrza
mitochondridéw, proces ten prowadzi do rozprzezenia fos-
forylacji oksydacyjnej i spadku elektrycznego potencjatu
btonowego. Podczas gdy catkowite i dtugotrwate rozprze-
zenie mitochondriéw prowadzi do zaburzenia metabolizmu
energetycznego komérki, przejsciowy naptyw protondw do
wnetrza macierzy mitochondrialnej stanowié¢ moze czynnik
regulujacy zaréwno akumulacje Ca2+rw mitochondriach, jak
i produkcje ROS. Badania ostatnich lat pokazuja, iz krétka
ekspozycja komorek na egzogenne czynniki rozprzegajace,
takie jak FCCP czy DNP prowadzi¢ moze do neuroprotekcji
w modelu toksyczno$ci pobudzeniowej indukowanej glu-
taminianem [39] lub w warunkach pozbawienia tlenu i glu-
kozy [40]. Dodatkowych danych dostarczajg eksperymenty
in vivo. Zaobserwowano, miedzy innymi, iz systemowe po-
danie DNP w istotny sposdb zmniejsza rozmiary uszkodze-
nia moézgu w modelu niedotlenienia/reperfuzji [41] oraz
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aktywacji receptorow NMDA kwasem kwinolinowym [42].
Doswiadczenia przeprowadzone z uzyciem mitochondriéw
izolowanych z mézgu poddanego dziataniu DNP dowodza,
ze mechanizm cytoprotekcji indukowanej przez substancje
rozprzegajacq polega w gtdéwnej mierze na zahamowaniu
akumulacji jonéw wapniowych w mitochondriach i obnize-
niu poziomu ROS [41].

Pojawienie sie danych wskazujgcych na neuroprotekcyjng
role egzogennych protonoforéow sprawito, ze réwniez endo-
genne biatka rozprzegajace UCP wydaty sie ciekawym obiek-
tem badawczym w kontek$cie zjawiska cytoprotekcji. Do-
$wiadczenia, w ktérych stosowano hartowanie niedotlenie-
niem (IPC, ang. ischemic preconditioning) polegajace na krét-
kotrwatym epizodzie niedotlenienia chronigcym mozg przed
nastepnym diugotrwatym pozbawieniem tlenu, wykazaty,
ze zjawisku temu towarzyszy wzrost syntezy biatka UCP-
2w mozgu [40], Autorzy postulujg potencjalna role UCP-2
w regulacji stanu redoks komarki, ktéry poprzez aktywacje
czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak NF-kB lub AP-1,
wplywa¢ moze na poziom syntezy biatek zaangazowanych
w proces neuroprotekcji, m. in. dysmutazy ponadtlenkowej
i Bcl-2 [40]. Pokazano takze, ze czynnikiem modulujgcym
poziom UCP-2 moze by¢ dieta. U szczurzych noworodkow
karmionych wysokottuszczowym mlekiem matki obserwo-
wano wysoki poziom UCP-2 w mozgu, ktéry pozytywnie
harmonizowat z odpornosciag zwierzat na uszkodzenie neu-
ronéw uktadu limbicznego, indukowane kwasem kainowym
[43]. Zaobserwowano takze, ze wzmozona synteza UCP-2 w
hodowlach pierwotnych kory mézgowej inkubowanych w
warunkach pozbawionych tlenu i glukozy hamuje aktywa-
cje kaspazy 3, prowadzac tym samym do ochrony neuronéw
[40]. Podobne obserwacje pochodzg z do$wiadczen prowa-
dzonych na myszach zdolnych do wzmozonej syntezy UCP-
2, u ktorych operacyjnie dokonywano uszkodzenia kory
srodwechowej. W poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi,
u myszy transgenicznych obserwowano wyraznie nizszy po-
ziom aktywacji kaspazy 3 [44]. Ponadto, neuroprotekcyjne-
go efektu wzmozonej syntezy UCP-2 dowiedziono in vivo w
eksperymentalnym modelu udaru mézgu, wywotanym za-
mknieciem $rodkowej aorty mézgowej (MCAO, ang. middle
cerebral artery occlusion) [40], jak réwniez w modelu choroby
Parkinsona indukowanej MPTP [45]. Przeprowadzone do-
Swiadczenia wykazaty, ze wzrostowi przezywalnosci neu-
ronéw towarzyszyt obnizony poziom peroksydacji lipidoéw
i karbonylacji biatek, jak réwniez zahamowanie produkcji
ROS. Wydaje sie wiec, ze neuroprotekcja, wynikajgca z przej-
sciowego rozprzezenia mitochondriow zachodzgcego na
drodze aktywacji UCP-2, wigze sie bezposrednio z regulacjg
poziomu ROS w komorce.

MITOCHONDRIALNE KANALY POTASOWE

Badania ostatnich lat wskazujg na role jakg w zjawisku
cytoprotekcji odgrywaé¢ moga kanaty potasowe zlokalizo-
wane w wewnetrznej btonie mitochondriéw. Mimo ze fi-
zjologiczna rola mitochondrialnych kanatéw potasowych
nadal pozostaje nie do kofAca poznana, wiadomo, iz moga
one bra¢ udziat w regulacji objetosci mitochondriéw, poten-
cjatu elektrycznego, a co za tym idzie — szybkosci oddy-
chania, produkcji ROS i akumulacji Ca2tw macierzy mito-
chondrialnej. Wykazano takze, ze naptyw jonéw potasu do
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wnetrza mitochondriow prowadzi do ochrony komorek w
réznych modelach $mierci. Sugeruje sie, ze aktywacja mito-
chondrialnych kanatéw potasowych poprzez wzrost objeto-
§ci macierzy mitochondrialnej moze korzystnie wplywac na
gospodarke energetyczng komérki. Ponadto, przypuszcza
sie, iz wzmozony transport K+do mitochondriéw powodo-
wac¢ moze zahamowanie akumulacji jonéw wapniowych w
macierzy mitochondrialnej, chronigc tym samym komdrke
przed aktywacjg megakanatu. Dodatkowo, nie wyklucza
sie takze roli jakg w mechanizmie cytoprotekcji odgrywac
moga ROS (Ryc. 2).

MITOCHONDRIALNY KANAL
POTASOWY REGULOWANY ATP

Mitochondrialny kanat potasowy regulowany ATP (mi-
toKAIp, zidentyfikowany zostat w wewnetrznej btonie mi-
tochondriéw watroby [46], serca [47], mies$ni szkieletowych
[48] i mbzgu [49], Budowa molekularna kanatu mitoKAp
cho¢ nie do konca poznana, wydaje sie by¢ zblizona do
struktury kanatu KAIpz btony plazmatycznej, utworzonego
przez podjednostknostki Kir 6.x -tworzgce por kanatu oraz
podjednostki regulatorowe SUR, bedace receptorami sul-
fonomocznikéw. Préby identyfikacji izoform podjednostki
Kir i SUR kanatu mitoKAIpz mézgu pokazaty, iz w mito-
chondriach obecne jest zardwno biatko Kir 6.1, jak i Kir6.2,
SUR1 oraz SUR2. Wydaje sie jednak, ze izoformami domi-
nujagcymi w mitochondriach mézgu sg prawdopodobnie
Kir6.1 i SUR2 [50],

W warunkach fizjologicznych kanat mitoKAIp podob-
nie jak kanat KAIp obecny w btonie plazmatycznej, akty-
wowany jest przez GTP i GDP, a hamowany przez ATP.
ADP i dlugotanicuchowe estry CoA aktywujace kanat
KAIpz btony plazmatycznej powodujg natomiast zahamo-
wanie aktywnos$ci kanatu mitoKAIp Aktywno$¢ kanatu
mitoKAlpmoze by¢ réwniez modulowana na szlaku prze-
kazywania sygnatu z udziatem kinaz biatkowych, m.in.
PKC. Obserwuje sie takze aktywacje kanatu mitoK Alppod
wptywem anionorodnika ponadtlenkowego i nadtleno-
azotynu [50].

Oba typy kanatéw regulowane sa przez grupe zwigzkéw
farmakologicznych, wséréd ktérych wyrézni¢ mozna akty-
watory kanatéw potasowych (ang. potassium channels ope-
ners), m.in. kromakalime i diazoksyd oraz inhibitory, w tym
pochodne sulfonomocznika, takie jak glibenklamid [50],
Mimo podobnej farmakologii, kanaty te cechuje r6zna wraz-
liwos¢ na te same stezenia modulatoréw. Pokazano m.in.,
ze powinowactwo diazoksydu do kanatu mitoKAP jest
znacznie wyzsze niz do kanatu KAlpz btony plazmatycznej.
Wiadomo takze, ze wrazliwos$¢ podjednostek SUR kanatu
mitoKAlpna pochodne sulfonomocznika jest nizsza w po-
rownaniu z receptorami SUR z btony plazmatycznej. Znany
jestréwniez selektywny aktywator mitoK Alp —BMS191095,
jak réwniez specyficzny inhibitor tego kanatu — kwas 5-hy-
droksydekanowy [50].

Kluczowe znaczenie w badaniach nad potencjalng rolg
kanatéw mitoK  w zjawisku cytoprotekcji miato odkry-
cie pokazujace, ze substancje zwiekszajgce naptyw jonow
potasu do mitochondriéw prowadzg do ochrony miesnia
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Rycina 2. Mitochondrialne kanaty potasowe: mitoK Alp —kanat potasowy regulo-
wany ATP, mitoBKG —kanat potasowy o duzym przewodnictwie, aktywowany
jonami wapnia, Kvl.3 — kanat potasowy regulowany potencjatem btonowym,
TWIK —kanat potasowy ,,dwupasmowy"

sercowego w wielu modelach niedotlenienia. Ponadto, wy-
kazano, ze 5-HD, inhibitor kanatu mitoKAlp hamuje efekt
ochronny, indukowany procesem hartowania niedotlenie-
niem [51]. Dane te sugerujg wiec udziat kanatéw mitoKAIp
w mechanizmie IPC, wskazujac dodatkowo na role jakg w
nasladowaniu tego procesu odgrywaé mogga substancje far-
makologiczne modulujgce aktywno$é mitoK Alp.

Wstepne dane wskazujace na neuroprotekcyjne dziatanie
aktywatoréw kanatu mitoKAlp pochodzg z doswiadczen
prowadzonych in vivo na noworodkach $win poddawa-
nych globalnemu niedotlenieniu. Zastosowanie diazoksydu
hamowato uszkodzenie neuronéw, a efekt ten blokowany
byt przez 5-HD, inhibitor kanatu mitoK p Udowodniono
takze, ze diazoksyd skutecznie zmniejsza obszar martwicy
mozgu u myszy iszczuréw poddanych zamknieciu tetnicy
srodkowej mézgu, jak réwniez u noworodk6éw szczurzych
w modelu hipoksji —niedokrwienia. W obu uktadach do-
Swiadczalnych obserwowano wyrazne odwracanie efektu
diazoksydu przez 5-HD [50].

Podobne wyniki uzyskano takze w dos$wiadczeniach
in vitro prowadzonych z uzyciem hodowli pierwotnych
komoérek z mézgu. Wykazano, iz aktywacja kanatu mito-
KAIp prowadzi do ochrony neurondw hipokampa szczura
w warunkach chemicznej hipoksji, jak réwniez apoptozy
indukowanej staurosporyna. Zjawisku cytooprotekcji to-
warzyszyto zahamowanie transportu bialek Bax do mi-
tochondriow oraz wzrost syntezy biatka Bcl-2 we frakcji
mitochondrialnej [52], Neuroprotekcyjny efekt diazoksy-
du obserwowano takze w modelu apoptozy indukowanej
stresem oksydacyjnym [53]. Preinkubacja neurondéw ziar-
nistych mozdzku ze 100 gM diazoksydem prowadzita do
spadku aktywnosci kaspazy 3, stabilizacji elektrycznego
potencjatu btonowego mitochondriéw iw rezultacie —do
wzrostu przezywalnosci komdérek. Ostatnio proponuje sie
rowniez udziat kanatu mitoKADw ochronie neuronow w
modelu doswiadczalnym choroby Parkinsona [54], Po-
kazano, ze diazoksyd, w sposob zalezny od stezenia (1-
300 gM), chronit komorki PC12 poddane dziataniu roteno-
nu, inhibitora kompleksu | taficucha oddechowego. Efekt
ten odwracany byt przez 5-HD, podczas gdy HMR-1098,
selektywny inhibitor kanatu K  z btony plazmatycznej,
pozostawat bez wptywu na przezywalnosé komarek.
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Dodatkowo, badania ostatnich lat pokazuja, ze opéznio-
ne hartowanie diazoksydem (ang. delciyed plmrmacological
preconditioning) skutecznie zmniejsza wrazliwo$¢ komadrek
na czynniki uszkadzajace, indukujgc ditugotrwaty efekt
neuroprotekcyjny. Wykazano, miedzy innymi, ze godzinna
inkubacja neuronéw korowych z 500 lub 750 gM diazoksy-
dem powtarzana przez trzy kolejne dni przed pozbawie-
niem komorek tlenu i glukozy w istotny sposéb zwieksza
przezywalno$¢ neuronéw [55]. Ochronne dziatanie diazok-
sydu znoszone byto przez 5-HD, nie obserwowano nato-
miast hamowania neuroprotekcji przez glibenklamid, po-
chodng sulfonomocznika, oddziatujgca zarowno z kanatem
mitoKAp,jak ijego odpowiednikiem z btony plazmatycznej.
Co ciekawe, zastosowanie 500 gM diazoksydu w modelu
toksycznos$ci pobudzeniowej indukowanej glutaminianem
prowadzito do ochrony neuronéw kory mdzgowej szczura,
a efekt ten byt niewrazliwy na 5-HD [56]. W Swietle danych
literaturowych, wskazujacych na niespecyficzne dziatanie
diazoksydu, takie jak hamowanie dehydrogenazy burszty-
nianowej, syntazy ATP, jak rowniez dziatanie rozprzega-
jace, zastosowanie wysokich stezen aktywatora, zdaje sie
sugerowac, ze obserwowany mechanizm neuroprotekcji
moze by¢ czeSciowo niezalezny od aktywacji kanatu mito-
K Xp Postuluje sie wiec wptyw diazoksydu na aktywno$¢
kompleksu Il tancucha oddechowego. Hipoteze te dodatko-
wo potwierdza fakt, iz podobny efekt ochronny uzyskano
przy uzyciu 3-nitropropionianu, inhibitora dehydrogenazy
bursztynianowej [55], a inkubacji komérek z diazoksydem
towarzyszyt wzrost produkcji ROS [55,56].

Zastosowanie BMS191095, specyficznego aktywatora
kanatu mitoKA|l, pokazato, ze naptyw jonow potasu do
wnetrza macierzy mitochondrialnej prowadzi do ochrony
neuronéw zardwno w warunkach in vitro [57,58], jak i in
vivo [59], Wyrazng redukcje obszaru martwicy mézgu ob-
serwowano u szczuréw poddanych dziataniu BMS191095
w modelu niedokrwienia wywotanego zamknieciem tetnicy
srodkowej mozgu [57], Ponadto, wykazano wzrost przezy-
walnosci neuronéw kory mézgowej szczura w warunkach
pozbawienia komorek tlenu i glukozy [57], jak réwniez
toksycznosci pobudzeniowej indukowanej glutaminianem
[57,58], Uzyskane dane sugeruja, ze istotnym etapem w
mechanizmie neuroprotekcji wywotanej BMS191095 jest
obnizenie poziomu ROS podczas dziatania czynnika uszka-
dzajgcego [57-59], Postuluje sie takze udziat BMS191095 w
indukcji fosforylacji PKC [57], aktywacji szlaku kinaz PI3K-
Akt [58], jak rowniez regulacji poziomu katalazy [58].

MITOCHONDRIALNY KANAL POTASOWY O DUZYM
PRZEWODNICTWIE AKTYWOWANY JONAMI WAPNIA

Mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnic-
twie regulowany jonami wapnia (mitoBKG) po raz pierw-
szy zidentyfikowany zostat w mitochondriach (mitopla-
stach) wyizolowanych z glejaka LN229 [60], Stosujac tech-
nike patch-clamp, udowodniono, ze w $Srodowisku 150 mM
KC1 kanat ten wykazuje przewodnictwo 295 +18 pS, a jego
otwarciu sprzyja zaréwno depolaryzacja, jak i wzrost steze-
nia jon6w wapnia w roztworze. Ponadto, obserwowano ha-
mowanie aktywnos$ci kanatu przez 100 nM charybdotoksy-
ne (ChTx), znany inhibitor kanatdw BKtAzlokalizowanych

Postepy Biochemii 54 (2) 2008

w bionie plazmatycznej wielu typow komdrek. Podobne
wyniki uzyskano takze w do$wiadczeniach przeprowadzo-
nych z uzyciem mitoplastéw pochodzacych z kardiomiocy-
tow $winki morskiej [61]. Dalsze badania wykazatly takze
obecno$¢ kanatu mitoBKG w wewnetrznej btonie mitochon-
driow mézgu [62],

Brak jest danych w sposo6b jednoznaczny okre$lajacych
molekularng budowe kanatu mitoBKQ Wydaje sie, ze tak
jak w przypadku kanatu BKQ z btony plazmatycznej, w jego
sktad wchodzi¢ moga 4 podjednostki a tworzace por kanatu
oraz 4 podjednostki regulatorowe [3 Stosujgc przeciwciato
specyficznie wigzgce C-koniec podjednostki a kanatu BKG
z btony plazmatycznej, zidentyfikowano biatko o masie czga-
steczkowej 55 kDa obecne we frakcji mitochondrialnej kar-
diomiocytéw $winki morskiej [61], jak rowniez w homoge-
nacie serca myszy [63]. Dane literaturowe wskazujg ponadto
na role, jaka w regulacji aktywnosci kanatu mitoBKcAw ser-
cu odgrywa¢ moze podjednostka pi [64], Na podstawie do-
Swiadczen przeprowadzonych przy uzyciu techniki hybryd
drozdzowych postuluje sie takze mozliwo$¢ bezposrednie-
go oddziatywania podjednostki pi z oksydazg cytochro-
mu c [64], Dodatkowo, zastosowanie metody Western Biot,
jak réwniez technik mikroskopii elektronowej i konfokalnej
pozwolito na identyfikacje podjednostek wchodzacych w
sktad kanatu BK@\wewnetrznej btony mitochondriéw maé-
zgu. We frakcji mitochondrialnej wykazano obecnos¢ biatka
0 masie czgsteczkowej 125 kDa, specyficznie znakowanego
przeciwciatem na podjednostke a kanatu BKt i[62], jak row-
niez biatka 23- i 28 kDa rozpoznawanych przez przeciwcia-
o skierowane na podjednostke p4 kanatu BKQA[65].

Kanat mitoBK( ulega aktywacji wskutek depolaryzacji
wewnetrznej btony mitochondriéw lub wzrostu stezenia jo-
néw wapnia w macierzy mitochondrialnej. Znana jest takze
grupa substancji farmakologicznych modulujacych aktyw-
no$¢ kanatu mitoBKG Sposrod nich wymieni¢ nalezy m.in.
pochodne benzoimidazolu, bedace aktywatorami kanatu
BK@\z btony plazmatycznej, takie jak NS1619 czy NS004.
Do inhibitorow kanatu mitoBKtA naleza natomiast indolo-
wy alkaloid paksylina (Pax) oraz peptydy otrzymywane z
jadu skorpionéw, takie jak iberiotoksyna (IbTx) i charybdo-
toksyna (ChTx). Wydaje sie rdwniez, ze aktywno$¢ kanatu
mitoBKtAmoze by¢ regulowana przez biatkowa kinaze A
(PKA) [66].

Doswiadczenia przeprowadzone na kardiomiocytach
swinki morskiej pokazaty, ze 30 gM NS1619 powoduje
znaczacg depolaryzacje wewnetrznej btony mitochon-
driow, prowadzac jednocze$nie do zmniejszonej akumu-
lacji Ca2+w macierzy mitochondrialnej w warunkach pod-
wyzszonego stezenia jonéw wapniowych w cytoplazmie
komarki [66], Istnieje rowniez szereg danych wskazuja-
cych na kardioprotekcyjne dziatanie NS1619 i udziat akty-
wacji kanatu mitoBKQ w mechanizmie ochrony komérek
serca w warunkach niedotlenienia. Wykazano m.in., ze
zastosowanie NS1619 w modelu niedotlenienia/reperfu-
zji w istotny sposob redukuje obszar martwicy migsnia
sercowego u krolika [61], myszy [63], jak réwniez Swinki
morskiej [67], a efekt ten blokowany jest przez paksyline,
inhibitor kanatu BKd [61,63,67], Dodatkowo postuluje sie
udziat kanatu mitoBKO w zjawisku hartowania niedotle-
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nieniem. Zaobserwowano, iz kardioprotekcja, wywotana
krotkimi cyklami niedotlenienia/reperfuzji, odwracana
jest przez zahamowanie kanatu mitoBKG paksyling [68].
Mechanizm dziatania NS1619 i jego rola w ochronie ko-
morek serca wcigz pozostaja jednak nieznane. Sugeruje
sie, ze etapem kluczowym w zjawisku kardioprotekcji
indukowanej przez NS1619 moze by¢ przejsciowy wzrost
produkcji anionu ponadtlenkowego [67] lub zablokowanie
aktywnosci megakanatu mitochondrialnego [68].

Identyfikacja podjednostki a i p4 w mitochondriach neu-
ronow [62,65] oraz dane funkcjonalne wskazujace na obec-
no$¢ kanatu mitoBK”® w mdzgu, staly sie punktem wyjscia
do badan nad rolg mitoBKG w zjawisku neuroprotekcji.
Doswiadczenia prowadzone z uzyciem hodowli pierwot-
nych neurondw kory mézgu szczura pokazaly ochronny
efekt dziatania NS1619 w warunkach pozbawienia komo6-
rek tlenu i glukozy oraz uszkodzenia indukowanego nad-
tlenkiem wodoru lub glutaminianem [69]. We wszystkich
modelach eksperymentalnych szesciogodzinna inkubacja
ze 100 pM NS1619 powtarzana przez 3 kolejne dni po-
wodowata wyrazny wzrost przezywalnosci neurondw.
Co ciekawe, efekt ten nie byt odwracany przez paksyline,
charybdotoksyne czy iberiotoksyne, co wskazywaé¢ by mo-
gto na dziatanie NS1619 niezalezne od aktywacji kanatu
mitoBKCi. Istotng role w mechanizmie neuroprotekcji in-
dukowanej przez NS1619 wydaje sie natomiast odgrywac
aktywacja prozyciowego szlaku sygnatowego PI3K. Wyka-
zano bowiem, ze 100 gM NS1619 prowadzi do fosforylacji
kinazy Akt i Gsk3(3, a wortmanina, znany inhibitor kinazy
PI3K, hamuje efekt neuroprotekcyjny. Ochronie komdrek
towarzyszyty ponadto obnizenie aktywnos$ci kaspazy 3
i 7 oraz wzrost produkcji reaktywnych form tlenu, m.in.
anionu ponadtlenkowego [69], ktéry ttumaczy¢ mozna za-
hamowaniem tancucha oddechowego przez wysokie ste-
zenia NS1619 [70]. W Swietle powyzszych danych, wydaje
sie, ze w celu okreslenia roli kanatu mitoBKCiw zjawisku
neuroprotekcji konieczne sg dalsze badania z zastosowa-
niem nizszych stezen NS1619.

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat bezsprzecznie pokazujg, ze mito-
chondria odgrywajg kluczowa role nie tylko w syntezie ATP
i wytwarzaniu ROS, ale rowniez w regulacji mechanizmoéw
odpowiedzialnych za inicjacje i przebieg $Smierci komdrko-
wej. Dane wskazujace na udziat mitochondriow w przeka-
zywaniu sygnatu apoptotycznego staty sie wiec punktem
wyjscia dla poszukiwania strategii cytoprotekcyjnych ce-
lujagcych w mitochondria. Interesujagcym obiektem badaw-
czym, obok megakanatu mitochondrialnego bezposrednio
zaangazowanego W przebieg procesu apoptozy, okazaty sie
by¢ réwniez biatka regulujace procesy fuzji i fragmentacji
mitochondridéw, biatka rozprzegajace, a takze mitochon-
drialne kanaty potasowe. Mimo intensywnych badan, do-
ktadny mechanizm zjawiska neuroprotekcji zachodzacego z
udziatem mitochondriéw nadal pozostaje w sferze hipotez.
Wydaje sig, wiec, ze lepsze poznanie zaleznosci istniejgcych
pomiedzy metabolizmem mitochondriéow a fizjologig neu-
ronébw, moze pomoc w znalezieniu skutecznych strategii
neuroprotekcji.
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SUMMARY

Mitochondria play a key function in cellular metabolism. Additionally to ATP synthesis, mitochondria may buffor cytosolic calcium ions and
generate reactive oxygen species. Due to these processes, mitochondria are involved in complex cytoprotective phenomena. Neuroprotection
is very often based on changes in the integrity of mitochondrial membranes. In this report potential neuroprotective role of mitochondrial ion

channels is discussed.
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STRESZCZENIE

Bia%ka rozprzegajace (ang. UCPs, uncoupling proteins) to nieodtgczny sktadnik wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej, umozliwiajgcy tzw. kontrolowany ,przeciek" protonéw z
przestrzeni miedzybtonowej do macierzy mitochondriéw. Aktywnos$¢ rozprzegajagca UCPs
obniza protonowy gradient elektrochemiczny, ApH+ wytworzony przez tafcuch oddechowy,
nie prowadzac do syntezy ATP. Rozpraszajac uzyteczng energie swobodng, pochodzacg z
utleniania substratéw oddechowych, UCPs stanowig istotny punkt kontrolny w gospodarce
energetycznej komoérki. Aktywacja UCP1 (termogeniny) w mitochondriach brunatnej tkanki
thuszczowej ssakow prowadzi do uwalniania duzej ilosci ciepta (termogenezy) w wyniku
rozpraszania energii ApH+ Biatka rozprzegajgce sg stymulowane przez wolne kwasy ttusz-
czowe, a ich allosterycznymi inhibitorami sg nukleotydy purynowe. Dziatanie UCPs jest na-
pedzane przez potencjat btonowy (ATL ujemny wewnatrz mitochondrium) oraz réznice pH
(kwasne na zewnatrz). Odkrycie UCPs we wszystkich wazniejszych grupach eukariontéw:
u roélin wyzszych, niektérych bezkregowcéw, pierwotniakéw, grzybéw i w wielu nieter-
mogennych tkankach ssakéw (UCP2 —w réznych tkankach, UCP3 —gtéwnie w migéniach
szkieletowych, UCP4 i UCP5 —w mézgu), pozwala przypuszcza¢, ze te "nowe" UCPs, prze-
ciwnie do UCP1 brunatnej tkanki ttuszczowej ssakéw, spetniajg inne funkcje niz produko-
wanie ciepta poprzez zwiekszanie oddychania mitochondrialnego. Jedng z nich moze by¢
obnizanie produkcji reaktywnych form tlenu w mitochondriach, a wiec ochrona komdérki
przed stresem oksydacyjnym. Jednocze$nie aktywno$¢ UCPs zwierzat (poza UCP1) i roslin
moze by¢ stymulowana przez produkty peroksydacji lipidow (np. 4-hydroksy-2-nonenal,
HNE), powstajace wskutek podwyzszonego poziomu anionorodnika ponadtlenkowego.

WPROWADZENIE

W bioenergetyce termin ,rozprzeganie” (ang. uncoupling) odnosi sie do pro-
cesOw, ktorych efektem jest rozpraszanie energii uwalnianej podczas utleniania
substratéw oddechowych w mitochondriach, przeciwnie do proceséw prowa-
dzacych do ,,zachowania” energii (ang. energy conservation), czyli syntezy ATP.
Poczatkowo sgdzono, ze biatko rozprzegajgce (UCP, ang. uncoupling protein) sta-
nowi sktadnik jedynie brunatnej tkanki ttuszczowej (BAT, ang. brown adipose tis-
sue) ssakdw, bedgc stosunkowo p6znym z ewolucyjnego punktu widzenia, wa-
skim przystosowaniem metabolicznym, umozliwiajgcym przejéciowg termoge-
neze. Jednak obecnie, w oparciu o liczne odkrycia gendw i badania funkcjonalne,
uwaza sie, ze biatka rozprzegajace (UCPs) moga by¢ standardowym elementem
wyposazenia wewnetrznej btony mitochondrialnej u wszystkich Eucaryota, a w
tym zwierzat kregowych i bezkregowych, rosélin, grzybow (niefermentujacych),
anawet pierwotniakéw [1,2]. Ta powszechna obecno$¢ UCPs u Eucaryota, wska-
zuje na wyewoluowanie pierwotnego genu ucp przed wyodrebnieniem sie or-
ganizméw bedacych przodkami dzisiejszych reprezentantéw wspomnianych
wyzej czterech krélestw w obrebie Eukaryota. Funkcjonowanie UCPs w mito-
chondriach prostych organizmoéw ameboidalnych (Protista) wskazuje na wyspe-
cjalizowanie we wczesnych etapach ewolucji systemoéw rozpraszajacych ener-
gie, modulujgcych precyzje sprzezenia pomiedzy oddychaniem komérkowym
a syntezg ATP, czyli regulujgcych wydajnos$¢ procesu fosforylacji oksydacyjnej.
W ten oto sposob komdrka moze dokonywac¢ starannej autokorekty tempa prze-
mian metabolicznych i tym samym sprawniej utrzymywac¢ rownowage pomie-
dzy zapotrzebowaniem na energie a jej pozyskiwaniem z dostepnych Zrodet.

REGULACJA WYDAJNOSCI FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ

W sktad wewnetrznej btony mitochondrialnej wszystkich organizméw wcho-
dzg kompleksy biatkowe (pompy protonowe, kompleksy I, lll, 1V), przenoszace
elektrony z substratow oddechowych na tlen (Rye. 1). Transportujgc elektrony,
kompleksy te wypompowujg protony z macierzy mitochondrialnej, wytwarzajgc
protonowy gradient elektrochemiczny (A|iH4) (ztozony z gradientu protonowe-
go, ApH ipotencjatu btonowego, AW), ktory napedza synteze ATP w reakcji prze-
prowadzanej przez syntaze ATP. Poniewaz AgH+sprzega transport elektronéw
w tancuchu oddechowym z syntezg ATP, brak mozliwosci wytworzenia ATP
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Rycina 1. Schemat klasycznego taricucha oddechowego wewnetrznej btony mitochondrialnej zwierzat. Nie zaznaczono
dodatkowych nod$nikéw elektronéw (dehydrogenazy NAD(P)H, oksydaza alternatywna) obecnych w mitochondriach
roslin i niektérych mikroorganizméw eukariotycznych. Transport elektronéw w do6t tancucha oddechowego prowadzi
do pompowania protonéw do przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw (aktywnos$¢ komplekséw I, I11i IV; kompleks
Il nie pompuje H+4). W rezultacie powstaje protonowy gradient elektrochemiczny, AgH+ na ktéry sktada sie potencjat bto-
nowy (A"P) oraz réznica pH po obu stronach btony (ApH). Gradient ten napedza molekularny motor Fo-F1syntazy ATP,
ktéra fosforyluje ADP. W okre$lonych warunkach AgH+moze ulega¢ cze$Sciowemu rozproszeniu (dyssypacji) z udziatem

biatka rozprzegajacego (UCP). Q, koenzym Q, ¢ —cytochrom c.

moze prowadzi¢ do rozproszenia energii ApH+ a wiec do
przeksztatcenia tej energii w ciepto. Wydajnos¢ fosforylacji
oksydacyjnej oparta jest na nieprzepuszczalnosci wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej dla protonéw i na statej stechio-
metrii dziatania kazdej z trzech pomp protonowych. Wydaj-
no$¢ fosforylacji oksydacyjnej zalezy takze od obecnosci w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej wyspecjalizowanych
biatek rozpraszajacych energie, takich jak niewrazliwa na
cyjanek alternatywna oksydaza czy dodatkowe dehydroge-
nazy NAD(P)H (mitochondria roslin wyzszych i niektorych
mikroorganizméw eukariotycznych) oraz UCP (mitochon-
dria wszystkich Eukaryota). Mechanizm rozpraszania ener-
gii przez te biatka jest rozny: UCP rozprasza AfiH+tworzony
przez tancuch oddechowy mitochondriéw a alternatywna
oksydaza i dodatkowe dehydrogenazy NAD(P)H obnizajg
potencjat oksydoredukcyjny tego tafcucha. Mimo réznego
mechanizmu rozpraszania energii, aktywnos$¢ tych biatek
wywiera podobny wptyw na stan energetyczny komarki, tj.
obniza poziom syntezy ATP w mitochondriach.

Ponadto, cze$¢ wytworzonego przez tafncuch oddecho-
wy A(iH+ulega niespecyficznemu rozproszeniu z udziatem
niektérych biatek wewnetrznej btony mitochondrialnej (np.
translokazy nukleotydéw adeninowych czy nos$nika fos-
foranu), gtdwnie w warunkach wysokiego AP (w niefos-
forylujacym stanie oddechowym, stanie 4) [1,2]. W trakcie
wzmozonej fosforylacji oksydacyjnej (w fosforylujacym sta-
nie oddechowym, stanie 3) nosniki te sg gtéwnie zaanga-
zowane w transport swoich specyficznych substratéw. Cze-
Sciowe rozproszenie ApPP moze by¢ takze wynikiem prze-
chodzenia protonéw do macierzy mitochondrialnej poprzez
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niebiatkowe pory btonowe lub
molekularne szczeliny tworzace
sie przy powierzchniach przy-
legania biatek i lipidow. Jest to
tzw. przeciek protonowy (ang.
proton leak) [3]. A zatem rozprze-
ganie stanowi nieodtgczng ceche
funkcjonowania mitochondriow
i oznacza brak Scistej zaleznosci
pomiedzy iloscig utlenianych w
trakcie oddychania komoérkowe-
go substratow a iloscig energii
swobodnej zawartej w wytwo-
rzonych czasteczkach ATP.

4

Ze wzgledu na podstawo-
wy charakter dziatania wszyst-
kich UCPs w mitochondriach
eukariontéw, tj. rozpraszanie
uzytecznej energii swobodnej,
biatka te stanowig istotny punkt
kontrolny w gospodarce ener-
getycznej komorki. Ukierunko-
wany i kontrolowany przeciek
protondw, a wiec zachodzacy z
udziatem wyspecjalizowanych
systemdw rozpraszajgcych ener-
gie (gtéwnie UCPs), ma duze
znaczenie fizjologiczne dla orga-
nizmu, chociazby ze wzgledu na
potencjalng role efektywnego i
naturalnie bezpiecznego mecha-
nizmu kontroli masy ciata. Wigze sie to z utrzymywaniem
w komorce odpowiednio wysokiej proporcji NAD/NADH,
napedzajgcej utlenianie substratow oddychania komodrko-
wego. Zmniejszanie stopnia redukcji mitochondrialnych
komponentdw tancucha oddechowego przez UCPs sprzyja
rowniez ostabianiu powstawania ROS, atym samym chroni
przed fizjologicznym wyniszczaniem organizmu [4], Jed-
nakze nadal brakuje wystarczajaco przekonujacych danych
doswiadczalnych, wskazujacych na celowo$¢ poswiecania
naktadow energetycznych (czesci wytworzonego AliH+) dla
utrzymywania mitochondrialnego przecieku protonéw [5],

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA UCPs

Wewnetrzna btona mitochondrialna wyposazona jest
w swoisty zestaw nos$nikéw odpowiedzialnych za specy-
ficzng wymiane molekut pomiedzy cytosolem a macierzg
mitochondrialng. Ze wzgledu na wyrazne podobieristwo
struktury pierwszorzedowej UCP do translokazy nukleoty-
dow adeninowych czy nos$nika fosforanowego, postuluje
sie istnienie rodziny homologicznych no$nikéw mitochon-
drialnych (MCF, ang. mitochondrial carrierfamily) [6]. Poglad
ten dodatkowo potwierdzajg analizy struktury innych no-
$nikdw wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz ziden-
tyfikowanych izoform UCPs zwierzat i roslin. Jednakze to
UCP, translokaza nukleotydéw adeninowych oraz no$nik
fosforanowy razem wyznaczajg funkcjonalng podgrupe
nosnikéw silnie zwigzana z przeksztatcaniem energii w
mitochondriach. A zatem, proces ten regulowany jest przez
strukturalnie bardzo podobne biatka, ktore, co zaskakujace,
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przestrzen
migdzybtonowa

cza gdy jest to srodowisko bogate w kar-
diolipine [7], Analiza struktury pierw-
szorzedowej, profilu hydrofobowosci
oraz spektroskopii w podczerwieni
wskazuje na 40-50% zawartosé struktur
a helikalnych w UCPY. Jest to zgodne z
_ opracowanym modelem topologii UCPs
& w btonie, zakladajgcym obecnos$¢ az
szesciu transbtonowych a helis (Ryc. 2).
Wspo6lng cechg charakterystyczng UCPs

]

v

f

U\

1
1
1
1
1
I
1
1
1
e
1
I
i
I
i
1
!
1
I
A
|
1
I
1
1
1
1

Rycina 2. Model przestrzenny czasteczki UCP. UCP zbudowane jest z sze$ciu transbtonowych a-helis (1-V1),
potaczonych hydrofilowymi petlami. Przerywane linie wyznaczajg domeny w obrebie tréjkrotnej struktury
UCP. Podobny typ organizacji budowy molekularnej charakteryzuje takze innych cztonkéw rodziny mito-
chondrialnych no$nikéw anionéw wewnetrznej btony mitochondriéw.

- o e e e e e e it e b

zajmujg sie transportem czasteczek réznigcych sie znacznie
rozmiarem. Protony przenoszone przez UCPs sg najmniej-
szymi transportowanymi czastkami, natomiast translokaza
ADP/ATP transportuje jedne z najwiekszych molekut dla
nos$nikow mitochondrialnych [7].

Do tej pory najwiecej informacji zgromadzono na temat
UCP1 (wczes$niej zwanego termogening), czyli UCP BAT
ssakow. Czesto biatko te okresla sie jako pierwotne UCP,
cho¢ okreslenie to moze by¢ mylace, zwtaszcza w kontek-
Scie odkry¢ licznych ortologéw UCP1 u organizmoéw znaj-
dujgcych sie na nizszym poziomie rozwoju ewolucyjnego.
Ogolnie akceptowang rolg fizjologiczng UCP1 jest adapta-
cyjna termogeneza u hibernujacych i nowo narodzonych
ssakOw prowadzgca do wzrostu temperatury ciata (stad
nazwa termogening) w rezultacie intensywnego rozprze-
gania oksydacyjnej fosforylacji w mitochondriach BAT. Na-
tomiast funkcja homologéw UCP1 wystepujacych w mito-
chondriach nietermogennych tkanek zwierzecych (UCP2-5)
iro$linnych oraz mikroorganizméw eukariotycznych nadal
nie jest w petni poznana.

STRUKTURA UCPs

Mimo pewnych indywidualnych cech izoform UCPs,
zwykle ich strukture opisuje sie na przyktadzie UCP1, ktore
najpetniej scharakteryzowano. Biatka rozprzegajace to biat-
ka wewnetrznej btony mitochondrialnej, zbudowane z oko-
to 300 reszt aminokwasowych. Ich masa molekularna miesci
sie w granicach 32-33 kDa (dla monomeru). Okres$lono row-
niez mase 66 kDa dla potencjalnie funkcjonalnych struktur
homodimeryczych, co potwierdza koncepcje preferencyjnej
oligomeryzacji wiekszos$ci biatek btonowych. Sumaryczny
tadunek elektryczny tancuchéw bocznych aminokwasow
jest dodatni, ze wzgledu na przewage aminokwaséw zasa-
dowych nad kwasowymi. Okreslona lokalizacja dodatnich
tadunkéw jest prawdopodobnie konieczna dla prawidtowe-
go zakotwiczenia biatka w dwuwarstwie lipidowej, zwtasz-
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A

~ oraz innych nos$nikéw btonowych jest
organizacja strukturalna oparta na troj-
krotnosci motywu strukturalnego [7-9],
Prawdopodobnie jest to konsekwencjg
zajscia dwdch niezaleznych duplikacji
sekwencji DNA, odlegtego ewolucyjnie
pierwowzoru dla catej obecnej rodziny
nosnikow mitochondrialnych (MCF).
Dlatego tez tancuch polipeptydowy
UCP dzieli sie na trzy podobne domeny,
zawierajagce po okoto 100 aminokwa-
sow. Pojedyncza domena obejmuje dwie
transbtonowe a helisy, oddzielone po
stronie macierzy dtugim odcinkiem (pe-
tlg ztozong z okoto 40 reszt) silnie hydrofilowych aminokwa-
sow. Niewielka cze$¢ tego odcinka wnika w hydrofobowe
srodowisko btony i prawdopodobnie tworzy wyscidtke dla
obszaru biatka zaangazowanego w przenoszenie protonéw.
Petle tgczace transbtonowe helisy od strony macierzy za-
wierajg zachowane w ewolucji sekwencje (ang. energy trans-
fer protein signatures), wystepujace u wszystkich cztonkéw
rodziny nos$nikéw mitochondrialnych (MCF) [7,9]. Korce
N i C biatka UCP zwrécone sa do przestrzeni miedzybto-
nowej. Biatka rozprzegajace wyrdzniaja charakterystyczne,
zachowane w ewolucji rejony zwane podpisami UCP (ang.
UCP signatures), obecne w trzech helisach (1, 2 i 4).

Informacja kodujgca w petni dojrzate biatka UCPs jest
zawarta w jadrowym DNA. W przeciwiefstwie do wielu
mitochondrialnych biatek kodowanych przez genom jadro-
wy, polipeptyd UCP nie jest obdarzony sekwencjg sygnato-
wa odcinang po imporcie do mitochondriéw [8]. Regulacja
aktywnosci UCPs obejmuje zmiany zar6wno na poziomie
syntezy biatka, jak i specyficzng aktywacje i hamowanie
funkcjonalnego biatka w mitochondrium.

MECHANIZM DZIALANIA UCPs

Biatka rozprzegajace sg najprostszymi nosnikami proto-
now jakie dotychczas poznano [7], Nie wymagaja energii
z hydrolizy ATP, nie prowadzg wspottransportu oraz nie
dziatajg na zasadzie wymiennika jonowego. Kluczem do
uruchomienia transportowych witasciwosci UCPs jest A|iH+
wewnetrznej btony mitochondrialnej, napedzajacy jednokie-
runkowy przeptyw protonéw. Aktywacja UCP, biatkowego
rozprzegacza taricucha oddechowego, jest zatem Scisle po-
wigzana z pracg trzech pomp protonowych tego tancucha.

Dziatanie UCPs prowadzi do skrocenia (ang. short-cir-
cuit) obiegu protonéw w procesie fosforylacji oksydacyjnej
w mitochondriach [10]. Aktywnos$¢ syntazy ATP zalezy od
ApTU wytworzonego w poprzek wewnetrznej btony mito-
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Rycina 3. Proponowane modele dziatania UCP. A —Model Klingenberga —model nos$nika protonéw, zaktada trans-
port protonéw poprzez wewnetrzng strukture UCP, dzieki specyficznemu oddziatywaniu z anionowymi formami
wolnych kwaséw ttuszczowych (FFA). B —Model Skulacheva i Garlida zaktada transport FFA z udziatem UCP z ma-
cierzy do przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw. Przejscie protonéw do macierzy zalezy wytacznie od zjawiska

flip-flop (przejécia w ptaszczyZznie poprzecznej btony) uprotonowanej formy.

chondrialnej. Przy braku wolnego ADP (niefosforylujacy,
spoczynkowy stan oddechowy), syntaza ATP nie zapewnia
powrotnego transportu protonéw do macierzy. Stan taki
prowadzi do niebezpiecznej akumulacji H+w przestrzeni
miedzybtonowej. Zbyt wysoki AgH+moze promowaé na-
silenie reakcji ubocznych pomiedzy tatwo reagujgcymi ze
sobg czasteczkami, jak np. semichinony i tlen czgsteczko-
wy, powodujgc nadmierne powstawanie ROS [11]. W takiej
sytuacji nieocenione staje sie posiadanie awaryjnej Sciezki
konsumpcji AgH+ ktorg gtéwnie stanowi aktywno$¢ UCPs.

Aktywnos$¢ UCPs moze ulega¢ zaréwno pozytywnej, jak
i negatywnej regulacji z udziatem kilku czynnikéw. Do po-
zytywnych regulatoréw stymulujacych proces rozprzegania
zaliczamy dostepno$¢é diugotanicuchowych wolnych kwa-
sow ttuszczowych (FFA, ang. freefatty acids) w formie zjoni-
zowanej. Przyjmuje sie, ze aktywacja transportu H+z udzia-
tem UCP1 wigze sie z rekrutacjg FFA przede wszystkim z
otaczajgce fazy lipidowej. Z fizjologicznego punktu widze-
nia wymaog ten jest tatwy do spetnienia, gdyz czesto urucha-
miane szlaki lipolityczne (zwtaszcza w BAT) dajg wysokie
stezenia kwaséw ttuszczowych (nawet do 20 mM). Z kolei
nukleotydy purynowe (adeninowe i guaninowe) wywotujg
antagonistyczny efekt w stosunku do FFA i przyhamowuja
aktywno$¢ UCP. Obecny w mitochondriach ATP moze wiec
dziata¢ jako endogenny inhibitor UCP. A zatem przynajm-
niej cztery czynniki wptywajg na transport H+z udziatem
UCP1: (i) stezenie ATP i innych nukleotydéw purynowych,
(i) dostepnos$¢ FFA, (iii) AT7oraz (iv) gradient protonowy
(ApH) mitochondriéw [7], Warto$¢ pH $rodowiska jest waz-
na ze wzgledu na procesy protonacji i deprotonacji zmie-
niajgce zaréwno wasciwosci aktywatordw, inhibitorow, jak
i specyficznych rejondw regulatorowych biatka. Natomiast
wielkos¢ AT7ma istotnie znaczenie przy sprzezeniu trans-
portu elektrondw w tancuchu oddechowym z syntezg ATP,
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a tym samym wyznacza rozmiar
potencjalnego efektu rozprzega-
nia.

AKTYWACJA UCPs - ROLA
KWASOW TtUSZCZOWYCH

Rozprzegajaca aktywnos$é
UCP1 oraz innych UCPs z pew-
noscig wigze sie z transportem
protondéw. Istniejg dos¢ odmienne
modele opisujgce przebieg tego
procesu, cho¢ wszystkie zaktadajg
udziat zjonizowanych FFA, ktére
sq swoistymi kofaktorami roz-
przegania z udziatem UCPs.

Model nosnika H+ (model
Klingenberga) zaktada, ze rola
FFA sprowadza sie do sub-

stratowej aktywacji UCPs [12]
(Ryc. 3A). Swoiste zainstalowa-
nie sie zjonizowanych FFA (ale
nie state zwigzanie) w strukture
UCP skutkuje powstaniem pet-
nego szlaku transportowego dla
H+ Szlak ten tworzony jest przez
zjonizowane grupy karboksylo-
we pochodzace zaro6wno od wprowadzonych w biatko
FFA, jak i od bocznych tancuchéw aminokwaséw samego
UCP (Asp, Glu, His). Kazda z tych grup jest akceptorem
i donorem protondw. Protonacja i deprotonacja krytycz-
nych grup uczestniczacych w transporcie protonéw za-
lezy od AU7i umozliwia jedynie jednokierunkowy trans-
port H+ W modelu tym jony FFA, poprzez dostarczenie
dodatkowych grup karboksylowych, uzupeiniajg braki
reszt donorowo-akceptorowych dla H+w krytycznych
pozycjach biatka. Zaktada sie rdwniez, ze FFA uczestni-
czace w transporcie protonéw oddziatujg od strony cyto-
solowej, co potwierdzajg badania z uzyciem pochodnych
kwasow ttuszczowych niezdolnych do przechodzenia
przez btone [36],

Drugi proponowany model (model Skulacheva i Garli-
da) opiera sie na cyklicznym obiegu FFA (ang.fatty acid-cyc-
ling model) [13,14] (Ryc. 3B). Zgodnie z tym modelem, FFA
transportowane sg przez UCP do przestrzeni miedzybtono-
wej jako aniony i gdy tam ulegng uprotonowaniu, powra-
cajg przez dwuwarstwe lipidowg do macierzy (flip-flop) w
niezdysocjowanej formie. Powrdt do macierzy zneutralizo-
wanych (lipofilnych) kwasoéw nie zalezy juz od UCP, kt6re
zapewnia jedynie jednokierunkowy transport anionow FFA
(do przestrzeni miedzybtonowej) w trakcie ich wahadtowe-
go przemieszczania sie. W rezultacie, ze wzgledu na inng
warto$¢ pH w macierzy, kwasy ttuszczowe dysocjujg, tym
samym uwalniajgc protony. W modelu tym UCP nie jest no-
$nikiem H+ lecz jedynie no$nikiem anionéw FFA, ktére po
uprotonowaniu stanowig faktyczny nos$nik protonéw. Dy-
fuzja poprzeczna uprotonowanych form FFA (na zasadzie
flip-flop) w poprzek btony stanowi kluczowy element tego
modelu [13].

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Niezaleznie od mechanizmu, oba przedstawione mo-
dele zaktadajg, ze dziatanie UCP polega na burzeniu
ApH+wytworzonego przez tafcuch oddechowy poprzez
zwrotne wprowadzenie H+do macierzy (ang. short-circu-
it). W obu modelach dziatanie UCP pozwala na regulacje
procesu rozprzegania w zalezno$ci od dostepnosci FFA,
ktére nie sg na state zwigzane z UCP. Ich usuniecie po-
zwala na szybki powrdt UCP do stanu inaktywacji. Co
wiecej, kwasy ttuszczowe oprocz odgrywania roli induk-
tora procesu rozprzegania (bezposrednia aktywacja UCP)
oraz gtdéwnych substratow dla procesu termogenezy (jako
substraty (3-oksydacji), moga réwniez posrednio aktywo-
wa ekspresje gendw biatek rozprzegajagcych u zwierzat
[15].

INAKTYWACJA UCPs - ROLA
NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH

Wspdlny mianownik dla obecnie znanych UCPs stanowi
swoiste oddziatywanie z nukleotydami purynowymi (ade-
ninowymi i guaninowymi). Aminokwasy UCP1, kt6re od-
dziatujg z nukleotydem sg w petni zachowane we wszyst-
kich znanych UCPs [5], Oddziatywanie nukleotydéw pury-
nowych prowadzi do zahamowania no$nikowej aktywnosci
UCP i moze zaj$¢ wytacznie od cytosolowej strony biatka
[7], Efekt hamowania jest dodatkowo silnie zalezny od pH
$rodowiska.

Najwydajniejszymi inhibitorami sa tri- i difosforany nu-
kleotydéw (NTP: GTP i ATP oraz NDP: GDP i ADP). Stan
catkowitego zjonizowania grup fosforanowych w NTP4'i
NDP3'nadaje przewage w hamowaniu UCP nad formami
NTPH3'i NDPH2 oraz tymi jeszcze bardziej zredukowa-
nymi. Biatka rozprzegajace czesto wykazuja nieco wieksze
powinowactwo do nukleotyddw guaninowych niz ade-
ninowych. Warto$¢ pH wptywa réwniez na odblokowa-
nie samego miejsca wigzgcego nukleotydy purynowe w
biatku, gdyz decyduje ona o wybidérczym uprotonowaniu
pewnych krytycznych aminokwas6w zaangazowanych
w przyjmowanie nukleotydu przez UCP. Do specyficznej
protonacji biatka musi dojs¢ przed zwigzaniem nukle-
otydu [7], Z powodu wysokiego powinowactwa UCP do
nukleotydéw purynowych oraz duzego stezenia nukle-
otydéow w cytosolu wydawatoby sie, iz UCPs sg w stanie
ciggtej inaktywacji. Jednakze wytacznie stezenie wolnych
(zjonizowanych) ATP/ADP czy GTP/GDP jest istotne dla
procesu hamowania. W warunkach fizjologicznych moze
doj$¢ do zniesienia wptywu ATP (i innych nukleotyddéw)
na przyktad z powodu ich chelatacji jonami Mg2+[57],
ktére jednoczesnie peinig funkcje kofaktoréw wielu enzy-
moéw. W przypadku UCP1 proponowany jest mechanizm
wspoétzawodnictwa miedzy nukleotydami purynowymi
i FFA o miejsce regulatorowe na biatku [16]. Oznacza to,
ze zwigkszenie stezenia FFA moze przezwyciezy¢ hamo-
wanie aktywnosci UCP1 przez nukleotydy. W przypadku
roslinnych, zwierzecych i wystepujacych u mikroorgani-
zmoéw eukariotycznych homologéw UCP1 efektywnos¢
hamowania aktywnos$ci tych UCPs przez nukleotydy pu-
rynowe moze by¢ modulowana przez stopien redukcji ko-
enzymu Q w btonie mitochondrialnej [17],
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TERMOGENEZA BRUNATNEJ TKANKI TLUSZCZOWEJ

Termogenina (UCP1) ulega intensywnej syntezie w BAT.
Przeciek protondw z udziatem UCP1 silnie rozprasza AgH+
co znacznie redukuje liczbe protondéw przechodzacych
przez syntaze ATP. Procesowi temu towarzyszy szybkie
tempo oddychania (zuzycie tlenu), niezwigzane z syntezg
ATP. W ten spos6b UCP1 rozprzega utlenianie substratow
w tancuchu oddechowym ifosforylacje ADP do ATP, aener-
gia A(iH+jest rozpraszana i uwalniana jedynie jako ciepto
(produkt uboczny). Prowadzi to do termogenzy (wzrostu
temperatury) BAT, ktéra tym samym reguluje tzw. adapta-
cyjnag bezdrzeniowg termogeneze (ang. nonshivering thermo-
genesis). Zjawisko to wystepuje u noworodkdw, drobnych
ssak6w (zwtaszcza gryzoni) oraz u ssakéw hibernujacych
i przystosowanych do chtodnego klimatu [18], A zatem
UCP1 moze stanowié swoiste narzedzie samoobrony sporej
grupy ssakdw przed stresem niskiej temperatury.

Wielu badaczy uwaza, ze jedynie UCP1 jest ,,prawdzi-
wym" biatkiem rozprzegajacym. Tylko aktywno$¢é UCP1
w BAT moze bowiem prowadzi¢ do zjawiska bezdrze-
niowej termogenezy, czyli produkcji ciepta zwigzanej ze
wzrostem temperatury tkanki lub catego ciata, w ktdrej
procesy oddechowe nie sg sprzezone z procesami fos-
forylacji oksydacyjnej. Wzrost temperatury na poziome
catego ciata (ang. whole body thermogenesis) jest skutkiem
sumarycznego rozprzegania oddychania mitochondrial-
nego BAT z udziatem UCP1, ktére moze stanowi¢ nawet
do 8% puli biatek mitochondrialnych tej tkanki [15,19], Z
kolei biatka mitochondrialne reprezentujg az okoto 50%
wszystkich biatek BAT. Wewnetrzng btone mitochon-
driow adipocytdw BAT, oprdcz olbrzymiej koncentracji
UCP1, charakteryzuje bardzo niski poziom syntazy ATP.
W komdrkach tych z tatwoscig moze dochodzi¢ do ak-
tywacji rozprzegania oddychania mitochondrialnego
(aktywacji UCP1) kwasami ttuszczowymi uwalniany-
mi z wewnatrzkomorkowych zapaséw triacylogliceroli
[20]. Brunatng tkanke ttuszczowg bezposrednio unerwia
wspoétczulny system nerwowy. W odpowiedzi na zimno
dochodzi do aktywacji w cytoplazmie zaleznej od cAMP
lipolizy wskutek stymulacji receptora (3-adrenergicznego
przez noradrenaline. Uwolnione kwasy ttuszczowe nie
tylko aktywujg UCP1, ale takze sg gtdwnymi substratami
napedzajacymi proces termogenezy. W mitochondriach
kwasy ttuszczowe zasilajg proces p-oksydacji, ktéry z ko-
lei napedza transport elektronéw w tancuchu oddecho-
wym mitochondriow poprzez dostarczanie sity reduk-
cyjnej (FADH2i NADH). Energia wytworzonego przez
tancuch ApH+jest rozpraszana (zamieniana w ciepto) w
wyniku aktywacji UCP1.

W oparciu o0 najnowsze badania nie mozemy juz powie-
dzie¢, ze UCP1 jest wytacznie specyficzne dla BAT. UCP1
wykryto np. w podiuznych warstwach miesni gtadkich
przewodu pokarmowego, czy macicy, gdzie prawdopo-
dobnie petni funkcje przy rozluznianiu skurczu [5], UCP1
znaleziono réwniez w szczurzej i mysiej grasicy, ktéra, po-
dobnie jak BAT, zanika w trakcie ontogenezy [21], Jednak-
ze naturalnie wysoki poziom syntezy UCP1 in vivo dotyczy
nadal wytgcznie BAT.
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HOMOLOGI UCP1W MITOCHONDRIACH ZWIERZAT

Pierwszych obserwacji wskazujgcych na istnienie UCP1
w mitochondriach BAT ssakow dokonano ponad 30 lat
temu. Przez diugi czas UCP1 byto uwazane za unikalny
element radiacji adaptacyjnej ssakow, odpowiedzialny za
bezdrzeniowg termogeneze. Jednakze identyfikacja tzw.
»howych" UCPs rozpoczeta zupetnie nowga ere badan bio-
energetycznych [22], Ssaki mogga syntetyzowaé az pie¢ roz-
nych izoform UCPs (UCP1 do UCPS5), cho¢ stopien podo-
bienstwa sekwencji aminokwasowej ,nowych” UCPs do
»pierwotnego" UCP1 nie przekracza 60%. W przeciwien-
stwie do UCP1, jego homologi wystepujg w mitochondriach
wielu tkanek innych niz BAT, a poza tym ich synteza nig-
dy nie osigga tak wysokiego poziomu jak UCP1 (tj. nawet
do 8% puli biatek mitochondrium) [23]. Dlatego tez udziat
UCP1 oraz jego homologéw w kontrolowanym przecieku
protondw w mitochondriach ssakéw moze znacznie sie rdz-
ni¢. Dodatkowo, stabilno$¢ poszczego6lnych izoform UCPs
rowniez jest odmienna [24]. Bardzo niestabilne jest UCP2,
ktérego czas potowicznego rozpadu wynosi okoto 30 min.
To znacznie mniej w poréwnaniu z UCP1 (30h). Réznica ta
moze uwydatnia¢ odmienng fizjologiczng role homologdéw
UCP1 w mitochondriach zwierzat.

Najpospoliciej wystepujaca izoformg jest UCP2, ktore
zidentyfikowano m. in. w $ledzionie, grasicy, komérkach
@ trzustki, sercu, ptucach, biatej i brunatnej tkance ttusz-
czowej, zotgdku, jadrach i makrofagach oraz w mniejszych
iloSciach w mdzgu, nerkach, watrobie i mie$niach [15,25].
Zauwazono, ze w przypadku tej izoformy ilos¢ syntetyzo-
wanego mRNA w danej tkance nie jest proporcjonalna do
ilosci funkcjonalnego biatka w btonie [5]. Obecnie aktyw-
no$¢ UCP2 gtdwnie wigze sie z regulacja poziomu produk-
cji ROS przez mitochondria.

Synteza UCP3 ogranicza sie do mies$ni szkieletowych,
mies$nia sercowego oraz BAT [15]. llos¢ UCP3 jest 200-700
razy mniejsza w mitochondriach miesni szkieletowych czy
BAT w pordwnaniu z poziomem UCP1 w mitochondriach
adipocytow BAT [26]. Przypuszcza sie, ze UCP3 jest gtow-
nie zaangazowane w metabolizm ttuszczow.

Odkrycie UCP4 i UCP5 wniosto jeszcze wiecej niewiado-
mych na polu badan UCPs, zwazywszy na ich niewielkie
podobienstwo do UCP1, siegajace zaledwie 30% identycz-
nosci sekwencji aminokwasowej [5]. Najwiekszg ekspre-
sje gendw ucp4 i ucp5 zaobserwowano w mdézgu, cho¢ do-
tychczas nie ustalono doktadnej roli tych biatek w r6znych
tkankach mézgu. Przez analogie mozemy przypuszczac, iz
UCP4 i UCP5 réwniez wptywajg na wydajnos¢ syntezy ATP
w mitochondriach komérek nerwowych.

Dysproporcja pomiedzy poziomem syntezy UCP1 w BAT
oraz jego homologéw w pozostatych tkankach zwierzecych
moze by¢ odzwierciedleniem wielofunkcyjnosci UCPs ssa-
kéw, u ktérej podstaw lezy wspotwystepowanie w jednym
organizmie az pieciu réznych reprezentantéw tej podrodzi-
ny mitochondrialnych biatek nosnikowych. Dziatanie ,,no-
wych" UCPs (homologéw UCP1) nie wigze sie z adaptacyj-
ng termogeneza w odpowiedzi na bodziec temperaturowy.
Poziom ekspresji ich genow jest bowiem stanowczo za maty
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i wyklucza takg funkcje w normalnych warunkach fizjolo-
gicznych. Aczkolwiek postuluje sie, ze fizjologicznie niski
poziom syntezy homologédw UCP1 jest bardzo istotny dla
regulacji wielu proces6w zwigzanych z kondycjg zwierzat,
w tym ludzi [5,26].

UCPs W MITOCHONDRIACH ROSLIN |
MIKROORGANIZMOW EUKARIOTYCZNYCH

UCPs stanowia, obok niewrazliwej na cyjanek oksydazy
alternatywnej i dodatkowych nie uczestniczacych w trans-
porcie protonéw dehydrogenaz NAD(P)H, systemy rozpra-
szajgce energie obecne w mitochondriach roslin i niektérych
mikroorganizmow eukariotycznych. Réwnoczesne wyste-
powanie UCP i oksydazy alternatywnej wykazano w mito-
chondriach wszystkich badanych dotad roslin wyzszych, w
mitochondriach takich mikroorganizmdw, jak niefotosynte-
tyzujgca ameba Acanthamoeba, niefermentujgce patogenne
drozdze Candida, grzyby Aspergillus, pasozytnicze pierwot-
niaki Plasmodium oraz u mycetazoa Dictyosteliiim discoideum,
wykazujgcego prymitywng wielokomorkowos¢ i réznico-
wanie komdrkowe [2,7,9], UCPs ro$lin i mikroorganizmow
eukariotycznych przypominajg dziataniem homologi UCP1
mitochondriow zwierzat, pozwalajagc na zwrotny transport
H+ do macierzy mitochondrialnej, w ktérym uczestniczg
FFA. Fizjologiczna rola tych biatek jest nadal przedmiotem
dyskusji. Stwierdzono, ze obnizajag one produkcje ROS w
mitochondriach, co sugeruje ich udziat w mechanizmach
obronnych towarzyszacych stresowi tlenowemu w komor-
ce. Ponadto, poniewaz wszystkie UCPs mogg wptywac na
wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach po-
przez rozprzeganie transportu elektronéw i syntezy ATP,
biatka te muszg odgrywac istotng role w utrzymywaniu
rownowagi energetycznej i metabolicznej komarki.

UCPs JAKO SYSTEMY ANTY OKSYDACYJNE;
AKTYWACJA UCPs PRZEZ ROS

Sposéréd poznanych UCPs ssakow, najwiecej danych
Swiadczacych o ich udziale w mechanizmach obronnych
przed stresem oksydacyjnym dotyczy UCP2 i UCP3. Pierw-
szych wskazowek dostarczyty badania ukazujgce zwiekszo-
ng produkcje HD 2w izolowanych mitochondriach ssakdw
w warunkach hamowania aktywno$ci UCP2 przez GDP
[16,27]. Zatozono wiec, ze zwiekszone rozprzezenie mito-
chondriow w warunkach stresu oksydacyjnego stanowi
odzwierciedlenie mechanizmu negatywnego sprzezenia
zwrotnego [28] (Ryc. 4). UCPs sg aktywowane produktami
stresu oksydacyjnego (np. zwigzkami powstatymi wskutek
peroksydacji lipidéw), co prowadzi do tagodnego rozprze-
gania (ang. mild uncoupling) oddychania mitochondriéw,
ktére z kolei zmniejsza generacje ROS. Dziatanie UCPs
zwigzane jest bowiem ze zmniejszong redukcjg nosnikow
elektronéw mitochondrialnego taincucha oddechowego,
czemu towarzyszy obnizenie powstawania ROS. Dzieki
temu mitochondria, ktére majg tendencje do hiperpolaryzo-
wania swojej btony wewnetrznej, uwalniaja mniej szkodli-
wych ROS [29]. Istnieje bowiem Scista zalezno$¢ pomiedzy
wartoscig mitochondrialnego AT1 a iloscig powstajgcych
ROS. Nawet niewielki spadek AT1 (o 10 mV) moze hamo-
waé¢ wytwarzanie HD 2 do 70% [5,30]. Dlatego tez, pier-
wotnej funkcji UCPs byé moze nalezy doszukiwaé sie w
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indukowanym tagodnym rozprzeganiu mitochondridw,
przeciwdziatajgcym oksydacyjnym zniszczeniom, kosztem
niewielkiej utraty energii [31].

Pojecie tagodnego rozprzegania (czesciowego rozprzega-
nia) z udziatem UCPs wigze sie zatem z subtelnym obniza-
niem wartosci AT*, zmniejszajacym prawdopodobienstwo
wystapienia stresu oksydacyjnego. Ten spos6b obnizania
AT* nie jest termogenny, nie prowadzi do zwiekszenia tem-
peratury organizmu, lecz stanowi swoisty, samoregulujacy
sie przeciwutleniajagcy system ochrony komérki [32]. Za
ochronnym efektem tagodnego rozprzegania z udziatem
UCPs przemawia réwniez kardioprotekcyjny i neuropro-
tekcyjny efekt dziatania mitochondrialnych rozprzegaczy
[33].

Anionorodnik ponadtlenkowy moze aktywowaé UCPs
od wewnetrznej strony (macierzy) btony mitochondrialnej
[34]. Obserwacja ta jest istotna przy rozwazaniu fizjologicz-
nej funkcji homologéw UCP1. Zatozono, ze fizjologicznie
niski poziom homologéw UCP1 w mitochondriach moze
uczestniczyé w oczyszczaniu wewnetrznego listka we-
wnetrznej btony mitochondrialnej z utlenionych form nie-
nasyconych kwasow tluszczowych, bedacych produktami
peroksydacji (tworzenia grup nadtlenkowych) (LOOH, ang.
lipid peroxide) [35]. Stezenie LOOH jest stosunkowo mate,
dlatego tez zwigzki te moga by¢ docelowymi substratami
pewnych izoform UCPs. Produkty peroksydacji kwasow
ttuszczowych po przejéciu przez btone (w oparciu o jeden z

modeli dziatania UCPs, ryc. 3B) sg pozbawione mozliwosci
tatwego powrotu do macierzy na drodze flip-flop. Ograni-
czeniem staje sie zmiana chemicznego charakteru czastecz-
ki na niekorzys$¢ hydrofobowosci. Potwierdzajg to wyniki
badan z pochodnymi kwasow ttuszczowych, ktére poza
grupg karboksylowg posiadajg reszte hydroksylowg [36], Z
biologicznego punktu widzenia wieksze stezenie LOOH w
zewnetrznym listku wewnetrznej btony mitochondrialnej
jest korzystniejsze [35]. Ma to zwigzek z odmiennym skia-
dem macierzy mitochondrialnej i przestrzeni miedzybtono-
wej. Macierz zawiera DNA, liczne mRNA oraz np. enzymy
cyklu Krebsa, wséréd nich akonitaze, ktéra jest jednym z
najbardziej wrazliwych na ROS biatek w komdrce. Znacze-
nie obrony macierzy przed wolnymi rodnikami wydaje sie
szczeg6lnie wazne ze wzgledu na odwrotng zalezno$¢ po-
miedzy diugoscig zycia ssakow a stopniem utlenienia mtD-
NA [35],

Powigzanie miedzy ROS, produktami peroksydacji lipi-
dow oraz aktywnoscig UCPs udowodniono, stosujac zwigz-
ki wytwarzajace wolne rodniki oraz przeciwutleniacze.
Zwigzkiem wydajnie przenikajgcym do macierzy o witasci-
wosciach ,wymiatacza™ wolnych rodnikow, jest mitoPBN
[37]. MitoPBN to syntetyczny przeciwutleniacz fenylobu-
tylnitron (PBN), kowalencyjnie potgczony z lipofilnym ka-
tionem trifenylofosfoniowym. Postuluje sig, ze zwigzek ten
bardzo skutecznie zapobiega aktywacji UCPs przez ROS,
gdyz hamuje tancuch przeksztatcen wolnorodnikowych,
prowadzacych do wytworzenia np. 4-hydroksy-2-nonena-

lu (HNE) — czasteczki
sygnatowej aktywujacej
UCPs [31], MitoPBN nie

5, (Fel) ——
"

» ) peroksydacja lipidow

ATP . . .

ADP reaguje z anionorodni-

~ GTP kiem ponadtlenkowym
| _ GDP oraz koricowymi pro-
O duktami peroksydacji
lipidow. Dlatego tez

produkty posrednie

procesu peroksydacji

€ lipidobw mogg stano-
wi¢ jedynie warunek

+ wstepny dla aktywacji

UCPs. Dla mitochon-
driéw zwierzat (oprocz
mitochondriow BAT z
UCP1) oraz mitochon-
driéw ro$lin zapropo-
nowano model wigzacy
aktywacje UCPs przez
ROS z funkcjg UCPs,
jako systemow przeciw-
utleniajgcych  [5,31,38]
(Ryc. 4). W modelu tym

Rycina 4. Model aktywacji UCP przez reaktywne formy tlenu, ktdre inicjuja peroksydacje (tworzenie grup nadtlenkowych) kwaséw
ttuszczowych lipidéw. W mitochondriach anionorodnik ponadtlenkowy (O,*-) oraz rodnik hydroperoksylowy (HO,*-) powstaja
najczesciej wskutek ,wycieku" elektronéw z taricucha oddechowego. Obecna w macierzy manganowa dysmutaza ponadtlenko-
wa (MnSOD) neutralizuje wiekszo$¢ O,'-, przeksztatcajac ten rodnik w nadtlenek wodoru (HD 2. Cze$¢ 0 2~uszkadza enzymy
zawierajace centra Fe-S, np. bardzo wrazliwg na O,- akonitaze, przyczyniajac sie do uwalniania jonéw zelaza (Fe2). Jony Fe2+
katalizuja produkcje rodnika hydroksylowego ('OH) z HD 2w reakcji Fentona. Rodniki ‘OH i HOz  reagujac z acylowymi tan-
cuchami wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (sktadnikéw fosfolipidéw btonowych), zapoczatkowuja proces peroksydacji
lipidéw. Ztozona mieszanina koricowych produktéw peroksydacji lipidéw, obejmuje gtownie reaktywne alkeny w tym kluczowy 4-
hydroksy-2-nonenal (HNE). HNE, aktywujac UCP, zwieksza przepuszczalno$¢ wewnetrznej btony mitochondrialnej dla protonéw.
Indukowane przez ROS, tagodne rozprzeganie z udziatem UCP stanowi podstawe nowo poznanej $ciezki regulujacej uwalnianie

wolnych rodnikéw w mitochondriach.
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wolne rodniki tlenowe
petnig funkcje sygnatu
aktywujagcego UCP, co
prowadzi do obnizenia
produkcji ROS. W mi-
tochondriach, w warun-
kach wysokiego ApH+
dochodzi do wytwa-
rzania anionorodnika
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ponadtlenkowego i innych ROS. Po wewnetrznej stronie
wewnetrznej btony mitochondrialnej anionorodnik ponad-
tlenkowy uwalnia jony Fe2tz biatek zawierajgcych centra
Fe-S (np. akonitazy). Jony Fe2treagujg z HD 2 tworzgac rod-
nik hydroksylowy, rozpoczynajgcy tancuch przeksztatcen
wolnych rodnikéw, ktdry inicjuje peroksydacje lipidow
btonowych. Tworzony jest HNE i inne alkenowe pochodne
kwaséw ttuszczowych. HNE aktywuje UCP, co prowadzi
do obnizenia ApH+i w konsekwencji do spadku uwalnia-
nia ROS przez mitochondria. Mechanizm ten zapobiega
pogtebianiu sie zniszczen wywotanych przez stres oksyda-
cyjny. Ceng ktérg mitochondria ,,ptacg” za taki ochronny
mechanizm redukujacy poziom ROS, jest mniejsza wydaj-
nos¢ fosforylacji oksydacyjnej. Jednakze do tej pory nie ma
petnej zgodno$ci, co do faktycznego zaangazowania UCPs
w odpowiedz na stres oksydacyjny i uruchamiania lokalnej
Sciezki zwrotnej (ang. feedback), prowadzacej do ttumienia
powstawania ROS. Jak dotad brak takze informacji na temat
aktywacji UCPs przez ROS w mitochondriach organizmow
jednokomdrkowych.

PODSUMOWANIE

Przetom XX i XXI wieku to okres odkry¢ kolejnych ho-
mologéw UCPL1. Identyfikacja UCPs we wszystkich waz-
niejszych grupach eukariontéw: u roslin wyzszych, niekto-
rych bezkregowcow, pierwotniakéw, grzybéw i w wielu
nietermogennych tkankach ssakow sugeruje, ze przeciwnie
do UCP1 BAT ssakoéw, spetniajg one inne funkcje niz produ-
kowanie ciepta poprzez zwiekszanie oddychania mitochon-
drialnego. Jedng z nich moze by¢ obnizanie produkcji ROS
w mitochondriach, a wiec ochrona komorki przed stresem
oksydacyjnym. Zbadanie regulacji aktywnosci poszczego6l-
nych homologéw UCP1 u réznych organizmow, w réznych
tkankach czy organach ros$lin i zwierzat pomoze wyjasnié
nadal niejasng funkcje fizjologiczng spetniang przez te biat-
ka. Rosngce zainteresowanie mitochondrialnymi UCPs
zwigzane jest z efektem ich dziatania na poziomie komor-
kowym, tj. regulacjag poziomu ATP, réwnowagi oksydore-
dukcyjnej czy stresu oksydacyjnego. Z drugiej strony zabu-
rzenia w funkcjonowaniu UCPs moga przyczynia¢ sie do
wielu stanéw patologicznych u zwierzat.
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ABSTRACT

Uncoupling proteins (UCPs), members of mitochondrial carrier family, are present in mitochondrial inner membrane and mediate free fatty
acid-activated, purine-nucleotide-inhibited H+re-uptake. UCPs can modulate the tightness of coupling between mitochondrial respiration
and ATP synthesis. A physiological function of the first described UCP, UCP1 or termogenin, present in mitochondria of mammalian brown
adipose tissues is well established. UCP1 plays a role in nonshivering thermogenesis in mammals. The widespread presence of UCPs in
eukaryotes, in non-thermogenic tissues of animals, plants and in unicellular organisms implies that these proteins may elicit other functions
than thermogenesis. However, the physiological functions of UCP1 homologues are still under debate. They can regulate energy metabolism
through modulation of the electrochemical proton gradient and production of ROS. Functional activation of UCPs is proposed to decrease
ROS production. Moreover, products of lipid peroxidation can activate UCPs and promote feedback down-regulation of mitochondrial ROS

production.
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Stowa kluczowe: biatka rozprzegajace, reak-
tywne formy tlenu, otyto$¢, cukrzyca typu 2,
onkogeneza, uszkodzenia niedokrwienno-re-
perfuzyjne, neurodegeneracja

Wykaz skrotow: BAT (ang. brown adipose tissue)
—brunatna tkanka tluszczowa; koenzym A —
CoA; FFA (ang.freefatty acids) —wolne kwasy
ttuszczowe; LDL —Ilipoproteina o malej gesto-
$ci; LMF (ang. lipid mobilisingfactor) —czynnik
mobilizujacy lipidy; NF-kB (ang. nuclear factor
kappaB) —jadrowy czynnik transkrypcyjny kB;
PGC-la (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor coactivator-la) —koaktywator recepto-
ra PRAR; PPAR (ang. peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor) — receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysomoéw; pRB (ang. retino-
blastoma protein) —biatko retinoblastomy; ROS
(ang. reactive oxygen species) — reaktywne for-
my tlenu; TZD (ang. thiazolidinedione) — leki
z grupy tiazolidinedionéw; UCP(s) (ang. un-
coupling protein(s)) — biatko(a) rozprzegajace;
WAT (ang. white adipose tissue) — biata tkan-
ka tluszczowa; ApH+ — protonowy gradient
elektrochemiczny; AT —elektryczny potencjat
btonowy mitochondriéw

Podziekowanie: Przygotowanie artykutu
zostato dofinansowane ze $rodkéw budzeto-
wych na nauke (projekt badawczy nr 3382/B/
P01/2007/33)
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STRESZCZENIE

ziatanie biatek rozprzegajacych (UCPs), mitochondrialnych systeméw rozpraszajacych
Denergie, moze miec istotny wptyw na funkcjonowanie komérek, tkanek, narzadéw
i catych organizméw ssakow. Regulacja aktywnos$ci UCPs moze okaza¢ sie w przysztosci
kluczowym celem dziatania terapeutycznego w wielu zaburzeniach funkcjonowania orga-
nizmu ludzkiego. Dotyczyé to moze na przyktad zaburzen gospodarki ttuszczowej, otytosci,
cukrzycy typu 2, procesu starzenia sig, a nawet choréb neurodegeneracyjnych i zmian nowo-
tworowych. Poniewaz fizjologiczna rola UCPs (poza UCP1, biatkiem brunatnej tkanki ttusz-
czowej) nie jest w petni poznana, zbadanie mechanizméw regulacji aktywnosci homologéw
UCP1 (UCP2-5) na poziomie molekularnym w réznych tkankach i narzadach jest waznym
wyzwaniem. Ma to istotne znaczenie dla zrozumienia fizjologii mitochondriéw zwierzat
oraz patofizjologii zwigzanych z zaburzeniami dziatania UCPs. Informacje te przyczynig sie
takze do stworzenia bazy dla wykorzystania UCPs w klinice.

WPROWADZENIE

Mitochondria zajmuja specjalng pozycje w Swiecie Eucaryota. Oprdcz petnienia
funkcji ,,elektrowni" dostarczajacych komdrce czgsteczek ATP, mitochondria sg
takze waznym miejscem przebiegu szlakdw metabolicznych, co istotnie wptywa
na utrzymywanie homeostazy komoérkowej. Ponadto, mitochondria w komorce
stanowig gtdwne Zrodio reaktywnych form tlenu (ROS) i mogga by¢ istotnym
czynnikiem uruchamiajagcym mechanizm fizjologicznej $mierci komorki [1]. Dla-
tego tez mitochondria mogg by¢ przyczyng wielu stanéw patologicznych, tak
réznych jak nowotwory, cukrzyca, otyto$¢, uszkodzenia niedokrwienno-reper-
fuzyjne, zaburzenia neurodegeneracyjne (choroby Alzheimera i Parkinsona), a
takze moga wptywac na proces starzenia sie [2].

Biatka rozprzegajace (UCPs, ang. uncoupling proteins), bedace biatkami we-
wnetrznej btony mitochondrialnej, rozprzegaja oddychanie mitochondriéw, bu-
rzac protonowy gradient elektrochemiczny (ApH+) wytworzony przez tancuch
oddechowy mitochondriéw. UCPs sg aktywowane przez niezestryfikowane (wol-
ne) kwasy ttuszczowe (FFA, ang.freefatty acids), a ich allosterycznymi inhibitora-
mi sg nukleotydy purynowe [3], Dziatanie UCPs jest napedzane przez potencjat
btonowy (AT, ujemny w wewnatrz mitochondrium) oraz réznice pH (kwasne na
zewnatrz). UCPs wystepujg w mitochondriach wielu tkanek ssakéw: UCP1 (ter-
mogenina) w brunatnej tkance ttuszczowej (BAT, ang. brown adipose tissue), UCP2
w réznych tkankach zwierzat, UCP3 w mie$niach szkieletowych, mies$niu serco-
wym oraz w BAT, UCP4 i UCP5 w moézgu. Ze wzgledu na charakter dziatania
wszystkich UCPs w mitochondriach organizméw eukariotycznych, tj. rozprasza-
nie uzytecznej energii swobodnej pochodzacej z utleniania substratow oddecho-
wych, biatka te stanowig wazny punkt kontrolny w gospodarce energetycznej
komorki [3], Upos$ledzenie dziatania UCPs moze mie¢ istotny wptyw na funkcjo-
nowanie komdrek, tkanek, narzagdow i catych organizméw. Dlatego tez regulacja
aktywnos$ci UCPs moze okazac sie kluczowym celem dziatania terapeutycznego
w wielu zaburzeniach funkcjonowania organizmu ludzkiego [4-8].

UCP3 A GOSPODARKA TLUSZCZOWA

Aktywnos$¢ rozprzegajagca UCPs zwigzana jest z transportem protondéw z
przestrzeni miedzybtonowej do macierzy mitochondriéw, co obniza ApH+ [3],
FFA sg swoistymi kofaktorami tego procesu. Jeden z modeli opisujagcych mecha-
nizm dziatania UCPs (model cyklicznego obiegu FFA) zaktada ciggte krazenie
kwasow ttuszczowych przy ich udziale w zewnetrznym i wewnetrznym listku
wewnetrznej btony mitochondrialnej w zaleznosci od uprotonowania grup kar-
boksylowych tych kwaséw. W ten sposéb podtrzymywanie statego obiegu FFA
wptywa pozytywnie na metabolizowanie kwaséw ttuszczowych. Dodatkowo,
usuwanie z mitochondriéw utlenionych, badz zjonizowanych (anionéw) form
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FFA moze stanowié¢ bardzo skuteczne narzedzie ochronne
przed toksycznymi wiasciwosciami tych czasteczek [9].

W przeciwiendstwie do kwasdw tluszczowych zwig-
zanych wigzaniem tioestrowym z koenzymem A (acylo-
CoA), dtugotancuchowe FFA nie sg metabolizowane. Brak
rownowagi pomiedzy iloScig dostarczanego do macierzy
mitochondriow acylo-CoA a tempem procesu R-oksydacji
jest czesto przyczyng niekorzystnej akumulacji niezestry-
fikowanych kwaséw ttuszczowych w mitochondriach [7],
Mitochondrialna pula FFA jest wytwarzana przez mito-
chondrialng tioesteraze-1 (MTE-1), enzym, ktéry poprzez
hydrolize wigzania tioestrowego acylo-CoA regeneruje w
macierzy wolny koenzym A (HS-CoA). Zwigzek ten jest
czynnikiem ograniczajacym szybko$¢ procesu B-oksydacji
kwasow ttuszczowych i cyklu Krebsa [10]. W ten sposob
MTE-1 podtrzymuje ciggtos¢ waznych szlakéw metabolicz-
nych, odsuwajac grozbe ich spowolnienia badz zatrzyma-
nia. Wystepowanie UCP3 jest ograniczone do mitochon-
driéow tkanek, ktore silnie zalezg od procesu utleniania
kwasow ttuszczowych (miesnie szkieletowe, miesnie serca
i BAT). W tkankach tych wspotdziatanie obu biatek, UCP3 i
MTE-1, moze skutecznie zwiekszaé szybko$¢ cyklu Krebsa
i B-oksydacji (MTE-1 poprzez uwalnianie HS-CoA a UCP3
poprzez zwiekszanie transportu elektronéw w tancuchu
oddechowym) i réwnolegle podtrzymywac szybkie utle-
nianie kwasOw ttuszczowych, dzieki ich transportowi do
przestrzeni miedzybtonowej (UCP3). Tam FFA sg ponow-
nie przeksztatcane do acylo-CoA przez syntaze acylo-CoA
[10]. Co ciekawe, podwyzszony poziom biatek UCP3 i MTE-
1 stwierdzono w mitochondriach serc szczuréw cierpigcych
na cukrzyce [11]. Wsp6idziatanie obu biatek dodatkowo za-
pewnia ochrone przed podwyzszeniem poziomu anionéw
FFA w macierzy [12]. Hipoteze, zaktadajacg dziatanie UCP3
jako rezerwowej $ciezki przeptywu FFA w warunkach ich
nadmiernego dostarczenia do mitochondriéow [10], po-
twierdza spadek ilosci triacylogliceroli w cytosolu widkien
mie$niowych, obserwowany przy podwyzszonej ekspresji
ucp3. U ludzi i gryzoni, zwiekszona ekspresja ucp3 ma takze
miejsce w warunkach intensywnego metabolizmu ttuszczo-
wego, tj. w trakcie poszczenia, nieregularnego ostrego tre-
ningu czy podczas diety wysokottuszczowej [7,12], Dlatego
tez odpowiedni poziom ekspresji genu ucp3 moze chronic¢
przed typowga otytoScig wywotang dieta. Wspomniana hi-
poteza wymaga dalszego potwierdzenia doSwiadczalnego
ze wzgledu na zatozenie, ze UCPs sg transporterami anio-
noéw FFA, co nie jest w petni akceptowane [7,12], Ponadto,
istniejg pewne rozbieznos$ci wynikajagce z badan z wykorzy-
staniem techniki ,,gene knock-out”. Jak stwierdzono myszy
pozbawione UCP3 w mitochondriach mie$ni (ucp3 -/-) nie
majg uposledzonego utleniania kwaséw ttuszczowych.

Wywotany niewtasciwg dietg nadmiar kwasow ttuszczo-
wych ma wptyw na funkcjonowanie mitochondriéw [9,10].
Z powodu braku syntazy acylo-CoA w macierzy niemozli-
we jest metabolizowanie FFA w mitochondriach. Powodu-
je to stan podwyzszonego ryzyka peroksydacji mitochon-
drialnych lipidow btonowych oraz zjawiska lipotoksyczno-
§ci. W tych warunkach, gtéwnym zadaniem UCP3 mégtby
by¢ eksport (zjonizowanych) FFA z mitochondriow [9,10],
zgodnie z modelem dziatania UCP zaproponowanym przez
Skulacheva i Garlida [3], Na przykiad farmakologiczne
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blokowanie procesu utleniania kwaséw ttuszczowych za
pomocg etomoksyru (inhibitor acylotransferazy karnity-
nowej I) indukuje wzrost poziomu UCP3, co wskazuje na
zaangazowanie UCP3 w znoszenie nierdwnowagi metabo-
licznej, wynikajgcej z nadmiernego dostarczania kwaséw
ttuszczowych do mitochondriéw a zdolnoscig do ich utle-
niania [9,10], Pozytywnym efektem ubocznym tak ukierun-
kowanego dziatania rozprzegajagcego UCP3 jest oczywiscie
takze obnizanie ApH+oraz zmniejszanie uwalniania ROS
przez mitochondria. W warunkach podwyzszonego pozio-
mu FFA w cytosolu, zwiekszony poziom UCP3 w btonie mi-
tochondrialnej prowadzi do intensywnego usuwania z we-
wnetrznego listka btony wewnetrznej aniondw FFA, ktore
przedostaty sie tam niezaleznie od systemu karnitynowego,
co paradoksalnie sprzyja utlenianiu kwasdw ttuszczowych
(acylo-CoA) w procesie (3oksydacji [10]. Jednocze$nie po-
stuluje sie, ze UCP3 (atakze powszechne w tkankach zwie-
rzecych UCP2) mogtoby réwniez usuwac aniony kwasow
ttuszczowych fosfolipidéw btonowych, ktdre ulegty perok-
sydacji, oczywiscie po ich wczes$niejszym uwolnieniu z fos-
folipidéw z udziatem fosfolipaz [13].

Sformutowano hipoteze, zaktadajgcg dziatanie UCP3 jako
molekularnego przetgcznika, ktéry decyduje o rodzaju wy-
korzystywanych substratow energetycznych w mieéniach
(kwasy ttuszczowe versus glukoza) [14]. Potrzeba przesta-
wienia sie na metabolizm ttuszczowy czy weglowodanowy
czesto jest podyktowana stanem fizjologicznym miegséni, za-
leznym od dostarczanego pozywienia. Zwiekszone wyko-
rzystywanie lipidbw ma miejsce podczas gtodzenia, gdy
dostep do glukozy jest ograniczony. Natomiast redukcja
spalania ttuszczéw wigze sie z ponownym zasilaniem po-
karmowym organizmu, zw#aszcza gdy wznowiona dieta
jest dietg niskottuszczowa. Jest to konieczne dla uzupetnie-
nia lipidow zapasowych, magazynowanych na okres zwiek-
szonej wydajno$ci metabolicznej. Gdy gtodzenie zastepo-
wane jest obfitym odzywianiem sie (i odwrotnie), zmiany w
ilosci syntetyzowanego UCP3 sg wieksze ibardziej wyrazne
w mitochondriach wtdkien miesniowych typu Il (gtéwnie
11B), charakteryzujgcych sie szybkimi skurczami, ktére po-
zyskujg energie gtownie z beztlenowej glikolizy. Przeciw-
nie, zmiany w poziomie UCP3 nie dotyczg wtokien migsénio-
wych typu I, ktore kurcza sie wolniej, a energetycznie ich
funkcjonowanie oparte jest na fosforylacji oksydacyjnej oraz
utlenianiu lipidéw jako substratéw paliwowych. A zatem,
to szybkie, bazujace na glikolizie wtdkna miesniowe typu Il
cechuje zdolno$¢ do przestawiania sie na dostepny substrat
oddechowy (z glukozy na lipidy i odwrotnie) w zaleznosci
od stanu fizjologicznego organizmu [14]. Zasilane fosforyla-
cjg oksydacyjng wtdkna miesSniowe typu | majg wiekszg za-
warto$¢ mitochondriow, moga wiec tatwiej poradzi¢ sobie
z drastycznie podwyzszonym poziomem kwasow ttuszczo-
wych, dzieki mozliwosci intensyfikacji procesu (3-oksydacji.
Takie fizjologiczne przystosowanie wiokien typu | oznacza
brak silnego zaangazowania UCP3 w metabolizm tej tkanki
[12]. W Swietle tych rozwazan, funkcjonowanie UCP3 nie-
koniecznie musiatoby wigzac sie z utatwianiem utleniania
kwasow ttuszczowych, lecz raczej stanowitoby adaptacje do
zwiekszonej dostawy tych kwaséw.

Mimo ze homologi UCP1 nie uczestniczg w procesach ter-
mogennych, to jednak w przypadku UCP3 zaobserwowano

189



pewne ciekawe zjawisko. Termogeneze posrednio powig-
zang z UCP3 wykazano w warunkach silnej adrenergicznej
aktywacji wywotanej aplikacja MDMA (3,4-metylenodioksy-
metamfetamina czyli ecstasy), w komorkach tkanki miesnio-
wej myszy [15]. Wzrostu temperatury nie obserwowano w
mie$niach mutantdw myszy pozbawionych ucp3 (-/-), mimo
identycznego traktowania zwierzat substancjg narkotycz-
ng. Obserwacja ta nadal pozostaje niewyjasniona. Jednakze,
obok faktu powszechnego wystepowania UCP3 w miesniach
szkieletowych, obserwacja ta sprawita ze UCP3 zaczeto trak-
towac jako interesujacy obiekt nowatorskiego podejscia do
problemu otytosci z wykorzystaniem ukierunkowanych far-
maceutykoéw (Ryc. 1). Wywotane rozprzegajaca aktywnoscia
UCP3 zwiekszone oddychanie mitochondrialne oraz wy-
datkowanie energii (poprzez wzmozone utlenianie kwasow
ttuszczowych, acylo-CoA) moze byé wigczone w regulacje
bilansu energetycznego catego ciata [12],

UCP1 - SPOSOB NA OTYLOSC?

Efektem funkcjonowania UCP1 nie jest przechowywanie
zasobOw energetycznych w postaci thuszczu w BAT, termo-
gennej tkance ssak6w [3]. Dlatego tez, aktywnos$¢ réznych
UCPs (zwlaszcza UCP1) mozna takze rozpatrywaé jako
dziatajgca przeciwko stanom otytosci (Ryc. 1) [5], Takie
spojrzenie zwigzane jest z oczekiwaniami szerokich kregow
spoteczenstwa, szukajacych kolejnych srodkéw odchudza-

jacych.

Bilans energetyczny ssakéw zalezy od wydatkowania
energii oraz jej pobierania wraz z pokarmem. Brak réwno-
wagi objawia sie albo jako magazynowanie energii w posta-
ci triacylogliceroli (pobieranie przewyzsza wydatkowanie),
co czesto tgczy sie z otytoscig, albo jako catkowite zuzycie
energii (wydatkowanie przewyzsza pobieranie), co moze
prowadzi¢ do kacheksji (wychudzenia i ostabienia orga-
nizmu) [8,16], W zwigzku z tym termogeneza zwigzana z
UCP1 rodzi pewne nadzieje zwigzane z opracowaniem me-
tody redukcji otytosci u ludzi, gdyz biatko to indukuje mo-
bilizacje zapaséw triacylogliceroli. Wyjsciowym zatozeniem
nowatorskiej strategii majgcej przeciwdziata¢ otytosci jest
kontrolowana aktywacja adipocytow BAT, badz nadanie
adipocytom WAT cech adipocytdw BAT, czyli przeksztatce-
nie biatej tkanki ttuszczowej (WAT, ang. white adipose tissue)
w tkanke przypominajgcg BAT.

Tkanka ttuszczowa jest magazynem ttuszczu oraz narzg-
dem wydzielania wewnetrznego. Wystepujace u ssakéw
dwa typy adipocytow (komdrek ttuszczowych) buduja-
cych BAT i WAT petnig przeciwstawne fizjologiczne funk-
cje. Adipocyty WAT to najwiekszy magazyn energetycz-
ny ttuszczu w organizmie, adipocyty BAT —termogenne
komérki rozpraszajace energie metaboliczng jako ciepto,
ktore rozprowadzane jest po catym ciele. Duze ilosci biatej
tkanki ttuszczowej zwigzane sg z otytoscia, wysoki poziom
brunatnej tkanki ttuszczowej powigzany z intensywng ak-
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Rycina 1. Mozliwe patologiczne, badZ terapeutyczne efekty wynikajace ze zmienionego poziomu syntezy (aktywnosci) pieciu izoform UCPs ssakéw (UCP1-5).
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kwaséw

tluszczowych

Rycina 2. Rola receptoréw PPAR w regulacji procesu termogenezy BAT ssakéw. Kluczowy czynnik biatkowy, tj. PGC-la,
inicjuje uruchomienie termogennego programu BAT poprzez wspdtaktywacje receptoréw PPARy i PPARa, atakze regula-
cje syntezy czynnika transkrypcyjnego typu NRF. TZD (przeciwcukrzycowe leki z gupy tiazolidinedionéw), specyficznie
aktywujace receptory PPARy, moga réwniez pobudza¢ adipogeneze oraz biogeneze mitochondriéw. W ten sposéb docho-
dzi do obejscia klasycznej $ciezki indukcji syntezy PG C-la poprzez adrenergiczng stymulacje w odpowiedzi na odpowiedni [20].
bodziec temperaturowy wywotujacy synteze cAMP. Agoniéci zaréwno PPARa, jak i PPARy mogga indukowac ekspresje
ucpl, prawdopodobnie na réznych etapach rozwoju BAT. Aktywacji procesu termogenezy BAT, fizjologicznie zaleznej od
cAMP, towarzyszy oprécz indukcji syntezy PGC-la réwniez intensywna lipoliza zapasowych triglicerydéw. Uwolnione
FFA petnig funkcje gtéwnego substratu zasilajgcego proces termogenezy oraz induktora rozprzegajacej aktywnoséci UCP1.
FFA moga réwniez dziata¢ jako aktywatory receptoréw PPAR. Stwierdzono réwniez zwiekszenie syntezy PGC-la poprzez
autoregulacyjna petle, w ktérej wspotaktywacja PPARyY przez biatko PGC-la uruchamia transkrypcje genu pgc-la.

tywnoscig metaboliczng zwykle zwigzany jest z redukcjg
wagi ciata [17,18]. Trzeba jednak pamietaé, ze BAT u ludzi
(iu innych wiekszych ssakdw) zanika w trakcie ontogenezy
(po okresie niemowlectwa czy wczesnego dziecinstwa) ije-
dynie szczatkowe ilosci tkanki utrzymuja sie u osobnikow
dorostych.

Kwasy ttuszczowe oprécz petnienia funkcji zwigzkow
indukujacych proces rozprzegania (bezposrednia aktywa-
cja UCP) oraz gtdwnych substratow w termogenezie (jako
substraty [3oksydacji), mogg rowniez posrednio aktywo-
wac ekspresje ucpl u zwierzat, poprzez wptyw na receptory
PPAR (Ryc. 2). Kilka podtypdw jadrowych receptorow typu
PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) ziden-
tyfikowano jako czynniki kontrolujgce transkrypcje genow
ucps w tkankach ttuszczowych [17]. Forma PPARYy ulega
silnej syntezie zaréwno w adipocytach WAT i BAT, i jest
zwigzana gtéwnie z przebiegiem procesu adipogenezy. For-
ma PPARa przewaza w komorkach BAT. Dzigki unerwie-
niu wspotczulnemu, BAT w przeciwienstwie do WAT jest
efektorem dziatania bodzca niskiej temperatury. Bodziec
ten, poprzez Sciezke sygnalizacyjng angazujagcg cAMP, in-
dukuje wzmozong synteze PGC-la, koaktywatora recepto-
ra PRARy. Wydaje sie, ze PGC-la odgrywa zasadniczg role
w regulacji transkrypcji genu ucpl. Postuluje sie, ze PGC-
la, indukujgc synteze UCP1, jest niezbedny dla powstawa-
nia adipocytow BAT bogatych w UCP1 [19]. A zatem silna
synteza receptorow PPARy w potgczeniu z syntezg koak-
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tywatora PGC-la stanowi
kluczowy zestaw czynni-
kéw decydujacych o rézni-
cowaniu sie adipocytéw w
kierunku BAT. Dodatkowo,
PGC-la, wspétpracujagc z
receptorem typu PPARa,
kontroluje ekspresje genow
kodujgcych biatka odpo-
wiedzialne za przeprowa-
dzanie katabolizmu ttusz-
czu w BAT, niezbednego
do wywotania termoge-
nezy [17]. W przeciwien-
stwie do adipocytow WAT,
komérki BAT niezwykle
wydajnie utleniajg kwasy
thuszczowe. Wskazuje na
to obfito§¢ mitochondridow
z silnie rozwinietymi grze-
bieniami, a takze wysoki
poziom syntezy PPARa w
tych komorkach. PPARa
prawdopodobnie jest takze
induktorem genu ucpl w
petni wyksztatconych, doj-
rzatych komérkach BAT
Obecno$¢ PGC-la,
aktywujacego zaréwno
PPARa, jak i PPARYy, jest
podstawowa dla realizacji
catego procesu termogene-
zy BAT (Ryc. 2).

Stwierdzono, ze u my-
szy sktonno$¢ do otytosci jest Scisle zwigzana z obnizong
aktywnoS$cig BAT [21]. Przeciwnie, ,odpornos$¢” na otyto$¢
moze by¢ zwigzana z zwiekszong aktywnos$cig BAT, badz
indukcjag w WAT informacji genetycznej normalnie przypi-
sanej BAT. Wykazano na przyktad, ze ektopowa ekspresja
genu pgc-la w WAT cztowieka moze uruchamiac adipoge-
neze w kierunku komorek BAT, ktdrej towarzyszy ekspre-
sja genu ucpl [22,23]. Zjawisko konwersji komorek WAT w
BAT moze okaza¢ sie pomocne w poszukiwaniu sposobu
stymulacji termogenezy (a wiec i wzmozonego utleniania
kwaséw ttuszczowych) u dorostych, co potencjalnie moze
wywotaé efekt zmniejszenia wagi ciata.

<&
<

W komédrkach ttuszczowych WAT dodatkowg induk-
cje syntezy PGC-la (ktdrego wysoki poziom wystepuje
w komdrkach BAT) mozna osiggng¢ chemicznie, stosujac
przeciwcukrzycowy lek rosiglitazon (z grupy tiazolidine-
dionéw, TZD) [24], Odpowiedzig adipocytéw WAT na po-
danie TZD jest r6wniez wzmozona synteza mRNA UCP1.
Jak stwierdzono, TZD moga bezposrednio wptywaé na
transkrypcje ucpl poprzez specyficzng aktywacje recepto-
row PPARy komérek ttuszczowych (WAT i BAT). Recep-
tory te z kolei indukujg ekspresje genu pgc-la koniecznego
dla syntezy UCP1 (Ryc. 2) [17,24]. A zatem, w stosunku
do wcze$niej poznanej adrenergicznej regulacji, TZD moga
wywotywaé nowgq $ciezke regulujaca ekspresje genu pgc-
la [24], In vitro TZD jako ligandy PPARYy takze silnie po-
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budzajg adipogeneze biatej i brunatnej tkanki ttuszczowej.
W adipocytach WAT TZD indukujg zmiany w morfologii
mitochondriow w kierunku wyksztatcenia licznych grze-
bieni [21]. Co ciekawe, chroniczne podawanie lek6w prze-
ciwwirusowych moze prowadzié do wzmozonej ekspresji
genu ucpl u dorostych, w znacznej mierze pozbawionych
przeciez BAT [25],

Biatkiem wptywajacym na powstawanie komorek ttusz-
czowych jest takze biatko pRB (ang. retinoblastoma prote-
in). Bedac waznym regulatorem cyklu komdrkowego ssa-
kéw, a takze supresorem zmian nowotworowych, biatko
pRB uwazne jest za przetgcznik molekularny decydujgcy
0 tym czy réznicowanie adipocytéw zmierza w kierunku
komérek WAT czy BAT [21,26]. Biatko pRB jest potrzeb-
ne do réznicowania adipocytow WAT, natomiast hamu-
je powstawanie komdrek BAT. Wskazuje na to obecnos¢
pRB w jadrze tylko preadipocytow WAT [26], W zwigzku
z tym zaproponowano model doswiadczalny, w ktérym
selektywna inaktywacja pRB powinna wywotaé zmiany
prowadzgce do powstawania adipocytéw BAT, co wigza-
toby sie z intensywng syntezg UCP1, wydajnym spalaniem
ttuszczu oraz redukcjg masy ciata. By¢ moze w przysztosci
zamierzona ingerencja w rownowage pomiedzy réznico-
waniem sie adipocytow WAT i BAT, okaze sie istotng w
regulacji wagi ciata, a wiec i w leczeniu otytosci oraz cho-
rob zwigzanych z otytoscia [26].

UCPs JAKO PRZECIWUTLENIACZE

Konsekwencjg zycia opartego na metabolizmie tlenowym
jest nieustanne wytwarzanie ROS, a wsrod nich kluczowe-
go wolego rodnika, anionorodnika ponadtlenkowego. We
wszystkich organizmach obnizanie si¢ wydajnosci pracy
narzgdéw, tkanek czy komorek wigze sie z postepujacym
procesem starzenia sie. Wedtug wolnorodnikowej teorii sta-
rzenia sie, jednym z gtéwnych powodow starzenia sie orga-
nizmu jest nagromadzanie sie zniszczen makroczasteczek
komorki w wyniku ich reakcji z wolnymi rodnikami (utle-
nienia) [27], Przyktadem moze by¢ skracanie sie telomerow
chromosoméw w wyniku oddziatywan z ROS. Gtéwnym
miejscem uwalniania ROS w komorkach sg mitochondria,
a doktadnie centra oksydo-redukcyjne komponentéw tan-
cucha oddechowego [1]. llo$¢ uwalnianych ROS w duzym
stopniu zalezy od metabolicznego stanu mitochondriéw [7],
W tzw. spoczynkowym stanie oddechowym (stan ,niefos-
forylujacy”, stan 4), zwolnionemu oddychaniu mitochon-
driow, wysokiej wartosci ApH+oraz silnemu zredukowaniu
komplekséw tancucha oddechowego towarzyszy intensyw-
ne uwalnianie ROS. Stan spoczynkowy reprezentuje fizjolo-
giczng sytuacje chwilowo niktego zapotrzebowania na ATP,
badz niewystarczajacej ilosci dostepnego ADP koniecznego
do syntezy ATP. Rozpoczecie syntezy ATP (uruchomienie
syntazy ATP) prowadzi do przejscia w stan ,fosforylujgcy™
(stan 3), ktéremu towarzyszy zwiekszenie szybkosci oddy-
chania mitochondriéw, zmniejszenie ApH+i w efekcie ob-
nizenie wytwarzania ROS. In vivo mitochondria utleniajgce
substraty oddechowe znajdujg sie wiec w stanie mieszanym
pomiedzy stanem spoczynkowym i ,fosforylujacym” [7],
Stosunek szybkosci oddychania.stanu 3 do stanu 4 okres$lany
jest kontrolg oddechowg, parametrem, ktdry opisuje stopien
sprzezenia fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach.
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Stres oksydacyjny w komérce, brak rownowagi pomie-
dzy systemami pro- i antyoksydacynymi), powoduje znisz-
czenia wielu makromolekut w komorce. Szczegdlnie niebez-
piecznymi akceptorami ROS sg kwasy tluszczowe, zwitasz-
cza te wielonienasycone pochodzace np. z fosfolipidow
btonowych. Pod wptywem dziatania ROS wytwarzanych w
mitochondriach, kwasy ttuszczowe sg przeksztatcane do sil-
nie reaktywnych aldehyddw, jak 4-hydroksy-2-nonenal (4-
HNE) [28], 4-HNE, jeden z gtdwnych produktéw peroksy-
dacji lipidow, jest swoistym markerem stresu oksydacyjne-
go. Zwiazek ten moze réwniez inaktywowac geny poprzez
oddzialtywanie z resztg guanozyny w tanicuchu DNA [29].
Co wiecej, peroksydacja lipidow jest bardzo niebezpieczna,
poniewaz zwigzki przejSciowe i produkty koncowe tego
procesu przyczyniaja sie do samoczynnej propagacji uwal-
niania zwigzkéw wolnorodnikowych na zasadzie kaskad
reakcyjnych [30]. Poza tym peroksydacja lipidow moze za-
burzaé organizacje btony, powodujgc zmiany jej ptynnosci
i przepuszczalnos$ci dla jonéw oraz hamowaé procesy me-
taboliczne.

Dziatanie UCP prowadzgce do tagodnego (czeSciowego)
rozprzegania mitochondridw (ang. mild uncoupling), ktore-
mu towarzyszy zwiekszony poziom oddychania oraz sub-
telne obnizanie warto$ci ApEP, zwigzane jest z obnizaniem
produkcji ROS oraz zmniejszeniem prawdopodobiefstwa
wystapienia stresu oksydacyjnego [1,3]. W ten spos6b UCPs
mozna traktowa¢ jako endogenne systemy antyoksyda-
cyjne, stanowigce system ochrony komaorki przed stresem
oksydacyjnym. Za cytoochronnym znaczeniem tagodnego
rozprzegania z udziatem UCPs przemawia rowniez kardio-
protekcyjny i neuroprotekcyjny efekt zwigzkéw farmakolo-
gicznych o dziataniu mitochondrialnych rozprzegaczy [31],

Ciekawy aspekt wynikajacy z braku aktywnosci UCP2
prezentujg wyniki analizy fenotypu myszy pozbawionej
tego biatka [32]. Osobniki zmienione genetycznie (ucp2 -/-)
wykazywaty catkowita odpornos$¢ na zakazenie wewnatrz-
komoérkowym pasozytem Toxoplasma gonidii w przeciwien-
stwie do efektu letalnego obserwowanego u osobnikéw
ucp2 +/+. Zaproponowano, iz jest to wynik podwyzszo-
nego poziomu ROS w pozbawionych UCP2 makrofagach,
ktore skuteczniej moga zwalcza¢ niepozadane antygeny.
Jednakze ceng za wiekszg odpornos$¢ na czynnik zakazny
moze by¢ skrécony czas zycia makrofaga z powodu wia-
snych zniszczen oksydacyjnych makroczgsteczek [33]. Przy-
puszcza sig, iz jedynie subtelna regulacja syntezy UCP2 in
vivo moze wigzaé sie z podnoszeniem wydajnosci uktadu
immunologicznego. Poniewaz zakazenie patogenem nalezy
do zdarzen przejsciowych, moze to by¢ osiggniete dzieki
krétkiemu czasowi potowicznego rozpadu funkcjonalnego
UCP2 [34], Podobne zjawisko dotyczy cyklu miesieczne-
go kobiet, podczas ktérego przed uwolnieniem dojrzatego
oocytu szybko spada ekspresja ucpl. Jest to prawdopodob-
nie zwigzane z koniecznoscig wytworzenia ROS w ilosci
niezbednej dla uwolnienia oocytu. Aby unikng¢ efektow
ubocznych (uszkodzenia oocytu) caty proces musi by¢ pre-
cyzyjnie kontrolowany [34], Przeciwnie, na przykiad ter-
mogeneza indukowana niskg temperaturg nie nalezy do
standéw przejSciowych, co zwigzane jest z 60 razy wiekszg
stabilnoscig UCP1 w BAT.
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Miazdzyca, schorzenie zwigzane ze zwezaniem sie $wia-
tha tetnic, moze by¢ takze powigzane z dziataniem UCP2.
Jedng z wazniejszych przyczyn miazdzycy moze by¢ stres
oksydacyjny w komérkach krwi oraz naczyn krwiono-
$nych. Na przykitad transplantacja mysich komorek szpiku
kostnego pozbawionych UCP2 (ucp2 -/-) do myszy pozba-
wionej receptora dla LDL (lipoproteiny o matej gestosci)
moze znacznie przyspieszy¢ wczesne zmiany miazdzyco-
we w aorcie [35]. Zaawansowanie zmian miazdzycowych w
kontroli, tzn. gdy przeszczepiono komorki szpiku z UCP2
(ucp2 +/+), byto wyraznie mniejsze. Dlatego przypuszcza
sie, ze czynniki zwiekszajgce synteze UCP2 w uktadzie na-
czyniowym mogtyby zapobiega¢ rozwojowi miazdzycy u
pacjentdw, zwitaszcza z podwyzszonym poziomem ROS, {j.
chorych na cukrzyce i nadcisnienie [36].

Postuluje sie, aby wspotczesne strategie terapeutyczne
zmierzajace do obnizania poziomu uwalniania ROS w mi-
tochondriach, badz ich eliminowania zanim dokonaja po-
waznych zniszczen, powinny skupiac sie na wywotywaniu
ukierunkowanego rozprzegania mitochondriow (m.in. po-
przez kontrolowanie aktywnos$ci UCPs) oraz na stosowaniu
przeciwutleniaczy [7]. By¢ moze manipulacje takie wptyna
na dtugosc¢ i jakos¢ zycia. Ponadto, jesli faktycznie aktyw-
no$¢ UCPs tagodzi stres oksydacyjny iopdznia starzenie sie,
rowniez FFA (aktywatory UCPs) mogg odgrywaé bardzo
wazna role w regulacji dtugosci zycia [37], Dlatego tez zbi-
lansowana, oparta na ttuszczach dieta, ktéra zwykle uwa-
zana jest za niezdrowa, by¢ moze stanowi jeden z kluczy do
dtugowiecznosci.

UCPs A USZKODZENIA
NIEDOKRWIENNO-REPERFUZJINE

Intensywna produkcja wolnych rodnikéw w mitochon-
driach odbywa sie przy niskim tempie fosforylacji ADP do
ATP, mimo duzej dostepnosci tlenu i substratéw oddecho-
wych. Taki stan dotyczy m. in. zjawiska reperfuzji, czyli
ponownego ukrwienia miesnia na przyktad tych obszaréw
serca, ktore wczesniej ulegty niedokrwieniu (ischemii) [38].
Mechanizm hartowania przez niedokrwienie, ktdre wywo-
tane jest przejsciowga ischemig tkanek, stanowi jeden z me-
chanizmoéw ,komoérkowego programu przetrwania™ (ang.
cell survival program) i jest ewolucyjnie zachowany w wielu
tkankach i narzgdach [31]. Hartowanie ischemiczne zwigk-
sza zdolno$¢ przywracania prawidtowych funkcji mito-
chondriom (np. syntezy ATP) po udarze niedokrwiennym.
Wznowienie skurczéw miesnia serca podczas reperfuzji
nastepuje z op6znieniem w stosunku do natychmiastowego
rozruchu oddychania mitochondrialnego, co wywotuje na
poczatku silng redukcje komponentow tarncucha oddecho-
wego oraz wysoka wartoscig AgH+ [38]. Dlatego tez okres
reperfuzji wigze sie z nasilonym uwalnianiem ROS w mito-
chondriach. Wysoki potencjat btonowy (ATY jeden z kom-
ponentdw ApH+) wzmaga réwniez naptyw jondw wapnia
do mitochondriow [39], Wobec tego reperfuzja niesie za
sobg grozbe potaczenia dwoch negatywnych czynnikéw,
tji. zwiekszonego poziomu Ca2+i ROS, ktére mogg wywo-
fa¢ otwarcie megakanatu (PTP, ang. permeability transition
pore) i w konsekwencji doprowadzi¢ do $mierci komorki.
Poprzez obnizanie wartosci AW, dziatanie UCPs mogtoby
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przeciwdziata¢ zaburzaniu prawidtowych parametréw pra-
cy mie$nia sercowego w trakcie trwania reperfuzji.

Funkcje UCPs w konteks$cie uszkodzenia niedokrwien-
no-reperfuzyjnego badano w izolowanych sercach myszy
zmienionych genetycznie, tzn. charakteryzujacych sie wy-
sokim poziomem UCP1 w mitochondriach serca (gdzie nor-
malnie nie wystepuje) [38]. Mimo Ze wywotana ekspresja
ucpl nie zmienita wrazliwosci narzadu na ischemie, to zna-
czaco poprawita jego zdolnos¢ do regeneracji funkcjonowa-
nia po reperfuzji. Na przyktad kurczliwos$é serca w 60 minut
po reperfuzji byta 2-krotnie wieksza w przypadku narzgdu
pochodzacego od osobnika transgenicznego w pordwna-
niu do osobnika stanowigcego kontrole. Ponadto, w sercu
z UCP1 poziom zuzycia tlenu obserwowany po reperfuzji
byt taki jak sprzed ischemii, co wskazywato na zwiekszone
rozprzeganie oddychania (zuzycie tlenu) wywotane aktyw-
noscig UCP1. W sercach kontrolnych zuzycie tlenu znacza-
co sie obnizyto. Niska aktywnos$¢ UCPs w sercu (UCP2 i
UCP3) prawdopodobnie wigze sie z utrzymywaniem nor-
moksji (normalny, fizjologiczny poziom tlenu), natomiast
znaczne zwiekszenie aktywnos$ci rozprzegajacej moze wy-
nika¢ z ischemii oraz nastepujacej po niej reperfuzji [38]. W
sercu, w stanie normoksji, duze stezenie ATP iniski poziom
kwasdéw ttuszczowych zapewnia prawie catkowite zahamo-
wanie UCPs. Z kolei ischemia, prowadzac do zatrzymania
syntezy ATP i utleniania kwaséw tluszczowych, stwarza
warunki do aktywacji UCPs, gdyz rosnie stezenie aktywato-
row (FFA) tych biatek [38]. Przypuszcza sig, ze ztagodzenie
dysfunkcji pracy serca po reperfuzji, zwigzane z obecnoscig
heterologicznego UCP1, wigze sie z niedopuszczaniem do
hiperpolaryzacji mitochondriéw, ktdéra lezy u podstaw ne-
gatywnego wptywu jonéw wapnia oraz ROS w komérce.
Podobne wnioski wyciggnieto z badan nad rolag UCP2 w
kardiomiocytach oraz UCP2 i UCP3 w mioblastach serca
[31,40]. Dlatego tez, homologi UCP1 wystepujace w sercu,
UCP2 i UCP3, sg potencjalnym celem dziatania terapeutycz-
nego w chorobach niedokrwiennych. Jest to o tyle istotne,
iz wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia choroby uktadu
krazenia (w tym choroby naczyn wiencowych) plasujg sie
w czotéwce zmian patologicznych u ludzi z krajéw rozwi-
nietych.

Podobnie jak reperfuzja, rowniez hiperoksja (nadmiar,
zwiekszony poziom tlenu) prowadzi do stresu oksydacyj-
nego upos$ledzajgcego funkcjonowanie tkanek i narzadow
(np. ptuc, serca czy miesni). W przypadku miesni szkie-
letowych szczura poddanych hiperoksji zaobserwowano
zwiekszony poziom syntezy UCP3 [41]. Stanowi to kolejny
dowdd wskazujacy na udziat UCPs w kontrolowaniu stresu
oksydacyjnego.

UCP2 A ONKOGENEZA

Stres oksydacyjny wptywa na rozwoj nowotworu [42,43],
ROS moga przyczynia¢ sie do niekontrolowanego namnaza-
nia sie komorek, trwatego lub przejsSciowego zahamowania
wzrostu, a takze apoptotycznej, badz nekrotycznej $mier¢
komérki. Wykazano, iz brak UCPs, ktore ograniczajg stres
oksydacyjny poprzez obnizanie uwalniania ROS w mito-
chondriach, moze wiazaé¢ sie z podwyzszonym ryzykiem
rozwoju pewnych typéw nowotworéw [44], Mysz pozba-
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wiong funkcjonalnego genu ucp2 (ucp2-/~) w poréwnaniu
z myszg typu dzikiego, jest bardziej wrazliwa na chemicz-
ng indukcje raka okreznicy. Brak UCP2, i w konsekwencji
zwiegkszenie stresu oksydacyjnego, wigze sie prawdopo-
dobnie z aktywacjg NF-kB (ang. nuclear factor kappaB) oraz
zaktocong rownowagg pomiedzy namnazaniem sie nabton-
kowych komérek jelita a ich apoptoza. Plejotropowy czyn-
nik transkrypcyjny NF-kB reguluje wiele genéw, w tym
te, ktére promuja wzrost komdrki oraz hamuja apoptoze
[44]. Przy braku UCP2 niewystarczajacy poziom apoptozy,
jako wynik odpowiednio silnej syntezy Bcl-2 (biatko anty-
apoptotyczne), przyczynia sie przypuszczalnie do nasilonej
onkogenezy. U myszy z aktywnym UCP2 (ucp2+/+) niski
poziom Bcl-2 wspoétgrat z wiekszym tempem apoptozy ko-
morek jelita i tym samym nadawal wigkszg odpornos$¢ na
chemiczng indukcje nowotworu.

Inne badania wskazuja, ze zwiekszona synteza UCP2
moze chronié¢ przed stresem oksydacyjnym zaréwno ko-
morki rakowe oraz te, ktére nie ulegty transformacji no-
wotworowej [45], Stwierdzono na przykiad 3-4 krotne
zwiekszenie syntezy UCP2 w wigkszosci przypadkow raka
okreznicy u ludzi. Przy czym poziom zwiekszenia syntezy
tego biatka wydaje sie pozytywnie wspotistnie¢ ze stop-
niem pogtebiania sie zmian nowotworowych. Wskazujg na
to réwniez obserwacje linii komérkowych réznych typow
raka odpornych na leki. Linie te odznaczajg sie zwiekszo-
ng ekspresja ucp2, nizszym ATloraz staba wrazliwosciag na
stres oksydacyjny [46]. Jak dotad nie wyjasniono przypusz-
czalnej roli UCP2 w inicjacji zmian nowotworowych i ich
wczesnego rozwoju w przypadku ludzi [44],

Poziom ekspresji ucp2 i pewne typy nowotworéw taézy
rowniez czynnik mobilizujacy lipidy (LMF, ang. lipid mobili-
singfactor), bedacy glikoproteing [47], Nowotwory powodu-
jace kacheksje (zesp6t wyniszczenia nowotworowego pota-
czony z utratg wagi) wydzielaja LMF, ktéry prowadzi do
rozktadu tkanki ttuszczowej, aby pozyska¢ substancje od-
zywcze potrzebne do dalszego wzrostu. Oprécz bezposred-
niego wptywu na lipolize, LMF réwniez wzmaga utlenianie
kwasdw ttuszczowych (uwolnionych z triglicerydéw) po-
przez indukcje ekspresji genéw kodujacych roézne izoformy
UCP. Wskazuje na to np. zwiekszenie ilosci UCP2 w komor-
kach MAC13 (komoérki raka jelita grubego, nie produkujgce
wiasnego LMF), zalezne od stezenia podawanego egzogen-
nie LMF [47]. A zatem LMF, indukujgc ekspresje UCP2 w
guzie nowotworowym, mdgiby prowadzi¢ do obnizenia
poziomu ROS, ktérych generacja jest nasilona w stanie ka-
cheksji, wskutek zwiekszonej oksydacji zwigzkéw energe-
tycznych. Dziatanie wielu lekéw przeciwnowotworowych
oparte jest na wytwarzaniu szkodliwych dla komérki ROS.
Wobec tego indukcja ekspresji ucp2 przez LMF moze przy-
czynia¢ sie do ochrony komérek guza przed toksycznymi
skutkami intensywnego metabolizmu prowadzonego przez
te komorki [47], Niestety moze to by¢ jednym z powoddw
stabej odpowiedzi guza indukujgcego kacheksje na chemo-
terapie.

Zmieniajacy sie poziom syntezy UCP2 moze by¢ zwig-
zany zaréwno z zapoczgtkowywaniem zmian nowotwo-
rowych, jak i zwiekszaniem przezywalno$ci zmienionych
komoérek. Oznaczatoby to, ze dziatanie UCP2 jest czeScig
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reakcji adaptacyjnej, dzieki ktorej komarki raka okreznicy
moga kontrolowaé stres oksydacyjny i unika¢ apoptozy po-
wodowanej przez ROS [45]. Ponadto, w komérkach nowo-
tworowych negatywna kontrola uwalniania ROS poprzez
zwiekszong synteze UCP2 wydaje sie wazniejsza niz utrzy-
mywanie wydajnej fosforylacji oksydacyjnej. Od dawna
zresztag wiadomo, ze w szybko rosnacych komdrkach raka
preferencyjnym szlakiem dostarczajacym energii jest gli-
koliza. Jest to zgodne z niedawno przyjetg tezg traktujgca
UCP2 jako czujnik i negatywny regulator wytwarzania ROS
w mitochondriach, awiec i stresu oksydacyjnego [45], UCP2
mogtoby petni¢ takg funkcje w wielu tkankach (prawidto-
wych ize zmianami nowotworowymi), ze wzgledu na po-
wszechne wystepowanie tej izoformy w tkankach ssakéw.

Dobroczynne dla komorek rakowych dziatanie UCP2
moze dotyczy¢ jedynie zjawiska tagodnego (czesciowego)
rozprzegania. Silne rozprzeganie oddychania mitochon-
drialnego powaznie uszczupla ilo$¢ syntetyzowanego ATP
i moze okazac sie zgubne dla rozwoju guza z powodu bra-
kéw energii potrzebnej do namnazania. Dlatego tez wywo-
tanie stanu catkowitego rozprzezenia komoérek rakowych
poprzez znaczng nadekspresje ucp2 moze stanowié kieru-
nek potencjalnej strategii walki z nowotworem.

UCPs W UKELADZIE NERWOWYM

Badania z ostatnich lat wykazaty obecno$¢ UCPs w wie-
lu strukturach mézgowych, wiaczajac w to podwzgorze,
hipokamp, moézdzek, rdzehn kregowy, pien médzgu, kore
mozgowg i system limbiczny [5]. W uktadzie nerwowym
odnaleziono UCP2, UCP4 oraz UCP5. W przypadku UCP2
zwykle poziom jego syntezy w CUN jest niski, z wyjatkiem
np. obszaru jadra tukowatego podwzgorza, ktére kontro-
luje przyjmowanie pokarmu [5]. Przypuszcza sie, ze UCPs
obecne w uktadzie nerwowym moga modulowac¢ funkcje
neurondw poprzez regulacje biogenezy mitochondriéw, go-
spodarki wapniowej, poziomu uwalniania ROS czy tez lo-
kalnej temperatury komorki. Rozprzeganie mitochondriow
(poprzez dziatanie UCPs) moze prowadzi¢ do zmniejszenia
poziomu produkcji wolnych rodnikdw (zmniejszenia stresu
oksydacyjnego), obnizenia naptywu jonéw wapnia (zalez-
nego od AW) do mitochondridw oraz do lokalnego wzro-
stu temperatury [5]. Paradoksalnie, w efekcie koncowym,
rozprzeganie moze takze sprzyja¢ wzmozonej syntezie
ATP, gdyz indukuje biogeneze mitochondriéw. Dlatego tez
wysunieto hipoteze, iz UCPs uktadu nerwowego dodatnio
wptywaja na funkcjonowanie neuron6w (neuromodulacja),
tj. przesytanie impulséw elektrycznych oraz plastycznosé
synaptycznag, a takze op6zniajg stopniowe zanikanie aktyw-
nosci neuronalnej (neuroprotekcja), ktéra lezy u podstaw
proceséw neurozwyrodnieniowych (Ryc. 1). W rozprzega-
niu mitochondriéw komérek nerwowych upatruje sie swo-
isty system chronigcy te komdrki przed przedwczesnym
starzeniem sie i Smiercig, procesami ktérych zaburzenia
majg zwigzek m.in. z chorobg Parkinsona czy Alzheimera
[48]. Odnotowano réwniez pewien stopief synergizmu po-
miedzy ekspresjag gendéw ucps i etiologiag Schizofrenii [49].
Co ciekawe w moézgu, uznawanym za najwazniejsza struk-
ture w organizmie, poziom UCP2 ros$nie wraz z wiekiem
[13]. Wskazuje to na istnienie mechanizmu zapobiegajacego
rozwojowi stresu oksydacyjnego sprzezonego z wiekiem.
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UCPs A CUKRZYCA

Cukrzyca stanowi jedng z najpowazniejszych chorob
cywilizacyjnych wspdéiczesnego $wiata. Nowe, obiecujace
podejscie terapeutyczne w leczeniu cukrzycy typu 2 wy-
nika z faktu, ze UCP2 negatywnie reguluje stymulowane
przez glukoze wydzielanie insuliny (Ryc. 3) [50], Metabo-
lizm mitochondriéw i wydzielanie insuliny potgczone sg
poprzez ATP. Gdy w komdrkach @wysepek trzustkowych
stezenie glukozy jest wysokie, poziom cytosolowego ATP
zwieksza sie o okoto 40%. Dochodzi do zwiekszenia utle-
niania glukozy, co prowadzi do wzrostu wartosci ApH+w
mitochondriach, a tym samym do przesuniecia rownowagi
ATP/ADP w kierunku ATP. Wigksze stezenie ATP w cyto-
solu blokuje kanaty potasowe wrazliwe na ATP (KAp i w
konsekwencji powoduje depolaryzacje btony plazmatycz-
nej. To z kolei zwigzane jest z otwarciem kanatéw wapnio-
wych bramkowanych napieciem. Naptyw jonéw wapnia
do komorek prowadzi do wydzielenia insuliny z gruczotu
trzustkowego [50].

Postuluje sie, ze tagodne rozprzeganie oddychania mi-
tochondrialnego z udziatem UCP2 moze stanowié¢ fizjolo-
giczny element negatywnej regulacji wydzielania insuliny,
poprzez wptyw na poziom ATP powstajacych z utleniania

glukozy w komérkach B trzustki [52], Zwiekszona aktyw-
no$¢ UCP2 (wynikajgca z nadekspresji ucp2) wptywa na
obnizanie AT wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz
zmniejszanie ilosci cytosolowego ATP, co w rezultacie osta-
bia wydzielanie insuliny stymulowane przez glukoze. W
mysich komorkach Btrzustki pozbawionych UCP2 (ucp2-/~)
stwierdzono wyzszy poziom ATP i zwiekszone wydzielanie
insuliny w poréwnaniu do komérek myszy typu dzikiego
[51]. Przypuszcza sie, ze zmiany w poziomie UCP2 moga
istotnie wigzac sie z patogeneza prowadzacg do wystapie-
nia cukrzycy, jak wspomniano wcze$niej, podwyzszony
poziom kwasow ttuszczowych (hyperlipidemia), zwigzany
np. z otytoscia, promuje ekspresje genéw ucps w wyniku
bezposredniej aktywacji receptorow PPAR (Ryc. 2). Stan
taki moze przyczyniac sie do dysfunkcji komérek j3trzustki
[17]. A zatem, inaktywacja UCP2 w trzustce, wyraznie po-
prawiajaca wydzielanie insuliny (na co wskazujg badania
z myszami ucp2-/-) moze w przysztosci odegrac¢ kluczowa
role w opracowywaniu nowych technik leczenia cukrzycy
typu 2 [17,51]

Zjawisko opornosci na insuline w miesniach szkieleto-
wych moze z kolei wigzac sie z niewtasciwym poziomem
kwasow ttuszczowych, gdy poziom syntezy UCP3 odbiega
od normy [53], Pacjenci z cukrzycg typu 2 majg zmniejszo-

glukoza

depolaryzacja
blony

glikoliza

pirogronian

Rycina 3. Regulacja sekrecji insuliny z udziatem UCP2 w komérkach p trzustki. Glukoza jest transportowana do komérki na nos$niku
glukozowym. Utlenianie glukozy, na ktére sktada sie glikoliza, cykl kwaséw trikarboksylowych (TCA) oraz transport elektronéw w .
tarficuchu oddechowym (RC) mitochondrium, prowadzi do wytworzenia protonowego gradientu chemicznego (AliH+), ktéry z kolei SIg,

K+ CaQ*

ne tempo utleniania
kwasow ttuszczo-
wych oraz zwiekszo-
ny poziom FFA w
btonie plazmatycznej
[53], Brak wystarcza-
jacej ochrony przed
zjawiskiem lipotok-
sycznosci  (poprzez
brak prawidtowego
poziomu UCP3 w mi-
tochondriach) moze
bezposrednio wigzaé
sie z cukrzycg typu 2
i, w konsekwencji, z
otytoscig. Farmako-
logiczna  aktywacja
ekspresji ucp3 w mie-
$niach mogtaby wspo-
magac ich fizjologicz-
ng funkcje w regulacji
metabolizmu lipidéw
i zwieksza¢ wrazli-
wos$¢ na insuline [17].
Taki typ terapii sta-
nowi potencjalne na-
rzedzie przeciwdzia-
tajagce negatywnemu
wptywowi wysokie-
go poziomu kwa-
sow tluszczowych w
miesniach. Postuluje
ze zwiekszone

napedza synteze ATP. Wzrastajacy poziom ATP w komaérce p trzustki, jako konsekwencja podwyzszonego poziomu cukru we krwi, zasoby triacylogli-
przyczynia sie do zamknigcia wrazliwych na ATP kanatéw potasowych (KAIP btony plazmatycznej. Prowadzi to do depolaryzaq'i ceroli w mieéniach
btony iotwarcia kanatéw wapniowych bramkowanych napieciem. Naptyw wapnia do komérki uruchamia proces wydzielania insu- zredukowana

liny. Aktywno$¢ UCP2 rozprasza ApH+itym samym obniza wydajnos$¢ syntezy ATP. UCP2 moze wiec petnié¢ funkcje negatywnego oraz
regulatora stymulowanego glukozg wydzielania glukozy w komérkach p wysepek trzustkowych.
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wrazliwo$é na insuli-
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ne moga wynika¢ z zaktécen wprowadzanych przez acylo-
CoA (produkt rozpadu triacylogliceroli) do $ciezki oddzia-
tywania insuliny angazujacej aktywacje kinazy biatkowej C
[12]. Potwierdza to obserwacja, ze pacjenci z cukrzyca typu 2
wykazujg 50% obnizenie poziomu UCP3 w mitochondriach
miesni szkieletowych [54], Co wiecej, w mieé$niach tych pa-
cjentéw obserwuje sie mniejsze i uszkodzone mitochondria,
co moze wynikac z zaburzen w aktywnosci UCP3 [9].

PODSUMOWANIE

Regulacja funkcjonowania mitochondriow powinna sta¢
sie jednym z wazniejszych celdw wspdtczesnego podejécia
terapeutycznego. Obecnie medycyna w niewielkim jeszcze
stopniu wykorzystuje potencjal drzemigcy w mitochon-
driach, cho¢ u podstaw wielu jednostek chorobowych lezy
dysfunkcja mitochondriéw. Podejmowane proby mogg w
niedalekiej juz przysztosci spowodowaé pojawienie sie zu-
petnie nowych metod leczenia, ktére by¢ moze przyczynig
sie do zwalczania tak powszechnych schorzen, jak: otytos¢,
cukrzyca typu 2, przedwczesne nowotworzenie czy przy-
spieszone starzenie sie. Z coraz wiekszg pewnoscig moze-
my stwierdzié, iz uwalnianie ROS, jako skutek uboczny nor-
malnego metabolizmu komorki, stanowi punkt wyjsciowy
wielu proceséw zwyrodnieniowych i patofizjologicznych.
Dzieki dziataniu UCPs (tagodnemu rozprzeganiu) poziom
stresu oksydacyjnego moze by¢ skutecznie regulowany.
Dlatego tez coraz czesciej UCPs, jako swoiste przeciwutle-
niacze, brane sg pod uwage przy opracowywaniu strategii
leczenia wielu schorzen. Wydaje sie, ze z punktu widzenia
korzysci ptynacych dla komorki, negatywna kontrola uwal-
niania ROS z udziatem UCPs powinna mie¢ pierwszenstwo
nad utrzymywaniem wydajnej fosforylacji oksydacyjnej
(produkcji ATP). Zaprzegniecie UCPs w walke z r6znymi
zespotami chorobowymi, poprzez opracowanie $rodkow
farmakologicznych selektywnie indukujacych, badz bloku-
jacych aktywnos$¢ badz synteze r6znych izoform UCPs, sta-
nowi nowe, wazne wyzwanie poczatku XXI wieku.
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ABSTRACT

Enormous interest in mitochondrial uncoupling proteins (UCPs) is caused by relevant impact of these energy-dissipating systems on cellular
energy transduction. A key role of UCPs in regulation of mitochondrial metabolism is supported by existence of their different isoforms in
various mammalian tissues. Recent studies have shown that UCPs have an important part in pathogenesis of various disorders, such as obe-
sity, type-2 diabetes, cachexia, aging or tumor. The obscure roles of UCPs in normal physiology and their emerging role in pathophysiology,
provide exciting potential for further investigation. However, neither the exact physiological nor biochemical roles of UCP homologues are
well understood. Therefore, providing mechanistic explanation of their functions in cellular physiology may be the basis for potential farma-

cological targeting of UCPs in future on clinical scale.
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STRESZCZENIE

érédblonek naczyniowy sktada sie z jednej warstwy komérek wyscietajacych kazde na-
czynie krwionos$ne. Cho¢ rozproszony, stanowi wazny narzad ustroju, ktéry przez swoja
prawidtowa czynno$¢ (parakrynna, autokrynng i endokrynng) utrzymuje homeostaze ukta-
du krazenia. Natomiast dysfunkcja $rédbtonka prowadzi do rozwoju wielu choréb, takich
jak miazdzyca, cukrzyca i niewydolno$¢ serca. Dysfunkcja $rédbtonka jest $cisle zwigzana
z nadmiernym wytwarzaniem wolnych rodnikéw tlenowych, rozwojem stresu oksydacyj-
nego i odpowiedzig zapalng. W tych procesach wazng role odgrywaja prawdopodobnie mi-
tochondria. W przeciwienstwie do wielu innych komdrek, komérki srodbtonka wytwarzaja
ATP gtéwnie na drodze glikolizy, a zatem w tych komdérkach mitochondria majg niewiel-
kie znaczenie w syntezie ATP. Jednakze, jak wykazuja ostatnie badania, wolnorodnikowe
mechanizmy mitochondrialne w powigzaniu ze zmianami wewngtrzmitochondrialnej i
wewnatrzkomérkowej homeostazy jonowej moga bra¢ udziat w regulacji szlakéw sygna-
towych, prowadzacych do rozwoju stanu zapalnego $rédbtonka, stresu oksydacyjnego oraz
apoptozy komérek srodbtonka. W tym kontekscie mitochondria komdrek $rédbtonka zaczy-
naja by¢ uznawane za nowy cel farmakoterapii dysfunkcji srédbtonka i w chorobach uktadu
krazenia.

WPROWADZENIE

Srédbtonek juz dawno awansowat ze statusu ,ptachty celofanu z powkle-
janymi jadrami komérkowymi" do statusu waznego narzadu ustroju, ktérego
harmonijna czynno$¢ autokrynna, parakrynna i endokrynng wptywa na pra-
widtowe funkcjonowanie uktadu krazenia. Prawidtowa czynno$¢ sréddbtonka
utrzymuje zdrowie uktadu krazenia, a dysfunkcja (zapalenie) $rédbtonka od-
grywa kluczowag role w rozwoju miazdzycy, cukrzycy, jak rdwniez wielu innych
choréb uktadu krazenia. Wiedza o $srédbtonkowych mechanizmach regulacji
uktadu krazenia pochodzaca z badan podstawowych i klinicznych zarysowuje
nowy paradygmat choroby uktadu krazenia, ktérego wyznacznikiem jest dys-
funkcja $rodbtonka [1-5]. Dysfunkcja srddbtonka zwigzana jest z upo$ledzeniem
wytwarzania naczynioochronnych przekaznikéw $rédbtonka, takich jak tlenek
azotu (NO) i prostacyklina (PGI,), nadmiernym wytwarzaniem anionorodnika
ponadtlenkowego (Oy ), zwiekszong syntezg prozapalnych cytokin (np. IL-6, IL-
8), chemokin (np. MCP-1), czasteczek adhezyjnych (np. selektyny P, selektyny
E, ICAM-1, VCAM-1), aktywacja czynnikdw prozakrzepowych w s$rédbtonku
(np. PAI-1). Ostatnie badania wskazujg na istotng role sygnalizacji zaleznej od
mitochondriow w mechanizmach dysfunkcji $rédbtonka. Celem niniejszego
artykutu jest przedstawienie zarysu wiedzy o mitochondriach komérek $réd-
btonka ze szczeg6lnym uwzglednieniem sygnalizacyjnej roli mitochondriow,
roli mitochondriow w utrzymaniu homeostazy jonowej $rédbtonka i regulacji
odpowiedzi zapalnej $rédbtonka przez mechanizmy wolnorodnikowe zalezne
od mitochondrialnego tancucha oddechowego.

MITOCHONDRIA KOMOREK SRODB:ONKA

Mitochondria to organelle, ktérych wnetrze otoczone jest dwiema btonami
lipidowo-biatkowymi, wewnetrzng oraz zewnetrzng. W wewnetrznej btonie
mitochondrialnej znajdujg sie enzymy tancucha oddechowego odpowiedzialne
za wyrzut jonéw H+z macierzy kosztem energii uwalnianej podczas utlenia-
nia substratdw oddechowych. Wewnetrzna btona mitochondrialna jest nieprze-
puszczalna dla H+ co umozliwia wytworzenie gradientu protonowego iréznicy
potencjatu elektrycznego (Aip) w poprzek tej struktury, ktéry na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej moze osigga¢ wartos¢ okoto -180 mV. Réznica stezenia
jonéw H+ (ApH) miedzy macierzg mitochondrialng a przestrzenig miedzybto-
nowg moze osigga¢ niekiedy wartos¢ 1,5 jednostki pH (zazwyczaj jest to 0,5-1
jednostki pH). Zewnetrzna btona mitochondrialna stanowi p6iprzepuszczalng
bariere, w ktdrej znaczaca role odgrywa zalezny od potencjatu kanat anionowy
YDAC prace przegladowe [6,7], Powstate ApH oraz Aip tworzg wspdlnie sile
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protonomotoryczng [8], W celu osiagniecia stanu rownowa-
gi protony wracajg do macierzy mitochondrialnej, transpor-
towane przez syntaze ATP (EC 3.6.3.14), czemu towarzyszy
synteza ATP z ADP i fosforanu nieorganicznego.

W ostatnich latach pojawity sie jednak dane sugeruja-
ce, ze mitochondria sg bardziej organellami sygnatowymi
niz ,elektrownig" [9] i takg role odgrywajg w komdrkach
$rédbtonka. Pomimo tego ze komorki $rédbtonka zawie-
rajg liczne mitochondria, nie sg one gtéwnym miejscem
syntezy ATP w tych komérkach (Ryc. 1). W komdrkach
$rodbtonka zachodzi bowiem intensywna glikoliza. Moze
mie¢ to zwigzek z duzg iloscig wytwarzanego NO przez
komérki srodbtonka, ktory z kolei wigze sie z oksydaza
cytochromowag, koncowym enzymem tancucha oddecho-
wego [10]. Oddziatywanie oksydazy cytochromowej z NO
wywotuje spadek zuzycia 0 2w cytosolu i kompensuje od-
powiedz komorki na obnizong zawarto$¢ tlenu. Zapew-
ne jest to jednym z powodoéw, dla ktérego w komorkach
srddbtonka czynnik indukowany niedotlenieniem (HIF,
ang. hipoxia-inducable factor) la ulega stabilizacji dopiero
ponizej 0,5% stezenia Or

Srodbtonek jest warstwg komorek bezposrednio kon-
taktujgcg sie z krwig, stosunkowo niewrazliwg na uszka-
dzajace dziatanie niskiego stezenia tlenu. Komorki $rdéd-
btonka jednak jako pierwsze ,,odczytujg” zmiany stezenia
O, we krwi. Na zasadzie analogii z komérkami mies$ni
oddechowych, ktére reagujg na lokalne zmiany stezenia
tlenu (prawdopodobny udziat ROS) [11], liczni badacze
postulujg podobng role mitochondriéw komdrek $rdd-
btonka [12].

11.9 am

Rycina 1. Mitochondria komérek $rédbtonka linii EA.hy 926. Mitochondria ko-
mérek linii EA.hy 926 wyznakowano fluorescencyjnie poprzez transfekcje ko-
moérek plazmidem zawierajgcym sekwencje kodujaca biatko GFP, sprzezong z
sekwencja kierujaca do wewnetrznej btony mitochondrialnej.
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UDZIAL MITOCHONDRIOW W APOPTOZIE
KOMOREK SRODBLONKA

W wielu typach komérek mitochondria odgrywaja
kluczowg role w procesach apoptozy i analogiczne me-
chanizmy wystepujg w komdrkach srodbtonka. Ogromng
uwage poswieca sie procesowi apoptozy w komorkach
srodbtonka, bowiem ten proces jest SciS$le zwigzany z
jego zapalaniem (dysfunkcjg) i ma istotne znaczenie w
rozwoju miazdzycy w naczyniach krwionosnych. Czyn-
nikami, ktére wywotujg zapalenie srédbtonka sa miedzy
innymi: stres oksydacyjny, angiotensyna Il (Ang Il), czy
tez cholesterol. BodZzce wywotujace apoptoze mozna po-
dzieli¢ na fizjologiczne (realizowang poprzez receptory
dla TNF, CD95) lub stresowe (np. promieniowanie UV,
uszkodzenie DNA, nadmierny naptyw jonéw wapnia,
zakazenia bakteryjne lub wirusowe) [13]. Bardzo czesto
apoptoza jest wynikiem uszkodzen mitochondridw, a
zwlaszcza biatek mitochondrialnych, enzyméw, ktérych
uszkodzenia przyczyniajg sie do powstawania ROS [14],
W procesie apoptozy uczestniczg biatka sygnatowe, takie
jak kaspazy i biatka z rodziny Bcl-2, a takze sfingomieli-
ny. Szczegblng funkcje petnig biatka z rodziny Bcl-2, takie
jak biatka proapoptotyczne Bax i Bak, ktdre uczestniczg w
formowaniu sie pordw w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej i tym samym czynig jg przepuszczalng dla wielu
sktadnikéw komdrkowych. Innym mechanizmem wpty-
wajagcym na zmiane przepuszczalnosci bton mitochon-
driow w procesie apoptozy jest oddziatywanie biatek
Bcl-2 z siateczkg $rédplazmatyczng, co w konsekwencji
powoduje uwalnianie duzej ilosci Ca2; ktére aktywujg
kanat PTP (ang. permeability transition pore), znajdujacy sie
w mitochondriach [15], W zaleznosci od rodzaju bodzca
szlaki apoptozy moga by¢ rozne, ale elementem tgczgcym
je wydajg sie by¢ mitochondria, np. w przypadku akty-
wacji receptorow CD95 i TNFR (receptor TNF) nastepuje
enzymatyczne ciecie biatka Bid, co powoduje zmiane kon-
formacyjng oraz oligomeryzacje biatka Bax, ktore nastep-
nie wbhudowuje sie zewnetrzng btone mitochondrialng.
Wszystkie te procesy majg nastepstwo w postaci zmiany
przepuszczalnos$ci bton mitochondrialnych, co skutkuje
wyptywem z mitochondriéow takich czynnikéw proapop-
totycznych, jak cytochrom ¢, Smac/DIABLO (ang. second
tnitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding
protein with low pi), AIF, HtrA2, endonukleazy G [16], Cy-
tochrom cinicjuje utworzenie kompleksu wraz z Apaf-1,
dATP, kaspaza 9, tzw. apoptosomu, ktéry nastepnie ak-
tywuje kaspaze 3. Smac/DIABLO, HtrA2 z kolei inakty-
wujg IAP- inhibitor apoptozy, a doktadnie apoptosomu.
Natomiast AIF i endonukleaza G dziatajg na materiat
genetyczny (Ryc. 2). Wszystkie te procesy prowadzg do
zmian morfologicznych komorki i fragmentacji DNA, aw
konsekwencji do apoptozy [13,17,18].

MITOCHONDRIA KOMOREK SRODBLONKA
JAKO MIEJSCE POWSTAWANIA
REAKTYWNYCH FORM TLENU | AZOTU

Nadmierne wytwarzanie anionorodnika ponadtlen-
kowego przez mitochondrialny tafcuch oddechowy lub
w innych reakcjach (np. katalizowanych przez oksydaze
NAD(P)H, oksydaze ksantynowga lub monomer syntazy
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Rycina 2. Rola mitochondriéw w procesach energetycznych komérki i przekazy-
waniu sygnatéw. A. Podstawowa rola mitochondrium, czyli wytwarzanie energii
uzytecznej w postaci ATP i powstawanie reaktywnych form tlenu (kompleksy I'i
1) oraz udziat w utrzymywaniu homeostazy wapnia. B. Szlaki sygnatowe takich
proceséw, jak: apoptoza, monitorowanie lokalnego stezenia tlenu i zmiana eks-
presji genéw. ROS —reaktywne formy tlenu; P —fosforan nieorganiczny; ATP
— adenozynotrifosforan; CD59 — receptor btonowy; TNF — czynnik martwicy
nowotworu; Bel-2 —rodzina biatek bioragcych udziat w apoptozie; AIF —czynnik
indukcji apoptozy; SMAC —ang. second mitochondria-derived activator of caspases;
DIABLO — ang. direct inhibitor of apoptosis-binding protein with a low isoelectric
point; HtrA2/Omi — proteaza serynowa; IAP — inhibitor apoptozy; APAF-1
— ang. apoptotic protease activatingfactor 1; dJATP —deoksyadenozynitrifosforan;
HIF —ang. hypoxia induciblefactor. Na rycinie schematycznie rozdzielono aktyw-
no$¢ mitochondriéw zaangazowana w synteze ATP (A) oraz szlaki sygnatowe
zwigzane m.in. z apoptoza.

NO) jest centralnym punktem odpowiedzi zapalnej $rod-
btonka. W mitochondriach wytwarzany jest jednak nie
tylko Of', ale réwniez inne ROS, takie jak H~02i rodnik
hydroksylowy (HO?’), ktérych dziatanie, ze wzgledu na
wysoka reaktywnos$é tych czastek w stosunku do pozo-
statych sktadnikéw komérek, najczesciej kojarzone jest z
uszkadzaniem licznych struktur komorkowych poprzez
reakcje z substancjami o duzym biologicznym znaczeniu,
jak mtDNA, biatka i lipidy btonowe [19]. W macierzy
mitochondrialnej 0 2" generowany poprzez tancuch od-
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dechowy jest eliminowany poprzez manganowa djsmu-
taze ponadtlenkowag (MnSOD), ktéra katalizuje przejscie
02w HD 2 Reakcja moze przebiegaé réwniez sponta-
nicznie.

O. +02 +2HD 02+2HD2

Ze wzgledu na zdolno$¢ HZD 2 do utleniania jonéw
metali w tzw. reakcji Fentona, pozornie nieszkodliwy
H 2przeksztatca sie w jeden z najbardziej reaktywnych
rodnikéw, rodnik hydroksylowy (HO’). Peroksydaza
glutationowa katalizuje reakcje przejscia nadtlenku wo-
doru w H®. Glutation (GSH), ktéry peini funkcje ko-
faktora peroksydazy glutationowej oraz antyoksydanta
i zmiatacza reaktywnych form tlenu jest odtwarzany
w tym procesie poprzez reduktaze glutationowg. H,02
powstajacy w mitochondriach moze byé usuwany za-
rowno przez peroksydaze glutationowga, peroksydaze
cytochromu ¢, jak i zlokalizowana w mitochondriach ka-
talaze CAT-3. Nalezy wspomnie¢ rowniez o mitochon-
drialnym systemie przeciwutleniajgcym tioredoksyny
(Trx, ang. thioredoxin), ktéra, jak wynika z ostatnich ba-
dan, petni wazng funkcje ochronng w odpowiedzi za-
palnej $rodbtonka [20], Ze wzgledu na to, ze HD 2ma
zdolno$¢ szybkiej dyfuzji przez btony lipidowe moze
by¢ takze rozktadany przez katalaze zlokalizowang w
cytoplazmie. Anionorodnik ponadtlenkowy moze row-
niez reagowac¢ z NO, tworzac nadtlenoazotyn (ONOO").
NO jest czgsteczka o charakterze rodnikowym, ktéra ze
wzgledu na historie swojego odkrycia, jako naczynio-
rozkurczajacy czynnik pochodzenia $rédbtonkowego
(EDRF, ang. endothelium-derived relaxing factor), kojarzy
sie $cisle z komoarkami $rodbtonka [5,21]. Gazowy cha-
rakter, niewielkie rozmiary czasteczki oraz lipofilnos¢é
powoduja, ze NO, pomimo krdtkiego czasu zycia, ta-
two przenika przez btony biologiczne bez posrednictwa
uktadoéw transportujgcych na relatywnie duze odlegto-
Sci. Synteza NO w komorkach odbywa sie z udziatem
enzymu syntazy tlenku azotu (NOS, EC 1.14.13.39), kt6-
ry katalizuje reakcje jego syntezy z aminokwasu L-argi-
niny. NOS jest jednym z najbardziej skomplikowanych
enzymow, ktory do swojej aktywnosci wymaga obecno-
§ci 02 NADPH, , FAD, FMN, hemu, tetrahydrobiopte-
ryny (BH )ikalmoduliny. Dominujacg izoforma syntazy
NO w komérkach srédbtonka jest NOS-3. Oprécz trzech
dobrze scharakteryzowanych izoform NOS (NOS-1,2,3),
ostatnio zidentyfikowano forme mitochondrialng tego
enzymu (mtNOS) w komdrkach ssakow pochodzacych z
roznych tkanek [22] oraz wykazano funkcjonalny zwig-
zek pomiedzy aktywnos$cig mtNOS i mitochondrialnego
kompleksu I w regulacji syntezy NO i czynnoS$ci mito-
chondriow [23,24].

SYGNALIZACYJINA ROLA MITOCHONDRIALNYCH
ROS W SRODBLONKU

Do niedawna produkcja ROS przez mitochondria ko-
morek $rodbtonka byta pomijana, gdyz uwazano, ze ko-
morki te charakteryzujg sie matg aktywnosciag mitochon-
drialnego tancucha oddechowego oraz niskim stezeniem
produkowanych ROS w stosunku do innych komérek.
Jednak badania ostatnich lat wyraznie wskazujg, ze ROS
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petnig bardzo wazng funkcje sygnalizacyjng i regulacyj-
na. W komdrkach srédbtonka naczyn krwiono$snych ROS
sg zaangazowane w regulacje napiecia naczyn krwio-
no$nych w odpowiedZ na niedotlenienie, namnazanie,
wzrost komérek oraz apoptoze. W szczeg6lnosci ROS od-
grywaja istotng role w odpowiedzi zapalnej $rodbtonka
[25,26],

W mitochondrialnym tafAcuchu oddechowym ROS
powstajg gtdwnie w kompleksie Ill tancucha, prawdo-
podobnie poprzez utlenienie semiubichinonu, oraz przy
udziale kompleksu 1 gtdwnie na drodze odwrotnego
transportu elektronéw [27], Jednak Zrodto ROS zalezy
od bodzZca stymulujagcego odpowiedz S$rédbtonka. Ak-
tywnos$¢ kompleksu 11l ftancucha oddechowego komarek
srddbtonka zyty pepowinowej w produkcji ROS obser-
wuje sie podczas niedotlenienia/natlenienia lub po sty-
mulacji TNF-a [28], Wytwarzanie ROS w tych komorkach
uruchamia rowniez ich stymulacja lizofosfatydylocholing
[29]. Kompleksy Ii Il odpowiedzialne sg za produkcje
ROS takze podczas rozszerzenia naczyn wieficowych,
wywotanego przez sity scinajgce [30],

Powstawanie ROS moze by¢ stymulowane przez
rozne czynniki, z czego na najwiekszg uwage zastugu-
ja: depolaryzacja wewnetrznej btony mitochondrialnej,
podwyzszone stezenie Ca2+i/lub zmiany stezenia NO.
Istniejg dane wskazujgce na zwigzek pomiedzy wyso-
kim stezeniem Ca2+rw macierzy mitochondrialnej a wy-
twarzaniem ROS przez tannicuch oddechowy. Rozwazajgc
wptyw stezenia Ca2+na produkcje ROS, hierze sie pod
uwage miedzy innymi zwiekszanie przeptywu elek-
tronéw przez tafncuch oddechowy jako wynik aktywa-
cji cyklu kwasow trikarboksylowych oraz zwigkszenie
produkcji tlenku azotu przez NOS [25]. NO wytwarzany
przez mtNOS w mitochondriach komorek $rdodbtonka,
moze lokalnie wptywaé¢ na tancuch oddechowy i po-
wstawanie 0 2. Najbardziej poznanym do tej pory me-
chanizmem regulacji wytwarzania ROS pod wptywem
NO w mitochondriach komadrek srodbtonka jest jego
oddziatywanie z kompleksem IV tancucha oddechowe-
go. Niskie stezenie NO hamuje odwracalnie oksydaze
cytochromowg (kompleks IV tancucha oddechowego) i
w ten sposéb zwieksza produkcje H2r Z drugiej stro-
ny NO zmniejsza aktywnos$¢ biologiczng O/’ poprzez
bezposredniag reakcje z 0 2%, prowadzac do utworzenia
ONOO'. Posrednio utatwia usuwanie 0 2* przez cyto-
chrom cpoprzez stabilizowanie biatka i blokowanie jego
wyptywu z mitochondrium [25]. Ponadto, NO moze blo-
kowaé aktywnos¢ kompleksu I taricucha oddechowego
poprzez tworzenie S-nitrozotioli [31]. NO moze wiec re-
gulowa¢ wytwarzanie ROS tancucha oddechowego ijest
to uwarunkowane miejscem jego oddziatywania z tan-
cuchem oddechowych, lokalnym $rodowiskiem redoks
i towarzyszacej odpowiedzi wolnorodnikowej tancucha
oddechowego.

Interesujagcy jest fakt, ze powstawanie ROS i zahamo-
wanie aktywnos$ci mitochondrialnego tancuch oddecho-
wego powoduje aktywacje kinazy biatkowej zaleznej od
AMP (AMPK) [9]. Tak wiec czynno$¢ mitochondriéw ma
wptyw na metabolizm komérek $rodbtonka przez wy-
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twarzanie ROS i na tej drodze reguluje tworzenie ATP w
Srédbtonku, ajego klasyczna rola bioenergetyczna ma, jak
sie wydaje, mniejsze znaczenie. Mitochondria, poprzez
zwiekszong synteze ROS, regulujg czynnos$¢ srédbtonka
nie tylko przez aktywacje AMPK, ale réwniez poprzez
reakcje z szeregiem innych biatek sygnalizacyjnych. ROS
moga by¢ tez komorkowymi czgsteczkami sygnatowymi,
regulujac aktywnos$é niektérych enzymow i genéw [32].
Warto doda¢, ze ROS wytwarzane w wysokich stezeniach
moga wywotywaé nieodwracalne zmiany czynnosci i
struktury $rodbtonka oraz prowadzi¢ do uszkodzenia
mtDNA [33,34].

Zwiegkszenie wytwarzania ROS przez mitochondria
jest Scisle powigzane ze zmianami homeostazy jonowej
komoérek $rédbtonka i ich mitochondriéow. Wzrost ak-
tywnosci ROS moze by¢ bowiem wywotany przez zwiek-
szenie wewnatrzkomaérkowego stezenia jonow wapnia
([Ca24.). Zmiana [Ca2, wptywa na zmiany stezenia Ca2+
w mitochondriach, a to z kolei ma wptyw na aktywnosé
wielu enzymoéw mitochondrialnych. Podwyzszone steze-
nie Ca2-przyczynia sie do wzmozonej aktywnosci fafcu-
cha oddechowego i syntezy ATP w komérkach, wiacza-
jac w to komarki srédbtonka (Ryc. 3) [35]. Wzrost [Ca24].
prowadzi nie tylko do aktywacji mitochondriow, ale tez
do aktywacji srodbtonkowej NOS. Nie mozliwe jest wiec
zrozumienie sygnalizacyjnej roli mitochondrialnych ROS
w $rédbtonku bez szczeg6towego przeanalizowania me-
chanizmédw homeostazy jonowej $rédbtonka.

HOMEOSTAZA JONOWA W
KOMORKACH SRODBLONKA

Jony wapnia sa przekaznikami sygnatow, ktére moga
regulowaé wiele réznych funkcji komorkowych. Kazdy
typ komorek syntetyzuje unikalny zestaw systemow re-
gulujagcych [Ca24., w celu wytworzenia sygnatowej ,,ma-
szynerii" opartej o jony wapnia, o rdznej przestrzennej
i czasowej charakterystyce [36,37]. Komdrki $r6dbtonka
rowniez dysponujg odpowiednim zestawem ,narzedzi"
regulujgcym [Ca2H]., a kazde zaburzenie ich homeostazy

Ca?*T—» mtNOS — NO + O, — ONOO

b ol

Yrag

AY| — ROS «—A"

i |

UCP <— Peroksydacja lipidow

Rycina 3. Schemt oddziatywania NO z ROS i kompleksami taricucha oddecho-
wego. Reaktywne formy tlenu wytwarza kompleks I i Ill mitochondrialnego tan-
cucha oddechowego. Oznaczenia na rycinie: mtNOS —mitochondrialna syntaza
NO; Cyt C —oksydaza cytochromowga; UCP —mitochondrialne biatka rozprze-
gajace; AT —ro6znica potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej.
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moze prowadzi¢ do zmian, czasami nieodwracalnych dla
komorki. Sygnat wapniowy moze pochodzi¢ z przestrzeni
zewnatrzkomérkowej lub tez z wewnatrzkomaérkowych
magazyndéw wapniowych.

POTENCJAL BLONOWY KOMOREK SRODLONKA

Komérki srodbtonka naleza do grupy komoérek niepo-
budliwych elektrycznie, r6znigcych sie funkcjg, mechani-
zmem, jak i szlakami naptywu jonéw wapnia do ich wne-
trza od komérek pobudliwych elektrycznie. Ich potencjat
btonowy (Vm oraz [Ca24, odgrywaja jednak istotng role
w procesach kontroli skurczu komaorek miesni gtadkich.
Biorg one takze udziat w regulacji naprezenia naczynio-
wego, a w efekcie in vivo —ci$nienia krwi, poprzez kon-
trole naczyniowo-aktywnych sygnatéw i kontaktow mie-
dzykomorkowych zaleznych od $rodbionka. Potencjat
btonowy naczyniowych komaérek srédbtonka jest ujemny
w stosunku do krwi i przedziatu tkankowego. Jego war-
tos¢, jak rowniez pojemnos$¢ i opor wejscia (ang. input
resistance), réznig sie znaczaco w zaleznos$ci od procesu
izolacji komérek oraz sposobu ich hodowli. Upraszczajac,
potencjat btonowy zalezy od typu komdrek $rodbtonka i
jest bardziej ujemny w komoérkach z makronaczyn niz z
mikronaczyn.

Dla danych uzyskanych w izolowanych komodrkach
Srodbtonka potencjat spoczynkowy waha sie w grani-
cach od 0 do -80 mV, pojemnos$¢ btony od 30 do 80 pF,
a opor wejscia pomiedzy 1 a 10 GQ. Okazato sig, ze w
hodowli komdrki zlewajgce sie (ang. confluent) posiadaja
wyzszg warto$¢ pojemnosci btony (az do 160 pF) i nizszy
op6r wejscia od 0.01 do 0.4 GD. Chociaz ostatnie warto-

Tabela 1. Kanaty potasowe wystepujace w komérkach $rédbtonka naczyniowego.

§ci sg dos¢ niepewne, mimo wszystko wplatajg sie one
w spdjny obraz zwigzany z wystepowaniem miedzyko-
morkowych potaczen szczelinowych [38-40], W odniesie-
niu do spoczynkowego potencjatu btonowego izolowane
komorki srédbtonka mozna podzieli¢ na dwie podgrupy
—typ-K oraz typ-Cl [39,41], Typ-K komédrek srddbtonka,
w ktérych spoczynkowy Vmspada do wartosci miedzy
-70 i -60 mV, jest potencjatem zblizonym do potencjatu
Nernsta dla jonéw K+ (EJ i w ten spos6b okres$la domi-
nujacg role przewodnictwa btonowego dla K+ gtownie w
odniesieniu do dokomdérkowego pradu prostowniczego
K+ (KJ. Z drugiej strony, typ-Cl komérek $rodbtonka,
ktérych potencjat spoczynkowy jest zwykle pomiedzy -40
i-10 mV izblizony jest do potencjatu Nernsta dla Cl (Ec|),
co sugeruje dominujace przewodnictwo CI' w odniesie-
niu do warunkéw spoczynkowych [42].

Poczatkowy wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia
Ca2+ po stymulacji agonistg jest zwykle spowodowany
wyptywem jonoéw wapnia z wewnatrzkomoérkowych
magazyn6w, a utrzymujace sie podwyzszone [Ca2H, spo-
wodowane jest naptywem Ca2+ze $Srodowiska zewnatrz-
komérkowego [43,44]. Wydaje sie zatem, ze oprdznienie
wewnatrzkomérkowych magazynow wapniowych ielek-
trochemiczna sita napedzajaca reguluja naptyw jonow
wapnia do komérki z otaczajacego ja Srodowiska. Jednak-
ze istnieja rozbieznosci dotyczace udziatu V w regulacji
naptywu jonéw wapnia do $rédbtonka. Dane opubliko-
wane przez jednych autoréw sugerujg istotny wptyw Vm
na homeostaze wapniowa [44,45], jak i szczeg6lnie now-
sze dane czynigce z Vmmniej znaczacy czynnik [46,47],
faktycznie trudny do oszacowania w naptywie Ca2 do
wnetrza komérek S$rodbtonka. Zrozumienie proceséw

Nazwa Przewodnictwo (pS) Charakterystyka Aktywatory Inhibitory
homo/heterotetramery a-
Ko 23-30 podjednostek (Kirl.x, Kir2.1-4) brak Ba2, Cs% TEA, Mg2t
tetrametr a-podjednostek NS1619, charybdotoksyna,
7TMD' (np. hSlo) z 2TM czuty na NS004 iberiotoksyna, TEA
BKE, 165-240 Ca2+regulatorowa [3-podjednostka
zalezno$¢ od potencjatu
tetrametr a-podjednostek 6TMD EBIO charybdotoksyna,
K, 30-80 niezalezny od potencjatu TEA, klotrimazol
tetramer a-podjednostek, 6TMD
SKe, 4-14 niezalezny od potencjatu
SKI TEA, d-TC
SK2 apamina, TEA, d-TC
SK3 apamina, TEA, 4-AP, d-TC
tetrametr a-podjednostek (Kir6.1 lub 6.2) pinacidil, glibenklamid,
2 e 25 plus receptor sulfonomocznika (SUR) chromakalin, tolbutamid
diazoksyd
Kv 12 6TMD brak 4-AP, TEA
K Kir2 1 inhibitory kinazy  Ba2t sprzezona aktywnos$¢

tyrozynowej

kinazy tyrozynowej

4-AP —4-aminopirydyna; EBIO —I-etylo-2-benzimidazolina; TMD —domeny transbtonowe; d-TC-d —tubokurarina; Kir
—prostowniczy kanat potasowy; BKG —kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany Ca2; IKG —kanat potasowy o
posrednim przewodnictwie regulowany przez Ca2; SKG- kanat potasowy o matym przewodnictwie regulowany Ca2; K  —kanat
potasowy regulowany ATP; Kv —kanat potasowy zalezny od potencjatu; Ks —kanat potasowy zalezny od sit $cinajacych
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wykorzystywanych przez $rodbtonek do kontroli [Ca2Atjest
niezbedne, gdyz pomimo duzej liczby gtéwnych szlakéw
komdrkowych regulowanych Ca2tnadmiar tych kationéw
jest niezwykle toksyczny dla komdrek, natomiast zmniej-
szenie jego stezenia jest taczone z patologig nadcisnienia
[48], Nalezy zauwazyé, ze w komorkach srédbtonka ule-
ga syntezie ogromna liczba kanatow jonowych specyficz-
nych dla K+ odpowiedzialnych za regulacje potencjatu
btonowego, ktérych rola i znaczenie, przy uwzglednie-
niu istnienia szeregu izoform, sg trudne do oszacowania i
zrozumienia (Tabela 1). Utrudnieniem jest réwniez to, ze
kanaty, ktore ulegajg syntezie w hodowlach pierwotnych
linii komdrkowych r6znig sie od tych wystepujacych in
vivo. Komorki srédbtonka wykazujg zré6znicowanie w za-
leznosci od rejonu z jakiego sa uzyskiwane. Zaobserwo-
wano roznice w [Ca2H|przekazywania sygnatu, w immu-
nologicznych i metabolicznych wiasciwosciach oraz w
charakterystyce wzorca uwalnianych mediatoréw dla za-
leznego od $rédbtonka rozkurczu naczyn krwionos$nych
[49,50], Jednym z przyktadéw rdéznorodnosci wptywu
otoczenia sg oddziatywania srédbtonek-$ciana naczynia.
W hipoksji naczynia ptucne kurcza sie (tzw. ang. hypo-
xic pulmonary vasoconstriction), natomiast wszystkie inne
tozyska naczyniowe, np. naczynia krgzenia sercowego i
miesni, ulegaja relaksacji, zwiekszajac przeptyw krwi w
odpowiedzi na niedotlenienie. Regulacja wewnatrzko-
morkowego sygnatu wapniowego jest prawdopodobnie
najwazniejszym zadaniem kanatéw jonowych w komor-
kach srédbtonka [43],

NAPLYW JONOW WAPNIA Z PRZESTRZENI
POZAKOMORKOWEJ

Szlaki naptywu jonéw wapnia z przestrzeni pozako-
morkowej przez btone plazmatyczng komdrek $rédbton-
ka sg niezwykle istotne, gdyz naptywajacy Ca2+ stanowi
jeden z kluczowych elementéw posredniczagcych w diu-
gotrwajacej odpowiedzi komérkowej. Opisano szereg
systemow regulujgcych procesy naptywu Ca2+ znacznie
réznigcych sie od siebie mechanizmem regulacji, selek-
tywnoscig i iloscig przepuszczanych jondw wapnia oraz
czasem trwania ich naptywu i subkomoérkowa lokaliza-
cja [44], Sprzezenie duzej roznicy stezern Cazw poprzek
btony plazmatycznej w komaérkach spoczynkowych z hi-
perpolaryzacyjnym Vmstanowi ogromng elektrochemicz-
ng site faworyzujagca naptyw jonéw wapnia do komarki.
Jony wapnia moga naptywa¢ do komérki przez btone
plazmatyczng w wyniku otwarcia specyficznych dla Ca2+
kanatow jonowych. Ogromna liczba kanatéw jonowych o
przepuszczalnoS$ci specyficznej dla Ca2+ zostata odkryta
w komodrkowej btonie plazmatycznej [51]. Bramkowane
potencjatem kanaty Ca2twystepujg w btonie plazmatycz-
nej komdrek pobudliwych elektrycznie, takich jak komor-
ki miesniowe, serca i nerwowe. Pomimo tego ze komdrki
srodbtonka nalezag do grupy komdrek niepobudliwych
elektrycznie istniejg doniesienia Swiadczace o obecnosci
kanatéw zaleznych od potencjatu w szeregu ich typach
[52,53],

Kanaty receptorowe otwierane pod wptywem wigza-
nia agonisty (ROC, ang. receptor-operated channels), kana-
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ty wapniowe otwierane pod wptywem opr6znienia we-
wnatrzkomorkowych magazynéw wapniowych (SOC,
ang. store-operated calcium channels) oraz kanaty otwierane
pod wptywem przekaznika drugiego rzedu (SMOC, ang.
smali messenger-operated channel) sg szlakami naptywu
wapnia w komdrkach srédbtonka o znacznie lepiej udo-
kumentowanej obecnosci [44,51,54].

Szczeg6lng grupe biatek uczestniczacych w tworzeniu
kanatéw jonowych stanowia biatka TRP (ang. transient
receptor potential) odkryte u Drosophila melanogaster, ale
wystepujace rowniez w komdrkach ssakéw. Biatka TRP
odkryte w organizmach ssakéw podzielono na 6 grup
gtéwnych: TRPC, TRPV, TRPM, TRPP, TRPML i TRPA
[55]. Liczna grupa biatek TRP zostata zlokalizowana row-
niez w komdrkach éréddbtonka, gdzie, jak wykazano, pet-
nig one rowniez wazng funkcje w regulacji naptywu Ca2+
do komdrki [56], Dysfunkcja i brak odpowiedniej regu-
lacji srodbtonkowych biatek TRP skutkuje uszkodzeniem
(wskutek nadmiernego wytwarzania ROS), zmniejszong
biologiczng aktywnoscig NO, uszkodzeniem bariery ko-
moérek Srodbtonka oraz rozwojem choréb zwigzanych z
nieprawidtowg angiogenezg [56]. Na uwage zastuguje
réwniez sprzezenie niektérych biatek TRP z kanatami po-
tasowymi, w tym z kanatem potasowym o duzym prze-
wodnictwie BKQA(ang. big conductance potassium channel)
[67], Istnieja doniesienia $wiadczace o zaangazowaniu
biatek TRP w proces naptywu Ca2; wynikajacy z oproz-
nienia wewnatrzkomaérkowych magazynéw wapniowych
(SOCE, ang. store operated calcium entry). W proces ten
zaangazowane sa biatka STIM1 (ang. stromal interacting
molecule) oraz ORAI (lub CRAM w organizmie ludzkim).
Stwierdzono funkcjonalne oddziatywanie pomiedzy
STIM1 a TRPC1 [58,59],

Odrebng grupe stanowig szlaki naptywu jonéw wapnia
do komérek sréddbtonka aktywowane pod wptywem stresu
mechanicznego i stresu sit scinajgcych (ang. shear stress) po-
wstatych pod wptywem zmian szybkoS$ci przeptywu krwi
przez naczynia [60,61].

Poczatkowy wzrost stezenia [Ca2H., powstaty w wyni-
ku stymulacji agonistg, wynika z opréznienia wewnatrz-
komoérkowych magazynéw Ca2t siateczki $rdodplazma-
tycznej (ER), nastepujgce po poczatkowym wzroscie,
utrzymujace sie podwyzszone state stezenie (plateau)
jest podtrzymywane przez naptyw jonéw wapnia z prze-
strzeni pozakomorkowej [44,62]. Podczas stymulacji ko-
moérek srodbtonka agonistg generujgcym powstawanie
inozytolotrisfosforanu (IP3, ktory, oddziatujgc z recepto-
rem znajdujacym sie w ER, powoduje wyptyw Ca2+ [63],
Oproéznienie magazynéw wewnatrzkomoérkowych uru-
chamia szlak SOCE i naptyw jonéw wapnia z przestrzeni
pozakomdérkowej. Ponowne napetnienie magazynow ER
powoduje wytgczenie szlaku SOCE naptywu jonéw wap-
nia. Okazuje sie, ze rowniez kwas arachidonowy oraz
NO sa w stanie uaktywnic¢ otwarcie innych kanatéw jono-
wych niz SOC w komdrkach $rédbtonka. Aktywacja tych
kanatéw moze odbywac sie w dosy¢ ograniczonej prze-
strzeni komorki uwzgledniajgcej zgrupowanie kanatdw
wapniowych [64],
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MECHANIZMY USUWANIA JONOW WAPNIA
Z CYTOSOLU KOMOREK SRODBLONKA

Wykazano, ze usuwanie [Ca2, z komorek $rodbtonka
izolowanych z aorty krolika zachodzi z wykorzystaniem
gtownie trzech systemow: wymiennika sodowo-wapnio-
wego (NCX) [65], CazATPazy z siateczki $rédplazma-
tycznej (SERCA), funkcjonujacych w sekwencji wynika-
jacej z réznego powinowactwa dla jonéw wapnia oraz
szybkosci ich transportu dla poszczegdlnych systemow
i obnizajagcych Ca2+ o okoto 50%, oraz ATPazy z btony
plazmatycznej (PMCA) [66], ktéra jest odpowiedzialna
za usuwanie pozostatych 50% jonow wapnia [67], Wy-
kazano, ze mechanizmy usuwania Ca2+z cytosolu komad-
rek $rodbtonka réznig sie od tych w komoérkach naczy-
niowych miesni gtadkich [68]. Okazato sig, ze niezwykle
istotna jest lokalizacja mitochondriéw w poblizu btony
plazmatycznej oraz jej wptyw na regulacje naptywu Ca2+
Zmiana przestrzennej lokalizacji mitochondriéw w sto-
sunku do btony plazmatycznej powoduje zaburzenie sy-
gnalizacji pomiedzy ER a mitochondriami [69], Ostatnie
dane literaturowe wskazujg, ze nawet podczas obnizo-
nego naptywu Ca2t z przestrzeni zewnatrzkomorkowej
uzupetnienie siateczki S$rédplazmatycznej Ca2+ zostaje
zachowane. Nalezy zauwazy¢, ze uzupetnienie magazy-
néw ER powoduje wytgczenie mechanizmu SOCE [70],
Niezwykle waznym enzymem dla homeostazy jonow
wapnia w komorce jest Na+#K+ATPaza z btony pla-
zmatycznej. Enzym ten rdwniez wystepuje w komérkach
$rodbtonka [71,72], Aktywno$¢ tego enzymu regulowa-
na jest przez endogenne, jak rGwniez podane egzogennie
glikozydy. Zwigzkiem bedacym w powszechnym uzyciu
w badaniach aktywno$ci Na+/K +~ATPazy jest, hamujaca
jego aktywnos$¢, ouabaina, ktéra wptywa w sposéb zna-
czacy na funkcje komaérek $rodbtonka [73-75],

MITOCHONDRIA - AKTYWNY UCZESTNIK
HOMEOSTAZY Ca2tW KOMORKACH SRODBEONKA

Pomimo znacznej dominacji ER w utrzymaniu homeosta-
zy jondéw wapnia w $rodbtonku, ok. 25% Ca2+jest zgroma-
dzonych w mitochondriach tych komdrek [76], Jony wapnia
z kolei aktywuja wiele biatek poprzez ich zmiany konfor-
macyjne [77], aktywujg kinazy tyrozynowe, receptory IP, w
siateczce srédplazmatycznej, co powoduje uwolnienie zma-
gazynowanego Ca2+i przewaznie zapoczgtkowuje SOCE.
Wzrost stezenia [Ca24| aktywuje MLCK (kinazy lekkiego
tafcucha miozyny) [78].

Odkryto réwniez szereg enzymdéw mitochondrialnych,
ktorych aktywnos¢ regulowana jest jonami wapnia, znajdu-
jacymi sie w ich wnetrzu [Ca2m[79,80], Jak juz wspomnia-
no, wzrost [Ca2m powoduje przyspieszenie wytwarzania
ATP w rdznych typach komorek, wigczajac w to komorki
Srodbtonka. Wzrost wewngtrzkomérkowego stezenia jo-
néw wapnia uwalnianych z ER powoduje wzrost stezenia
Ca2w macierzy mitochondrialnej [81,82],

Szlakiem odpowiedzialnym za akumulacje jonow
wapnia w mitochondriach jest uniporter wapniowy (CU).
Naptyw jonéw wapnia przez CU jest napedzany przez
elektrochemiczny gradient potencjatu mitochondrialne-
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go (Aipm) wystepujacy na wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej. Zatem kazda zmiana Aipmprowadzi do zmian
transportu Ca2+przez wewnetrzng btone mitochondrial-
ng, a to w konsekwencji zmienia aktywnos$¢ metaboliczng
mitochondriéow. Jednym z czynnik6w obnizajagcych Aipm
jest, wytwarzany w komaérkach $rodbtonka, NO, ktérego
aktywnos$¢ prowadzi do zmniejszenia [Ca2imw hodow-
li komorek $rodbtonka izolowanych z cielecych naczyn
ptucnych [83]. W $wietle istnienia izoformy mtNOS mi-
tochondria moga scala¢ wewngtrzkomdrkowg regulacje
mechanizméw zaleznych od Ca2; NO i ROS, jak to za-
proponowano dla komérek migsni gtadkich [84].

Wciaz nie znana jest odpowiedz na pytanie jakie jest
zrodto Cazdla mitochondriow? Wydaje sie, bioragc pod
uwage globalny wzrost stezenia [Ca2H., Zze nie osigga on
stezenia wystarczajgcego dla transportu przez uniporter
Ca2+ Jednak, jak wykazano, mitochondria znajduja sie w
poblizu ER i sg eksponowane do mikroobszaréow o bar-
dzo wysokim lokalnym stezeniu jondw wapnia uwalnia-
nego z ER [85]. Chociaz nie musi to by¢ prawda dla ko-
morek érédbtonka, gdyz w komérkach HUVEC tylko ok.
4% mitochondriow byto zlokalizowanych w poblizu bton
ER [81], Jedng z przyczyn takiego wyniku badan moze
by¢ to, ze uniesmiertelnione komoérki nie do konca od-
zwierciedlajg strukture komorkowa in vivo. Pomimo tego
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Rycina 4. Farmakologia dysfunkcji srédbtonka. Stan zapalny (dysfunkcja) $réd-
btonka wyrézniaja zwigkszona synteza cytokin zapalnych, czasteczek adhezyj-
nych i chemokin. Temu towarzyszy aktywacja mechanizméw zakrzeporodnych
$rodbtonka (np. fPAI ftPA) i upodledzenie wytwarzania naczynioochronnych
przekaznikéw, takich jak NO i PGIr Stan zapalny $rédbtonka odgrywa kluczowa
role w rozwoju miazdzycy. Istniejg przekonujagce dowody na to, ze leki, ktdre
skutecznie hamuja patologiczng odpowiedZ zapalng $rédbtonka i catej $ciany
naczyniowej (statyny, ACE-I, antagonisci ATt), jednocze$nie wywotujg zahamo-
wanie rozwoju zmian patologicznych naczyn krwiono$nych i obnizenie $miertel-
nosci z powodu miazdzycy i innych choréb uktadu krazenia. Skuteczne leczenie
stanéw zapalnych $rédbtonka winno przynie$¢: zahamowanie aktywacji zapal-
nej $rédbtonka i mechanizméw zakrzeporodnych $rédbtonka oraz wzmocnienie
uposledzonej czynno$ci naczynioochronnych przekaznikéw $rédbtonka. Statyny
i ACE-I, antagonisci AT; i antagonisci aldosteronu, poprzez odmienne mechani-
zmy, wywieraja podobne szerokie spektrum zmian w $rédbtonku [3,93,94-97].
Rysujaca sie w ostatnich latach wiedza o roli mechanizméw mitochondrialnych w
zapaleniu $rédbtonka powala przypuszczaé, ze farmakologiczna korekcja funkcji
mitochondriéw $rédbtonka (np. modulacja aktywnosci mitochondrialnych kana-
téw potasowych, modulacja wytwarzania ROS) moze przynie$¢ nowe sposoby
skutecznego leczenia dysfunkcji $rédbtonka.

Wygaszenie mechanizméw zapalnych
| zakrzepowych $rédblonka
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istniejg dowody na to, ze mitochondria komdrek $rod-
btonka odpowiadajg na wzrost cytosolowego stezenia jo-
now wapnia, ale dotyczy to tylko wzrostu Ca2+w poblizu
btony plazmatycznej. W proces ten zaangazowany jest
rowniez wymiennik Na+/C a2+[86],

W innym modelu zaktada sie, ze podczas stymula-
cji komorek $rodbtonka nastepuje ciggty naptyw jondédw
wapnia do mitochondriéw przez CU, ktore sg nastepnie
usuwane przez mitochondrialny wymiennik Na+/Ca2+
[82,87], Takie dziatanie mitochondriéw powoduje wyste-
powanie mikrorejonéw w cytosolu charakteryzujgcych
sie niskim stezeniem jondw wapnia. Rejony te przyspie-
szajg pojemnosciowy naptyw Caz (CCE ang. capacitati-
ve Ca2+entry), ktory zachodzi przez SOC. Model ten nie
wyjasnia, jak wapn dostaje sie do mitochondriéw pomi-
mo niskiego powinowactwa CU do tego jonu. Zmiany
lokalne stezenia Ca2+w poblizu btony plazmatycznej w
komorkach $rodbtonka mogag wptywaé na zmiany aktyw-
nosci ich mitochondriow.

Agonisci receptordw wystepujgcych na btonie komoér-
kowej $rodbtonka i dziatajacymi poprzez generacje IPy
stymulujg wyptyw jondw wapnia z ER i to wptywa na
modulacje ich biologicznego dziatania. Zjawisko wypty-
wu Ca2w procesie zwanym mitochondrialnym wypty-
wem jonéw wapnia stymulowanym jonami Ca2 (mCICR,
ang. mitochondria Ca2~induce Ca2+release), zaobserwowa-
no dla komérek srédbtonka . Pomimo zhieznos$ci nazwy
do procesu zachodzacego w miesniu sercowym CICR
(Ca2~induce Ca2+release), podobieAstwo tych procesow
jest ograniczone. W przypadku CICR zaangazowany jest
kanat RyR (receptor rianodynowy). Prawdopodobnie
mCICR wystepuje, kiedy wysoki poziom wewnatrzmi-
tochondrialnego Ca2+indukuje otwarcie kompleksu biat-
kowego odpowiedzialnego za uprzepuszczalnienie btony
mitochondrianej (PTP) [12,88],

Wiekszo$¢ opisanych dotychczas mechanizméw re-
gulujacych wewnatrzkomorkowe i wewnatrzmitochon-
drialne stezenie jonéw wapnia w komorkach $rodbtonka
dotyczy odpowiedzi na agoniste lub zmiany transportu
wapnia. Niewiele jest wcigz prac analizujagcych zmiany
homeostazy jonow wapnia w stanie dysfunkcji srodbton-
ka. Potrzebne sg wiec dalsze badania szlakéw regulacji
homeostazy wapnia w trakcie odpowiedzi zapalnej $réd-
btonka.

PODSUMOWANIE - PERSPEKTYWY
FARMAKOLOGII SRODBEONKA

Mechanizmy odpowiedzi zapalnej komérek srédbton-
ka sg bardzo ztozone. OdpowiedZz moze wywota¢ wiele
czynnikéw, np. angiotensyna Il, koncowe produkty gli-
kacji (przez aktywacje receptorow RAGE), utlenione
czastki LDL (oxLDL), TXA2 trombina, IL-1 i TNF-a. W
kazdym przypadku odpowiedz zapalna $rédbtonka obej-
muje: 1) zwiekszenie syntezy prozapalnych cytokin (np.
IF-6), chemokin (np. MCP-1) i czgstek adhezyjnych (np.
ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1), 2) zwiekszenie gotowosci
prozakrzepowej S$réddbtonka (np. zmniejszenie syntezy
trombomoduliny) oraz 3) upos$ledzenie wytwarzania na-
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czynioochronnych przekaznikéw $rédbtonka (PGR i NO;
Ryc. 4). Jak sie wydaje, wszystkie wymienione sktadowe
odpowiedzi zapalnej srédbtonka sg uruchamiane w spo-
sob zalezny od zwiekszonego wytwarzania anionorod-
nika ponadtlenkowego w tancuchu oddechowym mito-
chondriéw $rédbtonka lub przez oksydazy s$rédbtonko-
we (oksydaze NADPH, oksydaze ksantynowg, syntaze
NO). Z pewnos$cig wzgledny udziat puli anionorodnika
ponadtlenkowego wytworzonej w mitochondriach, réz-
ni sie w zaleznosci do bodZzca wywotujgcego zapalenie i
typu komorek srodbtonka. Mimo istniejgcych niejasnosci,
wiekszo$¢ badaczy zgadza sie, ze w odpowiedzi zapalnej
Srédbtonka wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowe-
go i powstajgcych z niego produktow reakcji wewnatrz-
komérkowych (FRCR, ONOO) z jednej strony (przez me-
chanizmy transkrypcyjne) wywotuje wzrost wytwarzania
cytokin zapalnych i chemokin oraz syntezy czastek adhe-
zyjnych, a z drugiej —prowadzi do niedoboru naczynio-
ochronnych przekaznikéw $rodbtonkowych (NO i PGR)
[3, 89-91], Odpowiedzi zapalnej srédbtonka i zwiekszonej
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego towarzyszg
rowniez zmiany mechanizmoéw zaleznej od mitochon-
driow homeostazy wapnia. Istotnie, ROS powstajagce w
mitochondriach komérek $rédbtonka sg przekaznikami
odpowiedzialnymi za transmisje receptorowego sygna-
tu Caz2ri wychwytu Ca2zdo mitochondriow wywotane-
go przez trombine w odpowiedzi na pro-zapalny sygnat
transkrypcyjny. Ten ostatni uruchamia mechanizmy ad-
hezji leukocytéw do komorek Srodbtonka, ktore stanowig
centralny element odpowiedzi zapalnej $Srodbtonka [92],

Ostatnio zaproponowano, ze zaburzenia funkcji mito-
chondriéw majg znaczacy udziat w dysfunkcji $srodbton-
ka wywotanej przez angiotensyne Il [26], Mitochondria
komérek srodbtonka moga wiec sta¢ sie nowym celem
farmakoterapii w chorobach uktadu krazenia. Istniejg juz
leki stosowane w chorobach uktadu krazenia (statyny,
ACE-I, antagonisci receptora AT” antagonisci aldostero-
nu), ktoére hamuja stany zapalne $rodbtonka, jego goto-
wos$¢ prozakrzepowa, przywracajg prawidtowg naczynio-
ochronng funkcje $rodbtonka, a ich stosowanie przynosi
obnizenie SmiertelnosSci wywotanej przez choroby ukta-
du krazenia [3,93,94-97], Dalsze badania prowadzone w
celu petniejszego zrozumienie mitochondrialnych me-
chanizmoéw scalajacych szlaki przekazywania sygnatéw
zalezne od Ca2+i ROS w zapaleniu $rodbtonka, pozwolg
wyjasni¢ sposoby dziatania tych lek6w na mitochondria i
zaprojektowac¢ nowe leki, ktdrych celem beda mitochon-
dria $rddbtonka.
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ABSTRACT

Vascular endothelium the inside layer of the cardiovascular system is presently looked upon as an important paracrine, autocrine and endo-
crine organ that determines the health of the cardiovascular system. In fact, healthy endothelium is essential for homeostasis of cardiovascu-
lar system, while endothelial dyfunction leads to cardiovascular diseases including atherosclerosis, diabetes and heart failure. Endothelial
dysfunction is tightly linked to the overproduction of reactive oxygen species, development of oxidant stress and inflammatory response of
endothelium. Mitochondria of the vascular endothelium seem to be an important player in these processes. In contrast to numerous cell types,
synthesis of ATP in endothelium occurs in major part via a glycolytic pathway and endothelium seem to be relatively independent of the
mitochondrial pathway of energy supply. However, as evident from recent studies, mitochondrial pathways of free radicals production tighly
linked to mitochondrial and cytosol changes in the ion homeostasis play an important role in the regulation of endothelial inflammatory re-
sponse, in the development of oxidative stress and apoptosis of vascular endothelium. Therefore, endothelial mitochondria appears critical in
the regulation of endothelial functions and represent a novel target in pharmacology of endothelial dysfunction in cardiovascular diseases.
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Kinazy biatkowe w mitochondriach

STRESZCZENIE

itochondria, poza dostarczaniem energii komérce, petnig istotng funkcje scalajaca sy-
M gnaty prowadzace do przezycia lub $mierci komoérki. W ostatnich latach wiele badan
wskazuje, ze pod wptywem réznorodnych bodzcéw, kinazy biatkowe moga bezposrednio
oddziatywa¢ z biatkami mitochondrialnymi. Naleza do nich: kinaza biatkowa A, kinaza
biatkowa B/AKt, kinaza biatkowa C, kinazy Raf-1, p38 MAPK, JNK, ERK1/2, Src, Fyn, i Csk.
Badania koncentruja sie na fosforylacji pro- i antyapopototycznych biatek (Bad, Bax, Bcl-2,
Bcl-xL) oraz na fosforylacji lub innego typu oddziatywaniach z biatkami tarncucha oddecho-
wego (kompleks I i oksydaza cytochromowi COIlV), biatkami ANT (ang. adenine nucleotide
translocase) i VDAC (ang. voltage dependent anion chanel) tworzagcymi MPTP (ang. mito-
chondrial pertneability transition pore), kompleksem biatek wchodzacych w sktad kanatu
potasowego regulowanego przez ATP (mitoKAIp i skramblazg fosfolipidéw 3 (PLSCR3). Po-
nadto, znalezienie w mitochondriach biatek, przytaczajacych kinazy biatkowe i tworzacych
rusztowanie molekularne, ktére moga utatwia¢ powstawanie wielobiatkowych komplekséw
w macierzy mitochondrialnej, wskazuje na istotna role, jakg w metabolizmie mitochondriow
odgrywa przekazywanie sygnatu przez kinazy biatkowe. R6zne metody obrazowania wyka-
zaly obecno$¢ kinaz biatkowych zwigzanych z zewnetrzna i wewnetrzng btong oraz macie-
rza mitochondrialng w warunkach stymulacji komoérek in vitro, w chorobach neurozwyrod-
nieniowych oraz w procesie ischemicznego hartowania serca in vivo. Wydaje sie takze, ze
przemieszczanie kinaz biatkowych do mitochondriéw zwigzane jest z tworzeniem reaktyw-
nych form tlenu w mitochondriach, szczeg6lnie ze stanami ischemii i reperfuzji w mézgu
i w sercu. Petne wyjasnienie mechanizmoéw przemieszczania sie kinaz biatkowych do mi-
tochondriéw oraz funkcji, jakie mogtyby petni¢ w oddziatywaniu z biatkami docelowymi,
wymagajg dalszych badan.

WSTEP

Zadna komorka eukariotyczna nie moze prawidlowo funkcjonowaé bez
sprawnej i szeroko rozwinietej sieci przekazywania informacji. Gdyby szczego-
towo opisa¢ wszystkie szlaki sygnatowe w komorce, to srednio w kazdy z nich
zaangazowanych jest kilkadziesigt biatek [1-5]. Kinazy biatkowe to najliczniejsza
grupa wsérod biatek enzymatycznych biorgcych udziat w kaskadowym przeka-
zywaniu informacji docierajgcych do komorki z otoczenia, jak i do poszczegdl-
nych organelli/przedziatow w kazdej z nich (ang. cross-talk). Kinazy biatkowe
regulujg aktywno$¢ wewnatrzkomérkowych biatek poprzez ich fosforylacje —
najczestszy rodzaj odwracalnej modyfikacji kowalencyjnej mogacej zmieniac
konformacje, a tym samym funkcje okreslonego substratu.

Kinazy biatkowe biorg udziat w niemal wszystkich procesach komdrkowych,
m.in. w proliferacji, r6znicowaniu czy aktywacji reakcji obronnych organizmu.
Odpowiadajg za prawidtowe funkcjonowanie komérki, jej przezycie, kontrolujg
apoptoze, wptywajg na aktywno$é kanatdw jonowych, modulujgc ich aktyw-
nosc¢ i funkcje, regulujg uwalnianie przkaznikow sygnatu oraz odziatujg z recep-
torami zlokalizowanymi w btonie plazmatycznej [6].

Niewiele wiadomo na temat kinaz biatkowych zlokalizowanych w mitochon-
driach. Dane literaturowe wyraznie wskazuja na ich obecnos¢, natomiast funkcja
ioddziatujgce z nimi biatka wciaz nie sa dobrze poznane [7], W niniejszej pracy
zebrano dane literaturowe opisujace najlepiej poznane kinazy biatkowe bezpo-
$rednio zwigzane z mitochondriami. Ponadto, przedstawiono potencjalne biatka
docelowe tych kinaz oraz przypuszczalng role, jakg mogtyby odgrywac procesy
fosforylacji i oddziatywania typu biatko-bhiatko na terenie mitochondriéw i w
efekcie w catej komaorce (Ryc. 1).

KINAZA BIALKOWA A

Kinaza biatkowa A (PKA), nalezgca do grupy kinaz serynowo-treoninowych,
jest istotnym mediatorem wiekszos$ci szlakéw sygnatowych zaleznych od cy-
klicznego AMP (cAMP), co umiejscawia jg w grupie biatek odgrywajgcych waz-
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Asocjacja do zewnetrznej btony?

Biatka mitochondrialne

jac mu zablokowanie biatka antyapoptotycz-
nego Bcl-2 [13]. W konsekwencji nie dochodzi
do uwalniania cytochromu c do cytosolu i do

apoptozy. Ponadto, sg doniesienia o udziale
AKAP121 w fosforylacji/aktywacji przez PKA
biatka StAR (ang. steroidogenic acute regulatory
protein) — mitochondrialnego czynnika pro-
mujacego steroidogeneze, zlokalizowanego w

Biatko integralne kompleksow? VDAC
Aktywny transport do macierzy? ANT
mitoK .,
PKC 5 .
PKC & PLSCR3
Raf-1
Kinazy JNK
biatkowe | C-Src
Fyn
Csk

mitochondriach komorek Leydiega w jadrach
myszy, co wskazuje na udziat PKA w biosynte-
zie hormonodw [14-16]. Ostatnie badania na linii
MA-10, transformowanych komérek Leydiega,
wskazujg, ze wzrost aktywno$ci PKA prowa-
dzi do fosforylacji mitochondrialnej puli Kina-
zy ERKI/2 [17], a maksymalna steroidogeneza
zachodzi w obecnosci cholesterolu i oddziaty-

Fosforylacja substratow? Bcl-2

Zmiany konformacji biatek docelowych? Bel-x
Bad
Bax

waniu pomiedzy StAR, ERK1/2 i PKA [18].

Uwaza sie, ze PKA potrzebna jest do pra-
widtowego funkcjonowania mitochondriow,
regulacji ekspresji biatek mitochondrialnych

Biatka oddziatujace

z mitochondriami

Rycina 1. Proponowane kinazy biatkowe oddziatujgce z mitochondriami i ich mitochondrialne sub-
straty lub biatka, z ktérymi oddziatujg. Kinazy biatkowe zlokalizowane sa w cytosolu komérki, a po

oraz aktywacji mechanizmow ochronnych ko-
morki [19],

KINAZA BIALKOWA B/AKI/PI3K

aktywacji komérki moga przemieszczaé si¢ do mitochondriéw, gdzie tacza sig z licznymi biatkami,

ktore fosforyluja lub po potaczeniu zmieniajg ich konformacje, wptywajac na ich aktywnos¢, a tym
samym na losy komérki. Zjawiska te obejmuja i) hamowanie tworzenia MPTP, ii) aktywacje kanatu
potasowego mitoKATp iii) wzrost produkcji ATP poprzez regulacje aktywnosci COIV, iv) przebudo-
we architektury bton mitochondrialnych przez wzrost aktywnosci PLCSR3, v) obnizenie aktywnosci
antyapoptotycznych biatek Bcl-2 i Bcl-xL, vi) obnizenie aktywnos$ci proapoptotycznej biatka Bad.

na role w prawidtowym funkcjonowaniu wielu proceséw
komoérkowych. Aktywowana przez cAMP, PKA uwalnia
dwie katalityczne podjednostki, ktore nastepnie fosforyluja
docelowe hiatka. Wykazano jej role, miedzy innymi, w regu-
lacji hormonalnej, gdzie posredniczy w kontroli wieloetapo-
wej odpowiedzi specyficznych komoérek i tkanek na stymu-
lacje hormonami, np. progesteronem; od niej takze zalezy
regulacja aktywnosci kanatdw jonowych, fosforylacja biatek
chromosomowych (m.in. histonu HI) oraz jadrowych czyn-
nikow transkrypcyjnych, takich jak CREB i NF-kB [8].

Wystepowanie i aktywno$¢ PKA zaobserwowano réw-
niez w mitochondriach. Metodg immunodetekcji wykryto
zar6wno podjednostki katalityczne, jak i regulatorowe w
wewnetrznej btonie oraz macierzy mitochodriéw otrzyma-
nych z serca krowy [9], Wykazano, ze w komdrkach mio-
blastéow i wyizolowanych z nich mitoplastach, zalezna od
cAMP, fosforylacja 18 kDa podjednostki kompleksu I taricu-
cha oddechowego, zwieksza jego wydajnosc¢ i jest niezbed-
na do zachowania prawidtowych funkcji oddechowych mi-
tochondriow [10].

Trwajg badania nad sposobem przemieszczania sie kinaz
do réznych organelli w obrebie komorki. Role w transporcie
PKA do mitochondriow coraz czesciej przypisuje sie biatku
kotwiczagcemu PKA — AKAP (ang. A-kinase anchor protein)
[11], Wykazano, ze AKAP121 posredniczy w przytgczaniu
aktywnej kinazy PKA oraz cAMP do zewnetrznej btony mi-
tochondrialnej [11,12]. Badania na embrionalnych komaér-
kach ludzkich HEK 293 pokazaty, ze potgczenie to prowadzi
do fosforylacji proapototycznego biatka Bad, uniemozliwia-
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Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa B
(PKB/AKkt), aktywowana przez kinaze-3 fosfa-
tydyloinozytoli (PI3K), odgrywa gtowng role
w proliferacji oraz w ochronie réznych typdéw
komaérek przed apoptozg [17].

Stymulacja IGF-1 lub insuling komorek neuroblastoma i
komdrek nerki wyizolowanych z ludzkich embriondw po-
woduje bardzo szybkie przeniesienie ufosforylowanej/ak-
tywnej kinazy Akt do mitochondriow [20], Kinaze te zloka-
lizowano w btonie zewnetrznej, jak i wewnetrznej oraz w
macierzy mitochondriéw. Dodatkowo wykazano, ze zabu-
rzenie potencjatu mitochondrialnego uniemozliwia wnika-
nie Akt do mitochondriéow nawet w warunkach stymulacji
przez IGF-1, co moze $wiadczy¢ o tym, ze transport tej kina-
zy do mitochondridéw zalezy od potencjatu ich wewnetrznej
btony [20,21],

Przemieszczanie i akumulacja aktywnej kinazy Akt w
mitochondriach nasuneta pytania o biatka, z ktorymi moze
ona oddziatywaé¢ w mitochodriach. Metodg immunoprecy-
pitacji i analizy spektormetrii mas wykazano, ze zaro6wno
w btonie zewnetrznej, jak i wewnetrznej Akt wystepuje w
kompleksie z kinazg syntazy glikogenu 3p (GSK3(3), kon-
stytutywnie aktywnym biatkiem, regulowanym przez fos-
forylacje, wystepujacym gtéwnie w cytosolu [22]. GSK3(3,
podobnie jak Akt, bierze udziat w regulacji metabolizmu,
réznicowaniu i przezyciu komorek. Interesujgcy jest fakt,
ze fosforylacja reszty seryny w pozycji 9 GSK3|3 przez
PKB/Akt powoduje obnizenie jej aktywnos$ci [20], Jednak
mimo obecnosci GSK3[3 w mitochondriach, w tym réwniez
w kontek$cie wspotwystepowania z Akt, funkcja GSK3[3 w
tym przedziale komérkowym pozostaje niewyjasniona [23].
Istniejg doniesienia méwiace o udziale cytoplazmatycznej
GSK3P w przekazywaniu sygnatu podczas apoptozy indu-
kowanej staurosporyng oraz szokiem cieplnym w komor-
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kach neuroblastoma [24], Jednoczesne podanie litu, ktory
jest inhibitorem GSK3(3, hamowato proapoptotyczne dzia-
tanie tej kinazy [25,26]. By¢ moze mitochondrialna forma
GSK3[3 petni podobng funkcje, a jej zahamowanie w wyniku
fosforylacji przez Akt mogtoby przyczynia¢ sie do ograni-
czenia apoptozy.

Stymulacja receptora erytropoetyny (Epo) w komor-
kach miesniowych serca wydaje sie aktywowac wiele pro-
zyciowych kinaz, takich jak PI3K, AKT, kinaze biatkowg C
(PKC) i ERK1/2 [27,28], Badania z ostatnich miesiecy po-
twierdzity doniesienia o wystepowaniu Akt w mitochon-
driach izolowanych z serca krélika oraz wykazty oddzia-
tywanie z biatkiem ANT, ktére wchodzi w sktad MPTP
(ang. mitochondrial permeability transition pore) [29], Serca
poddane 30 minutowej ischemii i dwugodzinnej reperfu-
zji, wczesniej traktowane Epo, wykazywaty wielokrotnie
mniejszy obszar uszkodzenia niz serca nie chronione Epo.
Podanie LY294002, specyficznego inhibitora kinazy PI3K,
hamowato kardioprotekcje. Autorzy sugeruja, ze Epo
zwigksza ilo$¢/stezenie ufosforylowanej kinazy Akt w
mitochondriach ize poprzedzenie epizodu ischemicznego
aktywacjg szlaku PI3K/AKkt i dalej tworzenie kompleksu
z komponentami megakanatu, moze by¢ kluczowym pro-
cesem prowadzgacym do ochrony serca przed skutkami
jego niedokrwienia [29].

KINAZA BIALKOWA C

Kinazy biatkowe C (PKC), to liczna rodzina kinaz seryno-
wo-treoninowych. Aktywnos$¢ izoform: a) klasycznych (a,
[3L Bl i y)— zalezy od stezenia jonéw Ca2+w cytosolu, od
obecnosci wtérnego przekaznika sygnatu 1,2-diacyloglice-
rolu (DAG) oraz od fosfatydyloseryny (PS), b) nowych (8,
e, 0 ir))—nie jest wrazliwa na zmiany stezen Ca2 c) aty-
powych (g, p i \/X) —nie jest regulowana ani przez Ca2tani
DAG [30]. Wystepowanie PKC obserwuje sie powszechnie
u ssakow we wszystkich typach tkanek i komoérek; jest ona
obecna zardwno w cytosolu w formie rozpuszczalnej (nie-
aktywna), jak i zwigzana z btonami (forma aktywna). Do
podstawowych i najistotniejszych funkcji PKC nalezy po-
Sredniczenie w odpowiedziach komorek eukariotycznych
na rézne sygnaty docierajgce z otoczenia, zaangazowanie w
regulacje wzrostu, réznicowanie, apoptoze oraz aktywacje
czynnikéw transkrypcyjnych [31-33]. Kinazy biatkowe C
wigzane sg rOwniez z procesem uczenia sie i zapamigtywa-
nia (LTP) [34], W ostatnich latach coraz czesciej okre$la sie
niektére z izoform PKC kluczowymi mediatorami sygnatu
ischemicznego w moézgu i sercu, tym samym przypisujac
im bezpos$redni udziat w procesach zwigzanych ze $miercig
komarki lub jej przezyciem [35].

W potowie lat 90. XX-tego wieku PKC a i [3zostaty wy-
kryte w mitochondriach komoérek Mullera siatkdwki oka
karpia. Metodg mikroskopii elektronowej uwidoczniono ich
obecnos$¢ w grzebieniach mitochondrialnych [36]. Od tego
momentu wzrosto zainteresowanie funkcja, jakag mogty-
by petni¢ poszczegdlne izoformy PKC w mitochondriach.
Najwiecej danych sugeruje udziat dwdch izoform PKC: 8 ie
w dwaéch procesach komdrkowych nierozerwalnie zwigza-
nych z mitochondriami: w apoptozie i w hartowaniu ische-
micznym serca.
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PKC 8

Udziat w procesie apoptozy najczesciej przypisywany
jest PKC 8, ktdrej aktywnos$¢ nie jest bezpos$rednio regulo-
wana przez Caz2+ Obserwowane przeniesienie tej izoformy
do mitochondriéw komdérek nowotworowych, tj. keratyno-
cytow, U-937 i MCF-7 [33], traktowanych estrami forbolu
lub wodg utleniong prowadzita do uwalniania cytochromu
¢z mitochondriéow do cytosolu, co w konsekwencji prowa-
dzito do indukcji apoptozy [37,38]. Podobne zjawisko obser-
wowano, gdy traktowano keratynocyty promieniowaniem
UV. Nastepstwem translokacji PKC 8 do mitochondriéw
byto kolejno: zaburzenie potencjatu btonowego tych orga-
nelli, aktywacja kaskady kaspaz i Smieré komorki [39], Cie-
kawy wydaje sie rowniez fakt, ze nadekspresja PKC 8 pro-
wadzi do apoptozy zardwno keranocytow zdrowych, jak i
nowotworowych [40],

Wiekszos$¢ doniesienn podkre$la uwalnianie cytochro-
mu c z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw do
cytosolu, jako nastepstwo licznych szlakéw sygnatowych
przebiegajgcych w mitochondriach. Nie jest natomiast ja-
sne, jakie biatka mogg posrednio lub bezposrednio uczest-
niczy¢ w tym procesie. Metoda immunoprecypitacji mito-
chondriéw wyizolowanych z komdérek Hela, wykazano,
ze PKC 8 wspdtwystepuje z izoformg 3 skramblazy fos-
folipidow (PLSCR3) [41], enzymem odpowiedzialnym za
prawidtowe rozmieszczenie fosfolipidow (w tym charak-
terystycznej dla mitochondriéw kardiolipiny (CL)) w bto-
nie mitochondrialnej [42], PLSCR3 jest enzymem niezbed-
nym do nadania prawidtowej struktury lipidowej bton
mitochondrialnych. Badania in vitro wykazaty, ze PLSCR3
jest fosforyzowana przez PKC 8, konsekwencja czego jest
zmiana aktywnos$ci skramblazy, transport CL do zewnetrz-
nej btony mitochondrialnej, gdzie wydaje sie oddziatywac
z biatkiem proapoptotycznym tBid. Nastepstwem tej ka-
skady sygnatowej, prowadzgcej do uprzepuszczelnienia
btony mitochondrialnej, jest uwolnienie cytochromu c z
mitochondridw [43,44]. Jednocze$nie, wykazano znaczny
przyrost CL w zewnetrznej btonie mitochondrialnej w cza-
sie apoptozy, podczas gdy w fizjologicznych warunkach
fosfolipid ten wystepuje gtdwnie po wewnetrznej stronie
wewnetrznej btony mitochondrialnej [44]. Badania te po-
twierdzaja hipoteze przemieszczenia kardiolipiny w bto-
nach mitochondrialnych przy udziale ufosforylowanej
przez PKC 8, aktywnej PLSCR3 [45].

Cho¢ uwaza sie, ze PKC 8 jest gtdwnie zwigzana z apop-
tozg, istniejg doniesienia mdéwigce o jej udziale w kardio-
proitekcji. W kardiomiocytach szczurdw poddanych krét-
kotrwatej, nieuszkadzajacej ischemii i reperfuzji wykazano
przemieszczanie PKC 8 do mitochondriow, gdzie w we-
wnetrznej btonie oddziatywata z kanatem potasowym za-
leznym od ATP (mitoKAIp, efektem czego byta jego akty-
wacja prowadzgca do kardioprotekcji [46],

PKCe

Wiele badan wskazuje na to, ze przeniesienie nieza-
leznej od Ca2-PKC £ do mitochondriéw ma bezposredni
zwigzek ze zjawiskiem hartowania migsnia sercowego
[47]. Krotkotrwaty, nie uszkadzajacy komérki, epizod
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niedokrwienny serca inicjuje wewngtrzkomdrkowg ka-
skade sygnatéw, ktére zwiekszajag odporno$¢ komorek
na dtugotrwate niedotlenienie, w konsekwencji czego nie
dochodzi do az tak duzej utraty kardiomiocytéw, jak w
komoérkach serca nie poddanych wczeS$niejszemu pre-
kondycjonowaniu [48]. Liczne prace z zastosowaniem
zardwno modeli in vivo, ex vitro oraz in vitro pokazuja,
ze selektywna aktywacja PKC e prowadzi do kardiopro-
tekcji [49], Dane te potwierdzajg doSwiadczenia z za-
stosowaniem chlorku cheleritryny — inhibitora izoform
PKC, w ktérych nie obserwuje sie zjawiska ochrony in-
dukowanego przez krotkotrwaty epizod niedokrwienny.
Sugerowanych jest kilka biatek mitochondrialnych, ktore
moga by¢ substratami/ biatkami oddziatujagcymi z PKC e.
Nalezg do nich biatka taricucha oddechowego oraz biatka
kanatéw jonowych [50]. W badaniach in vitro wykazano,
ze aktywacja kardiomiocytéw izolowanych z zarodkéw
szczurow aktywatorem PKC, PMA, prowadzi do fosfo-
rylacji podjednostki IV oksydazy cytochromowej (COIV),
natomiast podanie selektywnego inhibitora PKC e, eVI-2,
hamuje te fosforylacje [51]. Dalsze badania dowodzg, zZe
poddanie hartowaniu ptodowych kardiomiocytéw my-
szy w wyniku hipoksji powoduje oddziatywanie PKC £
i COIV. Rezultatem tych oddziatywan jest fosforylacja
COIV i obserwowany az czterokrotny wzrost aktywno-
sci oksydazy cytochromowej, wzmozona synteza ATP,
tym samym usprawnienie funkcji bioenergetycznej mito-
chondriéw, co ttumaczy¢ moze zwiekszona odpornosé na
uszkodzenie ischemiczne serca [52].

Innym substratem PKC 8 wydajg sie by¢ biatka two-
rzagce MPTP: VDAC (ang. voltage-dependent anion channel)
w zewnetrznej oraz ANT (ang. adenine nucleotide translo-
cator) w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Z wyko-
rzystaniem metody immunoprecypitacji udowodniono,
ze PKC 8 fizycznie faczy sie z biatkiem ANT i VDAC,
ktére dodatkowo jest fosforylowane [53]. Wydaje sie,
ze w prawidtowo funkcjonujgcej komorce, nie podda-
nej zadnemu stresowi, megakanat jest prawdopodobnie
zamkniety lub minimalnie otwarty. Catkowite otwarcie
MPTP podczas reperfuzji poniedokrwiennej prowadzi do
$mierci komorki [54], Zaobserwowano, ze inkubacja mi-
tochondriow wyizolowanych z serca myszy z nadekspre-
sja PKC e obnizata otwarcie megakanatu, a jego catkowite
hamowanie miato miejsce w mitochodriach serca myszy z
konstytutywnie aktywng PKC 8 [53], Badania te sugeruja
udziat PKC e w regulacji aktywnosci megakanatu i jego
otwarcia.

Innym kanatem zlokalizowanym w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej, ktory prawdopodobnie oddziatuje z PKC
8, jest kanal potasowy, ktérego otwarcie regulowane jest
przez ATP (mitoKATp. W niepobudzonej komorce, kiedy
utrzymany jest staty poziom ATP, kanat ten jest zamkniety
[55], Jego otwarcie poprzedzone jest spadkiem ilosci ATP,
obserwowanym np. podczas niedokrwienia. Liczne do-
Swiadczenia wskazuja, ze krotkotrwate otwarcie kanatu mi-
toKAlpwptywa na regulacje objetosci macierzy, poziom Ca2+
w mitochondriach i produkcje wolnych rodnikéw [56,57],
Zaobserwowano, ze kanat mitoKAlpotwiera sie po podaniu
agonisty PKC e—Vj/eRACK, a zamyka po podaniu antago-
nisty, eVI-2 [58].
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KINAZA C-Raf (Raf-1)

Kinaza Raf-1, nalezgca do kinaz serynowo-treonino-
wych, ma kluczowe znaczenie w przekazywaniu sygnatow
zewnatrzkomaérkowych zaré6wno w prawidtowych, jak i no-
wotworowych komérkach. Rezultatem kaskady fosforylacji
zaleznych od Raf-1 jest aktywacja licznych kinaz biatko-
wych, co prowadzi do aktywacji czynnikéw transkrypcyj-
nych i proliferacji komdrek [59-61]. Po raz pierwszy powia-
zano kinaze Raf-1 z mitochondriami, prowadzac badania
na ludzkich komérkach nerkowych 293 oraz na komaérkach
32D.3, w ktorych wykazano, ze nadprodukcja biatka anty-
apototycznego Bcl-2 powoduje przeniesienie kinazy Raf-1
do mitochondriéw [62]. Dalsze doswiadczenia pokazatly,
ze Raf-1 fosforyluje, a tym samym inaktywuje proapopto-
tyczne biatko Bad w zewnetrznej btonie mitochondrialnej,
powodujgc zahamowanie apoptozy [63]. W mitochondriach
izolowanych z m6zgu chomika mongolskiego wykryto Kki-
naze Raf-1, ktérej poziom zmniejszat sie w czasie reperfuzji
po krétkotrwatym niedokrwieniu. Jednoczes$nie zwieksza-
ta sie ilos¢ kinazy JNK. Kinazy te fosforylujg odpowiednio
biatka Bad i Bcl-2, zmieniajgc ich wzajemne powinowactwo
i potaczenie z btong mitochondrialng. Badania te wskazaty
na udziat kinazy Raf-1 i INK w poischemicznej przebudo-
wie zewnetrznej btony mitochondriéw, co prowadzi do
uszkodzeniach neuronéw po niedokrwieniu mézgu [64],

Ciekawe wydaja sie obserwacje, ze Raf-1 dziata ochronnie
rowniez w komorkach, ktore nie ekspresjonujg biatka Bad i
sg ubogie w Bcl-2 [65]. Sugeruje to wystepowanie innych
biatek, z ktérymi oddziatuje Raf-1 w btonach mitochon-
drialnych. Badania metodg immunoprecypitacji pokazaty,
ze w mysich komdrkach nowotworowych 32Dcl.3 aktywna
kinaza Raf-1 fizycznie odziatuje z biatkiem VDAC [66]. C-
koncowy fragment kinazy Raf-1 taczy sie z biatkiem VDAC.
To potaczenie nie zmienia jednak aktywnos$ci MPTP wspét-
tworzonego przez VDAC. Sugerowany jest zatem udziat
jeszcze innych biatek; w tym Bcl-2. Wydaje sie, ze bezpo-
$rednie oddziatywanie Raf-1 i Bcl-2 z VDAC moze zmienié
jego konformacje, w rezultacie zmniejszajgc liczbe tworzo-
nych przez VDAC poréw w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej, obniza¢ depolaryzacje btony i zmniejsza¢ wyptyw
cytochromu ¢z mitochondriéw [66].

INNE KINAZY BIALKOWE

RODZINA KINAZ TYROZYNOWYCH Src

Obecnos¢ kinaz fosforylujgcych biatka w mitochondriach
wskazuje, ze sg one istotne dla funkcjonowania tych orga-
nelli. Oprécz kinaz serynowo-treoninowych znaleziono w
mitochondriach kinazy tyrozynowe zrodziny Src. Trak-
towanie oczyszczonych mitochondriow wyizolowanych
z mo6zgu szczura specyficznym inhibitorem kinaz Src (PP2)
hamowato fosforylacje reszt tyrozynowych wielu biatek
mitochondrialnych, co sugeruje obecno$¢ tych kinaz i ich
substratow w badanej frakcji [67], Badania z uzyciem spe-
cyficznych przeciwciat potwierdzity obecnos¢ czterech z 11
kinaz z rodziny Src: c-Src, Fyn, Lyn oraz Csk. Oprécz kina-
zy Lyn, ktora wydaje sie by¢ zlokalizowana w grzebieniach,
pozostate kinazy wystepuja w przestrzni miedzybtonowej
mitochondriow [68]. Do dziasiaj tylko dla kinazy c-Src zna-
leziono substrat, ktorym jest oksydaza cytochromowa [69],
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Wykazano tez, ze c-Src oddziatuje z kompleksem Il tafncu-
cha oddechowego. Jego fosforylacja wydaje sie by¢ niezbed-
na do prawidowego przeptywu elektronéw przez tancuch
oddechowy w komédrkach o duzym zapotrzebowaniu na
ATP, takich jak, bogate w mitochondria, osteoklasty [70].
Najnowsze badania sugerujg rowniez, ze obecno$¢ kinazy
c-Src w mitochondriach jest bezposrednio zwigzana z biatl-
kiem kotwiczacymi AKAP121 oraz biatkiem PTPD1 (ang.
protein tyrosine phosphatase), ktére biorg rowniez udziat w
kotwiczeniu kinazy PKA w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej [13].

RODZINA MAPK KINAZ

Kinazy MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) to
grupa kinaz serynowo-treoninowych aktywowanych mito-
genami, ktdra reguluje odpowiedz na sygnaty docierajace
do komérki z zewnatrz. Wptywajg one m.in na ekspresje
genow, roznicowanie komorkowe, proliferacje i apoptoze.
Rodzine kinaz MAP dzielimy na trzy grupy: kinazy p38,
JNK (ang. c-Jun terminal kinase)/SAPK (ang. stress-activated
protein kinase) oraz ERK /2. Generalnie aktywacja szlakow
JNK i p38 zwigzana jest z reakcja komorek na stres i moze
prowadzi¢ do ich $mierci. Szlak kinaz ERK1/2, zaangazo-
wany gtéwnie w procesy podziatu i wzrostu komorki, jest
aktywowany przez czynniki wzrostowe [71]. Nie ma zbyt
wielu doniesien dotyczacych kinazy p38 w mitochondriach;
wiadomo, ze jest ona zwigzana z procesami apoptozy, w
tym z przeniesieniem biatka Bax z cytosolu do mitochon-
driéw, niezaleznym od kaspaz wypltywem potasu oraz
z transkrypcyjna regulacjg TR3, biatka, ktore transporto-
wane jest z jadra do mitochodriéw inicjujac szlak apopto-
tyczny [72-74], Epperly i wspotpracownicy (2002) wykazali
transport kinazy p38 jak i INK do mitochondriéw hemato-
poetycznych komérek 32D cl 3 po naswietleniu promienimi
X [75], Gtéwnym skutkiem dziatania kinazy JNK na mito-
chondria jest stymulacja apoptozy. Traktowanie aktywng
kinazg JNK mitochondriéw wyizolowanych z m6zgu szczu-
ra powoduje hamowanie anty-apoptotycznych biatek Bcl-2 i
Bcl-Xj, prowadzgc do uwalniania cytochromu c [76-78]. Ba-
dania metodg dwuhybrydowg wykazaly, ze w komdrkach
drozdzy kinaza JNK #taczy sie z biatkiem Sab (SH3BP5), a
badania immunocytochemiczne wskazuja, ze INK wystepu-
je w mitochondriach w komorkach ludzkich (A431, HFF),
mysich (KIM-2) i kurzych (CEF) [78]. Sugeruje sie, ze biatko
Sab oddziatuje z JINK w mitochondriach, gdzie moze petni¢
funkcje podobng do biatek kotwiczacych z rodziny AKAP.
Nie wykluczone jest, ze moze posredniczy¢ w szlaku prze-
kazywania sygnatow przez JINK w mitochondriach [77], Jak
wspomniano wczesniej, ilos¢ aktywnej, ufosforylowanej
JNK zwigzanej z mitochondriami w neuronach zwieksza
sie w przebiegu poniedokrwiennej, op6znionej neurodege-
neracji, co wskazuje na udziat INK w procesie apoptozy, jak
wykazano w modelu przejSciowego niedokrwienia mozgu
chomika mongolskiego [64],

Pierwsze doniesienia, ktére wskazujg na mitochondrial-
ng lokalizacje ufosforylowanej/aktywnej kinazy ERKI1/2,
pochodzg z badan metodg western biot poszczeg6lnych
frakcji komoérkowych [79], Wykazano, ze uszkodzenie
komoérek nerki (ang. renal proximal tubular cells- RPTC)
cytostatykiem, cisplatyng, prowadzi do wzrostu ilosci ak-
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tywnej kinazy ERK1/2 oraz PKC a w mitochondriach, co
wydaje sie wptywaé na zwiekszenie potencjatu btony mito-
chondrialnej, spadek aktywnos$ci oksydacyjnej fosforylaciji,
wzrost aktywnoS$ci kaspazy 3 oraz apoptoze [79]. Podobnie,
udziat ERKI1/2 w fosforylacji biatek Bcl-2 i Bad wykazano
z zastosowaniem metody ko-immunoprecypitacji aktyw-
nej kinazy ERKI1/2 z biatkami z rodziny Bcl-2 [80], Bada-
nia immunohistochemiczne w mikroskopie elektronowym
potwierdzity obecnos$é¢ ufosforylowanej formy ERKI/2 w
mitochondriach [81]. Kolejne badania pozwolity doktadniej
okresli¢ ich lokalizacje w przestrzni miedzybtonowej oraz w
macierzy mitochondrialnej [81]. Ich wystepowanie zaobser-
wowano m.in. w mitochondriach uszkodzonych komérek
nerwowych pacjentéw z chorobg Parkinsona [82].

PODSUMOWANIE

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach po raz
kolejny potwierdzaja, jak istotng role odgrywaja w komorce
mitochondria. W chwili obecnej wydaje sie, ze bez fosfory-
lacji i defosforylacji biatek zwigzanych z mitochondriami
przez kinazy serynowe-treoninowe czy tyrozynowe nie
bytoby mozliwe przekazywanie sygnatéw z cytoplazmy
do mitochondriow. Czyni to kinazy biatkowe kluczowymi
biatkami niezbednymi do utrzymania réwnowagi pomie-
dzy wieloma procesami w komorce, w tym pomiedzy pro-
cesami prozyciowymi a apoptozg. Liczne kinazy biatkowe
zostaty zlokalizowane zar6wno w btonach mitochondrial-
nych, w przestrzeni pomiedzy nimi, a takze w macierzy mi-
tochondrialnej.

Aby kinazy biatkowe mogty wejs¢ na ,,mitochondrialny
szlak sygnatowy" i fosforylowa¢ badz oddziatywac z biat-
kami, tworzac z nimi kompleksy, a tym samym zmieniaé
ich konformacje i modulowa¢ funkcje, enzymy te muszg sie
przemiesci¢ z cytoplazmy do bton lub wnetrza mitochon-
driow. W niektoérych przypadkach potaczenie kinazy z bto-
ng umozliwia jej aktywacje. Nadal nie jest jednak znany me-
chanizm transportu kinaz biatkowych PKA, Akt, PKC i INK
do mitochondriow. Nie sg tez w petni opisane biatka, ktére
biorg udziat w transporcie aktywnych domen kinaz biatko-
wych. Wstepne badania sugerujg udziat biatek transportu-
jacych TOM (ang. tranlsocase of outer membrane) oraz TIM
(ang. translocase of inner membrane) [83], biatek zdajacych sie
by¢ kotwicg dla kinaz, np. biatek receptorowch RICK (ang.
receptors for inactive C kinase) i RACK (ang. receptorsfor acti-
vated C kinase) dla izoform PKC [84,85], czy biatek kotwiczg-
cych z rodziny AKAP dla PKA [19]. Dodatkowo, przypusz-
cza sie, ze biatko PICK1 (ang. protein that interact with protein
C kinase) przenosi PKC a z cytosolu do mitochondridw [86],
natomiast biatko /TCOP (ang. [3 coatamer protein) wydaje sie
by¢ specyficznym biatkiem RACK dla izoformy PKC e [87],
Nie jest znany mechanizm transportu kinazy PKB/Akt do
mitochondriéw. Sugerowany jest udziat translokazy biatka
szoku cieplnego w powigzaniu z biatkiem TOM20 [29].

Dotatkowo istnieje szereg kinaz biatkowych towarzy-
szgcych kinazom biatkowym docelowo przenoszonym do
bton oraz wnetrza mitochondriow, ktére posrednio wpty-
wajg na aktywacje szlakow sygnatowych prowadzacych
do przezycia lub $mierci komorek [88-90], Do takich kinaz
nalezy m.in. cytoplazmatyczna kinaza biatkowa G (PKG),
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ktora w wyniku krotkotrwatego, hartujgcego niedokrwienia
serca jest aktywowana przez cykliczne GMP (cGMP). PKG
prawdopodobnie fosforyluje nieznane biatko w zewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej, ktére w wyniku niezbadanego
mechanizmu przenosi dalej sygnat do znajdujacej sie w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej PKC e. Wiele doswiad-
czen wskazuje, ze aktywna PKC £ oddziatuje nastepnie z
kanatem potasowym mitoKATp Fosforylacja badZ inne mo-
dulacje kanatu dajg komorce wyrazny efekt ochronny [90].

PISMIENNICTWO

1

10.

1

=

12.

1

w

14.

15.

Houslay MD (1991) 'Crosstalk': a pivotal role for protein kinase C in
modulating relationships between signal transduction pathways. Eur
J Biochem 195:9-27

Geiger B, Bershadsky A, Pankov R, Yamada KM (2001) Transmem-
brane crosstalk between the extracellular matrix—eytoskeleton cross-
talk. Nat Rev Mol Cell Biol 2: 793-805

Impey S, Obrietan K, Wong ST, Poser S, Yano S, Wayman G, Deloulme
JC, Chan G, Storm DR (1998) Cross talk between ERK and PKA is re-
quired for Ca2+stimulation of CREB-dependent transcription and ERK
nuclear translocation. Neuron 21: 869-883

Shen YH, Godlewski J, Zhu J, Sathyanarayana P, Leaner V, Birrer MJ,
Rana A, Tzivion G (2003) Cross-talk between JNK/SAPK and ERK/
MAPK pathways: sustained activation of INK blocks ERK activation
by mitogenic factors. J Biol Chem 278: 26715-26721

Downward J (2001) The ins and outs of signalling. Nature 411: 759-
762

Nowak JZ, Zawilska JB (2004) Receptory i mechanizmy przekazywa-
nia sygnatu, Wydanie drugie rozszerzone. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa

Thomson M (2002) Evidence of undiscovered cell regulatory mecha-
nisms: phosphoproteins and protein kinases in mitochondria. Cell Mol
Life Sci 59: 213-219

Horbinski C, Chu CT (2005) Kinase signaling cascades in the mito-
chondrion: a matter of life or death. Free Radie Biol Med 38: 2-11

Technikova-Dobrova Z, Sardanelli AM, Stanca MR, Papa S (1994)
cAMP-dependent protein phosphorylation in mitochondria of bovine
heart. FEBS Lett 350:187-191

Technikova-Dobrova Z, Sardanelli AM, Speranza F, Scacco S, Signorile
A, Lorusso V, Papa S (2001) Cyclic adenosine monophosphate-depen-
dent phosphorylation of mammalian mitochondrial proteins: enzyme
and substrate characterization and functional role. Biochemistry 40:
13941-13947

. Affaitati A, Cardone L, de Cristofaro T, Carlucci A, Ginsberg MD, Var-

rone S, Gottesman ME, Avvedimento EV, Feliciello A (2003) Essential
role of A-kinase anchor protein 121 for cAMP signaling to mitochon-
dria. J Biol Chem 278: 4286-1294

Cardone L, Carlucci A, Affaitati A, Livigni A, DeCristofaro T, Garbi
C, Varrone S, Ullrich A, Gottesman ME, Avvedimento EV, Feliciello
A (2004) Mitochondrial AKAP121 binds and targets protein tyrosine
phosphatase DI, a novel positive regulator of sre signaling. Mol Cell
Biol 24: 4613-4626

. Livigni A, Scorziello A, Agnese S, Adometto A, Carlucci A, Garbi C,

Castaldo I, Annunziato L, Avvedimento EV, Feliciello A (2006) Mito-
chondrial AKAP121 links cAMP and sre signaling to oxidative meta-
bolism. Mol Biol Cell 17:263-271

Dyson MT, Jones JK, Kowalewski MP, Manna PR, Alonso M, Gotte-
sman ME, Stocco DM (2008) Mitochondrial A-kinase anchoring pro-
tein 121 binds type Il protein kinase A and enhances steroidogenic
acute regulatory protein-mediated steroidogenesis in MA-10 mouse
Leydig tumor cells. Biol Reprod 78: 267-277

Stocco DM, Wang X, Jo Y, Manna PR (2005) Multiple signaling path-
ways regulating steroidogenesis and steroidogenic acute regulatory
protein expression: more complicated than we thought. Mol Endocri-
nol 19: 2647-2659

214

1

[o2]

17.

18.

1

20.

21.

22.

2

w

24.

25.

26.

2

By

28.

29.

30.

3

g

32.

3

w

34.

3

36.

37.

©

a1

. Manna PR, Jo Y, Stocco DM (2007) Regulation of Leydig cell steroido-

genesis by extracellular signal-regulated kinase 1/2: role of protein
kinase A and protein kinase C signaling. J Endocrinol 193: 53-63

Downward J (2004) PI 3-kinase, Akt and cell survival. Semin Cell Dev
Biol 15:177-182

Poderoso C, Converso DP, Maloberti P, Duarte A, Neuman |, Galli S,
Maciel FC, Paz C, Carreras MC, Poderoso JJ, Podesta EJ (2008) A mi-
tochondrial kinase complex is essential to mediate an ERK1/2-depen-
dent phosphorylation of a key regulatory protein in steroid biosynthe-
sis. PLoS ONE 3: el443

Perkins GA, Wang L, Huang LJ, Humphries K, Yao VJ, Martone M,
Deerinck TJ, Barraclough DM, Violin JD, Smith D, Newton A, ScottJD,
Taylor SS, Ellisman MH (2001) PKA, PKC, and AKAP localization in
and around the neuromuscular junction. BMC Neurosci 2:17

Bijur GN, Jope RS (2003) Rapid accumulation of Akt in mitochondria
following phosphatidylinositol 3-kinase activation. J Neurochem 87:
1427-1435

Kang BP, Urbonas A, Baddoo A, Baskin S, Malhotra A, Meggs LG
(2003) IGF-1 inhibits the mitochondrial apoptosis program in mesan-
gial cells exposed to high glucose. Am J Physiol Renal Physiol 285:
F1013-F1024

Grimes CA, Jope RS (2001) The multifaceted roles of glycogen syn-
thase kinase 3beta in cellular signaling. Prog Neurobiol 65: 391-426

. Parcellier A, Tintignac LA, Zhuravleva E, Hemmings BA (2008) PKB

and the mitochondria: AKTing on apoptosis. Cell Signal 20:21-30

Bijur GN, Jope RS (2001) Proapoptotic stimuli induce nuclear accu-
mulation of glycogen synthase kinase-3 beta. J Biol Chem 276: 37436-
37442

Bijur GN, De Samo P, Jope RS (2000) Glycogen synthase kinase-3beta
facilitates staurosporine- and heat shock-induced apoptosis. Protec-
tion by lithium. J Biol Chem 275: 7583-7590

Hetman M, Cavanaugh JE, Kimelman D, Xia Z (2000) Role of glycogen
synthase kinase-3beta in neuronal apoptosis induced by trophic with-
drawal. J Neurosci 20: 2567-2574

.Bullard A], Govewalla P, Yellon DM (2005) Erythropoietin protects the

myocardium against reperfusion injury in vitro and in vivo. Basic Res
Cardiol 100: 397-403

Hanlon PR, Fu P, Wright GL, Steenbergen C, Arcasoy MO, Murphy E

(2005) Mechanisms of erythropoietin-mediated cardioprotection dur-
ing ischemia-reperfusion injury: role of protein kinase C and phospha-

tidylinositol 3-kinase signaling. FASEB J 19:1323-1325

Kobayashi H, Miura T, Ishida H, Miki T, Tanno M, Yano T, Sato T,

Hotta H, Shimamoto K (2008) Limitation of infract size by erythropoi-

etin is associated with translocation of Akt to the mitochondria after

reperfusion. Clin Exp Pharmacol Physiol, w druku

Parker PJ, Murray-Rust J (2004) PKC at a glance. J Cell Sci 117: 131-
132

. Corbalan-Garcia S, Gomez-Femandez JC (2006) Protein kinase C regu-

latory domains: the art of decoding many different signals in mem-
branes. Biochim Biophys Acta 1761: 633-654
Metzger F, Kapfhammer JP (2003) Protein kinase C: its role in activity-

dependent Purkinje cell dendritic development and plasticity. Cere-
bellum 2: 206-214

. Steinberg SF (2004) Distinctive activation mechanisms and functions

for protein kinase C6. Biochem j 384:449-459

Ramakers GM, Pasinelli P, Hens JJ, Gispen WH, De Graan PN (1997)
Protein kinase C in synaptic plasticity: changes in the in situ phospho-
rylation state of identified pre- and postsynaptic substrates. Prog Neu-
ropsychopharmacol Biol Psychiatry 21: 455-486

Nakajima T (2006) Signaling cascades in radiation-induced apoptosis:
roles of protein kinase C in the apoptosis regulation. Med Sci Monit 12:
RA220-RA224

Fernandez E, Cuenca N, Garcia M, De Juan J (1995) Two types of mi-
tochondria are evidenced by protein kinase C immunoreactivity in the
Muller cells of the carp retina. Neurosci Lett 183: 202-205

Majumder PK, Pandey P, Sun X, Cheng K, Datta R, Saxena S, Khar-
banda S, Kufe D (2000) Mitochondrial translocation of protein kinase

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54,

55.

56.

Co in phorbol ester-induced cytochrome c release and apoptosis. J Biol
Chem 275: 21793-21796

Majumder PK, Mishra NC, Sun X, Bharti A, Kharbanda S, Saxena S,
Kufe D (2001) Targeting of protein kinase C delta to mitochondria in
the oxidative stress response. Cell Growth Differ 12:465-470

Denning MF, Wang Y, Tibudan S, Alkan S, Nickoloff BJ, Qin JZ (2002)
Caspase activation and disruption of mitochondrial membrane poten-
tial during UV radiation-induced apoptosis of human kératinocytes
requires activation of protein kinase C. Cell Death Differ 9: 40-52

Li L, Lorenzo PS, Bogi K, Blumberg PM, Yuspa SH (1999) Protein kina-
se C6 targets mitochondria, alters mitochondrial membrane potential,
and induces apoptosis in normal and neoplastic kératinocytes when
overexpressed by an adenoviral vector. Mol Cell Biol 19: 8547-8558

Ffe Y, LiuJ, Grossman D, Durrant D, Sweatman T, Lothstein L, Epand
RF, Epand RM, Lee RM (2007) Phosphorylation of mitochondrial pho-
spholipid scramblase 3 by protein kinase C5 induces its activation and
facilitates mitochondrial targeting of tBid. J Cell Biochem 101: 1210-
1221

Van Q, LiuJ, Lu B, Feingold KR, Shi Y, Lee RM, Flatch GM (2007) Pho-
spholipid scramblase-3 regulates cardiolipin de novo biosynthesis and
its resynthesis in growing HelLa cells. Biochem J 401:103-109

Liu J, Chen J, Dai Q, Lee RM (2003) Phospholipid scramblase 3 is the
mitochondrial target of protein kinase C delta-induced apoptosis.
Cancer Res 63:1153-1156

Liu J, Dai Q, Chen J, Durrant D, Freeman A, Liu T, Grossman D, Lee
RM (2003) Phospholipid scramblase 3 controls mitochondrial structu-
re, function, and apoptotic response. Mol Cancer Res 1: 892-902

Liu J, Weiss A, Durrant D, Chi NW, Lee RM (2004) The cardiolipin-
binding domain of Bid affects mitochondrial respiration and enhances
cytochrome c release. Apoptosis 9: 533-541.

Uecker M, Da Silva R, Grampp T, Pasch T, Schaub MC, Zaugg M
(2003) Translocation of protein kinase C isoforms to subcellular targets
in ischemic and anesthetic preconditioning. Anesthesiology 99: 138-
147

Inagaki K, Hahn HS, Dom GW, Mochly-Rosen D (2003) Additive pro-
tection of the ischemic heart ex vivo by combined treatment with del-
ta-protein kinase C inhibitor and epsilon-protein kinase C activator.
Circulation 108: 869-875

Haiestrap AP, Clarke SJ, Khaliulin | (2007) The role of mitochondria
in protection of the heart by preconditioning. Biochim Biophys Acta
1767:1007-1031

Budas GR, Churchill EN, Mochly-Rosen D (2007) Cardioprotective
mechanisms of PKC isozyme-selective activators and inhibitors in the
treatment of ischemia-reperfusion injury. Pharmacol Res 55:523-536
Budas GR, Mochly-Rosen D (2007) Mitochondrial protein kinase Cep-

silon (PKCepsilon): emerging role in cardiac protection from ischaemic
damage. Biochem Soc Trans 35:1052-1054

,0gbi M, Chew CS, Pohl J, Stuchlik O, Ogbi S, Johnson JA (2004) Cy-

tochrome c oxidase subunit IV as a marker of protein kinase Cepsilon
function in neonatal cardiac myocytes: implications for cytochrome ¢
oxidase activity. Biochem J 382: 923-932.

Ogbi M, Johnson JA (2006) Protein kinase Ce interacts with cytochro-
me c oxidase subunit IV and enhances cytochrome c oxidase activity in
neonatal cardiac myocyte preconditioning. Biochem J393:191-199

Baines CP, Song CX, Zheng YT, Wang GW, Zhang J, Wang OL, Guo Y,
Bolli R, Cardwell EM, Ping P (2003) Protein kinase Cepsilon interacts
with and inhibits the permeability transition pore in cardiac mitochon-
dria. Circ Res 92: 873-880

Haiestrap AP, McStay GP, Clarke SJ (2002) The permeability transition
pore complex: another view. Biochimie 84:153-166

Szewczyk A, Wojtczak L (2002) Mitochondria as a pharmacological
target. Pharmacol Rev 54:101-127

Bednarczyk P, Dotowy K, Szewczyk A (2005) Matrix Mg2+tregulates
mitochondrial ATP-dependent potassium channel from heart. FEBS
Lett 579:1625-1632

Postepy Biochemii 54 (2) 2008

57.

Otani H (2004) Reactive oxygen species as mediators of signal trans-
duction in ischemic preconditioning. Antioxid Redox Signal 6: 449-
469

58.Jaburek M, Costa AD, Burton JR, Costa CL, Garlid KD (2006) Mito-

59.

60.

6

iy

62.

63.

6

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

7.

B

chondrial PKCe and mitochondrial ATP-sensitive K+channel copurify
and coreconstitute to form a functioning signaling module in proteoli-
posomes. Circ Res 99: 878-883

Karandikar M, Xu S, Cobb MH (2000) MEKK1 binds raf-1 and the
ERK2 cascade components. J Biol Chem 275: 40120-40127

Matheny SA, Chen C, Kortum RL, Razidlo GL, Lewis RE, White MA
(2004) Ras regulates assembly of mitogenic signalling complexes thro-
ugh the effector protein IMP. Nature 427: 256-260

.von Kriegsheim A, Pitt A, Grindlay GJ, Kolch W, Dhillon AS (2006)

Regulation of the Raf-MEK-ERK pathway by protein phosphatase 5.
Nat Cell Biol 8:1011-1016

Wang HG, Rapp UR, Reed JC (1996) Bcl-2 targets the protein kinase
Raf-1 to mitochondria. Cell 87: 629-638

Wang HG, Reed JC (1998) Bcl-2, Raf-1 and mitochondrial regulation of
apoptosis. Biofactors 8:13-16

Dluzniewska J, Beresewicz M, Wojewodzka U, Gajkowska B, Zabloc-
ka B.(2005) Transient cerebral ischemia induces delayed proapoptotic
bad translocation to mitochondria in CA1 sector of hippocampus. Bra-
in Res Mol Brain Res 133: 274-280

Zhong J, Troppmair J, Rapp UR (2001) Independent control of cell
survival by Raf-1 and Bcl-2 at the mitochondria. Oncogene 20: 4807-
4816

Le Mellay V, Troppmair J, Benz R, Rapp UR (2002) Negative regula-
tion of mitochondrial VDAC channels by C-Raf kinase. BMC Cell Biol
3:14

Salvi M, Brunati AM, Bordin L, La Rocca N, Clari G, Toninello A (2002)
Characterization and location of Src-dependent tyrosine phosphoryla-
tion in rat brain mitochondria. Biochim Biophys Acta 1589:181-195

Garcia FM, Troiano L, Moretti L, Pedrazzi J, Salvioli S, Castilla-Corta-
zar |, Cossarizza A (2000) Changes in intramitochondrial cardiolipin
distribution in apoptosis-resistant HCW-2 cells, derived from the hu-
man promyelocytic leukemia HL-60. FEBS Lett 478: 290-294

Miyazaki T, Neff L, Tanaka S, Home WC, Baron R (2003) Regulation
of cytochrome c oxidase activity by c-Src in osteoclasts. J Cell Biol 160:
709-718

Miyazaki T, Tanaka S, Sanjay A, Baron R (2006) The role of c-Src kinase
in the regulation of osteoclast function. Mod Rheumatol 16: 68-74

Chang L, Karin M (2001) Mammalian MAP kinase signalling cascades.
Nature 410: 37-40

Holmes WF, Soprano DR, Soprano KJ (2003) Early events in the induc-
tion of apoptosis in ovarian carcinoma cells by CD437: activation of the
p38 MAP kinase signal pathway. Oncogene 22: 6377-6386

Bossy-Wetzel E, Schwarzenbacher R, Lipton SA (2004) Molecular pa-
thways to neurodegeneration. NatMed 10(Suppl): S2-S9

Bossy-Wetzel E, Talantova MV, Lee WD, Scholzke MN, Harrop A,
Mathews E, Gotz T, Han J, Ellisman MH, Perkins GA, Lipton SA
(2004) Crosstalk between nitric oxide and zinc pathways to neuronal
cell death involving mitochondrial dysfunction and p38-activated K+
channels. Neuron 41: 351-365

Epperly MW, Sikora CA, DeFilippi SJ, Gretton JA, Zhan Q, Kufe DW,
Greenberger JS (2002) Manganese superoxide dismutase (SOD2) inhi-
bits radiation-induced apoptosis by stabilization of the mitochondrial
membrane. Radiat Res 157: 568-577

Schroeter H, Boyd CS, Ahmed R, Spencer JP, Duncan RF, Rice-Evans
C, Cadenas E (2003) c-Jun N-terminal kinase (JNK)-mediated modu-
lation of brain mitochondria function: new target proteins for JNK
signalling in mitochondrion-dependent apoptosis. Biochem J 372:359-
369

Wiltshire C, Gillespie DA, May GH (2004) Sab (SH3BP5), a novel mi-
tochondria-localized JNK-interacting protein. Biochem Soc Trans 32:
1075-1077

215



78. Wiltshire C, Matsushita M, Tsukada S, Gillespie DA, May GH (2002) A spanning membrane proteins through the intermembrane space. Mol

new c-Jun N-terminal kinase (JNK)-interacting protein, Sab (SH3BP5), Cell Biol 23: 7818-7828

associates with mitochondria. Biochem J 367:577-585 85. Truscott KN, Brandner K, Pfanner N (2003) Mechanisms of protein im-
79. Nowak G (2002) Protein kinase C-alpha and ERK1/2 mediate mito- port into mitochondria. Curr Biol 13: R326-R337

chondrial dysfunction, decreases in active Na+transport, and cispla- 86.Wang WL, Yeh SF, Chang YI, Hsiao SF, Lian WN, Lin CH, Huang

tin-induced apoptosis in renal cells. J Biol Chem 277:43377-43388 CY, Lin WJ (2003) PICK1, an anchoring protein that specifically targets
80. Deng X, Ruvolo P, Carr B, May WS Jr (2000) Survival function of protein kinase Calpha to mitochondria selectively upon serum stimu-

ERK1/2 as IL-3-activated, staurosporine-resistant Bcl2 kinases. Proc lation in NIH 3T3 cells. J Biol Chem 278: 37705-37712

Natl Acad Sci USA 97:1578-1583 87.Csukai M, Chen CH, De Matteis MA, Mochly-Rosen D (1997) The
81. Alonso M, Melani M, Converso D, Jaitovich A, Paz C, Carreras MC, coatomer protein beta'-COP, a selective binding protein (RACK) for

Medina JH, Poderoso JJ (2004) Mitochondrial extracellular signal-re- protein kinase Ce. J Biol Chem 272: 29200-29206

gulated kinases 1/2 (ERK1/2) are modulated during brain develop- 88.Wang QJ (2006) PKD at the crossroads of DAG and PKC s:gnaling.

ment. JNeurochem 89: 248-256 Trends Pharmacol Sci 27; 317-323
82. Zhu JH, Guo F, Shelburne J, Watkins S, Chu CT (2003) Localization of 89. Lasfer M, Davenne L, Vadrot N, Alexia C, Sadji-Ouatas Z, Eringuier

phosphorylated ERK/MAP kinases to mitochondria and autophago- AF, Feldmann G, Pessayre D, Reyl-Desmars F (2006) Protein kinase

somes in Lewy body diseases. Brain Pathol 13:473-481 PKC delta and c-Abl are required for mitochondrial apoptosis induc-
83. Bolender N, Sickmann A, Wagner R, Meisinger C, Pfdénner N (2008) tion by genotoxic stress in the absence of p53, p73 and Fas receptor.

Multiple pathways for sorting mitochondrial precursor proteins. FEBS Lett 580: 2547-2552

EMBO Rep 9: 42-49 90. Costa AD, Pierre SV, Cohen MV, Downey JM, Garlid KD (2003) cGMP
84. Frazier AE, Chacinska A, Truscott KN, Guiard B, Pfanner N, Rehling P signalling in pre- and post-conditioning: the role of mitochondria. Car-

(2003) Mitochondria use different mechanisms for transport of multi- diovasc Res 77: 344-352

Protein kinases in mitochondria
Joanna Ewa Kowalczyk , Barbara Zablocka
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ABSTRACT

Mitochondria, besides playing a central role in energy metabolism within the cell, are involved in a cohort of other processes like cellular
differentiation and apoptosis. Investigations during recent few years have shown that protein kinases, including PKA, PKB/Akt, PKC, Raf-1,
p38 MAPK, JNK, ERK1/2, Src, Fyn and Csk, may directly interact with mitochondrial proteins. Their role mainly concentrates at phosphory-
lation of pro- and anti-apoptotic proteins (Bad, Bax, Bcl-2, Bcl-xL), phosphorylation/modification of electron transport chain proteins (complex
I, COIV), MPTP forming proteins VDAC and ANT, proteins of mitochondrial ATP-sensitive potassium channel (mitoKAIp and phospholipid
scramblase 3 (PLSCR3). Many experimental data showed the presence of protein kinases in the outer and inner mitochondrial membranes as
well as in the mitochondrial matrix during in vitro cell stimulations, in neurodegenerative diseases and in in vivo ischaemia heart preconditio-
ning. These data show that translocation of protein kinases to mitochondria plays an important role especially during ischaemia/reperfusion
in brain and heart.
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Zastosowanie elektroforezy ,,Blue Native"
w badaniach mitochondrialnego tancucha
oddechowego w normie i patologii

STRESZCZENIE

pracowana pod koniec XX wieku, elektroforeza ,,Blue Native'™ wykorzystywana jest do

badania sktadu komplekséw biatkowych oraz w diagnostyce choréb mitochondrial-
nych, zwigzanych z uszkodzeniami tancucha oddechowego. Biatka i kompleksy biatkowe
rozdzielone w zelu za pomocg tej techniki zachowujg swojg aktywnos$¢ enzymatyczng. W
artykule opisano kluczowe etapy elektroforezy ,,Blue Native" determinujace jako$¢ rozdzia-
tu oraz uzytecznos¢ tej techniki w badaniach mitochondrialnego tancucha oddechowego w
komoérkach zdrowych i dotknietych patologia.

WPROWADZENIE

Wiele biatek oddziatuje ze sobg, tworzgc kompleksy i dzieki temu moga spet-
nia¢é w komérce wyspecjalizowane funkcje. W ostatnim czasie nastgpit dyna-
miczny rozwoj takich kierunkéw biologii molekularnej, jak badania komplek-
sow biatkowych (ang. complexomics) oraz oddziatywania biatko-biatko (ang.
interactomics). Sprawito to, ze niezbedne stato sie opracowanie metod pozwa-
lajacych na doktadniejsze poznanie i identyfikacje obecnych w komérce kom-
pleksow biatkowych. Do metod, kt6re to umozliwiajg nalezy elektroforeza ,,Blue
Native" (BN-PAGE), immunoprecypitacja, dwustopniowe oczyszczanie metoda
powinowactwa (ang. two step affinity purification) oraz drozdzowy system dwu-
hybrydowy (ang. two hybride system).

Elektroforeza ,,Blue Native" jest jedng z najpopularniejszych metod badania
biatek w ich natywnej formie. Technika ta rozwija sie intensywnie od poczatku
lat 90. ubiegtego wieku i jest ciggle udoskonalana [1], Jej twdrcami sg niemiec-
cy badacze Schéagger i Von Jagow [2], Poczatkowo stuzyta gtownie do badania
komplekséw tancucha oddechowego izolowanych z bton mitochondriow [2]. W
ostatnich latach technika ta znalazta rowniez szereg innych zastosowan, np. w
diagnostyce chor6b mitochondrialnych (zwiazanych z uszkodzeniami tancucha
oddechowego) [3], czy jako metoda komplementarna do immunoprecypitacji w
badaniach oddziatywan biatek [4]. Ogromng zaleta BN-PAGE jest to, ze w trak-
cie rozdziatu elektroforetycznego zachowywana jest oryginalna aktywnos$¢ en-
zymatyczna oraz oddziatywania biatek wchodzgcych w sktad kompleksow [2].
Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu optymalnych warunkédw zaréwno podczas
izolacji, jak i rozdziatu.

ELEKTROFOREZA ,,.BLUE NATIVE" |
SDS-PAGE - ROZNICE | PODOBIENSTWA

SDS-PAGE

Do rozdziatu elektroforetycznego typu SDS-PAGE biatka nalezy zdenatu-
rowac i ,optaszczy¢" jonowym detergentem dodecylosiarczanem sodu (SDS).
Zasada rozdziatu biatek z zastosowaniem SDS-PAGE jest stosunkowo prosta.
SDS w trakcie przygotowania prébki wigze sie z biatkami w stosunku maso-
wym 4,1:1, nadajgc im ujemny tadunek elektryczny o statej gestosci, bez wzgle-
du na wielko$¢ biatka. W tego typu elektroforezie szybko$¢ migracji biatek w
zelu nie jest determinowana przez wielko$¢ tadunku elektrycznego, lecz zalezy
wytacznie od masy biatka. Biatka rozdzielane sa w zelu poliakryloamidowym na
podstawie zréznicowanej ruchliwosci elektroforetycznej w polu elektrycznym.
Ruchliwos¢ ta jest odwrotnie proporcjonalna do logarytmu masy czasteczkowej
biatka. W rzeczywistosci biatka rozdzielane sg w SDS-PAGE na zasadzie filtra-
cji, analogicznie do metody chromatograficznej (sagczenie molekularne). Ten typ
elektroforezy pozwala na rozdziat biatek o masach czgsteczkowych w zakresie
ok. 10-400 kDa [5],
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»BLUE NATIVE"-PAGE

W odréznieniu od elektroforezy denaturujacej, na kaz-
dym etapie elektroforezy ,Blue Native", czyli podczas
przygotowania probki oraz jej rozdziatu w zelu, biatka za-
chowuja swoja strukture drugo-, trzecio- i czwartorzedowa.
Elektroforeza ,,Blue Native" pozwala na rozdziat biatek/
komplekséw biatkowych o znacznie wiekszej masie w po-
rownaniu z elektroforezg SDS-PAGE. Przy zastosowaniu
standardowego poliakryloamidowego zelu gradientowego
(4-16% poliakryloamid) mozna rozdzieli¢ biatka o masie
od 100 kDa do 1,5-2 MDa. Dodatkowe obnizenie stezenia
akryloamidu pozwala na rozszerzenie tego zakresu nawet
do 4 MDa. Zastgpienie zelu poliakryloamidowego agaro-
zowym przesuwa te granice jeszcze dalej — nawet do 10
~ 15 MDa. Daje to mozliwos$¢ badania duzych komplek-
sOéw biatkowych, np. takich jak kompleks dehydrogenazy
pirogronianowej, ktéry ma mase okoto 8 MDa [6]. Wyko-
rzystywany w elektroforezie BN-PAGE barwnik Coomassie
Brillant Blue G-250 zmienia tadunek biatek na ujemny oraz
zmniejsza tendencje biatek o duzych powierzchniach hy-
drofobowych do agregacji umozliwiajac ich rozdziat elek-
troforetyczny. Przyktadowy obraz rozdzialu komplekséw
tancucha oddechowego wyizolowanych z mitochondridéw
serca szczura przedstawiono na Ryc. 1.

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA ROZDZIAL
KOMPLEKSOW BIALKOWYCH W
ELEKTROFOREZIE ,.BLUE NATIVE"

Uzyskanie rozdziatu poréwnywalnego z przedstawio-
nym na Ryc. 1jest mozliwe przy przestrzeganiu kilku zasad
wymienionych ponizej.

PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO ROZDZIAtLU
ELEKTROFORETYCZNEGO - WYBOR
ODPOWIEDNIEGO DETERGENTU

Jednym z wazniejszych etapoéw, zastugujgcych na
szczegdlng uwage, jest etap przygotowania probki, ktéra
ma by¢ poddawana rozdziatowi elektroforetycznemu. W
przypadku biatek btonowych polega on na ,,wydobyciu"
komplekséw biatkowych z ich naturalnego $rodowiska
lipidowego, w taki sposob, aby nie naruszy¢ struktury
samego kompleksu. W elektroforezie ,,Blue Native", ze

kompleksy
fancucha
oddechowega

—

R .

- "

Blue Native - PAGE

— [V

s []

Rycina 1. Elektroforetyczny rozdziat komplekséw tafcucha oddechowego wy-
izolowanych z mitochondridw serca szczura przy uzyciu elektroforezy ,Blue
Native". Zel poliakryloamidowy (gradient 5-13%), n-dodecylo-p-D-maltozyd
- 1%,
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wzgledu na potrzebe zachowania biatek w formie nie-
zdenaturowanej oraz oddziatywan pomiedzy biatkami,
nie jest mozliwe zastosowanie tak silnego detergentu jo-
nowego jakim jest SDS i dlatego wykorzystuje sie deter-
genty niejonowe. Btony organelli komdrek eukariotycz-
nych charakteryzujg sie réznym skiadem lipidowym oraz
zawartos$cig biatek. W zwigzku z tym, w zalezno$ci od
badanego materiatu, niezbedne jest dobranie odpowied-
niego detergentu oraz jego stezenia do solubilizacji bton.
Uzyty detergent nie moze doprowadzié¢ do rozpadu kom-
plekséw biatkowych, ajednocze$nie powinien by¢ na tyle
efektywny zeby ,rozerwac" wigzania pomiedzy biatkami
i lipidami. Do najczes$ciej stosowanych detergentow nie-
jonowych nalezg n-dodecylo-|3-D-maltozyd [2], digitoni-
na [7], Triton X-100 [7], saponina [8] oraz Brij 96 [8]. W
niektdrych przypadkach stosuje sie Big, CHAPS, NP-40
oraz n-dekanoilosacharoze [9], W Tabeli 1 przedstawiono
zestawienie najbardziej popularnych detergentow i ich
zastosowanie.

SILAJONOWA

Czynnikiem wptywajacym na wydajnosé¢ ekstrakcji kom-
plekséw z bton jest odpowiedni sktad roztworu, w ktérym
przeprowadza sie solubilizacje bton. Najczesciej do tego celu
wykorzystuje sie roztwory o niskiej sile jonowej. Warunki
takie zapewni¢ moze roztwor kwasu aminokapronowego,
badZ octanu potasu. Rozpuszczalne kompleksy biatkowe sg
szczego6lnie wrazliwe na warunki panujace w trakcie przy-
gotowywania probki, poniewaz oddziatywania pomiedzy
biatkami moga ulega¢ ostabieniu nawet przy bardzo niskiej
sile jonowej.'

COOMASSIE BRILLIANT BLUE G-250

W niektorych przypadkach stabilno$¢ komplekséw
moze by¢ zwiekszona poprzez obnizenie stezenia Co-
omassie Brillant Blue w prébce przygotowanej do elek-
troforezy. W tym przypadku ilo$¢ barwnika, ktéry stan-
dardowo jest obecny w buforze katodowym, wystarcza
do prawidtowego przebiegu elektroforezy i pozwala na
rozdziat kompleksdw biatkowych. Kiedy bufor katodowy
oraz probka przygotowana do elektroforezy nie zawiera-
ja Coomassie Brillant Blue mamy do czynienia z elektro-
forezg ,,Clear Native"-PAGE (CN-PAGE) [10]. Wykonuje
sie ja wtedy, gdy istnieje podejrzenie, ze stabilnosé kom-
pleksow, badz superkomplekséw biatkowych moze by¢
obnizana przez obecny barwnik. Ten typ elektroforezy

Tabela 1. Detergenty wykorzystywane do ekstrakcji biatek w elektroforezie ,,Blue
Native".

| Detergent Materiat Stezenie

Digitonina m!tochondri_a sse}k_éw 1-2%
mitochondria ro$lin 1-2%

n-dodecylo- mitochondria ssakéw 4 mg/mg biatka

P-D-maltozyd mitochondria roslin 5mg/mg biatka
mitochondria ssakéw 1-3%

Triton X-100 mitochondria roslin 0,5%
totalny ekstrakt komaérkowy 0,1%

Saponina totalny ekstrakt komorkowy 1%

Brij 96 totalny ekstrakt komorkowy 0,5%
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Rycina 2. Wplyw ilosci biatka na rozdziat komplekséw tafncucha oddechowego
wyizolowanych z mitochondriéw watroby szczura przy uzyciu elektroforezy
,Blue Native". Zel poliakryloamidowy (gradient 6-13%), n-dodecylo-P-D-malto-
zyd - 1% (wg [16], zmodyfikowane, za zgoda).

jestrowniez z powodzeniem wykorzystywany w diagno-
styce choréb mitochondrialnych [11].

RODZAJ ROZDZIELANYCH
KOMPLEKSOW BIALKOWYCH

Najwiecej probleméw przysparza badaczom wykonanie
elektroforezy ,,Blue Native" z lizatu komdrkowego zawie-
rajacego wszystkie biatka komorki, zaréwno btonowe, jak
i rozpuszczalne (cytosolowe). Camacho-Carvajal i wsp.
stwierdzili, ze w cytosolu znajduje sie niskoczgsteczkowy
(mniejszy niz 3,5 kDa) czynnik, ktory zaburza rozdziat elek-
troforetyczny [8]. Jakos¢ rozdziatu kompleksow biatkowych
metodg BN-PAGE mozna poprawi¢ pozbywajac sie tego
czynnika, np. metodg dializy.

A B

Mitochondria watroby szczura

60 ug

60 ug

aktywnos¢
kompleksu | . dimV (1.2MDa) —,
- spektroskopia

Pt | (750kDa) |+

y Sl
A ____—— V (600kDa) —*

P

Il (500kDa) —»
——— IVa (350kDa)
—— Vb (270kDa)

Rycina 4. Poréwnanie rozdziatu komplekséw taficucha oddechowego z mitochondriéw watroby i serca
szczura przy uzyciu elektroforezy ,Blue Native". Zel poliakryloamidowy (gradient 4-12%), n-dodecylo-
P-D-maltozyd - 1%. Typowy obraz potozenia komplekséw OXPHOS w Zzelu oraz spektrofotometryczny
pomiar aktywnosci kompleksu I — (A) w mitochondriach watroby szczura i (B) serca szczura (wg [16],

zmodyfikowane, za zgoda).
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Mitochondria serca szczura

Rycina 3. Typowy obraz potozenia komplekséw taricucha mitochondrialnego w
zelu ,Blue Native" mitochondriéw serca wotu (H) i fibroblastéw (F). Zel polia-
kryloamidowy (gradient 5-12%), n-dodecylo-P-D-maltozyd - 1%, (wg [16], zmo-
dyfikowane, za zgodg).

ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY -
ZAWARTOSC AKRYLOAMIDU W ZELU ORAZ
ILOSC ROZDZIELANEGO MATERIALU

Kolejnymi parametrami w elektroforezie ,,Blue Native",
determinujacymi jakos$¢ rozdziatu komplekséw tancucha
oddechowego, sg stezenie akryloamidu w zelu oraz ilos¢
materiatu biologicznego natozonego na zel [1]. Na przykta-
dzie preparatu przygotowanego z mitochondriéw watro-
by szczura widac¢, ze zwiekszanie ilosci biatka natozonego
na $ciezke w celu podniesienia widoczno$ci komplekséw
w zelu ma swoje ograniczenia, a przetadowanie przynosi
wrecz odwrotny rezultat (Ryc. 2). Zastosowanie poliakry-
loamidowego Zelu gradientowego (6-12%)
pokazuje, ze najlepszy rozdziat komplek-
séw tancucha oddechowego obserwujemy
w przedziale 500-100 kDa, czyli dla kom-
pleksow III, IV i ll. Zmiana gradientu na 5-
12% skutkuje lepszym rozdziatem w zakre-
sie 800-350 kDa, co umozliwia poprawienie
rozdziatu komplekséw I, V, Il i IV (Ryc. 3).
Z kolei zastosowanie zelu o gradiencie 4-
12% poprawia rozdziat znacznie wiekszych
kompleksow z zakresu 2 MDa — 600 kDa,

km::l np. dimeru ATPazy o masie 1,2 MDa (Ryc.
- spektroskopia 4). Prawidtowo przeprowadzona elektrofo-
609 reza ,Blue Native" pozwala na poréwnanie

J,' - profili rozdzielonych komplekséw tancucha

/ oddechowego mitochondriéw wyizolowa-

/ 1 min
—

nych z réznych tkanek lub narzadéw. Na
przyktadzie elektroforetycznego rozdziatu

kompleksow biatkowych z mitochondriéw
watroby i serca szczura mozna stwierdzic,
ze w mitochondriach serca jest wiecej kom-
pleksu I niz w mitochondriach watroby. Jest
to zgodne z przeprowadzonymi spektro-
fotometrycznymi pomiarami w badanych
mitochondriach aktywnosci kompleksu 1.
Aby zaobserwowac¢ poréwnywalng aktyw-
no$¢ kompleksu I, nalezy uzy¢ do pomiaru
dwukrotnie wiecej mitochondriéw watroby
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N-dodecylmaltozyd

digitonina

Jsuperkompleksy”
fancucha
oddechowego

Rycina 5. Wptyw detergentu na rodzaj izolowanych komplekséw taricucha od-
dechowego. Elektroforeza ,Blue Native" mitochondriow watroby myszy. Zel
poliakryloamidowy (gradient 5-12%), n-dodecylo-p-D-maltozyd — 1%, digito-
nina —2%. Digitonina umozliwia wyizolowanie i rozdziat “superkomplekséw"
tanicucha oddechowego.

(Ryc. 4). Obserwacja ta czyni z elektroforezy ,,Blue Native"
metode, ktdrg mozna z powodzeniem stosowac¢ do okresla-
nia poziomu poszczeg6lnych komplekséw tancucha odde-
chowego w badanym materiale.

SOLUBILIZACIA

Jak juz wczes$niej wspomniano, niezwykle wazny jest
staranny dob6r detergentu i jego stezenia w zaleznoSci
od materiatu wykorzystywanego do badan. Ponadto, de-
tergent moze mie¢ wptyw na obraz rozdziatu elektrofore-
tycznego, bowiem w zaleznos$ci od tego, ktéry detergent
wykorzystany zostanie do ,ekstrakcji" kompleksow tan-
cucha oddechowego z mitochondriéw, otrzymamy rézny

A Elektroforeza Blue Native w zelu poliakryloamidowym

 linia” rozpadu
komplekséw
-—

- ——— s

czolo
elektroforezy

B Elektroforeza Blue Native w zelu agarozowym

Jinia® rozpadu
komplekséw

Rycina 6. Przyktady nieudanego rozdziatu elektroforetycznego ,Blue Native" w zelu akryloamido-

wym (A) iw zelu agarozowym (B).
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profil biatkowy w zelu. W przypadku zastosowania n-do-
decylo-(3-D-maltozydu (lub Tritonu X-100) kompleksy tan-
cucha oddechowego wystepujg w postaci monomerycznej
(Ryc. 1-4), z wyjatkiem ATPazy, ktéra moze wystepowac
takze jako dimer o masie 1,2 MDa. Gdy do ekstrakcji kom-
plekséw uzyje sie digitonine, w zelu mozna obserwowac
takze ,,superkompleksy" tworzone przez kompleksy tan-
cucha oddechowego. Wiecej na temat superkopleksow,
tworzonych przez kompleksy #tancucha oddechowego
mozna znalez¢ w literaturze [7,12-15], R6znice w profilu
biatkowym dla n-dodecylmaltozydu i digitoniny przedsta-
wiono na Ryc. 5.

INNE PARAMETRY

Elektroforeza przebiega bez zaktdcen ijest powtarzalna
wtedy, gdy utrzymuje sie stala, niskg temperature (4°C)
podczas przygotowywania prébki oraz w trakcie rozdzia-
tu. Wazne jest takze unikanie jondéw soli oraz stosowanie
sie do rezimu zmian napigcia w trakcie elektroforezy.
Przestrzeganie tych zasad sprawia, ze elektroforeza ,,Blue
Native"” daje wiarygodne i powtarzalne wyniki. Na Ryc. 6
przedstawiono przyktad nieudanego rozdziatu elektro-
foretycznego ,,Blue Native" w zelu akryloamidowym i
agarozowym. W obu przypadkach mozna w zelu zaob-
serwowac miejsce (charakterystyczna linia), gdzie ulegajg
rozpadowi kompleksy biatkowe. Przyczyng takiego stanu
rzeczy moze by¢ wysoka zawarto$¢ jonéw w probce lub
przegrzewanie sie zelu w trakcie elektroforezy.

AKTYWNOSC W ZELU (ANG. IN GEL ACTIVITY ASSAY)

Jedng z zalet elektroforezy ,Blue Native" jest to, ze
biatka oraz kompleksy biatkowe zachowujg swojg aktyw-
no$¢ enzymatyczng w trakcie rozdziatu elektroforetycz-
nego. Dotyczy to réwniez tak ztozonych komplekséw
biatkowych jakimi sg kompleksy tancucha
oddechowego. Ich aktywno$¢ mozna mie-
rzy¢ inkubujgc fragmenty zelu w odpowied-
nich mieszaninach reakcyjnych [3,16]. Sktad
roztwordw do pomiaru aktywnosci w zelu
przedstawiono w Tabeli 2. Nagromadzanie
sie barwnych produktéw reakcji w miejscu
lokalizacji kompleksu w zelu pozwala na
oszacowanie aktywnosci enzymatycznej po-
szczegblnych komplekséw tancucha odde-
chowego (Ryc. 7). W przypadku, kiedy ilos¢
materiatu natozonego na zel jest mata, badz
zawarto$¢ komplekséw tancucha oddecho-
wego w badanej probce jest na tyle niska, ze
nie mozna ich zaobserwowaé w zelu (Ryc.
3, F- fibroblasty), pomiar aktywnos$ci moze
by¢ jednym ze sposob6w na uwidocznienie
ich obecnosci w zelu.

POLACZENIE ELEKTROFOREZY
,.BLUE NATIVE" Z SDS-PAGE

Potgczenie elektroforezy ,,Blue Native" z
innymi technikami stosowanymi w biologii
molekularnej moze pozwoli¢ na doktadniej-
sze scharakteryzowanie stabo jeszcze po-
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Rycina 7. Test aktywnos$ci w zelu komplekséw tancucha oddechowego mitochondriéw wa-
troby szczura wykonany po przeprowadzeniu elektroforezy ,Blue Native". Zel poliakry-
loamidowy (gradient 5-12%), n-dodecylo-(3-D-maltozyd — 1% (wg [16], zmodyfikowane,

za zgoda).

SDS-PAGE

— C-Vau

» 10 BN-PAGE

<+ C-lll-Core 2
«— C-IV-COX|

+«— C-I-20

e

*— C-lI-30 —=

29 SDS-PAGE

Rycina 8. Elektroforeza dwukierunkowa ,,Blue Native"/SDS-PAGE mitochondriéw serca szczu-
ra. Pierwszy kierunek —elektroforeza ,,Blue Native", Zel poliakryloamidowy (gradient 5-12%)
wybarwiony Coomassie Brillant Blue G250, n-dodecylo-P-D-maltozyd — 1%. Drugi kierunek
— SDS-PAGE. Zel poliakryloamidowy 10%. Western Biot — przeciwciata monoklonalne 1:5000

(Total Oxphos MitoSciences).

Tabela 2. Sktad roztworéw do pomiaru aktywnosci w zelu na podstawie [3].

Kompleksy tafncucha
oddechowego
Kompleks |

Kompleks Il
Kompleks IV

Kompleks V

Miesznina reakcyjna

3mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 mg NADH, 5 mg nitrotetrazolium blue

znanych komplekséw biatkowych. Elektrofore-
za Blue Native wykonywana jest dla rozdziatu
komplekséw biatkowych. Elektroforeza SDS-
PAGE jest zazwyczaj nastepnym krokiem (drugi
kierunek rozdziatu) w badaniach sktadu kom-
plekséw rozdzielonych podczas elektroforezy
»,Blue Native" [14]. Paski zelu z rozdzielony-
mi kompleksami inkubowane sg w warunkach
denaturujgcych i redukujacych (w obecnosci
SDS i 2-merkaptoetanolu lub DTT), aby dopro-
wadzi¢ do rozpadu komplekséw biatkowych.
Tak przygotowany materiat jest rozdzielany w
zelu poliakryloamidowym, ale juz tym razem
w obecnos$ci SDS. Nastepnie, technikg Western
Biot, za pomocg przeciwciat, moze by¢ badany
ich sktad. Na Ryc. 8 przedstawiono przyktado-
wy rozdziat elektroforetyczny BN-PAGE/SDS-
PAGE komplekséw taficucha oddechowego wy-
izolowanych z mitochondriéw serca szczura.

DIAGNOSTYKA CHOROB
MITOCHONDRIALNYCH

Elektroforeza ,,Blue Native" w powigzaniu z
technika pomiaru aktywnos$ci w zelu i elektrofo-
rezg SDS-PAGE z powodzeniem moze by¢ wyko-
rzystywana w badaniach defektéw oksydacyjnej
fosforylacji w tkankach pacjentéw, u ktérych po-
dejrzewa sie chorobe mitochondrialng [3,11,16].
Prébki badane z zastosowaniem elektroforezy
»,Blue Native" moga pochodzi¢ z réznych tka-
nek, badz z hodowli komérkowych, np fibrobla-
stow pacjentow. Po kazdym z etapdw procedury
diagnostycznej otrzymujemy czastkowe wyniki,
ktére zebrane pozwalajg stwierdzi¢ z jakiego ro-
dzaju defektem taricucha oddechowego mamy do
czynienia. Jedng z zalet elektroforezy ,,Blue Nati-
ve" (oraz testu aktywnos$ci w zelu) jest niewielka
ilos¢ materiatu potrzebna do przeprowadzenia
procedury diagnostycznej. Przykiadowy obraz
testu aktywnos$ci w zelu wykonany dla komplek-
su IV wyizolowanego z migéni szkieletowych
pacjenta z podejrzeniem deficytu oksydazy cyto-
chromowej przedstawiono na Ryc. 9. Wystarczy
bowiem okoto 30 mg miesnia sercowego, 50 mg
miesnia szkieletowego, bgdz 30 min fibroblastow
pacjentéw do wyizolowania mitochondridw
oraz wykonania elektroforezy ,Blue Native" i
testu aktywnosci w zelu dla komplekséw 1, II, IV
i V [3,11,16], Procedure diagnostyczng z wyko-
rzystaniemelektroforezy

»Blue Native" mozemy
podzieli¢ na nastepujace
trzy etapy.

ETAP I

1.5 mM bufor fosforanowy (pH 7.4), 5 mM EDTA, 10 mM KCN, 0.2 mM

phenazine methasulfate, 50 mM bursztynian sodu, 5 mg nitrotetrazolium blue
50 mM bufor fosforanowy (pH 7.4), 5 mg 3,3'-diamidobenzidine
tetrahydrochloride, 200 gg katalazy, 10 mg cytochromu c, 750 mg sacharozy

35 mM Tris-HCI, 270 mM glicyna, 14 mM MgSO, (pH 7.8),
0.2% Pb(NO.,),, 8 mM ATP
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Obraz otrzymany po
elektroforezie ,,Blue Na-
tive" odpowiada na py-
tanie czy w badanych mi-
tochondriach obecne sg
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kontrola  pacjent z ubytkiem
kompleksu IV

Rycina 9. Wykorzystanie testu aktywnos$ci w zelu w celach diagnostycznych. Re-
akcja w zelu w celu identyfikacji kompleksu IV. HBM - mitochondria serca wotu.
Zel poliakryloamidowy (gradient 5-12%), n-dodecylo-P-D-maltozyd — 1% (wg
[16], zmodyfikowane, za zgoda).

wszystkie kompleksy tafcucha oddechowego. Poréwnanie
ich lokalizacji w zelu ze standardem wykonanym z mito-
chondriéw od osoby zdrowej, wykaze czy posiadajg one w
przyblizeniu odpowiednig mase (zawierajg wszystkie pod-
jednostki) oraz czy nie mamy do czynienia z obnizong ilo-
§cig ktorego$ z kompleksdow.

ETAP 1l

Pomiar aktywnos$ci w zelu pozwala na stwierdzenie czy
kompleksy tancucha oddechowego w badanej prébce po-
siadajg aktywno$¢ enzymatyczng, takg jak materiat kon-
trolny. Moze sie¢ bowiem zdarzy¢, ze profil rozdzielonych
biatek nie bedzie odbiegat od kontroli (brak istotnych zmian
w wielkosci ani w ilosci kompleksu) lecz bedzie on mniej,
badz wcale nieaktywny.

ETAP Il

Elektroforeza SDS-PAGE wykonana jako ,drugi Kkie-
runek" rozdziatu moze wskazaé przyczyne braku aktyw-
nosSci komplekséw taricucha oddechowego. Brak ktorejs z
podjednostek o matej masie, np. determinujgcej aktywnosé
centrum katalitycznego kompleksu, moze by¢ niezauwazo-
ny w obrazie ,,Blue Native". Jednakze moze to by¢ stwier-
dzone z wykorzystaniem techniki Western Biot. W przy-
padku, kiedy potwierdzi sie obecno$¢ wszystkich podjed-
nostek wchodzgcych w sktad kompleksow OXPHOS, brak
aktywnosci, ktérego$ z nich moze by¢ wynikiem mutacji.
Dlatego aby sie o tym przekona¢ mozna przeprowadzié
badania genetyczne.

W celu poznania przyczyny obserwowanego defektu
mitochondrialnego tancucha oddechowego procedure
diagnostyczng wzbogaca sie, wykonujagc dodatkowe te-
sty. Nalezg do nich np. immunocytochemia oraz immuno-
histochemia wykonana na materiale biopsyjnym, a takze
pomiary oddychania oraz mitochondrialnego potencjatu
w hodowlach komoérkowych pochodzacych od pacjentow.
Immunocytochemia i immunohistochemia pozwalajg na
okreslenie czy zaburzenia aktywnosci, badz ilosci kom-
plekséw tancucha oddechowego dotyczg wszystkich ko-
marek czy tez mamy do czynienia ze zjawiskiem zwanym
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heteroplazmig. W tym przypadku nie wszystkie komorki
majg uszkodzony mitochondrialny tancuch oddechowy.

UWAGI KONCOWE

Szerokie spektrum metod pozwala na badanie aktyw-
nosci kompleksow taricucha oddechowego w tkankach,
liniach komérkowych oraz izolowanych mitochondriach,
co moze mie¢ duze znaczenie w poznaniu etologii cho-
roby mitochondrialnej. Elektroforeza ,,Blue Native" jest
obecnie wykorzystywana jako jedna z metod diagnostycz-
nych w przypadku podejrzenia choroby mitochondrialnej
zwiazanej z uszkodzeniem mitochondrialnego tancucha
oddechowego. Pozwala ona na jakosciowe i ilosciowe po-
miary zaréwno poziomu, jak i aktywnos$ci poszczegdlnych
komplekséw tancucha oddechowego. Ponadto, moze ona
stanowi¢ pierwszy etap szeregu dalszych, bardziej skom-
plikowanych badan (np. elektroforeza dwukierunkowa,
preparatywna, Western biot), prowadzacych do poznania
budowy i sktadu komplekséw biatkowych znajdujacych
sie w roznych przedziatach komdrkowych. Poréwnanie
réznych metod izolacji i rozdziatu komplekséw tancucha
oddechowego pokazato, ze jakos$¢ i rozdzielczos¢ elektro-
forezy ,Blue Native" jest wieksza niz np. filtracji w zelu
lub ultrawirowanie w gradiencie sacharozy. Wszystkie
wymienione zalety oraz tatwo$¢ jej wykonania [17] czyni z
elektroforezy ,,Blue Native" niezwykle przydatng techni-
ke, ktéra moze by¢ wykorzystywana w wielu aplikacjach
biologii molekularnej oraz diagnostyce choréb mitochon-
drialnych zwigzanych z uszkodzeniami tafcucha odde-
chowego.
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Application of ,,Blue Native' Electrophoresis in the studies of
mitochondrial respiratory chain complexes in physiology and pathology
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Laboratory of Bioenergetic and Biomembranes, Department of Biochemistry, Nencki Institute of Experimental Biology, 3 Pasteur St., 02-093 W ar-
saw, Poland
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"Blue Native" polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE), originally described by Schagger and von Jagow in 1991, is an elegant method
to study protein complexes from mitochondrial membranes. BN-PAGE, commonly used in molecular biology to study composition of pro-
tein complexes and protein-protein interactions, enables separation of respiratory chain complexes keeping their properties and enzymatic
activities unchanged. BN-PAGE, supplemented by other methods, e.g. in gel activity assay, SDS-PAGE (as a first or second dimension) can
be successfully adapted for diagnosis of mitochondrial diseases connected with abnormalities of the respiratory chain. Therefore, to make a
correct diagnosis of the deficiency of respiratory chain complexes, other methods, as histochemical colorimetric reactions allowing evaluation
of the OXPHOS catalytic activity in individual cells and spectrophotometric technique should be used simultaneously with BN-PAGE.
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