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Apel Zarządu Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego

Szanowna Koleżanko, Szanowny Kolego,
Statut Polskiego Towarzystwa Biochemicznego od wielu lat pozostaje niezmieniony i obecnie w niektórych punktach stał się anachroniczny lub 
wymaga zmian, które dostosowałyby go do współczesnych warunków funkcjonowania Towarzystwa. Niestety, paragraf 37 obecnego Statutu 
mówi, że wszelkie zmiany mogą być dokonane wyłącznie przez Walne Zebranie, przy obecności co najmniej połowy członków Towarzystwa. W 
całej historii naszego Towarzystwa taka frekwencja na Walnym Zebraniu zdarzyła się tylko raz, mianowicie na Pierwszym Walnym Zebraniu w 
1958 r., kiedy Towarzystwo liczyło około 200 członków. Frekwencja na Walnych Zebraniach wynosi zawsze kilkadziesiąt osób, mimo że z bi­
egiem lat Towarzystwo liczebnie wzrastało. Obecnie liczy około 1200 członków. Dlatego, po konsultacji z prawnikami, Zarząd Główny P.T.Bioch. 
postanowił spróbować zmienić Statut, wprowadzając na najbliższym Walnym Zebraniu, głosowanie przez pełnomocników. Zebranie to odbędzie 
się przy okazji 43. Zjazdu Towarzystwa w Olsztynie we wrześniu br. (o czym zawiadomimy szczegółowo we właściwym czasie). Każdy członek To­
warzystwa, który nie będzie mógł uczestniczyć w tym Zebraniu, jest proszony o upoważnienie kogokolwiek z uczestników Zebrania do głosowania 
w jego imieniu, ale tylko w jednej, konkretnej, wymienionej w upoważnieniu sprawie, mianowicie zmianie §37 Statutu. Zmiana ta umożliwiłaby 
w przyszłości wprowadzanie innych niezbędnych zmian w Statucie przez członków, którzy będą uczestnikami przyszłych Walnych Zebrań, bez 
względu na frekwencję.
Zwracamy się zatem do Pani/Pana z gorącym apelem o wypełnienie załączonego pełnomocnictwa, wydrukowanie i niezwłoczne odesłanie 
na adres Zarządu Głównego lub na adres swojego Oddziału Towarzystwa. Prosimy przy tym o wpisanie swojego imienia, nazwiska i nu­
meru PESEL oraz zaznaczenie, jak chce Pani/Pan głosować: za, czy przeciw proponowanej zmianie. Nie jest ważne natomiast, komu 
Państwo udzielą tego pełnomocnictwa, byleby była to osoba, która na pewno weźmie udział w Walnym Zebraniu. Dlatego proponujemy, 
aby pozostawić niewypełnioną rubrykę z imieniem i nazwiskiem osoby upoważnionej. Zostaną tam wpisane dane personalne jednej z osób 
obecnych na Walnym Zebraniu we wrześniu 2008 roku. Zwracamy uprzejmie uwagę, że sposób głosowania (TAK lub NIE) zaznaczy Pani/Pan 
w swoim pełnomocnictwie. A zatem osoba upoważniona, ktokolwiek nią będzie, nie będzie mogła głosować w Państwa imieniu inaczej, niż 
to będzie zaznaczone w upoważnieniu. Jeśli będzie Pani/Pan obecna(y) na Walnym Zebraniu, wówczas pełnomocnictwo to zostanie wycofane 
i głosować będzie Pani/Pan osobiście.
Bardzo liczymy na Pani/Pana zrozumienie wagi sytuacji i niezwłoczne odesłanie wypełnionego pełnomocnictwa, za co z góry dziękujemy. 

Przewodniczący Komisji Statutowej

Prof. Andrzej Dżugaj

Pełnomocnictwo dodane do niniejszego numeru czasopisma prosimy odesłać na adres:
Polskie Towarzystwo Biochemiczne, Zarząd Główny, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Real-time PCR

% axima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
High specificity

K0222 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 ¡j\ )

M elting  curve  analysis  confrm s high qPCR specifcity.

Am plification of 10-fo ld  dilu tions of supercoiled p lasm id DNA, starting from  
10 ng down to  0.1 fg, using the Maxima™ SYBR Green qPCR M aster Mix 
(2X) in duplicate reactions. Reactions were perform ed on the Eppendorf 
M as te rcyc le r®  ep realplex instrument. NTC is the non-template control.
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High sensitivity
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Cat. No. Appl.
K0231 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 /l/I)

K0232 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 ¿ul)

Am plification of human PPP1CA gene was perform ed on serial 10-fold 
d ilutions of Jurkat cell total RNA (from  1 ng to 1 pg). First strand cDNA was 
generated w ith  the RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit ( # K 1 621). 
cDNA was amplified w ith the Maxima™ Probe qPCR Master Mix (2X) using 
the TaqM an®  assay specific  for PPP1CA. Reactions were perform ed on an 
ABI P R IS M ®  7000  instrument. 1 pg of total RNA was successfu lly  detected. 
NTC is the non-template control.
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21-st Wilhelm Bernhard
^  ^  * w ^ __________________ _

Nuclear Workshops
31.08 - 0 4 .0 9 .2 00 9  Ustroń, Poland

Dear Friends and Colleagues,

The Wilhelm Bernhard Workshop is a biennial event focusing on functional and  
structural aspects o f the nucleus and its com ponen t structures. The Workshop 
fosters interaction and cooperation between scientists from all parts of the world 
and  especially encourages active participation o f young scientists. The major 
aim of the Workshop is to create a multidisciplinary meeting representing most 
research approaches used in studies 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 com peten t colleagues and to meet 
experienced colleagues in their field o f research.

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

The Sessions will cover the following topics:
►nu c lea r structure and dynamics
►nucleolus and ribosome biogenesis
►chrom atin  structure and regulation of its functions
►nuclear/nucleo lar proteins and RNA
►regulation of gene expression
►th e  nucleus in stress, death and pathology
►DNA dam age and repair
►n e w  technologies and bioinformatics

The Workshop registration fee is 1400 Polish zlotys (which at the current exchange rate is 400€). 
The fee includes meals, accom m odation , 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 Ustroń!

On behalf o f the Organizing Committee

prof. Piotr Widłak prof. Mieczysław Chorąży

S
 Maria Skłodowska-Curie  
5L Memorial

Cancer Center and 
j j r  Institute of Oncology

Gliwice Branch

Please, visit the Workshop web page for more information 

http://www.cd.lo.gliwice.pl/wbw21http://rcin.org.pl

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


P O L S K A  S I E Ć  M I T O C H O N D R I  A L N  A

P o lska  S ieć  
M itoc  hond ri a lna

w w w .  m ita  n ct .p l

Adam Szew czyk

'Polska Sieć M itochondrialna M itoNet.pl, 
Insty tu t Biologii Doświadczalnej PAN im. 
M arcelego Nenckiego, ul. L udw ika Pasteura 
3, 02-093 W arszawa, tel: (022) 659 85 71, faks: 
(022) 822 53 42, e-mail: m itonet@ nencki.gov. 
pl, w w w .m itonet.pl

Mitochondria stanowią podstaw o­
we źródło energii wszystkich kom ó­
rek.1 Organelle te są zaangażowane 
w tak złożone zjawiska biologiczne, 
jak apoptoza i w ew nątrzkom órkowa 
homeostaza wapnia. Mitochondria są 
także jednym  z ważniejszych miejsc 
pow staw ania wolnych rodników 
w komórce. Doniesienia ostatnich 
lat wskazują, że nieprawidłowości 
w  funkcjonowaniu mitochondriów 
mogą stanowić podłoże chorób neu- 
rodegeneracyjnych, takich jak choroba 
P a r k i n s o ­
na, choroba 
H u n t i n g ­
tona i cho­
roba Al­
z h e i m e r a .
Z drugiej 
strony, mi­
to c h o n d ria  
mogą pełnić 
dobroczyn ­
ne funkcje 
w  organi­
zmie, w  
o c h r o n i e  
k o m ó r e k  
m i ę ś n  i o - 
wych i nerwowych przed skutkami 
stresu oksydacyjnego (kardio- i neu- 
roprotekcja). Na podkreślenie zasłu­
guje fakt, że ostatnie lata to praw dzi­
wy renesans badań nad genetyką mi­
tochondriów, szczególnie mitochon­
driów roślin i drożdży.

Polska Sieć Mitochondrialna Mito- 
Net.pl, której działania są koordyno­

wane przez Instytut Biologii Doświad­
czalnej im. M. Nenckiego PAN w 
Warszawie, została zawiązana w 2006 
roku. Stanowi ona unikalną platfor­
mę integrującą dotychczas rozproszo­
ne w polskim środowisku naukowym  
badania poświęcone mitochondriom. 
Realizowane wspólnie przez człon­
ków sieci badania pozwalają stworzyć 
nie tylko warunki dla rozwoju badań 
podstawowych w obszarze tzw. fron- 
tier science, ale także mogą wyjść na 
przeciw zapotrzebowaniu społeczne­
m u w zakresie diagnostyki medycz­
nej. Przykładem wspólnego działania 
członków sieci jest publikacja z 2007 
roku w renom owanym  czasopiśmie 
amerykańskim Journal of Biological 
Chemistry.2 Badacze trzech pracowni 
działających w ramach Polskiej Sie­
ci Mitochondrialnej: z Uniwersytetu 
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, 

ze Szkoły 
Głównej Go­
sp o d a rs tw a  
Wi e j s k i e go  
w W arsza­
wie oraz z 
I n s t y t u t u  
Biologii Do­
ś w i a d c z a l ­
nej PAN w 
W arszaw ie, 
zidentyfiko­
wali w w e­
w n ę t r z n e j  
błonie mito­
chondrialnej 
Acantham o- 

eba castellanii kanał potasowy regulo­
wany przez ATP. Przeprowadzenie 
tych badań było możliwe dzięki in­
tegracji doświadczenia różnych grup 
badawczych działających w ramach 
jednej sieci naukowej.

Głównym celem działania Polskiej 
Sieci Mitochondrialnej MitoNet.pl jest 
konsolidacja, wspomaganie rozwoju 
potencjału intelektualnego i material­

nego jednostek naukowych tw orzą­
cych sieć oraz integracja badań pod­
stawowych w  zakresie bioenergetyki 
mitochondrialnej (w obrębie biologii 
molekularnej, biochemii i farmakolo­
gii), z potencjalnymi możliwościami 
ich wykorzystania w diagnostyce i w 
terapii medycznej. Próbujemy to osią­
gnąć przez koordynację współpracy 
jednostek naukowych tworzących 
sieć MitoNet.pl, prowadzących bada­
nia dotyczące mitochondriów.

Realizowane cele pow inny do­
prowadzić do podniesienia poziomu 
krajowych badań w zakresie szeroko 
rozumianej bioenergetyki i ich zna­
czenia w Europejskiej Przestrzeni 
Badawczej. Powinno nastąpić tak­
że wzmocnienie międzynarodowej 
współpracy, konkurencyjności i inte­
gracji badań w  zakresie bioenergetyki 
mitochondrialnej. W roku 2010 człon­
kowie Sieci (przy współpracy Sekcji 
Bioenergetycznej Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego) zorganizują 16- 
tą Europejską Konferencję Bioenerge­
tyczną (EBEC — European Bioenergetic 
Conference). Będzie to bardzo dobra 
okazja do zaprezentowania osiągnięć 
Polskiej Sieci Mitochondrialnej.

Cele szczegółowe Polskiej Sieci Mi­
tochondrialnej obejmują:

■ wspieranie współpracy jed­
nostek naukowych zajmujących się
badaniami mitochondriów przez ini­
cjowanie, realizację wspólnych przed ­
sięwzięć badawczych oraz edukację 
młodych pracowników naukowych w 
zakresie zgodnym  z obszarami mery­
torycznymi Sieci;

■ stworzenie forum dla w y­
miany informacji, promocji osiągnięć 
i upowszechniania wyników prac
naukowo-badawczych dotyczących 
biochemii, farmakologii oraz biologii 
molekularnej mitochondriów; grupą

'Rycinę pod  ty tu łem  "M itochondrion  Revealed" udostępnił jej autor, Erie Robert Russell, Bellingham, WA, USA (www.eBioM EDIA.com)
'Kicińska A, Sw ida A, Bednarczyk P, K oszela-Piotrowska I, C hom a K, Dołowy K, Szewczyk A, Jarm uszkiew icz W (2007) ATP-sensitive potassium  channel in m itochondria 
of the eukaryotic m icroorganism  Acanthamoeba castellanii. J Biol C hem  282:17433-17441
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docelową dla informacji będą 
też osoby zagrożone choroba­
mi mitochondrialnymi;

■ wspieranie uczest­
nictwa jednostek naukowych, 
będących członkami sieci Mi- 
toNet.pl w projektach realizo­
wanych w ramach funduszy 
krajowych i europejskich;

■  podniesienie pozio­
mu i znaczenia w  Europejskiej 
Przestrzeni Badawczej, pol­
skich badań mitochondriów 
ze szczególnym uwzględnie­
niem badań podstawowych 
oraz ich potencjalnych zasto­
sowań;

Fotografia 1. Uroczystość w ręczenia N agrody Polskiej Sieci M itochondrialnej na XLII 
Zjeździe Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego w  Szczecinie w  2007 roku. Od le­
wej stoją: A dam  Szewczyk, Lech Wojtczak, D anuta H aertle (Olympus), Andrzej M. 
W oyda-Płoszczyca (laureat nagrody) oraz Zygm unt Machoy.

■  identyfikacja obszarów tema­
tycznych Sieci przydatnych dla spo­
łeczeństwa i gospodarki w  zakresie

Fotografia 2. Pracownia Bioenergetyki i Błon Biologicznych (Zakład Bioche­
mii Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN) kierow ana przez prof. Jerzego 
Duszyńskiego.

diagnostyki medycznej (identyfikacja 
tzw. chorób mitochondrialnych);

■  propagowanie badań mito­
chondrialnych w  Polsce. Przykładem 
takiej działalności jest ustanowienie 
nowej nagrody naukowej dla młodego 
badacza za szczególnie dobre i intere­
sujące przedstawienie wartościowej 
pracy bioenergetycznej na Sesji Bio­
energetycznej na corocznym Zjeździe 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego. Po raz pierwszy Nagrodę Pol­
skiej Sieci Mitochondrialnej przyznano 
na XLII Zjeździe Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego w  2007 roku w 
Szczecinie (Fot. 1). Przewodniczącym

Komisji Nagrody był prof. Lech Wojt­
czak z Instytutu Biologii Doświadczal­
nej PAN im. M. Nenckiego.3

Prace sieci Mito- 
Net.pl są koordyno­
w ane przez Instytut 
Biologii Doświadczal­
nej P,AN. W ramach 
Sieci działają dwie 
pracownie Instytutu 
(Zakład Biochemii): 
Pracownia Bioenerge­
tyki i Błon Biologicz­
nych kierowana przez 
prof. Jerzego D u­
szyńskiego (Fot. 2) 
oraz Pracownia We­
w nątrzkom órkow ych 
Kanałów Jonowych 
kierowana przez prof. 
A dam a Szewczyka.

____________  Ponadto  ___________
c z ł o n ­

kami Sieci są Instytut 
Medycyny D ośw iad­
czalnej i Klinicznej im.
M. Mossakowskiego 
PAN w W arszawie re­
prezentow any przez 
doc. Barbarę Zabłocką 
(kierującą Pracownią 
Biologii Molekularnej),
Instytut Biochemii i 
Biofizyki PAN w W ar­
szawie reprezentow any 
przez prof. M agdę Bo- 
gutę, Instytut „Pomnik- 
Centrum  Zdrowia 
Dziecka" w W arszawie 
reprezentow any przez

prof. Ewę Pronicką, Uni­
wersytet Jagielloński Colle­
gium M edium  w Krakowie 
reprezentow any przez prof. 
Stefana Chłopickiego, Cen­
trum  Medyczne Kształcenia 
Podyplom owego w  W arsza­
wie reprezentow ane przez 
prof. Andrzeja Beręsewicza, 
Uniwersytet im. Adama 
Mickiewicza w Poznaniu 
reprezentow any przez prof. 
W iesławę Jarmuszkiewicz, 
Uniwersytet Wrocławski 
reprezentow any przez prof. 
H annę Jańską, Uniwersytet 
W arszawski reprezentowa- 

------------  ny przez prof. Piotra Stęp­
nia oraz Szkoła Główna Go­

spodarstw a Wiejskiego w  W arszawie 
reprezentow ana przez prof. Krzysz­
tofa Dołowego. Członkiem stow a­
rzyszonym  Sieci jest Uniwersytet 
Gdański reprezentow any przez prof. 
Jarosława Marszałka. W ram ach Sieci 
działa także laboratorium  kierowane 
przez prof. Ewę Bartnik z U niwersy­
tetu W arszawskiego.

W niniejszym num erze kw artal­
nika Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego „Postępy Biochemii" 
przedstaw iono różnorodne, a zara­
zem kom pleksowe zainteresowania 
naukow e członków Polskiej Sieci 
Mitochondrialnej. Zapraszam y do 
w spółpracy grupy badawcze zainte­
resowane badaniam i mitochondriów. 
Więcej informacji o działaniach Sieci 
Mitochondrialnej na stronie www. 
mitonet.pl.

Fotografia 3. C złonkowie sieci organizow ali w  roku 2006 kurs eksperym en­
talny dotyczący biochemii m itochondriów.

3W 2007 roku nagrodę ufundow aną przez firmę O lym pus otrzym ał m gr Andrzej M. W oyda-Płoszczyca z pracow ni prof. W iesławy Jarm uszkiew icz (Uniwersytet im. A da­
m a Mickiewicza w  Poznaniu) za prezentację pod ty tu łem  "Regulation o f the energy-dissipating systems in Acanthamoeba castellanii mitochondria by purine nucleotides"
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W Y D A R Z E N I A  -  O P I N I E  -  K O M E N T A R Z E

W roku 2007 Profesor Tadeusz  
Chojnacki w yróżniony został na ­
grodą Prezesa Rady M inistrów  za 
w ybitny dorobek naukow y. Prot. 
Tadeusz Chojnacki (Fot. 1) uzyskał 
dyplom  lekarza w 1955 r. na W y­
dziale Lekarskim Akadem ii Me­
dycznej w W arszawie; w  latach 
1953-1957 był asystentem  w Zakła­
dzie Chemii Fizjologicznej AM w 
W arszawie, a od 1958 
r. jest pracow nikiem  
Insty tu tu  Biochemii i 
Biofizyki PAN (IBB).
Prof. Chojnacki jest 
prom otorem  9 ukoń ­
czonych prac dok to r­
skich. Trzy osoby 
spośród w spó łp racow ­
ników  uzyskały tytuł 
profesora. Laureat ma 
w dorobku około 170 
prac dośw iadczalnych, 
kilkanaście artykułów  
przeglądow ych, kilka 
rozdziałów  w opra ­
cowaniach m onogra­
ficznych oraz jest au torem  dw óch 
zgłoszeń patentow ych. Prof. Choj­
nacki był jednym  z założycieli IBB, 
pełnił także funkcję Zastępcy Dy­
rektora ds. N aukow ych Instytutu. 
Prof. Chojnacki odznaczony został 
odznaczeniam i państw ow ym i, m.in. 
Krzyżem Oficerskim O rderu  O dro ­
dzenia Polski (1999). Za osiągnięcia 
naukow e był w ielokrotnie w yróż ­
niany nagrodam i, m.in. Sekretarza 
N aukow ego PAN, W ydziału N auk 
Biologicznych, a także nagrodam i 
Rady Naukowej IBB za publikacje. 
W 2002 r. otrzym ał m edal im. L. 
M archlewskiego Komitetu Bioche­
mii i Biofizyki PAN. Prof. Chojnacki 
jest członkiem rzeczyw istym  PAN. 
Uzyskał tytuł doktora honoris causa 
(1987) oraz tytuł „Foreign Adjunct 
Professor" (1992) Królewskiego In­
sty tu tu  M edyczno-Chirurgicznego 
w Sztokholmie. W 1998 r. o trzym ał 
m edal im. M. Łom onosowa Rosyj­
skiej Akadem ii Nauk. Do 1995 r., 
przez kilka kadencji, pełnił funkcje 
Zastępcy Sekretarza W ydziału N auk 
Biologicznych PAN, a w  latach 1996- 
98 kierował tym  W ydziałem , nato ­
miast w  latach 1992-95 był P rze­
w odniczącym  Komitetu Biochemii i

Biofizyki PAN. Prof. Chojnacki był i 
jest członkiem  szeregu Rad N auko ­
wych, członkiem redakcji czasopism  
naukow ych. Prof. Chojnacki był 
twórcą i w ieloletnim  kierow nikiem  
Z akładu Fosfolipidów, a następnie 
Z akładu Biochemii L ipidów  (do 
2003 r.). Prof. Chojnacki jest inicja­
torem  oryginalnej tem atyki bad aw ­
czej, dotyczącej badań  nad  s tru k tu ­

rą, w ystępow aniem  w 
przyrodzie  i funkcją 
biologiczną zw iązków  
p o l i p r e n o i d o w y c h .  
P ierw sze prace n a ­
ukow e Jego au torstw a 
dotyczące tej tem atyki 
ukazały się w  1972 r. 
M anuskrypt na jnow ­
szej pracy jest przyjęty 
do druku . Wiele z tych 
pionierskich prac zy­
skało szeroki rozgłos w 
literaturze światowej. 
Do najczęściej cytow a­
nych należy klasyczna 
już praca dośw iadczal­

na opisująca chem iczną m etodę fos­
forylacji dolicholi (FEBS Lett, 131, 
310-312, 1981), praca przeg lądow a 
(Biochem J, 251, 1-9, 1988) cyto­
w ana w podręcznikach biochemii 
Lehningera, a także dw a rozdziały  
w  pow szechnie znanym  w ydaw nic ­
tw ie m onograficznym  M ethods in 
Enzym ology (1969, 2004). Odkrycia 
naukow e prof. Chojnackiego były 
punk tem  wyjścia do badań  konty ­
nuow anych  przez Jego w spó łp ra ­
cow ników  w IBB PAN, a także w 
kilku laboratoriach zagranicznych, 
z którym i Profesor od wielu lat 
współpracuje. Wiele znakom itych 
prac pow stało i nadal powstaje w 
w yniku  w spółpracy z laboratorium  
prof. G ustava Dallnera (D epartm ent 
of Biochemistry & Biophysics, U ni­
versity of Stockholm). Prof. Choj­
nacki w spółpracow ał także z labo­
ratorium  Prof. Shibayewa (Zielinski 
Institute of Organic Chem istry Rus­
sian Academ y of Sciences, Moskwa). 
W IBB prof. Chojnacki u tw orzył i 
nadal kieruje działalnością „Kolek­
cji Poliprenoli" wytwarzającej u n i­
katow e biopreparaty  udostępniane 
zain teresow anym  badaczom  w ra ­
mach bezpośredniej w spółpracy n a ­

ukowej, jak i za pośrednictw em  firm 
komercyjnych.

Związki poliizoprenoidowe, któ ­
rymi od końca lat 60. XX w ieku zaj­
muje się prof. Chojnacki są substan ­
cjami naturalnym i, w ystępującym i 
pow szechnie w przyrodzie. A lkoho­
le poliizoprenoidow e są polim eram i 
w ielu (od 5 do ponad  130) pięciowę- 
glowych reszt izoprenow ych. U de­
rzające podobieństw o s truk tu ra lne  
po liizoprenoidów  z jednej strony 
do kauczuku naturalnego (stopień 
polimeryzacji w ynosi najczęściej 
kilka tysięcy), z drugiej do lotnych 
mono, seskwi i d iterpenów  (skład­
ników  olejków eterycznych), nie jest 
przypadkow e. W szystkie te zw iązki 
pow stają w  kom órkach w w yniku  
aktyw ności cis- i / lu b  trans-preny- 
lotransferaz. Badania prof. Choj­
nackiego prow adzone od p o n ad  40 
lat koncentrow ały się na poznan iu  
struk tu ry  poliiozprenoidów , a tak ­
że ich roli biologicznej i m echani­
zm ów  biosyntezy (natura dostarcza 
po liizoprenoidów  o sporym  stopn iu  
różnorodności strukturalnej). C zyn­
nikiem  różnicującym  są długość 
łańcucha węglowego, izom eria geo­
m etryczna podw ójnego w iązania  
(występuje jedno takie w iązanie  w 
każdej niem al reszcie izoprenowej), 
uw odorow anie  w iązań podw ójnych  
i, rzadko, obecność dodatkow ych 
podstaw ników . Obserwacją pocho ­
dzącą z lat 60. było odkrycie, że ro ­
śliny i bakterie syntetyzują poliizo- 
prenoidy, których w szystkie reszty 
izoprenow e posiadają zachow ane 
jedno podw ójne w iązanie — m ó­
w im y o nich „alkohole nie w  pełni 
nasycone", podczas gdy zw ierzęta  i 
grzyby, także drożdże, syntetyzują 
alkohole (nazyw ane są dolicholami) 
zawierające jedno podw ójne w iąza ­
nie uw odorow ane. Dość tajemnicza, 
jeszcze nie do końca w yjaśniona, 
sp raw a długości łańcucha poliizo- 
prenoidow ego była od lat tem atem  
poszuk iw ań  prof. Chojnackiego. 
O kazuje się, że o ile dolichole w y ­
stępują w  formie m ieszaniny hom o- 
logów o niezbyt szerokim  spek trum  
długości łańcucha (u ludzi cząstecz­
ka dom inującego w m ieszaninie do- 
licholu składa się z 19 reszt izopre-
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now ych, a w szystkich hom ologów  
w m ieszaninie w ystępuje ok. 5-6),
0 tyle poliprenole roślinne p rzed ­
stawiają sobą olbrzym ią różno rod ­
ność, gdyż zarów no długość dom i­
nującego w m ieszaninie zw iązku, 
jak i ich liczba zm ienia się zależnie 
od gatunku  rośliny. Dla p rzykładu  
rodzina  betulaprenoli z brzozy za ­
w iera  zaledw ie 4 homologi (dom i­
nuje ilościowo prenol zbudow any 
z 7 reszt izoprenow ych), a rodzina 
prenoli w yizolow anych z liści pię­
ciornika złotego zaw iera 30 hom olo­
gów (dominuje prenol-18). Od tego 
schem atu  całkowicie odbiegają bak ­
terie, które syntetyzują zwykle poje­
dynczy prenol zbudow any  z 11 reszt 
(baktoprenol). Badania przesiew ow e 
mające na celu ocenę różnorodności 
w ystępujących w przyrodzie  s truk ­
tur poliprenoii są od lat prow adzone 
przez zespół prof. Chojnackiego we 
w spółpracy  z w ielom a specjalistami 
w zakresie botaniki i fizjologii roślin
1 obejmują rośliny pochodzące z róż ­
nych g rup  system atycznych, stref 
klim atycznych i nisz ekologicznych. 
O bok analizy strukturalnej prof. 
Chojnacki pracuje od wielu lat nad 
uzyskiw aniem  chemicznie zm ody ­
fikowanych poliizoprenoidów . Ten 
kierunek badań  wiąże się z dobrze 
opisaną funkcją fosforanów alkoho­
li poliizoprenoidow ch jako kofak- 
torów  w procesie glikozylacji i gli- 
piacji (syntezy kotwicy GPI) białek 
u eukariontów ; u bakterii fosforan 
baktoprenolu  jest kofaktorem  bio­
syntezy peptydoglikanu  i O-antyge- 
nu. N iezw ykle in tensyw ny rozwój 
badań  nad  glikozylacją białek w y ­
m agał dostępności fosforanów polii­
zoprenoidów , podczas gdy w tkan ­
kach roślin i zw ierząt grom adzone 
są (niekiedy w znacznych zresztą 
ilościach) wolne alkohole lub ich 
estry z kw asam i tłuszczowym i. Ol­
brzym ią zasługą prof. Chojnackiego 
było opracow anie bardzo wydajnej 
m etody  fosforylacji dolicholi, do 
dziś pow szechnie stosowanej i cyto­
wanej. W ostatnim  czasie prof. Choj­
nacki zainteresow ał się możliwością 
przekształcenia poliizoprenoidów  w 
form y kationow e użyteczne w m eto­
dzie lipofekcji, a badania  te zaow o­
cowały opublikow aną w ubiegłym 
roku pracą dośw iadczalną. Prof. 
Chojnacki w raz z zespołem  opraco­
w ał także m etody chemicznej syn­

tezy rad ioizotopow o znakow anych 
poliizoprenoidów  i ich p rekurso ­
rów; zw iązki te dały asum pt w ielu 
badaniom  dotyczącym  m etaboli­
zm u poliizoprenoidów , a ostatnio 
— ubichinonu (zawierającego po- 
liizoprenoidow y łańcuch boczny). 
Stw orzona przez prof. Chojnackiego 
unikalna w skali światowej „Kolek­
cja Poliprenoii" dała początek w ie­
lu badaniom  prow adzonym  dziś w 
Zakładzie Biochemii L ipidów IBB 
PAN w W arszawie, w  Laboratorium  
A rrheniusa na Uniwersytecie w 
Sztokholmie, a także 
w wielu laboratoriach 
europejskich i am e­
rykańskich (przygo­
tow ano na podstaw ie 
informacji opracow a­
nej p rzez prof. d r hab.
Ewę Swieżewską).

Prof. Jerzy D u­
szyński, biochemik  
z Instytutu Biologii  
Doświadczalnej PAN, 
został powołany na 
stanowisko podse­
kretarza stanu w  M i­
nisterstwie Nauki i 
Szkolnictwa W yż­
szego. Prof. D uszyński (Fot. 2) jest 
specjalistą w dziedzinie nauk  biolo­
gicznych. Ukończył W ydział Biolo­
gii i N auk o Ziemi UW w 1971 r. W 
1975 roku uzyskał stopień doktora, 
a w 1983 — doktora habilitowanego. 
W 1993 roku 
otrzym ał no ­
minację p ro ­
fesorską z rąk 
p r e z y d e n t a  
Lecha W ałę­
sy. Prof. Jerzy 
D uszyński jest 
członkiem ko­
re s p o n d e n te m  
Polskiej A ka­
demii N auk, a 
od 2005 r. k ra ­
jow ym  dele­
gatem  do prac 
zespołu biom e­
dycznego European  Strategy Forum  
for Research Infrastructures. Od 2006 
r. jest także przew odniczącym  Ze­
społu ds. In frastruk tury  Badawczej 
przy  MNiSW. N ow y w icem inister 
przez wiele lat był p rzew odniczą ­
cym Rady N aukow ej Insty tu tu  im. 
Marcelego Nenckiego PAN, a także

dyrektorem  tej placówki. Obecnie 
kieruje w Instytucie Pracownią Bio­
energetyki i Błon Biologicznych. Jest 
au torem  lub w spółau torem  wielu 
publikacji naukow ych, artykułów  
prasow ych popularyzujących w spół­
czesną naukę, a także serii podręcz­
ników  z dziedziny biologii. Odbył 
liczne staże zagraniczne, m.in. w  la­
boratoriach J. R. W illiamsona w Pen­
nsylvania University oraz K. F. La- 
N oue w PennState University. Prof. 
Duszyński będzie odpow iadał w 
resorcie za spraw y nauki (wg PAP, 

N auka w Polsce).

Rada do Spraw Edu­
kacji i Badań Nauko­
wych została pow ołana 
11 lutego br., a 19 lutego 
2008 roku w Pałacu Pre­
zydenckim  odbyło się 
uroczyste spotkanie Pre­
zydenta  RP z członkami 
now o powołanej Rady. 
Rada (Fot. 3) stanow i 
forum  konsultacyjne i 
organ opiniodaw czo-do­
radczy Prezydenta RP. 
W skład Rady weszli 
przedstaw iciele PAN, 
PAU, znakom itych 

polskich uczelni, przew odniczący 
konferencji rektorów  oraz rektorzy 
najbardziej znanych (w ocenie Pre­
zydenta  RP najlepszych) uczelni 
pryw atnych  w Polsce. Reguła po ­
w oływ ania członków Rady nie ma

charakteru  personalnego; łączy się 
z określonym i stanowiskam i. P rze­
w odniczącym  Rady został prof. 
d r hab. Ryszard Legutko, w ybit­
ny przedstaw iciel polskiej filozofii 
społecznej i politycznej, a także w 
ostatnich latach czynny polityk. W 
skład Rady weszli prof. dr hab. inż.
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Jerzy Błażejowski, Przew odniczący 
Rady Głównej Szkolnictwa W yższe­
go, prof. d r hab. inż. T adeusz Luty, 
Przew odniczący Konferencji Rekto­
rów  A kadem ickich Szkół Polskich, 
prof. d r hab. inż. Tom asz Borecki, 
Rektor SGGW w W arszaw ie, prof. 
dr hab. Andrzej Białas, Prezes PAU, 
prof. d r hab. A dam  Budnikowski, 
Rektor Szkoły Głównej H andlow ej, 
prof. d r hab. K atarzyna Chałasiń- 
ska-M acukow, Rektor U niw ersytetu  
W arszaw skiego, prof. dr hab. A n­
drzej Eliasz, Rektor Szkoły Wyższej 
Psychologii Społecznej, prof. dr hab. 
inż. Michał Kleiber, Prezes PAN, 
prof. d r hab. Andrzej K. Koźmiński, 
Rektor Wyższej Szkoły 
Przedsiębiorczości i Za­
rządzan ia  im. Leona Koź­
m ińskiego, prof. d r  hab. 
inż. W łodzim ierz Kurnik,
Rektor Politechniki W ar­
szawskiej, prof. d r hab.
Stanisław  Lorenc, Rektor 
U niw ersy tetu  im. A dam a 
Mickiewicza w Poznaniu , 
prof. d r hab. Karol Mu- 
sioł, Rektor U niw ersy tetu  
Jagiellońskiego, prof. dr 
hab. M ichał Szulczewski, P rzew od ­
niczący Rady N auki i Szkolnictwa 
W yższego, prof. d r hab. inż. Antoni 
Tajduś, Rektor A kadem ii Górniczo- 
Hutniczej, ks. prof. d r hab. Stanisław 
Wilk, Rektor Katolickiego U niw er­
sytetu Lubelskiego im. Jana Pawła 
II oraz prof. dr hab. E dm und  W nuk- 
Lipiński, Rektor Collegium  Civitas.

Akademia Medyczna w Białym­
stoku (Fot. 4), Lublinie i Warszawie 
może używać nazwy Uniwersytet 
Medyczny. Ustawy zmieniające na­
zwę trzech uczelni medycznych pod­
pisane przez Prezydenta RP, w  dniu 
27 lutego br., opublikowano w  dzien­
niku Ustawa dnia 7 marca 2008 r.

N aczyn ia  k rw io n o śn e  — spra­
w a życia  i śmierci. W  n a jn o w sz y m  
zeszycie  Circulation (15 stycznia), 
u z n a w a n e g o  za n a jlep sze  czaso ­
p ism o  z d z ie d z in y  k a rd io lo g ii i 
b io log ii naczyn iow ej, u k aza ł się 
a r ty k u ł, k tó rego  w sp ó ła u to ra m i są 
prof. d r  hab. Józef D u lak  (Fot. 5) i 
d r  hab . Alicja Jó zkow icz  z Z ak ła ­
d u  B io technologii M edyczne j W y ­
d z ia łu  B iochem ii, B iofizyki i Bio­
techno log ii U n iw e rsy te tu  Jag ie l­

lońsk iego  [1]. W p racy  tej, p rz y g o ­
tow anej w ra z  z prof. A n u p a m e m  
A g arw a lem  i d r  Jessy D eshane  z 
U n iv ers ity  of A lab am a  w  B irm ing ­
ham , USA, a u to rz y  p o d su m o w u ją  
w y n ik i sw o ich  k ilk u le tn ich  b a ­
d a ń  d o w o d z ą c y c h  kluczow ej roli 
o k sy g en azy  hem ow ej-1  (HO-1) w  
an g iogenez ie , czyli p o w s ta w a n iu  
n o w y ch  n aczy ń  k rw ionośnych . 
HO-1 to enzym , k tó ry , ro z k ła d a ­
jąc h em  do  zielonej b iliw erd y n y , 
p rzeksz ta łcanej n a s tę p n ie  w  żó ł­
tą b ilirub inę , p rzy czy n ia  się do 
zan ik u  s in iaka  o raz  o d p o w ia d a  
za zażó łcen ie  skó ry  p o d czas  żó ł­

taczki. O siągn ięc iem  k ra ­
k o w sk ich  n a u k o w c ó w  jest 
o d k ryc ie  n ieznane j d o tąd  

q  funkcji HO-1, n iezbędnej 
O w  syn tez ie  i ak tyw nośc i 

^  czy n n ik ó w  s ty m u lu ją ­
cej* cych an g iogenezę , k tó re  

o d g ry w a ją  w a ż n ą  rolę  w  
p rocesach  nap raw czy ch , 
tak ich  jak  gojenie ran , ale 
także  p rzy czy n ia ją  się do 
w z ro s tu  n o w o tw o ró w . W 
jednej z n a jn o w szy ch  p rac

[2] b ad acze  z B irm in g h am  i K ra ­
k o w a  w y k aza li  u d z ia ł  HO-1 w  ak ­
tyw nośc i k o m ó rek  m ac ie rzystych  
śró d b ło n k a ; w  kolejnej publikacji
[3] k rak o w sk i zespó ł u d o w o d n ił ,  
iż HO-1 p rzy czy n ia  się do  w zro s tu  
czern iaka , m .in. p o p rz e z  s ty m u ­
lację an g iogenezy . Lepsze  p o z n a ­
nie  m e ch an izm ó w  p o w s ta w a n ia  
n aczy ń  k rw io n o śn y ch  jest w a ­
ru n k ie m  u le p szen ia  is tn iejących

i o p raco w an ia  n o w y ch  s tra teg ii 
p rz ec iw n o w o tw o ro w y ch , a ta k ­
że te rap ii ogran iczających  n ie d o ­
k rw ien ie  serca lub  pobudza jących  
gojenie ran  u pacjen tów  z c u k rz y ­
cą. Publikacje  w  tych u z n an y ch  
c zaso p ism ach  s tan o w ią  p o tw ie r ­
d zen ie  ran g i b a d a ń  p ro w a d z o ­
nych  p rzez  n a u k o w có w  z Z a k ład u  
B iotechnologii M edycznej UJ, k tó ­
rzy  w e w rz e śn iu  byli ró w n ież  o r ­
g an iza to ram i V M ię d z y n a ro d o w e ­
go K ongresu  na  tem a t O k sy g en az  
H em o w y ch . K onferencja ta  o dby ła  
się n a  U n iw ersy tec ie  Jag ie llońsk im  
w  d n iach  od  5 do  9 w rześn ia  2007 
roku . U czestn iczy ło  w  niej p o n d  
230 n a u k o w c ó w  z 24 krajów  św ia ­
ta. K onferencja odb y ła  się p o d  p a ­
tro n a te m  Polsk iego  T o w arzy s tw a  
Biochem icznego. P odczas k o n fe ­
rencji p rz e d s ta w io n o  k ilkadz ies ią t 
w y k ła d ó w  i k ró tk ich  w y s tą p ie ń  
u s tn y ch , o d b y ły  się także  sesje 
po s te ro w e . P ro g ram  konferencji 
d o s tę p n y  jest na  s tron ie  h t t p : / /  
b io tk a .m o l.u j.e d u . p l / ho-conferen- 
c e / h t m l / a b s tra c ts -p ro g ra m .h tm l.  
Je d n y m  z o w oców  p rz y g o to w a ń  do  
konferencji jest zeszy t czaso p ism a  
Antioxidants & Redox Signaling  (IF 
= 4.49), zaw iera jący  14 a r ty k u łó w  
(w ty m  4 p race  o ryg ina lne , 9 p rz e ­
g ląd o w y ch  i k o m en ta rz  r e d a k to ­
ra), p o św ięco n y ch  biochem ii i z n a ­
czen iu  fiz jo logicznem u oksy g en az  
hem ow ych . Swoje prace  w  tym  
zeszycie  zam ieścili na jw ybitn ie jsi 
specjaliści za jm ujący  się oksyge- 
n azą  h em o w ą , w  ty m  m.in. M ah in  

M aines, N a d e r  
A b rah am , Shi- 
geki S h ib ah ara  
i inni. R ed ak ­
to rem  całości 
był prof. Józef 
D ulak. B ada ­
nia  n a d  ro lą  
o k s y g e n a z y  
hem ow ej-1 s ta ­
no w ią  część te ­
m atyk i b a d a w ­
czej Z a k ła d u  
B io tech n o lo g ii  
M e d y c z n e j ,  
k o n cen tru jące j 
się na  p o z n a ­
w a n iu  m o le k u ­Fotografia 5. Zespół Zakładu Biotechnologii M edycznej UJ z prof. Józefem D ulakiem  

(po prawej).

Fotografia 4. G odło U niw er­
sytetu  M edycznego w  Bia­
łymstoku.
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la rn y ch  m e c h a n iz m ó w  tw o rzen ia  
i fu n k c jo n o w an ia  n aczy ń  k rw io ­
nośnych . W  sw o ich  b ad an iach  
b ad acze  k rak o w scy  stosu ją  m .in. 
techn ik i tra n s fe ru  g en ó w  p rz y  w y ­
k o rz y s ta n iu  w e k to ró w  p la z m id o ­
w y ch  i w iru so w y ch . Z ag a d n ie n iu  
tem u  p o św ięco n y  jest zeszy t „Bio­
techno log ii"  (nr 3 /2007) z a w ie ra ­
jący p race  p rz y g o to w a n e  p rzez  
p ra c o w n ik ó w  i d o k to ra n tó w  Z a ­
k ładu .
[1] Dulak J, Deshane J, Jozkowicz A, Agarwal 

A (2008) Hem e 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, Się­
gał GP, Dulak J, Jozkowicz A, Grant MB, 
Agarwal A (2007) Stromal cell-derived fac­
tor-1 prom otes 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, LegerJJ, Lack- 
owska B, Grochot A, Bojkowska K, Ratajs­
ka A, Kieda C, Szala S, Dulak J, Jozkowicz 
A (2006) Overexpression of heme oxygen- 
ase-1 in m urine melanoma: increased pro­
liferation and viability of tum or cells, de­
creased survival of mice. Am J Pathol 169: 
2181-2198

Z espół dr M acieja Lazarczyka  
podczas badań prow adzonych  
d z ięk i w sparciu  Fundacji na rzecz  
N au k i Polskiej w  Instytucie Pa­
steura, odkrył n iezn an y  natural­
ny m ech an izm  obrony przed w i ­
rusami p ow od u jącym i m.in. raka 
szyjk i macicy. C z ło n k o w ie  z e sp o ­
łu b ad a li  p ac jen tów  z b a rd zo  rz a d ­
ką  ch o ro b ą  epidermodysplasia verru­
ciformis (EV), k tó ra  z w iązan a  jest z 
w y s tę p o w a n ie m  m utacji w  genie  
k o d u jący m  b ia łka  E v e rl  i Ever2, 
uczes tn iczący m i w  tw o rz e n iu  b a ­
r ie ry  p rz e d  a taku jącym i k om órkę  
w iru sam i. N osicie le  tak ich  m utacji 
są n ie z w y k le  p o d a tn i na  zak ażen ia  
o n k o g e n n y m i w iru sa m i lu d zk ieg o  
b ro d a w c z a k a  (HPV) (w irusy  EV- 
HPV). Te p o w szech n e  w  p rz y ro ­
d z ie  w iru sy  n ie  p o w o d u ją  z a z w y ­
czaj ż a d n y c h  p ro b lem ó w  u osób z 
p ra w id ło w y m , a n ie z m u to w a n y m  
g en em  EVER. U p o d a tn y c h  n a  z a ­
ch o ro w an ie  pac jen tów  c ierp iących  
na  EV po jaw iają  się zm ian y  sk ó r ­
ne, u trzy m u jące  się p rzez  całe ży ­
cie, w  ob ręb ie  k tó rych  rozw ija  się 
rak  skóry . Z espó ł d r  Ł azarczyka

odkry ł, że b ia łka  Ever uczestn iczą  
w  kon tro li w e w n ą trzk o m ó rk o w e j 
ho m eo s tazy  cynku ; z ab u rzen ie  tej 
ró w n o w a g i jest k luczow e  d la  ro z ­
w oju  zak ażen ia  HPV. M echan izm  
ten  n ie  d o ty czy  jed n ak  ty lko  r z a d ­
kiej cho roby  jaką  jest EV. M a ró w ­
n ież  is to tne  znaczen ie  w  z a k a ż e ­
n iach  g en ita ln ą  o d m ia n ą  HPV. Z a ­
k ażen ia  o d m ia n ą  EV-HPV na leżą  
do  najczęstszych  cho rób  p rz e n o ­
szonych  d ro g ą  p łc iow ą, a n iek tó re  
H PV  p o w o d u ją  rak a  szyjki m acicy 
u kobiet. N au k o w c y  w ykaza li, że 
w iru sy  w y w o łu jące  rak a  szyjki m a ­
cicy w  d ro d z e  ew olucji w y k sz ta ł ­
ciły m ech an izm  blokujący  d z ia ­
łan ie  b ia łek  Ever, um ożliw ia jący  
w iru so m  n a ś la d o w a n ie  sk u tk ó w , 
jakie  w y w o łu je  m utac ja  w  genie  
EVER. W skazu je  to, że zab u rz e n ia  
w ew n ą trz k o m ó rk o w e j h o m e o s ta ­
zy cyn k u  s ta n o w ią  k lu czo w y  e tap  
w  z a k ażen iu  H PV  i o d g ry w a ją  rolę 
w  u jaw n ien iu  onkogennej n a tu ry  
w iru sa . Choć o d kryc ie  m a na  raz ie  
znaczen ie  p rz e d e  w szy s tk im  p o ­
znaw cze , iden ty fiku je  ono n ie z n a ­
ny  d o tą d  m ech an izm  o ch ronny , 
k tó rego  b lo k a d a  jest b a rd z o  w a ż n a  
w  cyklu  ży c io w y m  tych  w iru só w  
(L azarczyk  M, Pons C, M en d o za  
JA, C asso n n e t P, Jacob Y, F avre M 
(2008) R eg u la tio n  of ce llu lar zinc 
ba lance  as a p o ten tia l m ech an ism  
of E V E R -m edia ted  p ro tec tio n  a g a ­
inst p a th o g en es is  by  c u tan eo u s  
oncogenic  h u m a n  p a p il lo m a v i­
ruses. J Exp M ed  205: 35-42) (w g 
PAP, N a u k a  w  Polsce).

N ieo b serw o w a n y  od 100 lat w  
w odach  M orza Bałtyckiego gatu ­
nek zw ierzęcia  odkryła Marta Ro- 
now icz , doktorantka w  Z akładzie  
Ekologii Morza Instytutu O ce­
ano log ii  PAN, podczas n u rkow a­
nia sw o b o d n eg o . Tenellia adspersa 
jest ś lim ak iem  n a g o sk rz e ln y m  o 
o g ó ln o św ia to w y m  zas ięgu  w y s tę ­
p o w an ia  zam ieszk u jący m  w o d y  
z a ró w n o  ocean iczne , jak  i słodkie , 
jed n ak  po  raz  p ie rw szy  z a n o to w a ­
no jego obecność  w  polskiej s tre ­
fie Bałtyku. M gr R onow icz  w śró d  
kolonii s tu łb io p ła w ó w  z g a tu n k u  
Gonothyrea loveni zn a lez io n y ch  w 
2006 r. w ś ró d  ro ś lin  po rasta jących  
kam ien ie  w  p rz y b rz e ż n y ch  w o ­

d ach  H elu , z a u w a ż y ła  żeru jącego  
ś lim ak a  n ag o sk rz e ln e g o  o d łu g o ­
ści 3 m m . Rok późn ie j ś lim ak  tego 
sam ego  g a tu n k u  zosta ł zna lez io n y  
w  w o d a c h  w  re jon ie  Sopo tu . Jest to 
zw ie rzę  o b a rd z o  d u ż y c h  z d o ln o ­
ściach a d a p tacy jn y ch , k tó re  to le ru ­
je szerok i z a k re s  w a ru n k ó w  ś ro d o ­
w isk o w y ch . R o zm n a ż a  się w  te m ­
p e ra tu rz e  15-25°C i p rzy  zaso len iu  
8-30  p su . Ż eru je  n a  ró żn y ch  ga ­
tu n k a c h  b e n to so w y c h  s tu łb io p ła ­
w ów . O d k ry ty  zos ta ł w  1845 roku  
w  M orzu  C z a rn y m  i od  tego  czasu  
był sp o ty k a n y  w  w o d a c h  okala ją ­
cych W y sp y  Brytyjskie, w  M orzu  
Bałtyckim , w  M o rzu  P ó łnocnym , 
a także  w  p ó łn o c n o -w sc h o d n im  
A tlan ty k u . W  B a łtyku  o b se rw o w a ­
n o  go od  1865 d o  1907 ro k u , a n a ­
s tęp n ie  p rz e z  p ra w ie  100 lat nie p o ­
jaw ia ły  się ż a d n e  w z m ia n k i o jego 
is tn ien iu  w  ty m  akw en ie . D opiero  
w  2004 ro k u  u k a z a ła  się p u b lik a ­
cja fińskich  n a u k o w c ó w  in fo rm u ­
jących o l iczn y m  w y s tę p o w a n iu  
ś lim ak a  u  w y b rz e ż y  A rch ip e lag u  
F ińsk iego . M e to d a  n u rk o w a n ia  
sw o b o d n e g o  jes t sk u te c z n y m  sp o ­
sobem  p e w n e g o  zn a lez ien ia  o rg a ­
n izm ó w  d ro b n y ch . W ed łu g  M arty  
R onow icz  g a tu n e k  ś lim aka  m ógł 
zostać  za w le c z o n y  z M orza  C zar­
nego  n a  k a d łu b a c h  s ta tk ó w  w raz  
z fau n ą  s to w a rz y sz o n ą . N ie w y ­
k luczone , że o rg a n iz m  dosta ł się 
d o  B ałtyku  z w o d a m i b a la s to w y ­
m i s ta tków . O d k ry c ie  to p o zw a la  
p o sze rzy ć  w ie d z ę  o zb io ro w isk ach  
fau n y  M orza  B ałtyckiego. Z cza ­
sem  okaże  się, czy  n o w o o d k ry ty  
m a ły  ś lim ak  b ęd z ie  m iał w p ły w  
n a  e k o sy s tem  B ałtyku  (w g PAP, 
N a u k a  w  Polsce).

N ow a u m o w a  o K om isji Fulbri­
ghta zosta ła  p o d p is a n a  p rzez  S tany 
Z jed n o czo n e  i RP 10 m arca  2008 r. 
w  zw ią z k u  z oficjalną w izy tą  P re ­
m iera  RP w W aszy n g to n ie . N ow a 
u m o w a  zn aczn ie  zw ięk sza  finan ­
sow y  u d z ia ł  s tro n y  polskiej w  P ro ­
g ram ie  F u lb r ig h ta , co w p ły n ie  na 
ro z sze rzen ie  w y m ia n y  s tu d e n tó w , 
n a u k o w c ó w  i nauczyc ie li p o m ię ­
d zy  o b o m a  kra jam i. W cerem onii 
p o d p isa n ia  w  Sali T rak ta tow ej D e­
p a r ta m e n tu  S ta n u  u d z ia ł  w zięli
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p.o. zas tęp cy  sek re ta rza  B iura ds. 
E dukacji i K u ltu ry  D e p a r ta m e n tu  
S tanu  USA, C. M iller C rouch  o raz  
cha rg e  d 'a ffa ire s  a.i. A m b asad y  RP 
W ojciech Flera. W  2009 r. p r z y p a ­
d a  50. roczn ica  is tn ien ia  p ro g ra m u  
s ty p e n d ia ln e g o  F u lb r ig h ta  w  P o l­
sce (w w w .fu lb r ig h t .e d u .p l).

M o żliw o śc i  f inansow ania  dz ia ­
ła lności naukow o-badaw czej z 
F unduszu  N auki i T ech n olog ii  
Polskiej. S zczegó łow e z a sad y  g o ­
sp o d a rk i  finansow ej F u n d u sz u  N a ­
uki i T echnologii Polskiej określa  
R o z p o rząd zen ie  M in is tra  N au k i i 
S zko ln ic tw a  W yższego  z d n ia  22 
m arca  2007 r. (w w w .m n isw .g o v . 
pl), ak ty  p ra w n e , n a u k a  (B iuletyn 
Inform acji Publicznej). F u n d u sz  
N au k i i T echnologii Polskiej g ro ­
m ad z i na  koncie  2% p rz y c h o d ó w  
u zy sk a n y c h  z p ry w aty zac ji w  d a ­
n y m  ro k u  b u d ż e to w y m  o raz  o d se t ­
ki od  tych  ś ro d k ó w , z p rz e z n a c ze ­
n iem  na  cele z w iązan e  z rozw o jem  
n au k i i techno log ii polskiej, obej­
m ujące w sp ie ra n ie  u z n a n y c h  za 
szczegó ln ie  w a żn y ch  k ie ru n k ó w  
b a d a ń  n a u k o w y c h  kraju  lub  p rac 
ro zw o jo w y ch  ok reś lan y ch  w  z a ­
łożen iach  po lityk i n au k o w o -te c h ­
n icznej p a ń s tw a , w sp ie ra n ie  in w e ­
stycji s łużących  p o trz e b o m  b a d a ń  
n a u k o w y c h  lub  p rac  rozw o jo w y ch  
o raz  p rom ocję  i u p o w szech n ian ie  
n auk i. Z g o d n ie  z u s ta w ą  z F u n ­
d u s z u  m ogą  być f in an so w an e  m. 
in.: p ro jek ty  b ad aw cze , inw estycje  
służące  p o trz e b o m  b a d a ń  n a u k o ­
w y ch  (inw estycje a p a ra tu ro w e  lub 
b u d o w lan e ) , dz ia ła lność  w s p o ­
m agająca  b a d a n ia  (ekspertyzy , 
konferencje). W nioski sp o rz ą d z a  
się w e d łu g  o d p o w ie d n ic h  w z o ­
ró w  s tan o w iący ch  za łączn ik i do 
ro z p o rz ą d z en ia .  Z g o d n ie  z ro z p o ­
rz ą d z e n ie m  ś ro d k am i F u n d u sz u  
d y sp o n u je  m in is te r  w łaśc iw y  do  
sp ra w  nauk i. W nioski m ogą  być 
sk ład an e  w  ciągu  całego roku . P i­
sm o (w niosek), zaw iera jące  u z a ­
sad n ien ie  celow ości w y s tąp ien ia  
o f in an so w an ie  w y m ien io n eg o  
z a d a n ia  o raz  za łączn ik  w  postac i 
w n io sk u , n a leży  k ie row ać  na  a d ­
res: M in is te r prof. Jerzy D u sz y ń ­
ski, D e p a r ta m e n t Bazy Badaw czej

M in is te rs tw a  N au k i i Szkoln ic tw a 
W yższego , ul. W spó lna  1 /3 ,  00-529 
W arszaw a . W nioski, na k tó re  nie 
p rz y z n a n o  ś ro d k ó w  finansow ych  
w  d a n y m  ro k u , nie są ro z p a try w a ­
ne w  ro k u  n as tęp n y m .

N arodow e Centrum Ba­
dań i Rozwoju (NCiBR) 
poszukuje ekspertów, któ­
rzy będą opiniować projek­
ty realizowane w  ramach 
strategicznych programów  
badawczych. Przedstaw iciel 
NCBiR poinform ow ał, że re ­
alizacja zad ań  N arodow ego  
C en tru m  Badań i Rozwoju 
w y m ag a  stw orzenia  bazy 
ekspertów , zarów no  z ob­
szaru  nauki, jak i gospodarki. Naj­
w ażniejszym  zadan iem  ekspertów  
będzie op in iow anie  projektów  w 
ram ach  strategicznych p rogram ów  
badaw czych. Zain teresow ane osoby 
proszone są o zarejestrow anie się i 
w ypełn ien ie  form ularza in terneto ­
wego. Po zaakcep tow aniu  aplikacji 
i w p isan iu  do  bazy ekspertów , d y ­
rek tor C en tru m  będzie, w  m iarę po ­
jawiających się potrzeb, zapraszać 
ekspertów  do  sporządzen ia  opinii 
lub ekspertyz. Określi także szcze­
gółow e w aru n k i zw iązane z pracą 
ekspertów  (w w w .ncbir.gov .p l).

Powstała seria 10 filmów, w w y ­
niku wspólnej inicjatywy Fundacji 
na rzecz N auki Polskiej, MNiSW 
oraz TVP 2, ukazujących sylwetki 
w ybitnych osobistości polskiej na ­
uki, za ty tu łow ana „Młodzi twórcy 
— m istrzom ". O realizację filmów 
poproszono absolw entów  łódzkiej 
„Filmówki". Sami wybierali boha­
terów, konwencję i tem atykę swoich 
filmów. Jedynym  wym ogiem  było, 
aby p rzedstaw iana  osoba była lau ­
reatem  tzw. polskiego Nobla lub 
dorocznej nagrody  M inistra N auki i 
Szkolnictwa W yższego za osiągnię­
cia w  badaniach na rzecz rozwoju 
nauki, społeczeństw a i gospodarki. 
Serię 10 obrazów  rozpoczyna film 
„M iędzy złem a złem". Twórcą (sce­
nariusz i reżyseria) filmu jest 25-let- 
ni Jakub Kossakowski. Bohaterem 
p ierw szego filmu (emisja 3 stycznia 
2008 r.) jest wielki hum anista, w y ­
bitny onkolog, autor pierw szego w 
Polsce udanego przeszczepu szpiku,

prof, d r hab. med. Wiesław W iktor 
Jędrzejczak (Fot. 6). Prof. Jędrzej­
czak kieruje Kliniką Flematologii, 
Onkologii i Chorób W ew nętrznych 
U niw ersytetu  M edycznego w W ar­

szawie, jest także konsu ltan ­
tem krajowym  w zakresie he ­
matologii. Prof. Jędrzejczak 
w 1993 roku został laureatem  
prestiżowej nagrody  F u n d a ­
cji na rzecz N auki Polskiej 
w dziedzinie nauk p rzy ro d ­
niczych i medycznych. W y­
różniono go za cykl prac na 
tem at m olekularnych i ko­
m órkow ych m echanizm ów  
pow staw ania  kom órek krwi. 
Jest autorem  ponad  160 p u ­
blikacji naukow ych, w tym  

w najbardziej prestiżow ych czasopi­
smach na świecie, takich jak Scien­
ce, Journal of Experimental M edici­
ne, Blood i British Medical Journal. 
Pozostałe m iniatury dokum entalne 
ukazują prof. Lecha Leciejewicza 
z Insty tu tu  Archeologii i Etnologii 
PAN, prof. H enryka Skarżyńskie­
go z M iędzynarodow ego C entrum  
Słuchu i M owy w Kajetanach koło 
W arszawy, prof. Z ygm unta  Pejsaka 
z Państw ow ego Insty tu tu  W eteryna­
ryjnego w Puławach, prof. E dw arda 
W nuka-Lipińskiego, Rektor Colle­
gium  Civitas w W arszawie, prof. 
Karola Myśliwca z Z akładu A rche­
ologii Śródziem nom orskiej PAN, 
prof. Stefana Zaw adzkiego z UAM 
w Poznaniu, prof. Zofię Kielan-Ja- 
w orow ską z Insty tu tu  Paleobiologii 
PAN, prof. Jadwigę Staniszkis z In ­
sty tu tu  Socjologii UW i prof. K rzysz­
tofa M atyjaszewskiego z W ydziału 
Chemii Carnegie Mellon U niversity 
(USA) oraz C entrum  Badań M oleku­
larnych i M akrom olekularnych PAN 
w Łodzi.

Polskie uczelnie techniczne będą 
współpracować z ukraińskimi; po ­
rozum ienie w  tej spraw ie zostało 
zaw arte  w W arszawie, o czym  po in ­
form ow ał Rektor Politechniki Łódz­
kiej, prof. Jan Krysiński. Porozum ie ­
nie m iędzy Konferencją Rektorów 
Polskich Uczelni Technicznych, 
której prof. Krysiński p rzew o d n i­
czy, a Stow arzyszeniem  Rektorów 
Uczelni Technicznych U krainy jest 
w stępem  do w spółpracy poszcze­
gólnych uczelni, zarów no przy w y ­
m ianie studentów  i w ykładow ców , 
jak i przy badaniach naukow ych.
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Fotografia 6. Prof. W ie­
sław W iktor Jędrzej­
czak.
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Politechniki zobow iązały się też do 
dw ustronnej w ym iany  informacji. 
Poszczególne uczelnie krajowe będą 
teraz na tej podstaw ie naw iązyw ały  
kontak ty  z uczelniam i ukraińskim i.

Centrum Nauki „Kopernik" 
zorganizuje jedno z największych  
wydarzeń w środowisku centrów  
nauki i m uzeów na świecie, konfe­
rencję ECSITE (European Network  
of Science Centres & Museums) 
w  2011 roku. Uczestniczy w  niej co 
roku  blisko tysiąc osób, dyrektorów  
i przedstaw icieli m uzeów  i centrów 
nauki z całego św iata oraz firmy 
projektujące i w ytw arzające w ysta ­
w y do centrów  „Kopernika". Pol­
skie centrum  nauki ryw alizow ało z 
pięciom a centram i z całej Europy. 
D yrektor ECSITE, Vincenzo Lipardi, 
poinform ow ał o sukcesie Polaków 
27 m arca 2008 r. C entrum  N auki 
„K opernik" planuje połączenie kon­
ferencji z Piknikiem  N aukow ym , 
który w spółorganizuje z Polskim 
Radiem. To największa w Europie 
im preza p lenerow a tego typu, w 
której uczestniczą setki instytucji z 
Polski i świata. Konferencja ECSITE 
będzie promocją dla polskich n a ­
ukow ców  i popularyzatorów  nauki. 
Będą oni mieli okazję obejrzeć także 
to, co pokażą uczestnicy konferencji 
z zagranicy. Z konferencji pow inny 
skorzystać in teraktyw ne centra na ­
uki. P rzew odniczącym  Rady Progra­
mowej C entrum  N auki „Kopernik" 
o raz pom ysłodaw cą Pikniku N auko­
w ego jest prof. Łukasz Turski.

Cenioną na św iecie  nagrodę im. 
Christopha Schmelzera odebrała 
30 listopada 2007 r. w  Darmstadt 
Katarzyna Psonka, s typendystka  
p row adzonego  w CITTRU projektu 
s typend ia lnego  „A kadem icka Inno ­
wacyjność dla M ałopolski". N agro ­
da, nazw ana  im ieniem  pierw szego 
dy rek to ra  naukow ego  i założyciela 
T ow arzystw a na Rzecz Badań C ięż­
kich Jonów, jest w ręczana corocz­
nie przez  Stowarzyszenie na rzecz 
promocji Ciężkojonowej Terapii 
N owotworowej za w ybitne prace 
z zakresu  terapii now otw orow ej 
w iązkam i jonow ym i. Do tej pory 
w śród  osób nagrodzonych  znaleź ­
li się m łodzi naukow cy z Niemiec, 
Francji, Szwajcarii, Szwecji i Ja­
ponii. W ręczenie nag rody  odby ­
ło się o środku  naukow ym , który

p ro w ad z i p ilo tażow y projekt te ra ­
pii now otw orow ej jonam i węgla. 
W projekcie CITTRU K atarzyna 
Psonka zajm ow ała się badaniami 
uszkodzeń  D NA, wykorzystując 
m ikroskopię atomową. K atarzyna 
Psonka jest zw iązana  z W ydziałem  
Fizyki, A stronom ii i Inform atyki 
Stosowanej UJ, a jej za in te resow a­
nia naukow e koncentru ją  się w okół 
radiobiologii.

Nagrodę Naukową Miasta Gdań­
ska im. Jana Heweliusza otrzym ał 
prof. Marcin Pliński w  dziedzinie 
nauk  ścisłych, za rozwinięcie un ika ­
tow ych badań  nad  zm ianam i ekolo­
gicznym i w Bałtyku, a zwłaszcza za 
poszukiw anie  przyczyn regularnych 
zakw itów  sinic. Prof. Pliński kieruje 
Zakładem  Biologii i Ekologii M o­
rza w  Instytucie Oceanografii UG, 
był założycielem  C entrum  Biologii 
M orza PAN w Gdyni. N agroda im. 
Jana H ew eliusza jest najstarszym  
naukow ym  w yróżnieniem  p rzyzna ­
w anym  przez sam orządy w Polsce. 
U stanow iła ją w  1987 roku Miejska 
Rada N arodow a na w niosek gd ań ­
skiego oddzia łu  PAN. W kapitule 
nagrody  zasiadają Prezes G dań ­
skiego T ow arzystw a N aukow ego, 
Prezes gdańskiego oddziału  PAN, 
Rektorzy gdańskich szkół wyższych 
i p rzedstaw iciel Prezydenta  G dań ­
ska. W przyszłym  roku w grem ium  
zasiądą rów nież dotychczasowi lau ­
reaci nagrody.

W spólną budowę pomnika we  
Lwowie, upamiętniającego zamor­
dowanych profesorów Uniwersy­
tetu Lwowskiego, zapowiedzieli  
Prezydent Wrocławia Rafał Dutkie­
wicz i Prezydent Lwowa Andriy Sa- 
dovyy. List intencyjny w tej spraw ie 
podp isany  został we W rocławiu w 
m arcu 2008 r. Intencją uzgodnienia 
ma być upam iętn ien ie  ofiar zbrodni 
dokonanej p rzez niemieckich naz i­
stów w 1941 r., poprzez wzniesienie 
pom nika w e Lwowie, na miejscu 
m ordu  profesorów  U niw ersytetu 
Lwowskiego. Projekt pom nika zo­
stanie w yłoniony w drodze kon ­
kursu , a w szelkie napisy będą w y ­
konane w  dw óch językach. Pom nik 
ma pow stać do końca 2009 r. Strona 
polska zobow iązała się do poniesie­
nia w szystkich  kosztów  zw iązanych 
z realizacją przedsięwzięcia. Część 
finansów będzie praw dopodobn ie

pochodzić z budżetu  Wrocławia, ale 
w ładze miasta mają też nadzieję po ­
zyskać sponsorów . Prezydenci obu 
miast zapow iedzieli także w spó l­
ne ubieganie się o organizację w 
2016 r. Europejskiej Stolicy Kultury. 
Pierw otnie idea Europejskiego M ia­
sta K ultury pow stała w  Parlamencie 
Europejskim  w 1985 r. z zam ysłem  
zbliżania narodów  Europy. W 1999 
r. przyjęto now ą nazw ę projektu 
Europejska Stolica Kultury. A ktual­
nie Europejska Stolica Kultury jest 
w skazyw ana co roku przez Radę 
na zalecenie Komisji, uw zg lędn ia ­
jąc opinię Parlam entu  Europejskie­
go i jury, w skład którego w chodzi 
siedm iu w ybitnych przedstawicieli 
św iata kultury  (wg PAP, N auka w 
Polsce).

N akładem  W ydawnictwa U ni­
wersytetu W armińsko-M azurskie­
go w O lsztynie ukazała  się książka 
„M ało znane rośliny sadow nicze". 
A utorzy, profesor Z dzisław  Kawec­
ki, d r hab. R om uald  Łojko i d r Bole­
sław Pilarek, zamieścili w niej op i­
sy i zdjęcia 22 mało znanych roślin 
sadow niczych  oraz om ów ili m ożli­
wości ich up raw y  i w ykorzystan ia  
w p rze tw órstw ie  i ziołolecznictwie. 
W iększość p rzep isów  została o p ra ­
cow ana albo udoskonalona przez 
au torów . N iektóre  z podanych  w 
książce recep tu r znano  już w  okresie 
średniow iecza, a później s tosow a­
no naw et na m agnackich dw orach. 
P raw ie w szystkie  przepisy  zostały 
sp raw d zo n e  w Zakładzie  P rze tw ór­
s tw a Ins ty tu tu  Sadow nictw a w 
Sam ochw ałow iczach koło M ińska 
na Białorusi p rzez  nieżyjącego już 
w spó łau to ra , Polaka z pochodze­
nia, dr. hab. R om ualda Łojkę, p ra ­
cow nika naukow ego  tego insty tu tu . 
Książkę poleca się szczególnie s tu ­
den tom  O grodnictw a, Rolnictwa, 
A rchitek tury  K rajobrazu, K ształto ­
w ania  i O chrony Środow iska, A gro ­
tu rystyki oraz Technologii Ż yw no­
ści i Żyw ienie Człowieka. Książka 
zaw iera  w iele cennych w iadom ości 
i m ogą z niej korzystać nie tylko 
studenci, ale wszyscy, k tórzy  chcą 
upiększyć swoje ogrody  lub działki 
oraz w zbogacić swoją d ietę i zadbać 
o zdrow ie.

POD REDAKCJĄ TERESY 
WESOŁOWSKIEJ
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Central European 
Congress of Life Sciences

Eurobiotech 2008
Leading Area: Red Biotechnology 
Kraków, Poland, 17-19 October 2008

Na jesieni tego roku organizow a­
ny jest Central European Congress 
of Life Sciences EUROBIOTECH 
2008, którego tem atem  przew odnim  
będzie tzw. „czerw ona biotechnolo­
gia"; na kongresie zostaną poruszo ­
ne tem aty zw iązane z biotechnologią 
m edyczną i farm aceutyczną, biofar-

macją, biom ateriałam i i żywieniem. 
Kongres zostanie zorganizow any

w s p ó l n i e  
przez: Pol­
ską Fede­
rację Bio­
technologii, 
U n i w e r ­
sytet Ja­
g i e l l o ń s k i  
( W y d z i a ł  
B io ch em ii,  
Biofizyki i 
B io te c h n o ­
logii oraz 
C o l l e g i u m  
M e d ic u m ), 
A k a d e m i ę  
Rolniczą w 
K r a k o w i e  
oraz Targi

w Krakowie sp. z o.o. Do w spó łp ra ­
cy przyłączyło się rów nież Jagielloń­
skie C entrum  Innowacji oraz Kra­
kowski Klaster Life Science.

W kw ietniu 2007 roku, odbyła 
się w  Krakowie I M iędzynarodow a 
Konferencja i Targi Biotechnolo­
gia w  Rolnictwie EUROBIOTECH 
2007. Konferencja ta okazała się d u ­
żym  sukcesem; wzięło w niej udział 
praw ie 400 uczestników  z kraju i 
zagranicy oraz 30 firm z branży bio­
technologicznej. Mając na uw adze 
pow odzenie  pierwszej edycji oraz 
coraz większe zain teresow anie te­
m atem  w kraju i na świecie, organi­
zatorzy postanow ili ten projekt roz ­
wijać. O rganizatorzy p ragną w łą ­
czyć do w spółpracy najważniejsze 
ośrodki biotechnologiczne z Europy 
Środkowej i stw orzyć p raw dziw ą 
platform ę spotkań z partneram i z 
innych krajów. Swój ak tyw ny udział 
w im prezie zapow iedziała Słowacka 
A kadem ia N auk oraz środow iska 
biotechnologiczne z Czech, Litwy i 
Ukrainy.

W zam yśle O rganizatorów  Kon­
gres będzie połączeniem  nauko ­

wych w ykładów  i prezentacji z b iz ­
nesem. W w ystaw ie towarzyszącej, 
oprócz firm z sektora „Biotech", 
w ezm ą rów nież udział firmy p a ten ­
towe, firmy doradcze, fundusze  in­
westycyjne. N aukow ym  w ykładom  
tow arzyszyć będą rów nież panele 
dyskusyjne, spotkania i w arsztaty  
biznesowe.

Tematy dyskutowane w trakcie 
Kongresu i Targów będą zorganizo­
wane w 7 panelach:

— Biotechnologii Medycznej,
— Biotechnologii Farmaceutycznej,
— Nutrigenomiki (Jedzenie dla ży­

cia),
— Biomateriałów,
— Biotechnologii Zwierząt,
— Praw własności intelektualnej i 

czerwonej biotechnologii,
— Finansowania badań naukow ych 

ze źródeł prywatnych.

Z apraszam y do  Krakow a. Szcze­
gółow e informacje m ożna znaleźć 
na  stronie in ternetow ej w w w .b io -

technologia.krakow .pl lub w w w . 
eurobiotech.krakow .pl.
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N O W E  G E N Y  Z W I Ą Z A N E  Z M I A Ż D Ż Y C Ą

Agnieszka Dettlaff-Pokora 

Julian Świerczyński

Katedra i Zakład Biochemii Akademii Me­
dycznej w  G dańsku, ul. Dębinki 1, 80-811 
Gdańsk, tel. 058 349 14 60; e-mail: agniesz- 
ka_dettlaff-pokora@ amg.gda.pl

Artykuł nadesłano i przyjęto do druku  21 
kw ietnia 2008 r.

Słow a kluczowe: miażdżyca, polim orfizm

Podziękow ania: Praca pow stała w  ram ach 
realizacji pracy statutowej ST-41

Jednym z głównych czynników 
rozwoju miażdżycy jest akumulacja 
lipoprotein o niskiej gęstości (LDL) 
w  ścianach naczyń krwionośnych 
prowadząca do powstawania blasz­
ki miażdżycowej, a w konsekwencji 
— do zawału mięśnia sercowego. Ry­
zyko zawału mięśnia sercowego jest 
bezpośrednio związane ze stężeniami 
lipoprotein w osoczu. Wysokie stęże­
nie cholesterolu LDL jest czynnikiem 
ryzyka rozwoju choroby wieńcowej, 
a wysokie stężenie cholesterolu HDL 
zmniejsza to ryzyko. Zmiana stęże­
nia cholesterolu LDL we krwi o 1%, 
zwiększa o 1% ryzyko choroby w ień­
cowej. Z kolei wyższe stężenie chole­
sterolu HDL we krwi o 1% powoduje 
obniżenie ryzyka choroby wieńcowej 
o 2%. Tak silna zależność pomiędzy 
stężeniem cholesterolu (HDL i LDL) 
a ryzykiem choroby wieńcowej spra­
wia, że wszelkie czynniki wpływające 
na stężenie cholesterolu w lipoprote- 
inach osocza mają duże znaczenie w 
rozwoju choroby wieńcowej. Oprócz 
cholesterolu do podstawowych czyn­
ników ryzyka choroby wieńcowej naj­
częściej zalicza się wysokie stężenie 
triacylogliceroli w osoczu. Do podsta­
wowych czynników etiologicznych 
wpływających na stężenia triacylo­
gliceroli i cholesterolu (LDL i HDL) 
w osoczu należą: palenie papierosów, 
wysokokaloryczna dieta i mała aktyw ­
ność fizyczna. Obserwuje się także ro­
dzinne skłonności do występowania 
choroby wieńcowej, determinowane 
przez czynniki genetyczne. Przykła­
dem tego może być genetycznie uw a­
runkow ana nieprawidłowa funkcja 
receptora LDL, lipazy lipoproteino- 
wej oraz warianty polimorficzne ge­

nów zaangażowanych w metabolizm 
lipidów [1],

Jak dotąd poszukiwania nowych 
wariantów polimorficznych koncen­
trowały się na badaniu pojedynczych 
genów i były prowadzone na stosun­
kowo niedużych populacjach. W luto­
wym  num erze czasopisma Nature Ge­
netics ukazały się trzy prace, w których 
przeanalizowano około 50 000 osób 
pod kątem setek tysięcy pojedynczych 
polimorfizmów genowych (SNP — 
Single Nucleotide Polymorphism) [2-4], 
Analizie poddano wyselekcjonowane 
polimorfizmy, położone w obrębie 
genów związanych z metabolizmem 
lipidów oraz polimorfizmy związane 
z patogenezą chorób metabolicznych. 
Wyniki te zestawiono z danymi kli­
nicznymi pacjentów, takimi jak stę­
żenia cholesterolu HDL, cholesterolu 
LDL i stężenia triacylogliceroli we 
krwi. Analizy statystyczne potwier­
dziły udział SNP-ów w ponad tuzinie 
genów już wcześniej podejrzewanych 
o związek ze zmianami stężeń chole­
sterolu HDL i cholesterolu LDL oraz 
stężeniami triacylogliceroli w osoczu. 
Ponadto, odkryto związek pomiędzy 
stężeniami cholesterolu LDL i cho­
lesterolu HDL oraz triacylogliceroli 
w osoczu a polimorfizmem siedmiu 
nowych genów przedstawionych w 
Tabeli. Odkrycie to otwiera na nowo 
dyskusję nad w pływ em  dziedzicze­
nia skłonności do zachorowania na 
choroby sercowo-naczyniowe (Tabe­
la 1).

Jednym z tych genów jest MLXIPL 
(ang. Max Like Protein Interacting Pro­
tein-Like), kodujący czynnik trans- 
krypcyjny ChREBP (ang. Carbohydrate 
Responsive Element Binding Protein), 
należący do rodziny bHLHZ (ang. 
basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper). 
Aktywność tego czynnika jest zależna 
od jego możliwości transportu do ją­
dra komórkowego. W formie ufosfo- 
rylowanej czynnik ten jest nieaktyw­
ny, ponieważ nie przechodzi do jądra 
komórkowego. Z kolei defosforylacja 
tego czynnika powoduje jego aktywa­
cję (transport do jądra komórkowe­
go). Defosforylacja ChREBP jest ka­
talizowana przez fosfatazę białek 2A 
(PP2A) aktywowaną wysokimi stęże­

niami glukozy, a precyzyjniej — przez 
powstający z glukozy ksylulozo 5-fos- 
foranu. Nieufosforylowany ChREBP 
przemieszcza się do jądra komórko­
wego, gdzie ulega dimeryzacji, a na­
stępnie wiąże się z sekwencją ChoRE 
(ang. Carbohydrate Response Element), 
obecną w promotorach genów kodu­
jących enzymy lipogenezy, glikolizy
1 sekrecji lipoprotein. Wydaje się, że 
jeden w wariantów polimorficznych 
(rs799160 Gln241His) w  obrębie genu 
MLXIPL może aktywować transkryp­
cję genów enzymów lipogennych, a w 
konsekwencji — wpływać na stęże­
nie triacylogliceroli oraz cholesterolu 
HDL w osoczu jak również prow a­
dzić do otyłości.

Ze stężeniem cholesterolu LDL 
powiązano także gen SORT1, kodu ­
jący sortilinę, białko zaangażowane 
w procesy sortowania białek w apa­
racie Golgiego. Sortilina bierze udział 
w procesach endocytozy i degradacji 
lipazy lipoproteinowej, katalizującej 
rozkład triacylogliceroli zawartych 
w  lipoproteinach (głównie w  chylo- 
mikronach i VLDL), co sugerowałoby 
raczej związek genu SORT1 ze zmia­
nami stężeń triacylogliceroli w  oso­
czu, a nie stężeniem cholesterolu LDL 
(Tabela 1).

Geny M VK  i MMAB, kodujące 
odpowiednio kinazę mewalonianu i 
adenozylotransferazę ATP : kobala- 
mina, pozostają pod kontrolą wspól­
nego promotora, aktywowanego 
przez czynnik transkrypcyjny SREBP-
2 (ang. Sterol Regulatory Element Bin- 
ding Protein 2). Czynnik transkryp­
cyjny SREBP-2 kontroluje syntezę ge­
nów związanych przede wszystkim 
z syntezą cholesterolu. Gen GALNT2 
koduje galaktozoaminotransferazę 
(UDP-N-acetylo-a-D-galaktozoamino: 
N-acetylogalaktozoamino transferazę 
polipeptydową 2), katalizującą pro­
cesy glikozylacji apolipoprotein, re­
ceptorów lipoprotein i lipaz. Lipaza 
nabłonkowa (EL), jeden z substratów 
galaktozyloaminotransferazy, jest gli- 
kozylowana w  kilku miejscach. Gli- 
kozylacja EL zmienia jej aktywność i 
specyficzność wobec poszczególnych 
frakcji HDL (HDL,, HDL,, HDL3). Gen 
ANGPTL3 koduje białko podobne do
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Tabela 1. Nowe geny, w których znaleziono SNP, związne ze stężeniami triacylogliceroli i lipoprotein.

Polimorfizm Lokalizacja SNP Powiązanie ze Funkcja białka

MLXIPL, 
(BCL7B, TBL2)

rs!7145738 m iędzygenow y

rs799160

stężeniem  triacylogliceroli 
stężeniem  cholestrolu HDL

eksonow y

czynnik transkrypcyjny, aktywuje 
geny zw iązane z lipogenezą, 
glikolizą i sekreqą lipoprotein

[2,3]

SORT1, (CELSR2, 
PSRC1)

MVK, M M AB

GALNT2

rs646776
rs599838

rs2338104

rs4846914

m iędzygenow e stężeniem  cholesteolu LDL

intronow y

intronow y

stężeniem  cholestrolu HDL

stężeniem  triacylogliceroli 
stężeniem  cholesterolu HDL

białko uczestniczące w  procesie 
sortow ania białek w aparacie Golgiego

MVK — kinaza m ew alonianu, enzym  
szlaku syntezy cholesterolu 
MMAB — adenozylotransferaza 
ATP:kobalamina

galaktozoam inotransferaza 
glikozylująca apolipoproteiny, 
receptory lipoprotein i lipazy

[3,4]

[3]

[3,4]

ANGPTL3, 
(DOCK7, ATG4C)

rs!2130333 m iędzygenow y stężeniem  triacylogliceroli
horm on peptydow y obniżający aktywność ,
lipaz endotelialnej i lipoproteinowej '

NCAN, (CUP2, 
PBX4)

TRIB1

r s l6996148

rs!7321515

m iędzygenow y 

poniżej 3'

stężeniem  triacylogliceroli 
stężeniem  cholesterolu LDL

proteoglikan występujący w 
centralnym  układzie nerw ow ym

stężeniem  triacylogliceroli receptor sprzężony z białkami G

[3.4]

[3.4]

angiopoetyny-3, związane z metabo­
lizmem lipidów. Białko to jest synte­
tyzowanym i wydzielanym przez w ą­
trobę horm onem  regulującym oprócz 
metabolizmu lipidów, homeostazę 
glukozy i wrażliwość na insulinę. Ob­
niża ono aktywność lipazy lipopro­
teinowej i EL. Obniżenie aktywności 
obu lipaz prowadzi do wzrostu stęże­
nia triacylogliceroli w osoczu.

Związek dwóch kolejnych białek z 
patogenezą chorób sercowo-naczynio- 
wych jest niejasny. Gen N CAN  koduje 
neurocan, proteoglikan występujący 
w dużych ilościach w ośrodkowym 
układzie nerwowym  i zaangażowany 
w procesy adhezji i migracji komórek. 
Gen TRIB1 koduje sprzężony z biał­
kami G receptor, zaangażowany w re­
gulację kinaz białkowych uczestniczą­
cych w procesie mitozy. Nie jest zna­
ny mechanizm wpływ u tych białek 
na metabolizm lipidów i węglowoda­
nów. Nie ulega jednak wątpliwości, 
że polimorfizmy położone w  pobliżu 
kodujących je genów są związane w 
obu przypadkach ze zmianami stęże­
nia triacylogliceroli we krwi. Polimor­
fizm położony blisko genu NC AN  jest 
ponadto związany ze stężeniem cho­
lesterolu LDL.

Podsumowując, dane przedstawio­
ne we wspomnianych pracach opubli­
kowanych w Naturę Genetics wskazują, 
że ciągły rozwój technik biologii mole­
kularnej w  powiązaniu z poznaniem 
związków pomiędzy materiałem gene­
tycznym, a skłonnością do zachorowa­
nia na choroby sercowo-naczyniowe, 
daje nadzieję na ich wczesne wykrycie. 
Z kolei wczesne wykrycie tych zabu­
rzeń może w znacznym stopniu przy­
czynić się do zapobiegania wystąpienia 
skutków tych zaburzeń (np. zawału 
mięśnia sercowego). Zaprezentowane 
w wymienionych pracach wyniki po­
winny być jednak traktowane ostroż­
nie, gdyż konieczne jest zbadanie wy­
stępowania tych samych związków na 
różnych populacjach ludzkich. W obec­
nych czasach z uwagi na duże migracje 
jest to bardzo trudne do oceny. Otwiera 
się również na nowo dyskusja na temat 
wpływu polimorfizmów na funkcję po­
wstających białek (w wypadku siedmiu 
opisanych powyżej białek polimorfi­
zmy w większości są położone poza 
sekwencjami kodującymi).
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Mitochondria w życiu, chorobie i śmierci komórki

STRESZCZENIE
om órce zwierzęcej m itochondria są głów nym  m iejscem  p rodukcji ATP n iezbędnego
la potrzeb  energetycznych, a zatem  praw idłow ego przeb iegu  podstaw ow ych funkcji 

życiowych. Z drugiej strony, m itochondria odgryw ają kluczow ą rolę w  in ic jow aniu  progra­
m ow anej śm ierci kom órk i (apoptozie). Ponadto, w ady w genom ie m itochondria lnym  lub 
genom ie jądrow ym  kodującym  b iałka  m itochondria lne  m ogą być przyczyną pow ażnych za­
bu rzeń  funkcji m itochondriów  i w  efekcie — podłożem  chorób całego organizm u. A rtykuł 
zaw iera opis podstaw ow ych procesów  biochem icznych zw iązanych z oksydacyjną fosfo- 
ryzacją oraz tw orzeniem  w olnych rodników  tlenow ych. Przedstaw ia rów nież m echanizm y 
in ic jow ania  apoptozy na poziom ie m itochondria lnym  i opisuje  najczęściej spotykane w ady 
genetyczne w arunkujące w ystępow anie  „chorób m itochondrialnych".

WPROWADZENIE

Mitochondria opisywane były już przez cytologów w drugiej połowie XIX 
wieku jako wewnątrzkom órkowe ziarnistości o zm iennym kształcie i wielko­
ści. Ich współczesna nazwa wywodzi się z połączenie dwóch greckich słów rat­
ios, czyli nić, i chondrion, czyli ziarno. Obserwacja Leonora Michaelisa (1898), 
że barwią się one zielenią janusową, barwnikiem zmieniającym zabarwienie po 
utlenieniu, zwróciły uwagę na udział tych organelli w  komórkowych procesach 
oksydacyjnych. Potwierdziły to kilkanaście lat później badania Otto Warburga 
nad zużyciem tlenu przez frakcję ziarnistości komórkowych. Jednakże dopie­
ro opisana po raz pierwszy przez Alberta C laude'a (1940) metoda izolowania 
w zględnie czystych frakcji mitochondriów przez homogenizację tkanek i frak­
cjonowane wirowanie tak otrzymanego materiału otworzyła szerokie możliwo­
ści dla badań nad biochemicznymi właściwościami tych organelli i ich rolą w 
funkcjonowaniu komórki.

Począwszy od tych wczesnych prac na przełomie XIX i XX stulecia mitochon­
dria identyfikowane są głównie z ich funkcją w  oddychaniu komórkowym, a 
od czasu wykrycia oksydacyjnej fosforylacji (lata 30. i 40. XX wieku) — także 
jako główne miejsce syntezy ATP, niezbędnego dla potrzeb energetycznych ko­
mórki. Dość wcześnie wykryto także, że mitochondria są miejscem niektórych 
ważnych procesów metabolicznych, np. m itochondria wątroby — niektórych 
etapów syntezy glukozy i mocznika. W ten sposób przez cały niemal wiek XX 
traktowano mitochondria jako organella niezwykle istotne dla życia komórki. 
Jakież było zatem nasze zdumienie, gdy w ostatnich dosłownie latach minione­
go stulecia okazało się, że mitochondria są także niezbędne, by komórka mogła 
w sposób zaprogramowany... umrzeć! A jeszcze nieco wcześniej zidentyfikowa­
no mitochondria jako źródło, na szczęście rzadkich, lecz niezwykle groźnych i 
dotychczas nieuleczalnych chorób o podłożu genetycznym. Celem niniejszego 
artykułu jest przedstawienie podstawowej wiedzy na temat tej trojakiej funkcji 
mitochondriów.

MORFOLOGIA

Mikroskopia elektronowa zarówno ultracienkich skrawków tkanek, jak i 
izolowanych mitochondriów, pokazuje je jako okrągłe lub owalne struktury o 
rozmiarach od ułamka mikrometra do kilku mikrometrów. Zewnętrzna błona 
oddziela mitochondrium od cytosolu, wewnętrzna zaś tworzy liczne wpukle- 
nia zwane grzebieniami mitochondrialnymi (łac. cristae). W ten sposób zostają 
wyodrębnione dwie przestrzenie, przestrzeń międzybłonowa i przestrzeń w e­
wnętrzna, zawierająca macierz mitochondrialną. Kształt grzebieni i sposób ich 
„upakowania" bywa różny i często charakterystyczny dla danej tkanki [1], Ta 
różnorodność jest odzwierciedleniem roli, jaką mitochondria odgrywają w kon­
kretnej tkance. Tam, gdzie są one głównie dostarczycielami energii pod postacią 
ATP (np. w mięśniach i nerce), błona wewnętrzna i grzebienie zajmują pokaźną
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Rycina 1. Porów nanie u ltrastruk tu ry  m itochondriów  w ątroby i mięśnia. A, W ątroba szczura. Grzebienie m itochondrialne nieliczne. Ponadto w idoczne są: fragm ent jądra 
i siateczka śródplazm atyczna. B, Mięsień szkieletowy szczura. Całe w nętrze m itochondriów  w ypełniają liczne, gęsto upakow ane grzebienie. Zdjęcia z m ikroskopu elek­
tronow ego w ykonane przez (A) prof. Elżbietę W yrobę, (B) d r hab. Annę jakubiec-Pukę (Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, W arszawa).

część przestrzeni organelli. Natomiast w tkankach, w któ­
rych mitochondria włączają się w różne procesy metabo­
liczne, jak na przykład w  wątrobie, grzebienie są nieliczne, 
natomiast prawie całą objętość organelli wypełnia macierz 
(Ryc. 1).

Dwuwym iarowy obraz, jaki z natury rzeczy uzyskuje­
my przy pomocy mikroskopu elektronowego, jest odbiciem 
bardziej skomplikowanej sytuacji w żywej komórce. Po

pierwsze, liczne profile, dające wrażenie odrębnych mito­
chondriów, mogą w istocie być przekrojami rozgałęzień 
tego samego organellum. Dopiero tak zwane „skrawki se­
ryjne" mogą ujawnić ich wzajemne powiązanie. Uważa się 
nawet, że niektóre drożdże i pierwotniaki mogą zawierać 
jedno gigantyczne, rozgałęzione mitochondrium. Po drugie, 
przyżyciowe obserwacje, w szczególności z zastosowaniem 
barwników fluorescencyjnych, wykazały, że mitochondria 
są strukturami niezwykle dynamicznymi, zmieniającymi

swój kształt, a co więcej — w y­
kazującymi tendencję do łącze­
nia się i rozdzielania. W rezulta­
cie można mówić raczej o dyna­
micznej, będącej w nieustannym 
ruchu, bogato rozgałęzionej sieci 
mitochondrialnej (Ryc. 2).

OKSYDACYJNA 
FOSFORYLACJA

Jako główną funkcję mito­
chondriów uważa się powszech­
nie produkcję ATP, a ściślej 
— zamianę swobodnej energii 
procesów utleniania na energię 
wiązania bezwodnikowego po­
między dwiema resztami kwasu 
fosforowego w cząsteczce ade- 
nozynotrifosforanu (ATP) [2,3],

Rycina 2. Sieć m itochondrialna. Komórki ludzkiego now otw oru, osteosarcoma, barwione znacznikami fluoryzującymi: 
na m itochondria (czerwonym — MitoTracker CMXRos), na w łókna aktyny (zielonym — phalloidin-FITC) i na jądro (nie­
bieskim — DAPI). Odcinek odpow iada 12 pm. A, Linia kom órkow a norm alna (szczep „dziki"). B, Linia kom órkowa o° 
(pozbawiona mitochondrialnego DNA). W idoczne różnice w  strukturze sieci mitochondrialnej. Zdjęcie z m ikroskopu flu­
orescencyjnego wykonane przez d r J. Szczepanowską (Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, W arszawa).

130 www.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


Oksydacyjną fosforylację można rozpatrywać jako dwa od­
rębne procesy biochemiczne: utlenianie substratów odde­
chowych i fosforylację ADP do ATP przy udziale fosforanu 
nieorganicznego. Pierwszy z tych procesów dostarcza energii 
chemicznej, drugi ją zużywa. Materialnym podłożem obu jest 
wewnętrzna błona mitochondrialna wraz z jej wpukleniami 
do przestrzeni wewnętrznej, czyli „grzebieniami". Błona ta 
wyróżnia się spośród innych błon biologicznych wysoką za­
wartością białka (80%) w stosunku do fosfolipidów. A wśród 
tych ostatnich zwraca uwagę znaczna zawartość kardioli- 
piny, fosfolipidu występującego w zasadzie tylko w błonie 
wewnętrznej mitochondriów. Jego cząsteczka zawiera trzy 
reszty glicerolu i cztery reszty kwasów tłuszczowych, głów­
nie linolenowego.

W ewnętrzna błona mitochondrialna charakteryzuje się 
bardzo ograniczoną przepuszczalnością dla większości w y­
stępujących w komórce związków chemicznych. Swobod­
nie przechodzić przez nią mogą cząsteczki wody, słabe hy- 
drofilne kwasy (np. octowy) i rozpuszczalne w  wodzie gazy 
(np. tlen i amoniak), a także substancje lipofilne. Większość 
metabolitów komórkowych, w tym aniony kwasów di- i tri- 
karboksylowych (a wśród nich również substraty oddecho­
we) oraz jony nieorganiczne, w tym jon fosforanowy oraz 
kationy K+ i N a+, są przenoszone przez błonę wewnętrzną 
wyłącznie przez specjalne białka transportowe lub przeni­
kają poprzez specyficzne kanały błonowe. Na podkreślenie 
zasługuje także wysoka nieprzepuszczalność wewnętrznej 
błony wobec jonu wodorowego H +, cecha szczególnie istot­
na z uwagi na rolę mitochondriów w przemianach energe­
tycznych.

Oksydacyjną fosforylację możemy rozpatrywać jako 
współdziałanie dwóch pomp protonowych, zlokalizowanych 
w wewnętrznej błonie mitochondrialnej. Pompy te są zdolne 
transportować jony H + z przestrzeni macierzy mitochondrial­
nej do przestrzeni międzybłonowej (skąd dalej mogą one dy- 
fundować do cytosolu). Jedną z tych pomp jest łańcuch od­
dechowy jako całość, czyli zespół enzymów oksydoredukcyj- 
nych, które — wraz z odpowiednimi koenzymami — biorą 
udział w transporcie elektronów z substratów oddechowych 
na tlen cząsteczkowy. Druga pompa, to mitochondrialna 
ATP-aza, która energię swobodną hydrolizy ATP wykorzy­
stuje do wyprowadzenia jonów H + w tym samym kierunku, 
to jest z wnętrza mitochondriów na zewnątrz. Doniosłość od­
krycia Petera Mitchella [4], twórcy chemiosmotycznej teorii 
oksydacyjnej fosforylacji (Nagroda Nobla w  1978 r.), polegała 
na zrozumieniu, że obie pompy są odwracalne. Inaczej mó­
wiąc, odpowiednio wysoki gradient stężenia jonów H + jest 
zdolny odwrócić kierunek działania każdej z tych pomp. W 
przypadku pomp protonowych łańcucha oddechowego jest 
to tak zwany odwrotny transport elektronów, np. redukcja 
NAD+ przez ubichinol (zredukowany koenzym Q), a w przy­
padku ATP-azy — synteza ATP z produktów jego hydrolizy, 
czyli ADP i P. Właśnie ta ostatnia pompa w normalnie funk­
cjonujących komórkach pracuje w trybie odwróconym, czyli 
syntetyzuje ATP kosztem elektrochemicznego potencjału 
protonowego. Działa więc nie jako hydrolaza ATP, lecz jako 
s y n t a z a ATP (Ryc. 3).

W spomniany tu „elektrochemiczny potencjał protono­
wy" [2,3], inaczej zwany siłą protonomotoryczną (Ap), jest
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Rycina 3. Schematyczne odzw ierciedlenie istoty „chemiosmotycznej" koncepcji 
oksydacyjnej fosforylacji. Pom py protonow e łańcucha oddechow ego, działające 
w  obrębie kom pleksów  oddechow ych I, III i IV, budują  elektrochem iczny gra ­
dient pro tonow y (siłę protonom otoryczną, Ap) po obu stronach w ewnętrznej 
błony mitochondrialnej. G radient ten stanow i siłę spraw czą odw róconego dzia­
łania ATP-azy F1Fo, czego efektem  jest synteza ATP. R eprodukcja z [19] za zgodą 
redakcji.

sumą dwóch składowych, elektrycznej i stężeniowej (ina­
czej zwanej chemiczną). Chodzi o to, że strumień jonów H +, 
wpadający do wewnętrznej przestrzeni mitochondriów i 
dostarczający energii dla syntezy ATP, napędzany jest dw ie­
ma siłami, gradientem stężenia tych jonów (wyższe stężenia 
na zewnątrz wewnętrznej błony mitochondrialnej), inaczej 
mówiąc gradientem pH  (ApH), i potencjałem elektrycznym 
(Aip, dodatnim  na zewnątrz), co zapisujemy w postaci w zo­
ru podanego poniżej.

Ap = Aip — ApH

Znak minus przy ApH ma czysto formalne znaczenie, 
ponieważ różnica pH  m iędzy przestrzenią zew nętrzną 
(niższe pH) a przestrzenią w ew nątrzm itochondrialną 
(wyższe pH) jest liczbowo ujemna. W maksymalnie ze- 
nergizowanych mitochondriach zwierzęcych składowa 
elektryczna, Aip, wynosi zazwyczaj 180-200 mV, składowa 
chemiczna zaś tylko około 0,5 jednostki pH, co w przeli­
czeniu odpow iada około 30 mV. Próbowano ocenić wiel­
kość energii zakum ulowanej w m itochondriach w formie 
potencjału elektrochemicznego. Bardzo przybliżone obli­
czenia [5] dały dla m itochondriów  wątroby wartość około 
130 pj (mikrodżuli) na mg białka mitochondrialnego, co 
odpow iada 3,3 nmoli ATP. Taką ilość ATP zdolne byłyby 
w yprodukow ać w pełni „zenergizowane" mitochondria, 
gdyby nagle pozbawić je dalszego dopływ u substratów 
oddechow ych lub tlenu.

W istocie oksydacyjna fosforylacja jest procesem ciągłym, 
a funkcjonujący łańcuch oddechowy utrzymuje siłę proto­
nomotoryczną na stałym, w przybliżeniu, poziomie. Dzieje 
się to za sprawą pom p protonowych napędzanych energią 
procesów oksydoredukcyjnych, czyli transportem elektro­
nów w zdłuż elementów łańcucha oddechowego. Badania 
ostatnich kilkudziesięciu lat pozwoliły wyróżnić w łańcu­
chu oddechowym  cztery wieloenzymatyczne komplek­
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Rycina 4. M itochondrialny łańcuch oddechow y i zw iązane z n im  pom py proto­
nowe. Rysował d r M. R. W ięckowski (Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego, W arszawa). R eprodukcja z [6] za zgodą wydawcy.

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

Kompleks I, określany również jako oksydoreduktaza 
NADH-ubichinon, jest największym i najbardziej złożonym 
kompleksem łańcucha oddechowego [7]. Składa się on z 43 
łańcuchów peptydowych, a jego centrum katalityczne zawie­
ra mononukleotyd flawinowy (FMN) i kilka kompleksów że- 
lazowo-siarkowych. Kompleks I zawiaduje utlenianiem całej 
puli wewnątrzmitochondrialnego NADH, pochodzącego z 
działania rozmaitych dehydrogenaz. Akceptorem elektro­
nów jest zaś ubichinon, utleniona forma koenzymu Q. Prze­
niesieniu pary elektronów przez kompleks I z NADH na ko­
enzym Q towarzyszy wypompowanie 4 protonów z wnętrza 
mitochondrium do przestrzeni zewnętrznej.

Kompleks II, zlokalizowany po wewnętrznej stronie we­
wnętrznej błony mitochondrialnej, jest również określany 
jako kompleks dehydrogenazy bursztynianowej [8], Jest to 
jedyna dehydrogenaza uczestnicząca w cyklu kwasów tri- 
karboksylowych (cyklu Krebsa), będąca białkiem błonowym, 
a nie rozpuszczalnym. Jego grupą prostetyczną jest dinukle- 
otyd flawinowo-adeninowy (FAD). Ponadto zawiera centra 
żelazowo-siarkowe. Ten złożony układ przenosi atomy wo­
doru z bursztynianu na koenzym Q. Funkcjonowaniu kom­
pleksu II nie towarzyszy pompowanie protonów.

Koenzym Q, czyli ubichinon, jest niskocząsteczkowym 
przenośnikiem rów now ażników  redukcyjnych, który 
może się swobodnie przemieszczać w lipidowej warstwie 
wewnętrznej błony mitochondrialnej i w  ten sposób po­
średniczy w transporcie elektronów m iędzy kompleksami 
I i II, jako donorami, a kom pleksem  III, jako akceptorem 
elektronów. Ubichinon jest również akceptorem  elektro­
nów dla niektórych innych dehydrogenaz, jak na przykład 
dehydrogenazy a-glicerofosforanu i flawoproteiny prze­
noszącej elektrony, biorącej udział w utlenianiu kwasów 
tłuszczowych.

Kompleks III, określana jako oksydoreduktaza ubichi- 
nol-cytochrom c, jest dimerem, w którym każdy monomer 
składa się z 11 podjednostek [9], Zawiera również trzy 
grupy hemowe (dwie typu cytochromu b i jedną cytochro- 
mu q) oraz centrum żelazowo-siarkowe (białko Rieske'go). 
Redukcja ubichinonu do ubichinolu jest dwustopniowa.
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Produktem  pośrednim jest ubisemichinon, wolnorodniko- 
wy produkt jednoelektronowej redukcji ubichinonu, który 
ulega przemieszczeniu między zewnętrzną a wewnętrzną 
stroną wewnętrznej błony mitochondrialnej. Reakcji prze­
niesienia pary elektronów przez kompleks III towarzyszy 
wypom powanie 4 protonów.

Zredukowany na kompleksie III, cytochrom c ulega utle­
nieniu na kompleksie IV zw anym  również oksydazą cyto- 
chromową [10-12]. W mitochondriach ssaków kompleks 
ten składa się z 13 podjednostek, przy czym tylko dwie z 
nich bezpośrednio uczestniczą w przeniesieniu elektronu. 
Zawierają one dwie grupy hemowe, cytochromy a i ay  i 
dw a atomy miedzi. Przeniesieniu dwóch elektronów przez 
ten system towarzyszy wypom powanie tylko dwóch pro ­
tonów. Jednakże owe dw a elektrony neutralizują pozostałe 
dwa protony po wewnętrznej stronie błony m itochondrial­
nej i, łącząc się z atomem tlenu, tworzą cząsteczkę wody. 
W ten sposób kończy się droga pary elektronów pochodzą­
cych z substratu oddechowego i następuje redukcja tlenu 
cząsteczkowego do wody, a jednocześnie po obu stronach 
wewnętrznej błony mitochondrialnej tworzy się gradient 
stężenia jonów H + i różnica ładunków elektrycznych, dając 
w sumie to, co wcześniej określiliśmy jako elektrochemicz­
ny potencjał protonowy, Ap.

Syntazę ATP, wykorzystującą ten potencjał do tworzenia 
ATP, niektóre opracowania określają mianem kompleksu V, 
podkreślając tym samym jej funkcjonalny związek z pom pa­
mi protonowymi kompleksów I, III i IV. Jest to pokaźnych 
rozmiarów kompleks białkowy, dający się obserwować w 
mikroskopie elektronowym jako „grzybkowate" struktury 
rozmieszczone gęsto po wewnętrznej stronie wewnętrznej 
błony mitochondrialnej (Ryc. 5). Klasyczne już doświadcze­
nia Efraima Rackera [13] (patrz również [14]) wykazały, że 
cząstki submitochondrialne pozbawione owych struktur 
traktowaniem trypsyną zachowują pełną aktywność odde­
chową, lecz nie są zdolne do syntetyzowania ATP. N ato­
miast izolowane struktury wykazują aktywność hydrolazy

Rycina 5. Fragm ent pękniętego m itochondrium . W idoczne są: fragm enty  błony 
zew nętrznej zaznaczone białymi strzałkam i oraz fragm enty grzebieni mitochon- 
drialnych, na pow ierzchni których osadzone są kom pleksy F, m itochondrialnej 
ATP-azy (syntazy ATP), p rzykładow o zaznaczone krótkim i czarnym i strzałkam i. 
Średnica kom pleksu Fj w ynosi około 10 nm. Zdjęcie z m ikroskopu elektronow e­
go p reparatu  barw ionego negatyw ow o m olibdenianem  am onu w ykonane przez 
prof. Paulinę W łodaw er (Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
W arszawa).
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Rycina 6. Struktura  podjednostkow a m itochondrialnej ATP-azy (syntazy ATP). 
Kom pleks Fo, zakotwiczony w  w ew nętrznej błonie m itochondrialnej, składa się 
z  podjednostek  a i b oraz tkwiących w lipidowej w arstw ie błony 10 kopii pod- 
jednostki c. Kompleks Fj znajduje się na pow ierzchni błony od strony macierzy 
m itochondrialnej. Jego głów nym i składnikam i są 3 kopie podjednostki a , 3 kopie 
podjednostki (3 oraz jedna kopia podjednostki Strum ień protonów , wpadający 
do w nętrza  m itochondrium  przez kanał pro tonow y utw orzony przez podjed­
nostki c, w yw ołuje ruch w irow y podjednostki co z kolei pow oduje zm iany 
konform acyjne podjednostek (3 i syntezę ATP. Rysował d r M. R. W ięckowski (In­
sty tu t Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, W arszawa). Reprodukcja z [6] 
za zgodą wydawcy.

ATP. Kluczowym odkryciem było wykazanie, że ponowne 
przyłączenie grzybkowatych struktur do fragmentów bło­
ny przywracało im zdolność syntetyzowania ATP kosztem 
energii utleniania.

Obecnie wiemy [15-19], że kompleks syntazy ATP składa 
się z części hydrofilowej, właśnie owych „grzybków", o ma­
sie około 370 kDa, określanych jeszcze przez Rackera jako 
„czynnik sprzęgający pierwszy" (F^, i części zanurzonej 
w lipidowej warstwie wewnętrznej błony, oznaczanej jako 
F . W skład F1 wchodzi pięć rodzajów łańcuchów peptydo- 
wych, oznaczanych kolejnymi greckimi literami a, (3, y, 5 
i £. Trzy podjednostki a  i trzy (3, usytuowane przemiennie 
wokół centralnie położonej podjednostki y, są głównymi 
strukturalnymi cegiełkami „czynnika sprzęgającego" Fr  
Całość zakotwiczona jest w  błonie przy udziale wysoce hy­
drofobowych podjednostek a, b i c, tej ostatniej występującej 
w 10 kopiach (Ryc. 6). Badania nad konformacją łańcuchów 
peptydowych wchodzących w skład Fy prowadzone głów­
nie w laboratorium Johna E. Walkera [16,18], wykazały, że 
centrum katalityczne, odpowiedzialne zarówno za syntezę 
jak i hydrolizę ATP, zlokalizowane jest na podjednostce (3. 
Podjednostka ta może przyjmować trzy różne konfiguracje 
przestrzenne charakteryzujące się różnym powinowactwem 
do ADP, P i ATP. Konformacja O (ang. open) wykazuje niskie 
powinowactwo do ATP. Konformacja L (ang. loose) wiąże 
słabo ADP i P . Natomiast konformacja T (ang. tight) mocno 
wiąże te dwie cząsteczki, prowadząc je do takiego zbliżenia, 
że łączą się one ze sobą, tworząc ATP (Ryc. 7). Ta sekwencja 
w ydarzeń stanowi istotę tak zwanej konformacyjnej teorii
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oksydacyjnej fosforylacji, zaproponowanej jeszcze w latach 
siedemdziesiątych ubiegłego stulecia przez Paula D. Boyera 
[17], lecz uaktualnionej badaniami J. E. Walkera.

Dzięki tym odkryciom, za które obaj badacze wspólnie 
otrzymali w 1997 r. Nagrodę Nobla [20], dość dobrze mo­
żemy zrozumieć przebieg oksydacyjnej fosforylacji. Wyso­
ka siła protonomotoryczna, wytworzona działaniem pomp 
protonowych łańcucha oddechowego, napędza powrót jo­
nów H + do przestrzeni wewnętrznej mitochondriów. Jedy­
nym  miejscem, przez które taki powrót jest możliwy, jest 
kanał protonowy ulokowany w błonowym sektorze kom­
pleksu syntazy ATP, mianowicie w obrębie kompleksu F . 
Prawdopodobnie sekwencyjna protonacja i deprotonacja 
usytuowanych tam podjednostek c powoduje obrót zako­
twiczonej tam jednym końcem wydłużonej podjednostki y. 
Ta zaś, obracając się w przestrzeni utworzonej przez połą­
czone ze sobą podjednostki a  i p, wym usza zmiany prze­
strzennej struktury podjednostek p i związane z tym zmia­
ny powinowactwa tychże do ADP i ATP. To zaś w efekcie 
prowadzi do syntezy ATP, jak opisano wyżej.

Jak to już podkreślano, synteza ATP jest procesem od­
wracalnym. Przy braku siły protonomotorycznej lub w 
przypadku jej niskiej wartości proces zaczyna przebiegać 
odwrotnie. ATP łączy się z podjednostką p, przez co w ym u­
sza jej odpowiednią konformację. Następuje przyłączenie 
cząsteczki w ody i rozpad na ADP i P , czemu towarzyszy 
dalsza zmiana konformacji, powodująca obrót centralnie 
położonej podjednostki y. To zaś, niby turbina, przepom ­
powuje protony z wnętrza mitochondriów do przestrzeni 
zewnętrznej. Układ taki możemy traktować jako molekular­
ny silnik obrotowy. Pomysłowości japońskich badaczy [21] 
zawdzięczamy to, że działanie takiego silnika dało się zaob­
serwować. Autorzy ci mianowicie unieruchomili kompleks 
F1 na szkiełku mikroskopowym powleczonym solami niklu, 
wykorzystując wysokie powinowactwo reszt histydyno- 
wych do Ni. Następnie do końca podjednostki y doczepili 
cząsteczkę aktyny, która ma formę długiego łańcucha i do 
której dołączono barwnik fluoryzujący (Ryc. 8). Dodanie 
ATP powodowało obrotowy ruch tego łańcucha aktynowe­
go, co można było obserwować w mikroskopie fluorescen­
cyjnym (i na stronie internetowej www.k2.phys.waseda. 
ac .jp /F lm ovies/F lProp .h tm ).

Pomysłowość autorów poszła dalej. Zamiast nici aktyno­
wej doczepiono mikrogranulkę magnetyczną, a następnie 
przyłożono wirujące pole magnetyczne. W ten sposób w y­
m uszono ruch obrotowy podjednostki y. Zmuszając ją do 
w irowania w kierunku przeciwnym niż ten, jaki obserwo­
wano przy hydrolizie ATP, wykryto powstawanie zniko­
mych, lecz wykrywalnych ilości ATP [22],

Rycina 7. Konformacyjny m odel oksydacyjnej fosforylacji P. D. Boyera [17]. Obja­
śnienia w  teście. Reprodukcja z [19] za zgodą redakcji.
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Anionorodnik, ze względu na swą dużą reaktywność 
chemiczną, jest związkiem wysoce cytotoksycznym. Prak­
tycznie wszystkie komórki organizmów żyjących w w arun ­
kach tlenowych wytworzyły na drodze ewolucji mechani­
zmy ochronne, neutralizujące szkodliwe działanie wolnych 
rodników tlenowych. I tak anionorodnik ponadtlenkowy, a 
ściślej — jego uprotonowana forma o wzorze HO ,', ulega 
enzymatycznej dysmutacji (czyli redukcji jednej cząsteczki 
przy jednoczesnym utlenieniu drugiej) w myśl reakcji po ­
danej poniżej.

2 HO, h 2o 2 + o2

Rycina 8. Modyfikacja kom pleksu o ,P3y umożliwiająca bezpośrednią obserwację 
w  m ikroskopie fluorescencyjnym  w irow ania podjednostki y podczas hydrolizy 
ATP. Reprodukcja z [16] za zgodą redakcji N ature, copyright (1997) M acmillan 
M agazines Ltd.

MITOCHONDRIA A REAKTYWNE FORMY TLENU

O pisany w poprzedn im  rozdziale łańcuch oddechow y 
p row adzi do zachodzącej na kom pleksie IV dwuelek- 
tronowej redukcji atom u tlenu (ściślej — do czteroelek- 
tronowej redukcji cząsteczki O,). Pow stały hipotetyczny 
jon O 2- natychm iast łączy się z dw om a jonam i H +, dając 
cząsteczkę wody. Jednakże niewielka ilość elektronów  na 
swej długiej d rodze od substra tu  oddechow ego, poprzez 
kom pleksy oddechow e, aż do oksydazy cytochromowej 
„w ym yka się" z tego utartego szlaku, reagując z tlenem 
cząsteczkowym  w m echanizm ie redukcji jednoelektrono- 
wej. Powstaje w ten sposób cząsteczka zawierająca nie- 
sparow any elektron, czyli w olny rodnik  O,'*, określany 
chem icznym  term inem  anionorodnika ponadtlenkowego. 
Przyjmuje się, że około 1% tlenu zużyw anego przez tkan ­
ki zwierzęce ulega przem ianie na tej drodze.

Rycina 9. Miejsca pow staw ania anionorodnika ponadtlenkow ego O, 
dechow ym . Oznaczenia: FeS — g rupy  żelazowo-siarkowe; R FeS — białko Rieske'go z grupą żelazowo-siarkową; FMN 
— m ononukleotyd  flawinowy; FAD — dinukleotyd  flaw inow o-adeninow y; G3P — glicerolo-3-fosforan (a-glicerofosforan); 
DHAP — fosforan dihydroksyacetonu; G3P-DH — dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu; burszt. — bursztynian; fum. — fu­
m aran; Q — pula  m itochondrialnego ubichinonu (koenzym u Q); Q o‘ — ubisem ichinon w  pozycji o (po zewnętrznej stronie 
błony); Q i‘ — ubisem ichinon w  pozycji i (po w ew nętrznej stronie błony); strona C — zew nętrzna strona wewnętrznej błony 
m itochondrialnej; strona M — w ew nętrzna strona w ew nętrznej błony mitochondrialnej. N iebieskie strzałki w skazują kie­
runek transportu  elektronów; czerw one łukow ate strzałki pokazują tworzenie anionorodnika ponadtlenkow ego. Rysował 
prof. Peter Schónfeld (Instytut Biochemii i Biologii Komórki, U niw ersytet O tto von Guericke, M agdeburg, Niemcy).

Powyższą reakcję katalizuje dysm utaza ponadtlenkowa 
(SOD), występująca zarówno w mitochondriach, jak i w  cy- 
tosolu, w każdym  z tych wewnątrzkomórkowych przedzia­
łów w postaci innego izoenzymu. Dysmutaza znajdująca 
się w  przestrzeni macierzy mitochondrialnej zawiera atom 
manganu (MnSOD), natomiast dysm utaza cytosolowa za­
wiera atomy miedzi i cynku (CuZnSOD). Uważa się, że en­
zym ten występuje również w przestrzeni międzybłonowej 
i to w formie identycznej jak w cytosolu, a więc CuZnSOD. 
Powstały w wyniku dysmutacji nadtlenek w odoru H ,0 , nie 
jest w praw dzie wolnym rodnikiem, lecz z uwagi na swą 
reaktywność chemiczną zaliczany jest, łącznie z aniono- 
rodnikiem ponadtlenkowym, do tak zwanych reaktywnych 
form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) [23]. Do tej g ru ­
py związków należy również wolny rodnik hydroksylowy 
HO*. Powstaje on z nadtlenku wodoru w obecności dwu- 
wartościowych jonów żelaza i jest chemicznie niezwykle 
agresywny. Do reaktywnych form tlenu zaliczamy także 
ozon 0 3 oraz tlen singletowy 30 2. Ten ostatni powstaje w 
niektórych reakcjach fotochemicznych.

Głównymi miejscami powstawania anionorodnika po­
nadtlenkowego są kompleksy oddechowe I i III [24-29], W 
kompleksie I jest to praw dopodobnie jedno z ugrupow ań

żelazowo-siarkowych. Po­
wstający anionorodnik ulega 
wydzieleniu do wewnętrznej 
przestrzeni mitochondrialnej. 
W kompleksie III utlenianie i 
redukcja koenzymu Q prze­
biega poprzez stadium  semi- 
chinonu, który sam jest wol­
nym rodnikiem i, reagując z 
cząsteczką O,, może przyczy­
niać się do tworzenia O,'*. Po­
nieważ w obrębie kompleksu 
III ubisemichinon przemiesz­
cza się między zewnętrzną 
i wewnętrzną powierzchnią 
wewnętrznej błony mitochon­
drialnej, tworzony przy jego 
udziale anionorodnik ponad ­
tlenkowy może uwalniać się 
również po obu stronach tej 
błony, jak to pokazano na 
Ryc. 9. Mniejsze znaczenie 
pod względem ilościowym 
ma produkcja wolnych rod ­

w w yniku transportu elektronów  w  łańcuchu od-
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ników tlenowych przez dehydrogenazy a-glicerofosfora- 
nu [30] i a-ketoglutaranu [31]. Ta pierwsza występuje w 
znaczących ilościach tylko w niektórych tkankach, między 
innymi w mięśniu, i jest zlokalizowana na zewnętrznej po­
wierzchni wewnętrznej błony mitochondrialnej. Ta druga 
jest rozpuszczalnym enzymem macierzy mitochondrialnej 
i uczestniczy w cyklu Krebsa.

Ponadto, reaktyw ne formy tlenu powstają na zew nętrz ­
nej błonie m itochondrialnej w w yniku działania oksyda­
zy m onoam inow ej [32], Jest to flaw oproteinow y enzym, 
obficie w ystępujący szczególnie w tkance nerwowej. Ka­
talizuje utlenianie biogennych am in do odpow iednich  
aldehydów  lub ketonów, a wynikiem  jednoelektronowej 
redukcji tlenu jest p raw dopodobn ie  nadtlenek w odoru , a 
nie anionorodnik.

G łów nym  źródłem  reaktywnych form tlenu w mito- 
chondriach pozostaje jednak łańcuch oddechowy. Badania 
ostatnich lat zmierzają do ustalenia zależności intensyw no­
ści tworzenia tych związków od stanu funkcjonalnego mi­
tochondriów. Najważniejszym czynnikiem sprzyjającym 
jednoelektronowej redukcji tlenu wydaje się stan oksydo- 
redukcji nośników elektronów w krytycznych miejscach 
łańcucha oddechowego. Można przyjąć jako regułę, iż im 
wyższy jest stopień redukcji, tym intensywniejszy staje się 
„wyciek" elektronów z łańcucha oddechow ego i reagow a­
nie ich z tlenem cząsteczkowym w reakcji jednoelektro­
nowej. Dotyczy to przede wszystkim  kom pleksu I. Tym 
tłumaczy się stymulujące działanie inhibitorów oddecho­
wych, jak na przykład rotenonu (inhibitor kom pleksu I) 
i antym ycyny A (inhibitor kom pleksu III), na produkcję 
anionorodnika ponadtlenkow ego przez oddychające m i­
tochondria. Stopień redukcji nośników elektronów zale­
ży również od stanu funkcjonalnego m itochondriów. Im 
wyższe zapotrzebow anie komórki na ATP, tym intensyw ­
niej przebiega oksydacyjna fosforylacja i tym  szybszy jest 
transport elektronów. W tych w arunkach stopień redukcji 
nośników elektronów obniża się. I rzeczywiście, m itochon­
dria oddychające w obecności ADP i P , a więc in tensyw ­
nie produkujące ATP (tak zw any stan 3), wytwarzają mniej 
wolnych rodników  tlenowych niż mitochondria w stanie 
spoczynkowym , nie mogące syntetyzować ATP z pow o­
du braku ADP (stan 4). Wiąże się to również z wartością 
siły protonomotorycznej (Ap) i jej główną składową, po ­
tencjałem błonowym  mitochondriów, wysokimi w stanie 
spoczynkowym  (4) i obniżającymi się w stanie aktyw nym
(3). Skrajnym przypadkiem  jest zniesienie Ap działaniem 
substancji rozprzęgających oksydacyjną fosforylację (pro- 
tonoforów), które jednocześnie radykalnie obniżają w y ­
tw arzanie wolnych rodników  tlenowych przez łańcuch 
oddechow y [33-35].

Rozważania pow yższe zbliżają nas do zrozum ienia 
m echanizm u stresu oksydacyjnego tow arzyszącego cza­
sow em u niedotlenieniu tkanki (ischemii i reperfuzji). 
Spow odow ane czasow ym  zablokow aniem  krążenia krwi 
niedotlenienie w prow adza  nośniki elektronów  łańcucha 
oddechow ego w stan maksymalnej redukcji, a n as tęp u ­
jące po nim  odblokow anie krążenia (reperfuzja) dosta r ­
cza tlenu. Powstają wówczas w arunki dla intensywnej 
produkcji wolnych rodników  tlenowych [36], Tej w yso ­
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ce niebezpiecznej dla kom órki i całego organu, sytuacji 
zapobiec może przyspieszenie transportu  elektronów  w 
łańcuchu oddechow ym  przez częściowe rozprzężenie 
oksydacyjnej fosforylacji, na przykład działaniem  proto- 
noforów lub otw arciem  m itochondrialnych kanałów  po ­
tasow ych [37],

Poza dysm utazą ponadtlenkową, komórki aerobowe w y­
posażone są w cały zestaw enzymów i związków drobno­
cząsteczkowych chroniących je przed szkodliwym działa­
niem reaktywnych form tlenu [26,27,38]. Należy tu przede 
wszystkim katalaza, katalizująca rozpad nadtlenku wodoru 
do wody i tlenu cząsteczkowego.

2 H 20 2 -> 2 H 20  + 0 2

Katalaza charakteryzuje się niezwykle wysoką liczbą 
obrotów, jedną z najwyższych wśród enzymów. Jedna czą­
steczka enzymu może przereagować z kilkoma milionami 
cząsteczek substratu, nadtlenku wodoru, w ciągu sekundy. 
Enzym ten w komórce zlokalizowany jest głównie w perok- 
sysomach.

Z H 20 2 reagują rów nież liczne peroksydazy, re d u ­
kujące nad tlenek  w odoru  do w ody kosztem  różnych 
zw iązków  organicznych. W m acierzy m itochondrialnej 
znajduje się wysoce ak tyw na peroksydaza  g lutationow a. 
Zaw iera ona w sw ym  centrum  aktyw nym  selenocysteinę 
i katalizuje redukcję H 90., p rzez z redukow any  glutation. 
W ażną rolę w ochronie p rzed  oksydacyjnym  uszkodze ­
niem  błon biologicznych odgryw a inna peroksydaza 
g lutationow a, specyficznie redukująca p roduk ty  perok- 
sydacji fosfolipidów.

Reaktywne formy tlenu usuw ane są również nieenzy- 
matycznie w reakcji z drobnocząsteczkowymi reduktorami: 
kwasem askorbinowym (witaminą C), a-tokoferolem (wita­
miną E), p-karotenem (prowitaminą A) oraz ze zredukow a­
nym glutationem.

M amy więc do czynienia w komórce, a także w samych 
m itochondriach, z procesam i tw orzącym i reaktyw ne for­
my tlenu i usuwającym i je. Rów now aga m iędzy tymi 
procesam i pozw ala u trzym ać op tym alny  dla kom órki po ­
ziom tych reaktyw nych form. Pełnią one bowiem  niektó­
re istotne funkcje sygnałow e [38-40], a także uczestniczą 
w tw orzeniu  w ażnych związków: p rostag landyn i leu- 
kotrienów. Jednakże zaburzenie tej rów now agi, w sensie 
podw yższenia  produkcji w olnych rodników  tlenowych 
lub obniżenia ich usuw ania , p row adzi do groźnego dla 
życia kom órki stanu określanego jako stres oksydacyjny. 
U w aża się obecnie, że stres oksydacyjny leży u podłoża 
niektórych chorób neurodegeneracyjnych, jak choroba 
Parkinsona i choroba Alzheim era [41]. Być może, odgry ­
wa także rolę w patogenezie niektórych typów  cukrzycy 
[42], U w aża się także, że jest on jednym  z m echanizm ów  
starzenia [43,44].

Na poziomie mitochondrialnym stres oksydacyjny za­
liczany jest do głównych bodźców zapoczątkowujących 
skomplikowany mechanizm programowanej śmierci ko­
mórki, apoptozy [45-47].
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ROLA MITOCHONDRIÓW W APOPTOZIE

Może się wydać paradoksem  natury, że mitochondria, 
będące organellami nieodzownymi dla życia komórki, sta­
nowią zarazem narzędzie jej samobójczej śmierci. Apopto- 
za, będąca jedną z form programowanej śmierci komórki, 
stanowi skomplikowany ciąg w ydarzeń pozwalający wie­
lokomórkowemu organizmowi wyeliminować komórki, 
które bądź stały się zbędne w wyniku rozwoju osobnicze­
go (np. w embriogenezie, selekcji klonalnej limfocytów, w 
trakcie przeobrażenia owadów), bądź uległy uszkodzeniu, 
mogącemu zagrażać całemu organizmowi. Między innymi 
przyjmuje się, że na drodze apoptozy niszczone są komór­
ki, w  których genomie nastąpiły nieodwracalne zmiany, 
potencjalnie prowadzące do przekształcenia ich w komórki 
nowotworowe. Apoptoza jest zatem jednym z naturalnych, 
być może głównych, procesów chroniących przed nowo- 
tworzeniem. Z drugiej strony, wzm ożona apoptoza może 
być przyczyną niektórych chorób autoimmunologicznych 
oraz zachodzi w limfocytach zakażonych HIV.

Rozróżniamy w  zasadzie dwie drogi apoptozy, które jed­
nak w kilku punktach mogą się krzyżować [46]. Jedną z nich 
zapoczątkowuje pobudzenie odpowiednich receptorów na 
powierzchni komórki, przekazujących następnie sygnały do 
jądra. Drugą drogę inicjują zmiany w mitochondriach i temu 
mechanizmowi poświęcimy nasze rozważania. Jednym z 
najwcześniejszych zjawisk towarzyszących tej drodze jest 
uwolnienie do cytosolu cytochromu c i niektórych innych 
białek mitochondrialnej przestrzeni międzybłonowej. Biał­
ka te, a przede wszystkim sam cytochrom c i tzw. czynnik 
indukujący apoptozę (ang. apoptosis-inducing factor, AIF), w 
obecności ATP lub dATP, aktywują obecną w cytosolu ka- 
spazę-9. Jest to jedna z proteaz cysteinowych rozrywających 
łańcuch peptydow y w sąsiedztwie kwasu asparaginowego, 
występujących w formie proenzymów. Ich proteolityczna 
aktywacja (w przypadku kaspazy-9 zainicjowana cytochro- 
mem c) uruchamia ciąg reakcji prowadzących do samostra- 
wienia komórki. W procesie tym bierze także udział, uwal­
niana również z mitochondrialnej przestrzeni międzybłono­
wej, endonukleaza G, która degraduje jądrowe DNA.

Cytochrom c jest w  przeważającej masie związany z w e­
w nętrzną błoną mitochondrialną, gdzie — jak pisaliśmy 
wyżej — pełni funkcję przenośnika elektronów w łańcu­
chu oddechowym . W rów now adze z tą pulą znajduje się 
wolny cytochrom c w przestrzeni międzybłonowej. Prze­
rwanie zewnętrznej błony mitochondrialnej powoduje w y­
ciek do cytosolu tego wolnego cytochromu c. A  że jest on 
w rów now adze z cytochromem c zw iązanym  z w ew nętrz­
ną błoną, prow adzi to w końcu do prawie całkowitego 
uwolnienia do cytosolu mitochondrialnego cytochromu 
c. Początkowo zakładano, iż taki jest właśnie mechanizm 
uw alniania cytochromu c z m itochondriów zapoczątko­
wujący apoptozę. Późniejsze badania wykazały jednak, 
że zerwanie ciągłości zewnętrznej błony mitochondrialnej 
wcale nie jest niezbędne dla uwolnienia mitochondrial­
nego cytochromu c do cytosolu i że w czasie apoptozy 
przew ażnie nie ma ono miejsca, co najwyżej w późnych jej 
stadiach. Musi być zatem inny mechanizm, dzięki które­
mu cytochrom c wycieka na zew nątrz z mitochondrialnej 
przestrzeni międzybłonowej.
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Rycina 10. Struktura miejsca kontaktow ego m iędzy zew nętrzną i w ewnętrzną 
błoną m itochondrialną, tw orzącego "kanał wysokiej przepuszczalności" (mega- 
kanał). Oznaczenia: ANT — translokaza nukleotydów  adeninowych; VDAC — 
poryna m itochondrialną; PBR — receptor benzodiazepinow y; HK — heksokina- 
za; Cyp D — cyklofilina D; cyt c — cytochrom  c; Bcl-2 — białko antyapoptotyczne 
Bcl-2; Bax — białko proapoptotyczne Bax, którego przyłączenie do pokazanej 
struktury pow oduje w ypływ  cytochrom u c. Rysował d r M. R. W ięckowski (Insty­
tut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, W arszawa). Reprodukcja z [54].

W edług obecnych poglądów  [47-50] w uw alnianiu  
m itochondrialnego cytochrom u c biorą udział: z jednej 
strony tak zw any kanał wysokiej przepuszczalności, tw orzą ­
cy się w określonych w arunkach  w miejscach kontaktu 
między zew nętrzną a w ew nętrzną  błoną m itochondrial­
ną, z drugiej strony — proapopto tyczne białka z rodziny 
białek Bcl-2, w szczególności białka Bid, Bax i Bak. Kanał 
wysokiej przepuszczalności, zw any rów nież m egakana- 
łem, otwiera się, m iędzy innym i, w skutek przeładow ania 
m itochondriów  jonami w apnia. Łączy on bezpośrednio 
przestrzeń macierzy m itochondrialnej z przestrzenią cy- 
tosolową i pow oduje uw olnienie do przestrzeni zew nętrz ­
nej nadm iaru  Ca2+, ale rów nież um ożliw ia przechodzenie 
jonów H +, co daje w efekcie deenergizację m itochondriów. 
Budowa m egakanału  jest wielce złożona [51,52]. Skła­
da się on zarów no z białek błony wewnętrznej, przede  
w szystkim  transportera  nukleo tydów  adeninowych, jak 
i typowego białka błony zewnętrznej, m itochondrialnej 
poryny, określanej rów nież skrótem  VDAC (ang. voltage- 
dependent anion channel) [53], Więcej szczegółów budow y 
megakanału pokazuje Ryc. 10. Sam megakanał nie jest 
jednak tą s trukturą , przez którą cytochrom  c miałby w y ­
ciekać z m itochondriów , a to z dw óch podstaw ow ych po ­
wodów. Po pierwsze, łączy on bezpośrednio  w ew nętrz ­
ną przestrzeń m itochondrialną, przestrzeń macierzy, z 
przestrzenią cytosolowa, podczas gdy wolny cytochrom 
c zlokalizowany jest w przestrzeni międzybłonowej. Po 
drugie, m egakanał ma średnicę pozwalającą na sw obod ­
ny przepływ  cząsteczek o rozm iarach do 1,5 kDa, p o d ­
czas gdy cząsteczka cytochrom u c jest praw ie dziesięcio­
krotnie większa (masa cząsteczkowa 13 kDa). N atom iast 
nowsze badania wykazały, że dopiero połączenie m ega­
kanału z obecnymi norm alnie w cytosolu białkami Bax i 
Bak spraw ia, że zew nętrzna błona m itochondrialną staje 
się przepuszczalna dla cytochrom u c, AIF i innych pro-
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apoptotycznych czynników  przestrzeni m iędzy błonowej. 
W yrażano rów nież przypuszczenie  [50,55], że pierwszą, 
najwcześniej uw aln ianą  porcją cytochrom u c jest tenże 
zw iązany ze s truk tu rą  m egakanału.

A zatem w edług obecnie przyjętych poglądów mecha­
nizm zapoczątkowujący mitochondrialną drogę apoptozy 
wygląda następująco. Pod w pływ em  odpowiedniego sy­
gnału występujące w cytosolu proapoptotyczne białko Bid 
ulega proteolitycznej aktywacji, co z kolei indukuje oligo- 
meryzację, obecnych również w cytosolu lub luźno zwią­
zanych z zewnętrzną błoną, białek Bax i Bak. W formie 
oligomerów białka te silniej wiążą się z zewnętrzną błoną 
mitochondrialną, umożliwiając utworzenie kanału dla w y ­
cieku cytochromu c. Temu procesowi z kolei przeciwdziała­
ją białka antyapoptotyczne, Bcl-2 i B c l^  . Tak więc subtelna 
rów now aga między tymi pro- i antyapoptotycznymi białka­
mi i ich oddziaływanie z megakanałem decyduje o przeży­
ciu lub „samobójczej" śmierci komórki. Sytuację komplikuje 
dodatkowo fakt, że również niektóre białka szoku cieplne­
go, w  szczególności białko HSP70, mogą przeciwdziałać 
uwalnianiu cytochromu c do cytosolu lub zapobiegać opisa­
nemu wyżej działaniu już uwolnionego cytochromu [56,57], 
Działają zatem antyapoptotycznie.

Obecne w cytosolu prokaspazy mogą stanowić poważne 
zagrożenie dla komórki. Ich aktywacja wskutek przypadko­
wej proteolizy mogłaby bowiem uruchomić nieodwracalny 
proces prowadzący nieuchronnie do śmierci komórki. By 
temu zapobiec, komórka wyposażona jest również w białka 
hamujące kaspazy. A zatem dla skutecznego uruchomienia 
ciągu reakcji zainicjowanych aktywacją kaspazy-9 przez cy- 
tochrom c potrzebne jest jeszcze jedno białko zwane Smac 
(ang. second mitochondrial activator of caspases) lub DIABLO, 
które neutralizuje inhibitory kaspaz [46,58]. Jest ono uw al­
niane razem z cytochromem c z mitochondrialnej przestrze­
ni między błonowej.

Jednym  z bodźców  zapoczątkow ujących mitochon- 
drialny szlak apoptozy, są reaktyw ne form y tlenu 
[38,46,47], Ich działanie jest wielorakie. U w aża się obec­
nie, iż jednym  z m echanizm ów  jest potęgow anie u w a l­
niania cytochrom u c. Cząsteczka cytochrom u c jest bogata 
w  reszty lizyny, m a zatem  charakter polikationu. Dzięki 
temu w ykazuje wysokie pow inow actw o do, obecnej w 
w ew nętrznej błonie m itochondrialnej ujemnie na łado ­
wanej, kardiolipiny. Jest to jeden z głów nych czynników  
determ inujących rów now agę m iędzy zw iązaną a w olną 
formą cytochrom u c. Z drugiej strony kardiolipina, bo ­
gata w  trójnienasycony kw as linolenowy, stanow i jeden 
z p ierw szych celów peroksydatyw nego ataku wolnych 
rodników  tlenowych. Zniszczenie kardiolip iny p rzesuw a 
rów now agę w kierunku  wolnego cytochrom u c i sprzyja 
jego uw aln ian iu  do cytosolu w w arunkach  up rzepusz- 
czalnienia błony zewnętrznej, jak to opisano wyżej.

W komórkach podlegających apoptozie zaobserwowa­
no rozpad sieci mitochondrialnej na mniejsze jej fragmen­
ty [59,60], Nie jest jednak do końca jasne, czy to właśnie ta 
zmiana morfologii mitochondriów jest w jakiś sposób zwią­
zana z uwalnianiem  cytochromu c i innych białek indukują­
cych apoptozę [61].

CHOROBY MITOCHONDRIALNE

Mitochondria zawierają swój własny DNA (mtDNA). 
Jest to kolista cząsteczka o wielkości około 16 tysięcy par za­
sad (u człowieka 16 569 par zasad), w której skład wchodzą 
dwie nici, ciężka i lekka. Mitochondrialny kod genetyczny 
wykazuje niewielkie odstępstwa od kodu właściwego dla 
genomu jądrowego. Np. kodon UAA, oznaczający zakoń­
czenie translacji cytosolowej, w  mitochondriach jest kodo- 
nem dla tryptofanu. Podobnie kodon UGA, zamiast zakoń­
czenia syntezy łańcucha polipeptydowego, w  mitochon­
driach oznacza dołączenie selenocysteiny. Geny w mtDNA 
zwierząt nie zawierają intronów, a DNA nie jest upakowane 
w postaci chromatyny. W mitochondriach nie ma białek hi- 
stonowych, co nie oznacza, że mtDNA nie jest związany z 
żadnymi innymi białkami.

M itochondrialny genom ssaków i prawie wszystkich in­
nych zwierząt zawiera 37 genów. Kodują one 13 białek, 2 ro­
dzaje rRNA i 22 rodzaje tRNA. Wszystkie białka kodowane 
w  genomie mitochondrialnym są związane z oksydacyjną 
fosforylacją. Jedenaście z nich to białka wchodzące w skład 
łańcucha oddechowego (Ryc. 11) [62,63], siedem współtwo­
rzy kompleks oddechowy I, jedno wchodzi w skład kom ­
pleksu III i cztery w skład kompleksu IV. Pozostałe dwa 
białka kodowane w mtDNA wchodzą w skład podjednostki 
Fo mitochondrialnej syntazy ATP (F ^  -ATP-azy; są to tzw. 
peptydy a i b, Ryc. 6). Pozostałe białka (a jest ich około dzie­
więćdziesiąt) bezpośrednio związane z oksydacyjną fos­
forylacją, tworzące łańcuch oddechowy i mitochondrialną 
ATP-azę, są kodowane w genomie jądrowym, syntetyzowa­
ne w cytoplazmie i następnie importowane do mitochon­
driów. W sumie w  mitochondriach jest około 1000 białek. 
Należą do nich m.in. enzymy cyklu kwasów trikarboksylo- 
wych, p-oksydacji kwasów tłuszczowych, pierwszych eta­
pów glukoneogenezy (w wątrobie i korze nerki) oraz cyklu 
mocznikowego (w wątrobie), a także niektórych etapów 
steroidogenezy i metabolizmu aminokwasów. Ponadto, w 
macierzy mitochondrialnej znajdują się białka związane z 
replikacją mtDNA i ekspresją genów mitochondrialnych 
oraz białka opiekuńcze. W obu błonach mitochondrialnych 
występują białkowe systemy transportujące jony, metaboli­
ty i białka. Synteza tych wszystkich białek wymaga udziału 
ok. 3000 genów kodowanych przez jądrowy DNA. A zatem 
mitochondria jako całość, ich biogeneza i funkcjonowanie, 
są pod kontrola dwóch genomów: dominującego ilościowo 
genomu jądrowego i bardzo ograniczonego ilościowo, ale 
niezwykle istonego ze względu na udział mitochondriów 
w energetyce komórki — genomu mitochondrialnego. M u­
tacje w  każdym  z nich mogą być przyczyną wrodzonych 
poważnych chorób [63].

Pierwszy przypadek choroby o podłożu endogennym, 
spowodowanej zaburzoną organizacją enzymów łańcucha 
oddechowego, został opisany w 1962 r. [64], Jej objawami 
było przyspieszone zużycie tlenu, osiągające wartość bliską 
maksymalnej, oraz obniżona kontrola oddechowa. Zmie­
niony był także obraz mitochondriów w mikroskopie elek­
tronowym. Odkrycie to zwróciło uwagę na fakt, że niepra­
widłowości w funkcjonowaniu mitochondriów mogą być 
przyczyną zaburzeń metabolicznych u ludzi, chociaż pod­
łoże molekularne tej patologii nie zostało wówczas ustalo­
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ne. Natomiast w 1988 roku opisano przypadek schorzenia 
spowodowanego zaburzeniami w obrębie m tDNA [65], 
Odkrycie to zapoczątkowało erę intensywnych poszukiwań 
patogennych mutacji w  mtDNA i stało się przełomowe dla 
zdefiniowania nowej klasy chorób metabolicznych, tzw. 
chorób mitochondrialnych. Obecnie kategoria ta została 
poszerzona i obejmuje nie tylko zaburzenia spow odow a­
ne mutacjami w mtDNA, ale także mutacjami w jądrowym 
DNA, w genach kodujących białka mitochondrialne zarów­
no związane z procesami metabolicznymi jak i z biogenezą 
tych organelli. Tak rozumiane choroby mitochondrialne są 
najczęściej występującymi wrodzonym i anomaliami, poja­
wiającymi się z częstością szacowaną na 1 na 10 000 żywych 
urodzeń [66],

Dziedziczenie chorób spow odow anych zmianami w 
jądrow ym  DNA podlega praw om  Mendla i przez to jest 
stosunkow o łatwe do śledzenia i p rzew idyw ania p raw do­
podobieństw a w ystąpienia objawów choroby w  pokoleniu 
potom nym . Natom iast ocena szans pojawienia się skutków 
mutacji w mtDNA, zaburzających działanie system u oksy­
dacyjnej fosforylacji, jest o wiele trudniejsza. Po pierwsze, 
dziedziczenie cech kodow anych w m tDNA odbyw a się po 
linii matczynej, ponieważ m itochondria obecne w plemniku 
są bardzo nieliczne w porów naniu  z liczbą mitochondriów 
oocytu i zaraz po zapłodnieniu ulegają eliminacji [67], A

zatem dziedziczenie to ma charakter niemendlowski. Po 
drugie, w przeciwieństwie do genom u jądrow ego w ystę ­
pującego w niedzielącej się komórce w postaci jednej kopii, 
m tDNA w przeciętnej komórce ssaków w ystępuje średnio 
w kilku tysiącach kopii, a w  oocytach liczba ta osiąga ok. 
100 tysięcy. W w arunkach norm y wszystkie kopie mtDNA 
są identyczne i prawidłowe. Stan taki określany jest jako 
homoplazmia. W przypadku wystąpienia mutacji w m tD ­
NA udział cząsteczek zm utow anych może wynosić od bli­
skiego zeru do 100% w stosunku do całkowitego m tDNA 
(w tym drugim  skrajnym przypadku też m ożna mówić o 
homoplazmii). Stan, w którym tylko część cząsteczek m tD ­
NA w komórce jest zm utow ana, nazyw am y heteroplazmią. 
Objawy choroby mitochondrialnej pojawiają się zazwyczaj 
dopiero w tedy, gdy udział zm utow anego m tD N A  (stopień 
heteroplazmii) przekracza pew ną krytyczną wartość. Za­
zwyczaj mieści się ona w przedziale 50-80% całego m tD ­
NA w komórce, w zależności od typu  mutacji [68], N ie­
jednakowa wrażliwość różnych typów  komórek na zabu ­
rzenia oksydacyjnej fosforylacji spow odow ane zm ianam i 
w mtDNA zależy przede wszystkim  od intensywności ich 
metabolizmu i zapotrzebowania energetycznego. Dlatego 
choroby mitochondrialne dotykają w  pierwszej kolejności 
tkanek o najbardziej aktyw nym  metabolizmie energetycz­
nym, takich jak tkanka mięśniowa i nerwowa. Wydaje się,

że do m om entu osiągnięcia 
krytycznego poziomu hete­
roplazmii komórki potrafią 
skutecznie bronić się przed 
niedoborem  ATP.

Mutacje występujące u 
danego osobnika zarówno 
w DNA jądrowym, jak i mi- 
tochondrialnym mogą mieć 
także charakter sporadycz­
nych zmian, które są przy ­
czyną wystąpienia chorób 
nie wykrywanych wcześniej 
u członków danej rodziny. 
Szczególnie dotyczy to m uta­
cji w mtDNA. Mitochondrial­
ne DNA jest narażone na stałe 
działanie stosunkowo wyso­
kich stężeń reaktywnych form 
tlenu [69] oraz nie jest osłonię­
te przez białka histonowe, co 
sprawia, że częstość mutacji 
pojawiających się w obrębie 
mtDNA jest nawet 100-krot- 
nie wyższa niż obserwowana 
w DNA jądrowym  [68]. Każ­
da z mutacji w mtDNA doty ­
czy bezpośrednio (mutacje w 
genach kodujących polipepty- 
dy) lub pośrednio (mutacje w 
genach kodujących mitochon­
drialne tRNA) białek związa­
nych z oksydacyjną fosforyla- 
cją. A zatem mutacje te mogą 
upośledzać wydolność ener­

Rycina 11. M apa genom u m tD N A  człowieka. Geny kodujące określone podjednostki kom pleksów łańcucha oddechow ego 
i syntazy ATP zaznaczono różnym i kolorami: siedem  podjednostek  kom pleksu I — różowym, cytochrom  b w chodzący w 
skład kom pleksu III — pom arańczow ym , trzy podjednostki kom pleksu IV (oksydazy cytochromowej) — niebieskim, dw ie 
podjednostki syntazy ATP — żółtym. Tym i sam ym i koloram i są zaznaczone odpow iednie podjednostki na schemacie błony 
w ew nętrznej w dolnej części rysunku. Ponadto, na m odelu m tD N A  geny kodujące dw a rybosom alne RNA, 12S i 16S, za­
znaczono kolorem  zielonym, a kodujące 22 rodzaje tRNA — kolorem  granatow ym . Pętla D kontrolująca inicjację replikacji i 
transkrypcji m tDNA, zaznaczona jest na szaro. W edług [62]; reprodukcja za zgodą wydawcy.
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getyczną mitochondriów, a w efekcie funkcjonowanie ko­
mórek i tkanek.

Dziedziczone po matce mutacje w mtDNA, podobnie jak 
dziedziczone mutacje w  DNA jądrowym, powinny być w y­
krywalne we wszystkich tkankach organizmu. Natomiast 
mutacje nabyte w  różnych fazach rozwoju embrionalnego 
oraz w okresie postnatalnym są ograniczone do wybranych 
tkanek i narządów. Jednakże nie do końca zrozumiałe m e­
chanizmy segregacji m itochondriów w czasie dojrzewania 
oocytów oraz niejednakowa wrażliwość różnych komórek 
na zaburzenia oksydacyjnej fosforylacji sprawiają, że prze­
widywanie stopnia heteroplazmii mtDNA w różnych tkan­
kach organizmu, a także nasilenia objawów chorobowych 
jest niezwykle trudne. Uważa się, że rozprzestrzenianie się 
mutacji i rozkład heteroplazmii w  organizmie potom nym  
są zdeterm inowane już na pierwszych etapach oogenezy 
podczas rozwoju embrionalnego zarodka żeńskiego. W te­
dy może dojść do niejednakowego rozkładu heteroplazmii 
podczas podziału komórek i powstania linii komórkowych 
różniących się stopniem zm utowania mtDNA [70].

Dodatkowym  utrudnieniem  w przew idyw aniu rozwo­
ju i przebiegu chorób mitochondrialnych spowodowanych 
zmianami w mtDNA jest występowanie niejednakowych 
objawów wśród należących do jednej rodziny nosicieli 
tej samej mutacji, a także zmieniający się obraz choroby i 
zazwyczaj nasilanie się jej objawów w ciągu życia osobni­
czego. Co więcej, mutacje w  obrębie różnych genów mogą 
prowadzić to takich samych objawów chorobowych. Inny­
mi słowy, ważną cechą chorób mitochondrialnych jest brak 
wyraźnej zależności między zmianami genotypowymi i ich 
manifestacją fenotypową.

Anomalie występujące w mtDNA dzieli się na trzy ka­
tegorie. Są to: mutacje punktowe, przearanżowanie dużych 
fragmentów genów (delecje, duplikacje) oraz zmniejszenie 
liczby kopii mtDNA (deplecje). Wśród mutacji punktowych 
można wyróżnić mutacje dotyczące genów kodujących biał­
ka oraz genów kodujących tRNA [71]. W ażnym przykładem 
należącym do tej drugiej podkategorii jest mutacja A3243G 
w genie kodującym tRNALeu. Skutkiem tej mutacji jest ze­
spół zwany MELAS (ang. Myopathy, ęncephalopathy, lactic 
acidosis, stroke-like épisodes) [72]. Co ciekawe, ta sama m u ­
tacja może być przyczyną innego zespołu zwanego MIDD 
(ang. Mitochondrial inherited deafnes and diabetes), którego 
objawem jest obustronne upośledzenie słuchu i cukrzyca 
spow odow ana zaburzeniami wydzielania insuliny przez 
komórki beta trzustki [73], Przykład ten ilustruje brak ści­
słego związku między zaburzeniem na poziomie genów a 
fenotypem. Inna mutacja punktowa (A8344G), również do ­
tyczącą genu tRNALeu, jest główną przyczyną zespołu zw a­
nego MERRF (ang. Myoclonie epilepsy with ragged red fibers) 
[74]. O ile mutacje w genach dotyczących poszczególnych 
tRNA mogą wpływać na ekspresję wszystkich genów m i­
tochondrialnych, to mutacje genów kodujących białka po­
wodują ściśle określone defekty. Ich skutkiem może być 
wybiórcze zaburzenie funkcji kompleksów oddechowych 
I, III i IV oraz ATP-azy. Takie zmiany leżą u podstaw  po ­
ważnych patologii związanych z upośledzeniem oksydacyj­
nej fosforylacji, w tym zespołu LHON (ang. Leber hereditary 
optic neuropathy), spowodowanego mutacjami dotyczącymi
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białek kompleksu I. Mutacja w genie kodującym jedno z 
białek wchodzących w skład mitochondrialnej ATP-azy jest 
przyczyną zespołu NARP (ang. Neurogenic muscle weakness- 
ataxia-retinitis pigmentosa), charakteryzującego się miopatią, 
ataksją i zwyrodnieniem siatkówki, połączonymi z demen- 
cją i napadam i epileptycznymi. Jeżeli stopień heteroplazmii 
NARP przekracza 90%, rozwija się tzw. choroba Leigh'a, 
będąca najpoważniejszym i letalnym skutkiem tej mutacji. 
Warto tu zaznaczyć, że jest to zespół objawów klinicznych, 
który może być także wynikiem mutacji w genomie jądro­
wym  (patrz niżej).

Przearanżowania dużych fragmentów mtDNA (spo­
radyczne delecje lub duplikacje) następują zazwyczaj na 
bardzo wczesnym etapie rozwoju zarodkowego i rozprze­
strzeniają się podczas embriogenezy. Zmiany te są przyczy­
ną sporadycznych chorób mitochondrialnych, chociaż w 
rzadkich przypadkach sugerowana jest możliwość ich dzie­
dziczenia po linii matczynej [71]. Zmniejszenie liczby kopii 
m tDNA jest stosunkowo rzadką, letalną anomalią, która 
objawia sie poważnymi zaburzeniami oddechowymi oraz 
dysfunkcją mięśni, wątroby i nerek [71,75]. Jedną z cech 
chorób mitochondrialnych spowodowanych mutacjami w 
mtDNA jest nasilanie się lub wręcz pojawianie się objawów 
w miarę starzenia się organizmu. Wydaje się, że może być 
to spowodowane postępującymi uszkodzeniami mtDNA w 
wyniku nieuniknionej ekspozycji na reaktywne formy tlenu 
[69].

Choroby mitochondrialne spowodowane mutacjami w 
mtDNA stanową tylko 10% wszystkich genetycznie uw a­
runkowanych zaburzeń dotyczących tych organelli. Pozo­
stałe 90% jest skutkiem mutacji w genach znajdujących się 
w jądrow ym  DNA. Mutacje te mogą bezpośrednio dotyczyć 
nie tylko genów kodujących białka wchodzące w skład łań­
cucha oddechowego i ATPazy, ale także genów kodujących 
białka odpowiedzialne za prawidłową aranżację łańcucha 
oddechowego. Przykładem takiej choroby jest zespół Le­
igh'a spow odow any mutacją w  genie SURF1, kodującym 
białko opiekuńcze odpowiedzialne za prawidłowe składa­
nie oksydazy cytochromowej czyli kompleksu IV. W efekcie 
dochodzi do poważnej, letalnej w skutkach, dysfunkcji łań­
cucha oddechowego [76,77],

Fakt, że zespół Leigh'a może być skutkiem różnych m u­
tacji (np. SURF1 lub NARP  albo COX III dotyczącej białek 
oksydazy cytochromowej), dobrze ilustruje trudność posta­
wienia właściwej diagnozy na podstawie objawów. Podo­
bieństwo objawów towarzyszących różnym mutacjom, a 
także zróżnicowanie fenotypowe przy tej samej zmianie na 
poziomie DNA nie pozwalają na ustalenie przyczyny cho­
roby bez uciekania się do metod biologii molekularnej [71].

Istnieje też grupa chorób, określanych jako choroby mito­
chondrialne, spowodowanych mutacjami w genomie jądro­
wym  dotyczącymi białek nie uczestniczących w oksydacyj­
nej fosforylacji, ale kluczowych dla prawidłowego działania 
tych organelli. Przykładem takiego schorzenia jest ataksja 
Friedreicha (zwyrodnienie móżdżkowo-rdzeniowe). Jest to 
choroba neurodegeneracyjna spowodowana mutacją w ge­
nie jądrowym  kodującym frataksynę, której funkcja w mito- 
chondriach polega na buforowaniu i m agazynowaniu jonów
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żelaza. Zmniejszenie ilości frataksyny powoduje wzrost 
stężenia wolnych jonów Fe2+ i w  konsekwencji zwiększone 
wytwarzanie reaktywnych form tlenu (w reakcji Fentona). 
Frataksyna jest też konieczna w tworzeniu kompleksów 
żelazowo-siarkowych (Fe/S) wchodzących, m.in., w skład 
kompleksów I, II i III łańcucha oddechowego oraz akoni- 
tazy (enzym cyklu kwasów trikarboksylowych). Skutkiem 
tych zaburzeń jest degeneracja neuronów czuciowych, kar- 
diomiopatia oraz zwiększone praw dopodobieństw o wystą­
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

Informacja o właściwościach komórek eukariotycznych jest zapisana nie tylko w jądrze 
komórkowym, ale także w genomach zlokalizowanych w  mitochondriach i chloropla­

stach. Porównanie genomów mitochondrialnych roślin i zwierząt pozwala zauważyć dwie  
zupełnie odmienne strategie ewolucyjne. Zwierzęta cechuje wyraźne dążenie do maksymal­
nej redukcji wielkości genomu mitochondrialnego i uproszczenia odczytu zawartej w  nim 
informacji genetycznej. U roślin, przeciwnie, obserwuje się znaczne zwiększenie wielkości 
tego genomu oraz nagromadzenie bardzo nietypowych rozwiązań dotyczących utrzymywa­
nia oraz ekspresji informacji genetycznej.

WSTĘP

Rośliny oraz zwierzęta są najbardziej uorganizowanymi organizmami wielo­
komórkowymi obecnymi na Ziemi. Te grupy organizmów realizują dwie zupeł­
nie odmienne strategie ewolucyjne. Rośliny nie potrafią się przemieszczać i są 
organizmami autotroficznymi, czerpiącymi energię potrzebną do życia w proce­
sie fotosyntezy. Natomiast zwierzęta, jako organizmy heterotroficzne, aktywnie 
poszukują pożywienia, co doprowadziło do pojawienia się takich cech, jak sta- 
łocieplność i złożony system nerwowy. Obydwie strategie ewolucyjne okazały 
się niezwykle efektywne, przez co rośliny i zwierzęta stały się dominującymi 
grupam i organizmów na Ziemi.

Wymienienie i opis wszystkich cech różniących rośliny i zwierzęta w ykra­
cza poza ramy niniejszego artykułu. Informacja o tych różnicach zapisana jest 
w genomach poszczególnych organizmów. Używając słowa „genom", zazw y­
czaj mamy na myśli DNA zlokalizowany w jądrze komórkowym. Warto jednak 
pamiętać, że niewielka, aczkolwiek bardzo ważna, część informacji genetycznej 
każdego organizmu eukariotycznego jest zapisana poza jądrem komórkowym. 
Tym dodatkowym  miejscem występowania informacji genetycznej są mito- 
chondria, a w przypadku roślin — także chloroplasty. Zatem oprócz genomu 
głównego, obecnego w jądrze komórkowym, typowa komórka eukariotyczna 
zawiera kilkaset-kilka tysięcy kopii znacznie mniejszych genomów obecnych na 
terenie cytoplazmy. Celem niniejszego artykułu jest zaprezentowanie najistot­
niejszych i dobrze udokum entowanych różnic w strukturze i zawartości infor­
macji genetycznej obecnej w  genomach mitochondrialnych roślin i zwierząt. 
Przedstawione zostaną również najważniejsze różnice w systemie ekspresji tej 
informacji. Większość prezentowanych danych doświadczalnych dotyczy roślin 
okrytozalążkowych oraz ssaków, w  szczególności człowieka. Wynika to z tego, 
że prowadzone badania koncentrują się głównie na tych dwóch grupach syste­
matycznych.

POCHODZENIE I EWOLUCJA MITOCHONDRIÓW

Powszechnie uznawaną obecnie teorią wyjaśniającą pochodzenie mitochon­
driów jest teoria endosymbiozy [1-3], Endosymbiotyczne pochodzenie mito­
chondriów potwierdzają w  szczególności analizy porównawcze sekwencji ge­
nom ów mitochondrialnych oraz genomów bakteryjnych. Ich wyniki dowodzą, 
że mitochondria wszystkich eukariontów wywodzą się od jednego wspólnego 
przodka, którym był organizm z grupy a-proteobakterii [1,2,4].

Powstałe w wyniku endosymbiozy protom itochondrium  ulegało szybkiej 
ewolucji, dostosowując się do warunków  panujących w ewnątrz komórki gospo­
darza. Jednym z najważniejszych etapów tej ewolucji było przenoszenie genów 
z genomu protomitochondrium do jądra komórkowego. Prowadziło to do stop­
niowej redukcji genomu mitochondrialnego i tym samym — wzrostu zależności 
mitochondriów od genomu jądrowego [5], W ewnątrzkomórkowy transfer ge­
nów zachodził szczególnie intensywnie w pierwszych etapach ewolucji mito-
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chondriów. Liczba mitochondrialnych genów u kręgowców 
osiągnęła stałą wartość i obecnie nie ulega już większym 
zmianom [6]. Natom iast u roślin okrytozalążkowych znane 
są przykłady współcześnie zachodzącego transferu genów 
z mitochondriów do jądra komórkowego [7,8], W toku ewo­
lucji powstało szereg ścieżek sygnałowych zapewniających 
wzajemną komunikację pomiędzy genomem jądrowym  
i genomami zlokalizowanymi w organellach: mitochon­
driach i chloroplastach. Jej celem jest koordynacja ekspresji 
wszystkich genom ów obecnych w komórce eukariotycznej 
[9-11].

ORGANIZACJA GENOMU MITOCHONDRIALNEGO

ZAWARTOŚĆ INFORMACJI GENETYCZNEJ

Obecnie znanych jest prawie 1300 pełnych sekwencji geno­
mów mitochondrialnych, co umożliwia bardziej obszerną ana­
lizę porównawczą mitochondrialnego DNA (mtDNA) (baza 
OGMP, http://m egasun.bch.um ontreal.ca/ogm p). W praw­
dzie większość z nich to genomy zwierzęce, ale obecnie pozna­
no również sekwencje siedmiu genomów roślin wyższych, ta­
kich jak: burak cukrowy, kukurydza, tytoń, ryż, rzepak, psze­
nica oraz rzodkiewnik pospolity — Arabidopsis thaliann [12].

Jedną z najistotniejszych różnic pomiędzy genomami mi- 
tochondrialnymi roślin i zwierząt jest ich wielkość. Na ogół

genomy mitochondrialne zwierząt mają bardzo podobny 
rozmiar (15-20 kb) oraz zestaw genów [6], Natomiast mi- 
tochondria roślinne zawierają olbrzymie genomy wielkości 
rzędu 200-2500 kb [12]. Cechą charakterystyczną genomów 
mitochondrialnych roślin jest nie tylko ich duży rozmiar, 
ale również duża zmienność ich wielkości, nawet w obrębie 
jednego gatunku. Na przykład, ekotyp NB kukurydzy zw y­
czajnej posiada genom mitochondrialny o wielkości 570 kb, 
podczas gdy w ekotypie CMS-C znaleziono genom o wiel­
kości 740 kb [12].

Pomimo dużych różnic w wielkości mitochondrialnych ge­
nomów roślin i zwierząt liczba genów obecnych w obydwu ty­
pach genomów nie różni się aż tak znacznie. Typowy zwierzę­
cy mtDNA zawiera ok. 37 genów [6], W genomach mitochon­
drialnych roślin wyższych przeciętnie spotyka się ok. 50-60 
genów. Informacja genetyczna zawarta w obu genomach obej­
muje dwa lub trzy geny rRNA, zmienny zestaw genów tRNA 
i ograniczoną liczbę genów kodujących białka zaangażowane 
w proces fosforylacji oksydacyjnej [13]. Na „nadmiarowe" 20 
genów u roślin składają się głównie białka wchodzące w skład 
mitochondrialnych rybosomów, kilka białek zaangażowa­
nych w syntezę cytochromu c oraz dodatkowe podjednostki 
kompleksów łańcucha oddechowego [12]. Zestawy genów 
obecnych w mitochondriach roślin i zwierząt zostaną bardziej 
szczegółowo omówione na przykładzie człowieka (Ryc. 1) [14] 
oraz rzodkiewnika A. thaliana (Ryc. 2) [15-17].

Rycina 1. Organizacja genom u m itochondrialnego człowieka. Powiększono obszar zawierający ele­
m enty istotne w  procesie transkrypcji. Kolory: czerw ony — geny tRNA, brązow y — geny rRNA, 
niebieski — geny kodujące białka, szary — sekwencje prom otorow e. D okładny opis w tekście.

W mtDNA A. thaliana występują trzy geny 
kodujące rRNA: 18S rRNA, budujące małą 
podjednostkę rybosomu, oraz 26 rRNA i 5S 
rRNA, wchodzące w skład dużej podjednost­
ki rybosomu. Natomiast w mtDNA człowie­
ka m ożna znaleźć tylko dw a geny rRNA. Są 
to 12S rRNA i 16S rRNA, wchodzące w skład, 
odpowiednio, małej i dużej podjednostki ry- 
bosomalnej. Gen 5S rRNA jest nieobecny w 
genomie mitochondrialnym człowieka, ale 
koniec 3' ludzkiego 16S rRNA wykazuje 68% 
homologię sekwencji do 5S rRNA Bacillus sub- 
tilis. Sugeruje to, że w  toku ewolucji doszło u 
zwierząt do połączenia dwóch genów rRNA 
w jeden [18],

W mitochondriach człowieka oraz rzod­
kiewnika A. thaliana zawarta jest informacja o 
22 cząsteczkach tRNA [14,17], W przypadku 
człowieka jest to zestaw w zupełności wystar­
czający do odczytania wszystkich kodonów 
obecnych w mitochondrialnych genach ko­
dujących białka. Tak nie jest w przypadku A. 
thaliana. Osiemnaście z 22 genów tRNA obec­
nych w genomie rzodkiewnika to geny unika­
towe, pozostałe 4 to ich kopie [17], Obecność 
osiemnastu różnych cząsteczek tRNA jest nie­
wystarczająca do zakodowania wszystkich 
aminokwasów używanych do syntezy białek. 
Trzynaście dodatkowych cząsteczek tRNA 
jest transportowanych do mitochondriów z 
cytoplazmy. Brak pełnego zestawu genów 
tRNA obserwuje się we wszystkich opisa­
nych do tej pory genomach roślinnych [17],
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Arabidopsis thaliana

o
człowiek

Rycina 2. Organizacja genom u m itochondrialnego rzodkiew nika Arabidopsis thaliana. Dla porów nania um ieszczono czą­
steczkę m tDNA człowieka w  skali 1:1. Kolory: czerw ony — geny tRNA, brązow y — geny rRNA, niebieski — geny kodujące 
białka.

Następna różnica pomiędzy genami tRNA w genomie 
mitochondrialnym roślin i zwierząt dotyczy ich pochodze­
nia. U człowieka wszystkie geny tRNA, to geny wywodzące 
się od endosymbionta, który dał początek mitochondriom. 
U rzodkiewnika tylko 12 unikatowych genów tRNA to takie 
geny. Pozostałe 6 genów tRNA wykazuje największe podo­
bieństwo do sekwencji genów tRNA obecnych w chloropla­
stach [17]. Ponadto, w genomie mitochondrialnym buraka 
cukrowego znaleziono gen tRNA, który nie wykazuje istot­
nej homologii do żadnej znanej sekwencji tRNA [12]. Obec­
ność genów tRNA przejętych z innych systemów ekspresji, 
a zwłaszcza z chloroplastów, jest cechą charakterystyczną 
mitochondriów roślinnych.

Geny kodujące białka są ostatnią klasą genów występują­
cych w genomach mitochondrialnych. Liczebność tej klasy 
genów wykazuje największe różnice pomiędzy roślinami i 
zwierzętami. Ludzki mtDNA koduje zaledwie 13 białek. Je­
denaście z nich wchodzi w skład kompleksów łańcucha od­
dechowego, a 2 w skład syntazy ATP (Tabela 1). W mtDNA 
rzodkiewnika zidentyfikowano 32 geny. Osiemnaście z 
nich, czyli ponad połowa, koduje podjednostki czterech 
kompleksów systemu fosforylacji oksydacyjnej. Siedem 
genów koduje białka rybosomalne, a 5 genów koduje biał­
ka zaangażowane w syntezę cytochromu c. Dwa pozostałe 
geny kodują białko zaangażowane w transport centrów że- 
lazowo-siarkowych z mitochondriów (gen mttB) oraz matu- 
razę uczestniczącą praw dopodobnie w  wycinaniu intronów 
(gen tnat-R [19]). Zestawy genów kodujących białka w po­

zostałych 6 poznanych ge­
nomach mitochondrialnych 
roślin wyższych różnią się 
nieznacznie, w  głównej mie­
rze liczbą genów kodujących 
białka rybosomalne (od 6 do 
11). Ponadto, w  genomie mi­
tochondrialnym tytoniu zna­
leziono 2 podjednostki kom ­
pleksu II (geny sdh3 i sdh4), 
a gen ccmFN u rzepaku i A. 
thaliana został podzielony na 
2 odrębne geny [12].

Jak widać z tego porów na­
nia, genom mitochondrialny 
rzodkiewnika, pomimo że 
jest 22-krotnie większy, ko­
duje tylko 1,5 raza więcej ge­
nów (Ryc. 2). Liczba genów 
u tego gatunku może jeszcze 
ulec zwiększeniu. W jego 
genomie mitochondrialnym 
odnaleziono bowiem ponad 
150 otwartych ramek od ­
czytu, mogących kodować 
białka o długości ponad 100 
aminokwasów [17]. Stano­
wią one łącznie ponad 10% 
genomu. Na ogół nie w yka­
zują one znaczącej homologii 
do żadnych znanych genów. 
Niektóre z nich zawierają 

fragmenty „klasycznych" genów obecnych w genomie mi­
tochondrialnym. Znaczenie tych dodatkowych ramek od ­
czytu pozostaje nieznane. Wykazano, że przynajmniej nie­
które z nich ulegają transkrypcji [20],

UPAKOWANIE INFORMACJI GENETYCZNEJ

Cechą charakterystyczną genomu mitochondrialnego czło­
wieka jest jego ekstremalne upakowanie. Geny nie zawierają 
intronów, a sekwencje międzygenowe są nieobecne lub obej­
mują zaledwie kilka par zasad. Niektórym genom struktural­
nym brakuje pełnej sekwencji kodonu STOP, która jest two­
rzona w wyniku potranskrypcyjnej poliadenylacji mRNA. 
Geny dla rRNA i tRNA są niezwykle małe. Geny dla tRNA 
nie zawierają sekwencji -CCA obecnej na końcu 3' cząsteczki. 
Sekwencja ta jest później dodawana w wyniku potranskryp- 
cyjnej modyfikacji. Sekwencje dwóch par genów: ATP8 i ATP6 
oraz ND4L i ND4 zachodzą na siebie na obszarze, odpowied­
nio, 46 i 7 nukleotydów. W mtDNA występują dwa regiony 
niekodujące. Dłuższy (ok. 1,1 kb), określany mianem pętli D, 
znajduje się pomiędzy genami kodującymi tRNAphe i tRNAPro 
(Ryc. 1). W regionie pętli D znajdują się elementy regulujące 
transkrypcję i replikację mtDNA, m.in. miejsca inicjacji trans­
krypcji dla obydwu nici oraz miejsce startu replikacji nici H 
(Oh). Drugi obszar niekodujący jest krótki (ok. 30 pz) i zawiera 
miejsce startu replikacji nici L (O,) [14,18,21], W sumie sekwen­
cje regulatorowe i niekodujące stanowią mniej niż 10%, co sta­
wia zwierzęce genomy mitochondrialne wśród najbardziej 
„upakowanych" genomów występujących w przyrodzie.
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Tabela 1. Porównanie genów obecnych w genom ie m itochondrialnym  człowieka i A. thaliana.

Rodzaj genu Człowiek A. thaliana 1

Geny rRNA 2 3

Geny tRNA 22 22 (18)1

Podjednostki system u oksydacyjnej fosforylacji. W tym: 13 32

Kompleks I 7 9

Kompleks III 1 1

Kompleks IV 3 3

Kompleks V 2 5

Biogeneza cytochrom u c - 5

Białka rybosom alne - 7

T ransport białek - 1

Inne - 1

'22 to całkowita liczba genów tRNA w  mtDNA rzodkiewnika. 18 genów tRNA to 
geny unikatow e, pozostałe cztery to ich kopie.

Rośliny pod względem upakowania informacji genetycz­
nej w  genomach mitochondrialnych stanowią przeciwień­
stwo zwierząt. U roślin sekwencje mtDNA kodujące geny 
stanowią zaledwie kilkanaście procent całego genomu [12], 
np. u A. thaliana jest to 18% (Ryc. 2) [17]. Pozostałe 82% to 
sekwencje niekodujące. W śród nich są m. in. introny, pseu- 
dogeny oraz sekwencje powtórzone. W om awianym geno­
mie mitochondrialnym A. thaliana introny stanowią blisko 
9% całej sekwencji mtDNA. Sekwencje powtórzone o różnej 
długości stanową kolejne 7% genomu. Jak dotąd w mtDNA 
A. thaliana zidentyfikowano 3 pseudogeny [12].

Charakterystyczne dla roślin jest w ystępow anie w ge­
nom ach mitochondrialnych sekwencji nukleotydow ych 
homologicznych do sekwencji występujących w DNA ją­
drow ym  i chloroplastowym. Obecność w mtDNA sekw en­
cji obecnych w innych genomach jest związana z dużą 
skłonnością m itochondriów roślinnych do pobierania ob­
cego DNA. Analizy porów naw cze wykazały, że w  geno­
mie m itochondrialnym  A. thaliana 4% stanowią sekwencje 
obecne również w jądrze komórkowym , a 1,2% to sekw en­
cje spotykane również w chloroplastach. W mtDNA A. tha­
liana znaleziono także dwie otwarte ramki odczytu, któ­
rych sekwencje przypom inają polimerazy RNA zależne od 
RNA typowe dla w irusów  RNA znalezionych u niektórych 
grzybów, będących roślinnymi patogenam i [17], Oznacza 
to, że do mitochondrialnych genom ów roślin dostają się 
nie tylko fragmenty z genom ów znajdujących się w bezpo­
średnim  sąsiedztwie (jądro komórkowe, chloroplasty), ale 
również z genom ów organizmów, z którymi roślina miała 
styczność. Pochodzenie ponad połowy sekwencji niekodu- 
jących obecnych w genomie m itochondrialnym  A. thaliana 
i innych roślin pozostaje nieznane [17]. Przypuszczalnie 
są to również sekwencje nabyte w w yniku horyzontalne­
go transferu genów, ale praw dopodobnie  w wyniku czę­
stych rearanżacji m tDNA szybko utraciły podobieństwo 
do swych oryginałów.

W linii ewolucyjnej zwierząt wyraźnie zauważalna jest 
tendencja do zmniejszenia rozmiaru mtDNA oraz maksy­
malnego jego upakowania. W genomach mitochondrial­
nych roślin zaznacza się w praw dzie tendencja do eliminacji 
kolejnych genów [7,8], jednak presja selekcyjna, faworyzują­
ca krótsze cząsteczki mtDNA, została wyraźnie utracona w
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toku ewolucji. Najprawdopodobniej stało się to 
na etapie powstania roślin okrytozalążkowych. 
U tej grupy roślin obserwuje się bowiem gwał­
towne zwiększanie się wielkości genomów mi­
tochondrialnych [12]. Mitochondria roślin okry­
tozalążkowych utraciły kontrolę nad wielkością 
swojego genomu i chłoną jak gąbka wszelkiego 
rodzaju cząsteczki DNA, które znajdą się na ich 
terenie. Powiększaniu rozmiarów genomu mito­
chondrialnego sprzyja naturalna zdolność mito­
chondriów roślinnych do importu zarówno RNA 
[22], jak i DNA [23], co ułatwia dostawanie się do 
nich obcego materiału genetycznego.

STRUKTURA GENOMU 
MITOCHONDRIALNEGO

Genom mitochondrialny człowieka, podobnie 
jak innych zwierząt, jest niewielką kolistą czą­

steczką DNA (Ryc. 1) [14]. Zwyczajowo genom mitochon­
drialny roślin wyższych również przedstawia się w postaci 
kolistej cząsteczki DNA zawierającej całość informacji ge­
netycznej obecnej w mitochondriach. Taka cząsteczka nosi 
nazwę genomu głównego (ang. master genome). Jednak jak 
dotychczas nie udało się eksperymentalnie potwierdzić ist­
nienia tak dużych cząsteczek w mitochondriach roślin. Po­
stuluje się, że mogą one występować jedynie w komórkach 
merystematycznych [24], W pozostałych komórkach genom 
mitochondrialny roślin jest złożony z wielu cząsteczek o róż­
nym rozmiarze, utrzym ywanych w  dynamicznej rów now a­
dze w wyniku rekombinacji zachodzącej pomiędzy długimi 
sekwencjami powtórzonymi [25]. Cząsteczki te przedstawia 
się w modelach organizacji genomów roślinnych jako czą­
steczki koliste, ale in vivo najprawdopodobniej mogą one 
przybierać również formę liniową. W mitochondriach ro­
ślin, obok cząsteczek kolistych i liniowych o różnej wiel­
kości, ale mniejszej niż genom główny, mogą występować 
cząsteczki liniowe o długości przekraczającej kilkukrotnie 
wielkość genomu głównego. Prawdopodobnie są one w y­
nikiem replikacji kolistego DNA według modelu toczące­
go się koła lub też mogą powstawać poprzez łączenie się 
krótszych cząsteczek w wyniku rekombinacji. W mitochon­
driach roślin obserwuje się również cząsteczki rozgałęzione 
lub w kształcie rozety, a także cząsteczki jednoniciowego 
mtDNA. Są one najprawdopodobniej stanami pośrednimi 
procesów replikacji i rekombinacji [25],

W mitochondriach roślin, jak również zwierząt, obok do­
minującego genomu mitochondrialnego występować mogą 
alternatywne genomy mitochondrialne. Stan organizmu, w 
którym występuje więcej niż jeden genom mitochondrialny 
nazywam y heteroplazmią. Stosunek alternatywnych geno­
mów mitochondrialnych w heteroplazamatycznej populacji 
może być różny. Zazwyczaj jednak jeden z genomów w y­
raźnie dominuje i decyduje o fenotypie. U zwierząt pojawie­
nie się heteroplazmii wiązano z chorobami mitochondrial- 
nymi i procesem starzenia, ale ostatnio wykryto ją również 
u ludzi zdrowych [26], U roślin wykazano, że zmiany w 
heteroplazmatycznej populacji cząsteczek mtDNA mogą 
doprowadzać do zmian fenotypowych, np. pojawienia się 
cytoplazmatycznej męskosterylności (CMS, ang. cytoplasmic 
małe sterility), polegającej na tym, że roślina nie jest w sta­
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nie wytwarzać witalnego pyłku [27], Pomimo że heteropla- 
zmia jest stanem obecnym w obu grupach organizmów, to 
główne mechanizmy odpowiedzialne za jej powstawanie są 
różne. U roślin najczęstszym mechanizmem, który dopro­
w adza do powstania alternatywnego genomu na poziomie 
substechiometrycznym, jest nieodwracalna rekombinacja 
nieuprawniona. Natomiast u zwierząt heteroplazmia jest 
najczęściej wynikiem błędów w czasie replikacji, nieefek­
tywnych procesów naprawczych czy reakcji mtDNA z reak­
tywnymi formami tlenu. W wyniku tych procesów powstają 
alternatywne genomy różniące się od wzorcowego mutacja­
mi punktowymi, małymi delecjami lub duplikacjami [26],

Oprócz genomu mitochondrialnego, w mitochondriach ro­
ślin mogą występować samoreplikujące się plazmidy liniowe 
o wielkości 2-13 kb. Obecność takich cząsteczek stwierdzono 
w mitochondriach 8 gatunków roślin, m.in. kukurydzy Zea 
mays [28]. Kodują one zazwyczaj polimerazę RN A lub po- 
limerazę DNA grupy B, charakterystyczne dla niektórych 
wirusów i bakteriofagów. Ich budowa przypomina DNA 
transpozonów z charakterystycznymi krótkimi terminalny­
mi powtórzeniami. Analiza sekwencji wskazuje, że plazmidy 
liniowe obecne w mitochondriach roślin są spokrewnione z 
podobnymi plazmidami obecnymi w mitochondriach grzy­
bów fitopatogennych i prawdopodobnie trafiły do roślin w 
wyniku horyzontalnego transferu genów [28]. Obecność pla­
zmidów liniowych wskazuje, że obcy DNA, który dostał się 
do roślinnego mitochondrium jest nie tylko włączany do ge­
nomu mitochondrialnego, ale może utrzymywać się na tere­
nie mitochondriów w  postaci niezależnych replikonów.

REKOMBINACJA mtDNA

Obecność rekombinacji w mitochondriach ssaków, a 
zwłaszcza w mitochondriach człowieka, była poddawana 
bardzo wnikliwym analizom. Związane jest to z tym, że brak 
tego zjawiska zakładają wszelkie badania dotyczące ewolucji 
człowieka oparte o analizę sekwencji mtDNA. Obecnie domi­
nuje pogląd, że w mitochondriach ssaków rekombinacja nie 
zachodzi. Sporadycznie pojawiają się pojedyncze doniesienia 
wskazujące na możliwość rekombinacji ludzkiego mtDNA. 
Jednak interpretacja tych doniesień bywa kontrowersyjna. 
Przykładem mogą być prace, które wskazywały, że przeja­
wem rekombinacji mtDNA u człowieka jest zjawisko homo- 
plazji, polegające na występowaniu tych samych mutacji w 
różnych liniach ewolucyjnych mtDNA [29], Homoplazja w 
ludzkim mtDNA jest zjawiskiem dosyć powszechnym. Ob­
serwowano ją m. in. w badaniach dotyczących populacji pol­
skiej [30], Jednak bardziej dokładne analizy wskazują, że zja­
wisko homoplazji jest wynikiem występowania w mtDNA 
tzw. gorących miejsc mutacji, czyli miejsc, w których mtDNA 
szczególnie często jest narażony na mutacje [30-32],

Zjawisko rekombinacji mtDNA jest jedną z najbardziej wy­
różniających się cech mitochondriów roślinnych wpływającą 
pośrednio na wiele innych właściwości tych organelli. Rekom­
binacja pomiędzy powtarzającymi się sekwencjami DNA jest 
głównym czynnikiem wpływającym na obserwowaną struk­
turę genomu mitochondrialnego u roślin wyższych [33]. W 
mitochondriach roślin zachodzą dwa typy rekombinacji: ho­
mologiczna pomiędzy długimi sekwencjami powtórzonymi 
(ang. long repeats) i rekombinacja pomiędzy krótkimi sekwen­
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cjami powtórzonymi (ang. short repeats) [34], Rekombinacja 
homologiczna, charakteryzująca się wysoką częstotliwością 
i odwracalnością, jest odpowiedzialna za wielocząsteczkową 
strukturę genomu mitochondrialnego. Rekombinacja między 
krótkimi sekwencjami powtórzonymi zachodzi sporadycznie, 
jest nieodwracalna i odpowiada za powstawanie alternatyw­
nych form genomu zwanych sublimonami. Przebudowane w 
ten sposób cząsteczki mtDNA mogą być utrzymywane przez 
wiele pokoleń bez zmian lub ulec selektywnej amplifikacji, sta­
jąc się formą dominującą mtDNA [35,36].

EKSPRESJA INFORMACJI GENETYCZNEJ 
W MITOCHONDRIACH

TRANSKRYPCJA GENÓW KODOWANYCH W mtDNA

Biorąc pod uwagę pochodzenie mitochondriów, można 
byłoby się spodziewać, że polimeraza RNA, występująca w 
mitochondriach, będzie typu bakteryjnego. Tymczasem za 
transkrypcję w  mitochondriach zwierzęcych i roślinnych, 
i innych do tej pory zbadanych, odpowiedzialna jest poli­
meraza RNA wykazująca największe podobieństwo do po- 
limeraz wirusów bakteryjnych [37,38], Jedynym wyjątkiem 
jest pierwotniak Reclinomonas ameńcana posiadający naj­
bardziej pierwotny, z dotychczas opisanych, genom mito- 
chondrialny [1]. W genomie tym występują geny kodujące 
wielopodjednostkową polimerazę podobną do polimeraz 
RNA eubakterii. Sugeruje się, że w toku ewolucji, na bardzo 
wczesnym etapie, doszło do wyeliminowania polimerazy 
RNA typu bakteryjnego i zastąpienia jej polimerazą RNA 
pochodzącą z w irusów bakteryjnych.

Główne różnice pom iędzy mitochondriam i różnych 
grup systematycznych występują na etapie inicjacji i ter- 
minacji transkrypcji. W pew nym  stopniu różnice te w yni­
kają z odmiennej organizacji genomu mitochondrialnego. 
Proces transkrypcji w  m itochondriach zwierzęcych został 
dopasow any do „kompaktowej" organizacji genom u mi­
tochondrialnego i obejmuje praktycznie całą cząsteczkę 
DNA. W mtDNA człowieka znajdują się dw a prom otory 
(LSP i HSP) zlokalizowane w  obrębie pętli D (Ryc. 1). Każ­
dy z nich służy do transkrypcji jednej z nici mtDNA (odpo­
wiednio nici L i nici H). W obrębie obrębie prom otora HSP 
w ystępują dw a miejsca inicjacji transkrypcji (HSP1 i HSP2). 
Transkrypcja z miejsca HSP2 obiega prawie całą cząsteczkę 
mtDNA i ulega terminacji zaraz za genem tRNAPhe. P row a­
dzi to do powstania długiego prekursora obejmującego całą 
nić H. Natom iast transkrypcja rozpoczęta w miejscu HSP1 
ulega terminacji za genem 16S rRNA i służy do syntezy 
krótkiego transkryptu obejmującego głównie geny rRNA. 
Za terminację transkrypcji odpow iada białko mTERF w ią­
żące się w obrębie genu tRNALeu(UUR) (Ryc. 1). Transkrypcja 
nici L, rozpoczęta w obrębie prom otora LSP, obejmuje całą 
sekwencję mtDNA i ulega terminacji najprawdopodobniej 
w obrębie w iązania czynnika mTERF [39].

Ze względu na znacznie większe rozmiary genomu i roz­
proszenie genów w obrębie całej sekwencji mtDNA, u roślin 
występuje znacznie więcej promotorów. Dany promotor 
może kierować transkrypcją tylko jednego genu, ale czasami 
pojedynczy promotor służy do ekspresji kilku genów położo­
nych blisko siebie [40-42], Promotory dla różnych grup genów
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(geny rRNA, tRNA oraz geny kodujące białka) są podobne 
[20,40]. Sekwencje promotorów w genomach mitochondrial­
nych są bardzo zmienne i słabo zachowane pomiędzy róż­
nymi gatunkami roślin okrytozalążkowych [43,44]. Cechą 
unikalną procesu transkrypcji w roślinnych mitochondriach 
jest obecność kilku promotorów dla pojedynczego genu [44], 
Znaczenie tego zjawiska jest nieznane. Jednym z możliwych 
jest regulacja poziomu transkrypcji poszczególnych genów.

Kolejną cechą charakterystyczną transkrypcji w mito­
chondriach roślin jest to, że transkrypcji ulegają nie tylko 
fragmenty mtDNA kodujące geny, ale również obszary nie- 
kodujące. Ekspresji mogą ulegać także nici antysensowe. Na 
przykład, dla 5 przebadanych genów u A. thaliana oprócz 
normalnych transkryptów znaleziono również ich anty- 
sensowe odpowiedniki [20], Nie w iadomo natomiast, w 
jaki sposób przebiega terminacja transkrypcji w roślinnych 
mitochondriach, bowiem jak dotychczas nie zdefiniowano 
miejsc terminacji transkrypcji [20]. Niewykluczone, że ta­
kich miejsc nie ma, a terminacja transkrypcji jest wyznacza­
na określoną procesywnością polimerazy RNA.

Porównanie ekspresji genomu mitochondrialnego u 
roślin i zwierząt wskazuje, że przepisaniu na RNA ulega 
praktycznie cała, a przynajmniej znacząca część sekwencji 
m tDNA u obydwu grup organizmów. Jednak stan ten jest 
osiągany w zupełnie odmienny sposób. U zwierząt obszary 
mtDNA ulegające transkrypcji są ściśle zdefiniowane. Nato­
miast wydaje się, że u roślin etap transkrypcji ma zapewnić 
syntezę cząsteczek RNA obejmujących duże i słabo zdefi­
niowane obszary mtDNA, a kontrola tego, które cząsteczki 
RNA są potrzebne zachodzi na etapach potranskrypcyjnych, 
przede wszystkim na poziomie degradacji RNA [20,42],

WYCINANIE INTRONÓW

Jednym z etapów potranskrypcyjnej obróbki RNA w mito­
chondriach roślinnych, nie występującym w mitochondriach 
zwierzęcych jest wycinanie intronów. Brak intronów w geno­
mach mitochondriów zwierzęcych, jest związany zapewne z 
silną tendencją do eliminacji zbędnych sekwencji DNA z tych 
genomów. W genomie mitochondrialnym A. thaliana introny 
stanowią około 9% sekwencji mtDNA [17]. Geny znajdujące 
się w tym genomie zawierają 23 introny grupy II o długości 
od 485 do 4000 nukleotydów. Niektóre geny zawierają więcej 
niż jeden intron. Jeden z intronów w genie nadl koduje matu- 
razę (gen mat-R) [15,19]. Zupełnie wyjątkowym zjawiskiem, 
które występuje w mitochondriach roślinnych jest obecność 
intronów ulegających wycinaniu z pozycji trans (ang. trans- 
splicing introns) [19]. W wyniku częstych rekombinacji w y­
stępujących w mitochondrialnych genomach roślin może 
się zdarzyć, że gen zostanie rozerwany w obrębie intronu. 
Powstałe dwie oddalone od siebie części genu ulegają nie­
zależnej transkrypcji. W procesie trans-wycinania dochodzi 
do złożenia dwóch transkryptów kodujących odpowiadają­
ce sobie połówki genu, odtworzenia odpowiedniej struktury 
rozerwanego intronu, a następnie do jego wycięcia. Przykła­
dowo, w genomie mitochondrialnym A. thaliana i ryżu zna­
leziono odpowiednio 5 i 6 takich „trans-intronów". Niektóre 
geny zawierają dwa lub trzy „trans-introny", co oznacza, że 
ostateczne cząsteczki mRNA są składane z 3-4 niezależnie 
powstałych transkryptów [19].
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REDAGOWANIE RNA

Jedną z najbardziej zdumiewających cech potranskrypcyj­
nej obróbki RNA w mitochondriach roślin jest wykorzystanie 
na szeroką skalę zjawiska redagowania RNA, którego nie ob­
serwuje się w  mitochondriach zwierząt. Redagowanie w  mi­
tochondriach roślinnych polega na zamianie U w C, albo C w 
U w RNA, przy czym ten drugi typ modyfikacji jest znacznie 
bardziej rozpowszechniony. Wykonane w 1999 roku porów­
nanie sekwencji mitochondrialnego genomu A. thaliana z se­
kwencjami cDNA pozwoliło na zidentyfikowanie 441 miejsc 
ulegających redagowaniu [45], aczkolwiek od tamtego czasu 
ukazały się prace opisujące kolejne miejsca ulegające redago­
waniu [20,41]. Redagowanie dotyczy głównie fragmentów 
RNA kodujących białka. Stosunkowo niewiele miejsc ule­
gających redagowaniu występuje w sekwencjach niekodują- 
cych, zaś redagowanie rRNA i tRNA zdarza się stosunkowo 
rzadko. Dokładna rola redagowania RNA nie jest znana. Jed­
nak analizy wykonane dla A. thaliana sugerują, że redagowa­
nie na ogół prowadzi do zwiększenia hydrofobowości białek 
mitochondrialnych. Przykładowo, spośród 425 kodonów 
ulegających redagowaniu u A. thaliana 41,5% koduje przed 
redagowaniem aminokwasy o charakterze hydrofobowym. 
Po ich przeredagowaniu udział aminokwasów hydrofobo­
wych wzrasta do 85% [45], W redagowaniu RNA uczestniczą 
białka z rodziny PPR kodowane w jądrze komórkowym [46], 
Zatem, ostateczna sekwencja białek syntetyzowanych w mi­
tochondriach roślin wyższych zależy nie tylko od sekwencji 
mtDNA, ale częściowo jest zapisana w DNA jądrowym w 
postaci białek odpowiedzialnych za redagowanie RNA.

DOJRZEWANIE KOŃCÓW 3' I 5' TRANSKRYPTÓW

W genomie mitochondrialnym człowieka geny rRNA i 
prawie wszystkie geny kodujące białka są otoczone genami 
kodującymi tRNA, które odgrywają kluczową rolę w obróbce 
policistronowych transkryptów RNA. Postuluje się, że trans- 
krypty rRNA i mRNA są niejako ubocznymi produktami 
wycinania cząsteczek tRNA z policistronowych prekursorów 
[47], W pierwszej kolejności jest uwalniany koniec 5' tRNA, a 
następnie jego koniec 3'. Za obróbkę końców 5' i 3' tRNA są 
odpowiedzialne, odpowiednio, rybonukleaza P oraz tRNAza 
Z [48,49], Uwolnione cząsteczki rRNA są wbudowywane w 
rybosomy, natomiast cząsteczki tRNA i mRNA są poddaw a­
ne dalszym obróbkom. W przypadku tRNA jest to dodanie 
sekwencji -CCA przez nukleotydylotransferazę ATP(CTP) 
specyficzną dla tRNA i modyfikacje określonych zasad 
azotowych. Natomiast ostatnim etapem obróbki cząsteczek 
mRNA jest ich poliadenylacja.

W mitochondriach roślin cząsteczki tRNA są syntetyzowa­
ne jako dłuższe, mono- lub policistronowe prekursory [40], 
Nadmiarowe sekwencje po stronie 5' i 3' są następnie usu­
wane przez rybonukleazę P oraz RNAzę Z [38,50], Następnie 
cząsteczka tRNA ulega dalszym modyfikacjom. Podobnie, jak 
w przypadku mitochondriów zwierzęcych jest to dodanie se­
kwencji -CCA oraz modyfikacje zasad azotowych. Niedawno 
okazało się, że w mitochondriach roślin rybonukleaza P oraz 
RN Aza Z uczestniczą także w obróbce prekursorów cząsteczek 
mRNA [41]. Jak już wcześniej wspomniano, mitochondrialne 
transkrypty u roślin nie mają ściśle zdefiniowanych miejsc 
terminacji. Tymczasem okazało się, że cząsteczki mRNA u A.
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thaliana mają ściśle zdefiniowany koniec 3'. Wykazano, że na 
końcach 3' transkryptów mRNA występują struktury w po­
staci jednej lub kilku tzw. szpilek do włosów (ang. stem-loop 
structures) lub tzw. elementy t, które swoją strukturą przypo­
minają strukturę tRNA. Jedną z funkcji tych struktur jest nakie- 
rowywanie RN Azy P i/lub  RN Azy Z w odpowiednie miejsce 
prekursora mRNA w celu utworzenia odpowiedniego końca 
3'. Drugą istotną funkcją elementów t i szpilek do włosów na 
końcach 3', o której warto wspomnieć, jest regulacja stabilności 
cząsteczek mRNA [51]. Sugeruje się, że RN Azy P i Z uczestni­
czą także w formowaniu końca 5' mRNA w mitochondriach 
roślinnych [41]. Stwierdzono bowiem, że końce 5' niektórych 
dojrzałych cząsteczek mRNA nie pokrywają się z początkiem 
transkrypcji. Obecność na tych końcach elementów t, wskazu­
je, że najprawdopodobniej powstały one w wyniku endonu- 
kleolitycznego cięcia wykonywanego przez RN Azę P/R N  Azę 
Z. Zatem uzyskane dotychczas wyniki pozwalają stwierdzić, 
że kluczową rolę w  dojrzewaniu cząsteczek RN A w mitochon­
driach zwierzęcych, jak i roślinnych odgrywają dwa enzymy, 
RN Aza P oraz RNAza Z.

POLIADENYLACJA CZĄSTECZEK mRNA

Ostatnim etapem obróbki mRNA spotykanym w mitochon­
driach roślin i zwierząt jest poliadenylacja, czyli dodanie frag­
mentu poli (A) na końcu 3' transkryptu, ale jej rola istotnie różni 
się u tych dwóch grup organizmów. W mitochondriach roślin­
nych dodanie „ogona" poli(A) kieruje transkrypt na drogę de­
gradacji, podobnie jak to się dzieje u bakterii i w chloroplastach 
[52]. Z kolei, funkcja poliadenylacji w odniesieniu do stabilno­
ści transkryptów mRNA w mitochondriach ssaków nie jest 
całkowicie jasna. Usunięcie ogona poli(A) powoduje zmiany 
(wzrost lub spadek) w poziomie poszczególnych transkryp­
tów mRNA, co sugeruje, że poliadenylacja może uczestniczyć 
w regulacji stabilności RN A w mitochondriach człowieka [53]. 
Jedyną dobrze udokumentowaną funkcją poliadenylacji w 
mitochondriach ssaków jest tworzenie kodonów STOP. Z po­
wodu wysokiego upakowania informacji genetycznej niektóre 
transkrypty, takie jak ND1, ND2, ND3, ND4/4L, COX3 i Cyt. 
b posiadają tylko jedną lub dwie litery kodonu STOP zakodo­
wane w mtDNA. Pełny kodon STOP UAA jest tworzony przez 
dodanie adenin do końca 3' powstałego transkryptu [47].

TRANSLACJA I KOD GENETYCZNY

Jedną z cech odróżniających system translacji w mito­
chondriach roślin od zwierząt jest wielkość rybosomów. 
Współczynnik sedymentacji rybosomów w mitochondriach 
roślinnych wynosi 70-80S i nie różni się znacząco od rybo­
somów bakteryjnych (ok. 70S). Natomiast rybosomy w mito­
chondriach zwierzęcych są zdecydowanie mniejsze (55-60S)
[54]. Jednak najbardziej wyróżniającą się cechą systemu 
translacji w  mitochondriach jest odmienne wykorzystanie 
niektórych kodonów. U zwierząt jest to przede wszystkim 
związane z wykorzystaniem odmiennego kodu genetyczne­
go. W mtDNA zwierząt kodon TGA nie jest kodonem STOP, 
ale koduje tryptofan. Ponadto, kodon AT A koduje metioni­
nę zamiast izoleucyny. Kodony AGA oraz AGG nie kodu­
ją argininy, lecz kodony STOP. Zmieniony kod genetyczny 
mitochondriów zwierzęcych jest konsekwencją maksymal­
nego uproszczenia dekodowania informacji genetycznej. To 
uproszczenie sprawia, że 18 aminokwasów posiada tylko po
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jednym rodzaju tRNA, do którego może być przyłączone. Je­
dynie w przypadku leucyny i seryny występują po dwa ro­
dzaje tRNA. Dzięki temu uproszczeniu możliwe było zmniej­
szenie liczby genów tRNA do absolutnego minimum, jakim 
jest liczba 22 genów obecnych w mtDNA zwierząt [18].

Kod genetyczny mitochondriów roślinnych nie odbiega 
od uniwersalnego kodu genetycznego, chociaż doszukano 
się kilku odstępstw dotyczących kodonu START. We wszyst­
kich opisanych dotychczas systemach translacji pierwszym 
kodonem każdego białka jest kodon ATG kodujący metioni­
nę. Tymczasem w genie mttB obecnym w mtDNA A. thaliana 
pierwszym kodonem jest kodon AAT, kodujący argininę, na­
tomiast białko mat-R rozpoczyna się od kodonu GGG, białko 
ccb203 — od kodonu GTG [17]. Kodon GTG służy również 
jako kodon start w genie rplló w mitochondriach wiesiołka
[55]. Odstępstwo od standardowego kodonu START zaobser­
wowano także w  przypadku genu ND2 obecnego w  mtDNA 
człowieka. Gen ten zaczyna się od kodonu ATT, jednak w 
przypadku mitochondriów zwierzęcych kodon ten koduje 
metioninę, będącą typowym aminokwasem, od którego za­
czyna się synteza białka [56].

REGULACJA EKSPRESJI mtDNA

G łów ną funkcją genom u m itochondrialnego jest za ­
pew nienie syntezy kilkunastu  podjednostek kom pleksów  
zlokalizow anych w w ew nętrznej błonie mitochondrialnej. 
Pozostałe podjednostki tych kom pleksów  są kodow ane 
w jądrze kom órkow ym  i syntetyzow ane w cytoplazm ie. 
Zatem, jednym  z w ażnych elem entów  ekspresji genów  w 
m itochondriach jest koordynacja ilości podjednostek ko­
dow anych w m tD N A  z ilością podjednostek  im portow a ­
nych z cytoplazmy. Ta kontrola może zachodzić na kilku 
poziomach. W m itochondriach zwierzęcych głów na kon ­
trola odbyw a się na poziom ie inicjacji transkrypcji [57,58], 
Transkrypcja mtDNA jest regulow ana przez szereg czyn ­
ników, takich jak: TFAM, TFB1M, TFB2M i mTERF [57], 
U roślin regulacja transkrypcji m tD N A  jest nadal proce­
sem mało zbadanym . Jednak sądzi się, że g łów na kon ­
trola ekspresji genom u m itochondrialnego zachodzi na 
etapach potranskrypcyjnych, takich jak degradacja RNA 
oraz degradacja białek [20,42,59], Degradacja białek jest 
procesem  szczególnie istotnym  dla biogenezy wysoko- 
cząsteczkowych kom pleksów  m itochondrialnych, złożo­
nych z białek kodow anych w genom ie m itochondrialnym  
i jądrow ym  [59], G łów nym i enzym am i zaangażow anym i 
w usuw anie  białek niefunkcjonalnych, bądź białek syn ­
tetyzow anych w nadm iarze są zależne od ATP proteazy. 
Degradacja z udziałem  tych proteaz jest procesem  specy­
ficznym, co oznacza, że dany  typ proteazy ma określone 
substraty. Zależne od ATP proteazy w ykryto zarów no  w 
m itochondriach zw ierząt [60], jak i roślin [61,62], Regula­
cja ekspresji genów na poziom ie białka w m itochondriach 
roślin ma dodatkow y, unikalny aspekt zw iązany  z de ­
gradacją białek częściowo zredagow anych. P rzep row a ­
dzone badania wskazują bowiem, że w szystkie mRNA, 
niezależnie od ich stopnia zredagow ania  są m atrycam i 
do syntezy białek, ale tylko białka w pełni z red ag o w a ­
ne są składnikam i kom pleksów  m itochondrialnych [59], 
Zatem, selekcja praw idłow ych białek następuje na etapie 
potranslacyjnym .
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PODSUMOWANIE

Przedstawione w tym artykule przeglądowym różnice w 
sposobie przechowywania informacji genetycznej i jej odczy­
tywania obrazują kierunek ewolucji mitochondriów roślin­
nych i zwierzęcych. Wyróżniającą się cechą mitochondriów 
zwierzęcych jest dążenie do maksymalnej redukcji informacji 
genetycznej. Wiąże się to z małą liczbą genów i eliminowa­
niem zbytecznych sekwencji mtDNA. Dążenie do maksymal­
nego uproszczenia obserwuje się również na poszczególnych 
etapach ekspresji mtDNA. O sile tego dążenia świadczy zmia­
na kodu genetycznego, który jest jedną z najbardziej uniwer­
salnych cech wspólnych wszystkim organizmów żywych. 
Mitochondria roślin charakteryzują się nagromadzeniem 
nietypowych rozwiązań dotyczących przechowywania i 
ekspresji informacji genetycznej. Niektóre z nich (np. redago­
wanie RNA, występowanie „trans-intronów", rekombinacja 
mtDNA) są wprawdzie spotykane w mitochondriach innych 
grup systematycznych, ale w żadnej z nich nie występują na 
tak szeroką skalę. Nieliczne dane dotyczące roślin niższych 
wskazują, że większość z tych nietypowych rozwiązań po­
jawiło się na etapie powstania roślin okrytozalążkowych. 
Bodźcem do wielu zmian mogło być zmniejszenie kontroli 
nad wielkością oraz strukturą genomu mitochondrialnego, 
w  której utrzymaniu pierwszoplanową rolę odgrywa rekom­
binacja. Istotną cechą decydującą o wielu właściwościach 
mitochondriów roślinnych jest ich otwartość na informację 
genetyczną pochodzącą z zewnątrz. W mitochondrialnym 
genomie roślin identyfikowane są nie tylko cząsteczki DNA 
chloroplastowego czy jądrowego pochodzące z tego samego 
organizmu, ale również DNA gatunków niespokrewnionych. 
W niektórych przypadkach włączana informacja genetyczna 
może zostać zaadoptowana do pełnienia określonej funkcji. 
Stosunkowo mała zmienność struktury mtDNA u kręgow­
ców, a zwłaszcza u ssaków, wskazuje, że główny cel ewolu­
cyjny został przez nie osiągnięty i ich genomy mitochondrial­
ne nie ulegają dużym  zmianom ewolucyjnym. Porównanie 
opisanych dotychczas genomów mitochondrialnych różnych 
gatunków roślin okrytozalążkowych pokazuje, że różnią się 
one nie tylko wielkością, ale również zestawem genów i ich 
ułożeniem w genomie. Wskazuje to, że genomy mitochon­
drialne u roślin nadal podlegają intensywnej ewolucji.
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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 
in mitochondria and chloroplasts. Comparison between plant and animal mitochondrial genomes allows to perceive two extremely distinct 
evolution strategies. Animals clearly tend to reduce the size of the mitochondrial genome to the minimum. In accordance with this, the sim pli­
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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Występowanie mutacji w mtDNA i ich 
potencjalny wpływ na strukturę białek 
w wybranych typach nowotworów

STRESZCZENIE

Badania ostatnich lat wskazują na występowanie w wielu typach nowotworów zwiększo­
nej częstości mutacji w mitochondrialnym DNA, jednak ich znaczenie dla struktury i 

funkcji systemu fosforylacji oksydacyjnej nie zostało dotychczas podsumowane. W niniej­
szej pracy omówiono mutacje genów mitochondrialnych kodujących białka w  raku prostaty, 
przełyku oraz w nabłoniaku rdzeniastym. Ze względu na fakt, że wszystkie kodowane przez 
genom mitochondriów polipeptydy są podjednostkami kompleksów systemu fosforylacji 
oksydacyjnej, szczególną uwagę zwrócono na w pływ  mutacji tego genomu na metabolizm  
tlenowy komórki.

WPROWADZENIE

BUDOWA I FUNKCJA MITOCHONDRIUM

Mitochondria są organellami, w których zachodzi wiele istotnych procesów 
metabolicznych, takich jak cykl Krebsa, fosforylacja oksydacyjna i (3-oksydacja 
kwasów tłuszczowych [1], Mitochondria posiadają własny genom (mtDNA); w 
mitochondriach człowieka jest to kolista cząsteczka o wielkości 16569 pz [2] i 
niosąca 37 genów: 13 kodujących polipeptydy, 2 geny rRNA (12S i 16S rRNA) 
oraz 22 geny tRNA [3]. Wszystkie polipeptydy kodowane przez DNA mito- 
chondrialny są podjednostkami kompleksów systemu fosforylacji oksydacyjnej 
(OXPHOS) (Tabela 1). Pozostałe białka mitochondrialne są kodowane w geno­
mie jądrowym [4].

Tabela 1. Skład podjednostkow y kom pleksów  system u fosforylacji oksydacyjnej, na podstaw ie  [49,50].

Kompleks Liczba
podjednostek

Podjednostki kodow ane 
w DNA jądrow ym

Podjednostki 
kodow ane w m tD NA

I 46 39 7

II 4 4 0

III 11 10 1

IV 13 10 3

V 16 14 2

Częstość powstawania mutacji w mtDNA jest wyższa niż w genomie jądro­
wym. Jest to w arunkow ane czynnikami, takimi jak powstawanie reaktywnych 
form tlenu (RFT) w łańcuchu oddechowym, brak białek histonowych oraz mała 
wydajność systemów naprawy DNA w mitochondrium [4]. Wysoka częstość 
zmian w mtDNA jest przyczyną powstawania licznych polimorfizmów i m u­
tacji [5].

Komórka nowotworowa w porównaniu ze zdrową wykazuje różnice w se­
kwencji nukleotydowej genomu oraz różnice epigenetyczne, za czym dalej idą 
różnice na poziomie transkryptomu i proteomu, a w końcu na poziomie me- 
tabolomu. Komórki nowotworowe mają podwyższony poziom glikolizy oraz 
upośledzoną produkcję ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej [6]. Zaburze­
nia metabolizmu tlenowego komórek nowotworowych zostały po raz pierwszy 
zaobserwowane przez Otto Warburga ponad 70 lat temu, stąd obecnie teoria o 
obniżonym poziomie fosforylacji oksydacyjnej i podw yższonym  poziomie od ­
dychania beztlenowego w komórkach nowotworowych nazywana jest hipotezą 
Warburga [7],

W reakcjach dehydrogenacji, będących częścią procesów, takich jak: cykl 
Krebsa, p-oksydacja kwasów tłuszczowych i innych, uwolnione z substratów 
protony i elektrony zostają przeniesione na cząsteczki przenośników NAD+ 
(dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy) oraz FAD (dinukleotyd flawinoade- 
ninowy). Cząsteczki zredukowanych przenośników następnie oddają elektrony

Katarzyna Plak1 

Wojciech Kukwa2 

Ewa Bartnik13 

Paweł Golik13 

Anna Scińska2 

Tomasz Krawczyk4 

Anna M. Czarnecka1'5'6'
’Instytut Genetyki i Biotechnologii, W ydział Bio­
logii U niw ersytetu W arszawskiego, W arszawa 
2Klinika Otolaryngologii O ddziału Stom ato­
logii AM, Szpital Czerniakowski, W arszawa 
’Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, W arszawa 
4Zakład Patomorfologii Klinicznej Instytutu 
C entrum  Z drow ia Matki Polki w  Łodzi, Łódź 
’S tudium  M edycyny Molekularnej, Akademia 
M edyczna w  W arszawie, W arszawa 
6John Petros Lab, Emory School of Medicine, 
Atlanta, USA (obecny adres)

John Petros Lab, Emory School of Medicine, 
Clinic Building B, Room B4220, 1365 Clifton 
Rd NE, 30322 Atlanta, GA, USA; tel.: (001) 404 
778 4696 lub (001) 404 822 6849, e-mail: anna. 
czamecka@gmail.com lub aczame@emory.edu

A rtykuł otrzym ano 3 grudnia 2007 r.
A rtykuł zaakceptow ano 15 kwietnia 2008 r.

Słowa kluczowe: N ow otw ory, m itochondria, 
mtDNA, fosforylacja oksydacyjnej, struktura 
białek

Wykaz skrótów: ATPaza (6,8) — podjednostki 
kom pleksu ATPazy V; Cyt b — cytochrom  b, 
m tDNA — DNA m itochondrialny; ND (1-6) 
— podjednostki kom pleksu dehydrogenazy 
NADH; OXPHOS — łańcuch fosforylacji oksy­
dacyjnej; PIN — stan przednow otw orow y raka 
prostaty

Podziękowania: Praca została w ykonana w  ra­
m ach Polskiej Sieci M itochondrialnej i w  trak­
cie realizacji projektów badaw czych MNiSW 
N401232733 i N301238633. Autorzy dziękują 
Panu Przem ysław ow i Tomalskiem u (Centre 
for Brain and Cognitive Development, Scho­
ol of Psychology, Birkbeck College, UK) oraz 
Panu Radosławowi Ejsmontowi (Max Planck 
Institute of Celi Biology and Genetics, Tech­
nische Universität Dresden, Niemcy) za cenne 
uw agi i wskazów ki podczas opracow yw ania 
tekstu. AMC jest stypendystką Studium  Me­
dycyny M olekularnej, Akademii Medycznej 
w  W arszawie oraz FEBS Collaborative Expe­
rim ental Scholarship for Central & Eastern 
Europę, Fulbright Junior Research G rant i The 
Kościuszko Foundation Scholarship

Postępy Biochemii 54 (2) 2008 151http://rcin.org.pl

mailto:czamecka@gmail.com
mailto:aczame@emory.edu


kompleksom łańcucha oddechowego (NADH na kompleks 
I, natomiast FADH2 na kompleks II). Energia uwolniona w 
procesie przenoszenia elektronów w zdłuż przekaźników o 
wzrastających potencjałach redoks jest wykorzystywana do 
przenoszenia protonów H + w poprzek wewnętrznej błony 
mitochondrium, co powoduje ustalenie się różnicy poten­
cjałów (Aip) i stężeń (ApH) w poprzek wewnętrznej błony 
mitochondrialnej, z utworzeniem tzw. potencjału elektro­
chemicznego (Ap) — siły protonomotorycznej. Zgodnie z 
założeniami teorii chemiosmotycznej Mitchella, utworzona 
siła jest wykorzystywana do syntezy ATP przez tzw. pom ­
pę protonową. Rolę pom py protonowej odgrywa kompleks 
V systemu fosforylacji oksydacyjnej czyli syntaza ATP (F1F0 
ATPaza, ATPaza V) [8,9] Ponadto, łańcuch oddechowy bu ­
dują dw a ruchome przekaźniki elektronów (ubichinon, cy- 
tochrom ć) oraz kompleksy: dehydrogenazy NADH, oksy- 
doreduktazy bursztynianowej, cytochromów bc; i oksydazy 
cytochromu c [1,8].

Dehydrogenaza NADH (czyli kompleks I) zbudow ana 
jest z 46 podjednostek i jest największym z kompleksów 
łańcucha oddechowego (masa około 1 MDa). Przenosi on 
elektrony z NADH na centrum zawierające FMN (mono- 
nukleotyd flawinowy), a potem przez serię centrów żela- 
zo-siarkowych na ubichinon. Uwolniona energia zostaje 
wykorzystana do przeniesienia protonów z macierzy mi­
tochondrialnej do przestrzeni między błonowej. Struktura 
kompleksu I nie jest jeszcze dostatecznie zbadana, jednak 
z badań nad kompleksem z serca wołu wiadomo, że ma on 
kształt litery L, której jedno ramię zanurzone jest w macie­
rzy mitochondrialnej, a drugie — w błonie wewnętrznej, 
a wszystkie siedem podjednostek kodowanych mitochon- 
drialnie znajduje się w ramieniu błonowym [1,9,10],

Kompleks II, którego częścią jest dehydrogenaza bursz- 
tynianowa, zbudow any jest z czterech podjednostek ko­
dowanych w  genomie jądrowym. Jest on zaangażowany 
nie tylko w proces fosforylacji oksydacyjnej, ale też w cykl 
Krebsa (utlenianie bursztynianu do fumaranu). Uwolnione 
z bursztynianu elektrony są przenoszone na FAD znajdują­
cy się w centrum aktywnym enzymu. Elektrony te przeno­
szone są na ubichinon z pominięciem kompleksu I.

Kompleks III (czyli kompleks cytochromów bej) wystę­
puje w postaci dimeru. Każda monomer składa się z 11 pod­
jednostek, w tym jednej kodowanej przez DNA mitochon- 
drialne (cytochrom b). Cytochrom b posiada dwie grupy 
hemowe zwane grupam i b{ i bH (grupy hemowe odpow ied­
nio o niskim i wysokim potencjale oksydoredukcyjnym). 
Oprócz cytochromu b jeszcze dwie podjednostki kompleksu 
III posiadają centra aktywne: białko żelazo-siarkowe z cen­
trum  Rieske'go oraz cytochrom c; [11].

Oksydaza cytochromowa (kompleks IV), składa się z 13 
podjednostek, których struktura została dość dobrze zba­
dana. Rdzeń kompleksu, a zarazem jego część katalityczną, 
tworzą trzy podjednostki kodowane w genomie mitochon- 
drialnym (COX1, COX2 i COX3) [1], Cytochrom c oddaje 
elektron na centrum zawierające miedź w podjednostce 
COX2 (centrum CuA), skąd przekazywany jest na leżący 
w pobliżu cytochrom a podjednostki COX1, a potem  na cy­
tochrom a3 połączony z centrum miedziowym CuB, gdzie
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następuje redukcja tlenu. Redukcji jednej cząsteczki tlenu 
towarzyszy pobranie czterech jonów wodorowych z macie­
rzy mitochondrialnej (zostają zużyte do utworzenia dwóch 
cząsteczek wody) oraz jednoczesne przeniesienie czterech 
protonów w poprzek wewnętrznej błony mitochondrialnej 
[1]. Protony przenoszone są poprzez trzy kanały (D, K i H), 
które łączą centrum aktywne z macierzą mitochondrialną 
[12].

Kompleks V (syntazy ATP), w  którego skład wchodzą 
dwa białka kodowane przez genom mitochondrialny (ATP6 
i ATP8), składa się z dwóch części: F1 i F0. Część F(1 jest trans- 
błonowa i stanowi kanał dla przepływu protonów. Podjed- 
nostka Fj znajduje się po stronie matriks mitochondrialnej i 
była porównywana do pęcherzyka na wewnętrznej błonie 
mitochondrium. Podjednostkę F, tworzą dwie części: rotor 
i stator. Przepływ protonów przez podjednostkę transbło- 
nową wym usza ruch rotora względem statora. Zmiany w 
konformacji, które zachodzą w  trakcie ruchu w arunkują po ­
wstawanie ATP [1].

MUTACJE W mtDNA A FOSFORYLACJA OKSYDACYJNA

Dziedziczne mutacje w  genach polipeptydów kodow a­
nych w mitochondrialnym DNA mogą powodować zabu­
rzenia funkcji systemu fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), 
których efektem jest szereg poważnych zespołów 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. wskazują, że 
mutacje związane z rozwojem chorób mitochondrialnych 
mogą wpływać na funkcjonowanie kompleksów systemu 
fosforylacji oksydacyjnej m. in. wskutek zaburzenia struktu ­
ry białek — wpływając na stabilność białek OXPHOS lub na 
oddziaływania między podjednostkami kompleksów [14]. 
Zaburzenia funkcji łańcucha fosforylacji oksydacyjnej mogą 
prowadzić do obniżenia efektywności syntezy ATP, jak też 
do wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu. Reaktywne 
formy tlenu powstają, gdy centra flawinowe lub żelazo-siar­
kowe łańcucha oddechowego oddają elektrony bezpośred­
nio na tlen z pominięciem pozostałych elementów łańcucha 
[15]. Produkowane w nadmiarze reaktywne formy tlenu 
wywołują stres oksydacyjny, w wyniku którego powstawać 
mogą liczne uszkodzenia, w tym mutacje DNA.

ZABURZENIA W SYSTEMIE FOSFORYLACJI 
OKSYDACYJNEJ W PROCESIE NOWOTWORZENIA

W ostatnich latach stwierdzono, że w  komórkach no ­
w otw orow ych z dużą częstością pojawiają się somatyczne 
mutacje w mtDNA. Bezpośrednie konsekwencje mutacji 
m tDNA dla metabolizmu i podziałów komórki now otw o­
rowej pozostają jednak wciąż niewyjaśnione. Niemniej jed­
nak dwie grupy badawcze przeprow adziły  eksperym enty 
na modelach zwierzęcych, mające udowodnić, iż mutacje 
w mtDNA promują rozwój now otw oru [16,17]. W bada­
niach tych posłużono się tzw. cybrydami, czyli liniami 
kom órkowym i powstałymi przez przeniesienie m itochon­
driów komórek z różnymi w ariantam i m tDNA do kom ó­
rek pozbawionych uprzednio  w łasnego mtDNA (rhoO)
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komórek takich linii jak HeLa (rak szyjki macicy) lub PC3 
(rak prostaty).

Shidara i wsp. [16] wykazali, że opisane wcześniej u pa­
cjentów z zespołem Leigha mutacje w podjednostce ATP6 
— T8993G i T9176C [19,20] wpływają na szybkość formowa­
nia się nowotworu u myszy bezgrasiczych (ang. nude mice). 
Myszom wstrzykiwano cybrydy linii komórkowych HeLa: 
1) z mitochondriami komórek chorych z zespołem Leigh'a 
lub 2) z mitochondriami o niezm utowanym  mtDNA. U 
myszy, którym podano komórki HeLa niosące zm utowane 
mtDNA rozwój now otw oru we wczesnym jego stadium  był 
szybszy niż u myszy, którym wstrzyknięto komórki z dzi­
kim typem mtDNA, co wskazuje, iż genotyp m tDNA ma 
odbicie w fenotypie komórki nowotoworowej. Szybszy roz­
rost nowotworu w tym eksperymencie spowodowany był 
częstszymi podziałami komórek nowotworowych [16].

Podobne wyniki otrzymała grupa Petrosa i wsp. [17], 
która badała w pływ  mutacji T8993G na rozwój nowotworu 
u myszy. Przygotowano komórki cybrydowe linii PC3 (linia 
wyprow adzona z nowotworu prostaty), z mitochondriami 
posiadającymi w mtDNA mutację T8993G, oraz komórki 
kontrolne — linia PC3 z mitochondriami o niezm utowanym  
mtDNA. Po 110 dniach od wstrzyknięcia myszom cybryd, 
nowotwór, który rozwinął się z komórek niosących zm u­
towane mtDNA miał siedmiokrotnie większą objętość w 
porównaniu do nowotworu powstającego z komórek linii 
cybrydowej z dzikim typem mtDNA [17],

O bydw ie badane mutacje (T8993G i T9176C) pow odują  
zm ianę zachowywanej ewolucyjnie reszty am inokw asu w

Tabela 2. W arianty m itochondrialnego DNA oraz mutacje som atyczne znalezione w  now o­
tw orach prostaty (pozycje 1-20 na podstaw ie [17], pozycje 21-24 na podstaw ie [30]). Mutacje 
w  niekodujących fragm entach m tD N A  i tRNA nie zostały uwzględnione.

Zmiana nukleotydu Gen Zm iana am inokw asu

1 C5911T COX1 Ala -  Val

2 G5913A COX1 A sp — Asn

3 A5935G COX1 Asn — Ser

4 G5949A COX1 Gly -  STOP

5 G5973A COX1 Ala -  Thr

6 G6081A COX1 Ala -  Thr

7 G6150A COX1 Val -  Ile

8 T6253C COX1 Met -  Thr

9 G6261A COX1 Ala -  Thr

10 G6267A COX1 Ala -  Thr

U G6285A COX1 Val -  Ile

12 C6340T COX1 Thr -  Ile

13 G6480A COX1 Val -  Ile

14 A6663G COX1 Ile -  Val

15 G6924T COX1 Ala — Ser

16 G7041A COX1 Val -  Ile

17 T7080C COX1 Phe — Leu

18 A7083G COX1 Ile -  Val

19 A7158G COX1 Ile -  Val

20 A7305C COX1 Met — Leu

21 A3434G ND1 Cys — Tyr

22 A3505G ND1 Thr -  Ala

23 11032 ND4 del

24 G14053A ND5 Ala -  Thr

podjednostce ATP6. Mutacja T8993G pow oduje zam ianę 
reszty leucyny (Leu) w pozycji 156 łańcucha polipepty- 
dow ego na resztę argininy (Arg). Zam iana leucyny, k tó ­
ra jest m ałym, hydrofobow ym  am inokw asem , na dużą, 
dodatnio  naładow aną, hydrofilow ą argininy [20] w ob­
rębie sekwencji silnie zachowywanej ewolucyjnie może 
być przyczyną patologicznego efektu, co zostało zasuge­
row ane w pracy Plasterera i wsp. [14], Mutacja T9176C, 
opisana u pacjentów z lżejszym przebiegiem  klinicznym 
zespołu Leigha, pow oduje  zam ianę reszty leucyny (Leu) 
w  pozycji 217 w resztę proliny (Pro). Mutacja ta także w y ­
stępuje w obrębie sekwencji zachowywanej ewolucyjnie, 
a ponadto  reszta am inokw asu 217 znajduje się w obrę­
bie a-helisy sąsiadującej z resztą Leu 156 i ze w zględu na 
to położenie w ydaje się mieć podobną funkcję. Mutacja 
może też zaburzać s truk turę  samej a-helisy ze w zględu 
na właściwości proliny, która nie tw orzy odpow iednich 
w iązań w odorow ych [20],

PATOFIZJOLOGIA MUTACJI mtDNA W 
WYBRANYCH TYPACH NOWOTWORÓW

NOWOTWORY PROSTATY

Nowotwory prostaty stanowią 33% (234460 nowych 
przypadków  rocznie według danych z 2006 roku) zachoro­
wań na wszystkie typy nowotworów w populacji mężczyzn 
w Stanach Zjednoczonych. Stanowią też trzecią przyczynę 
śmierci na raka wśród mężczyzn w USA [21], W Polsce w 
roku 1999 nowotwór prostaty wykryto u 6016 pacjentów, 
a 3114 mężczyzn zmarło z jego powodu. Był to trzeci pod 
względem częstości występowania nowotwór u mężczyzn, 

a czwarty pod względem śmiertelności [22], N ow o­
twory prostaty spotykane są głównie u starszych 
mężczyzn. Dokładne badania przeprowadzone na 
mężczyznach zmarłych w wieku 60-70 lat z pow o­
dów innych niż rak prostaty wykazały, że tylko co 
3 z badanych nie miał żadnych zmian nowotworo­
wych w obrębie gruczołu krokowego [23].

Tabela 2 prezentuje zm iany sekwencji nukle- 
otydowej w  podjednostce COXl w now otw orach 
przebadanych  przez g rupę Petrosa i wsp. [17], 
Tylko dw ie z dw udziestu  znalezionych mutacji 
(G5949A i G6924T) mogą być uznane za mutacje 
somatyczne; różnice w sekwencji w ystępują tylko 
w tkance now otw oru , brak ich natom iast w  m tD ­
NA limfocytów. Pozostałe zm iany są w ariantam i 
m itochondrialnego DNA obecnymi zarów no w 
DNA tkanki zdrowej jak i tkance zmienionej no- 
w otw orow o [17], Petros i wsp. wykonali analizę 
zależności m iędzy w ystępow aniem  w arian tów  w 
podjednostce COXl a w ystępow aniem  now otw o­
rów prostaty. W grupie 54 pacjentów bez now o­
tw oru prostaty  (wiek powyżej 50 lat, brak kom órek 
rakow ych w biopsji prostaty) znaleziono w arianty  
m tD N A  w podjednostce COXl u 1,9% pacjentów, 
podczas gdy w grupie  260 pacjentów z now otw o­
rem  prostaty  w arianty  w ystępow ały u 12% b ad a ­
nych. W grupie 1019 osób z populacji ogólnej w a ­
rianty w podjednostce COXl w ystępow ały u 7,8% 
badanych. Badania te na poziom ie ufności 0,985
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Rycina 1. Uliniowanie sekwencji białkow ych podjednostki COX1. W szystkie sekwencje pochodzą z bazy Uni- 
ProtKB, z organizm ów : Homo sapiens (P00395), Bos ta ur us (P00396), Brachydanio rerio (Q9MIY8), Drosophila me- 
lanogaster (P00399), Aspergillus nidulans (P00402), Arabidopsis thaliana (P60620), Rhodobacter sphaeroides (P33517). 
Pozycja, w której zaszła mutacja zaznaczona niebieską ram ką. Uliniowanie w ykonano za pom ocą program u 
Tcoffee [53].

w skazują na istnienie zależności m iędzy badanym i ce-

Zmiana C5911T powoduje substytucję reszty waliny w 
miejsce reszty alaniny w 3 pozycji polipeptydu COX1. Se­
kwencja, w obrębie której występuje mutacja nie jest zacho­
wyw ana ewolucyjnie (Ryc. 1); reszty Ala i Val są niewiel­
kie i charakteryzują podobnym  punktem  izoelektrycznym 
(pl) (Ala pi 6,107, Val pi 6,002) [20]. Ze względu na niski 
stopień zachowania sekwencji w ewolucji można przypusz­
czać, że zamiana pojedynczej reszty aminokwasowej nie ma 
w pływ u na strukturę i funkcję polipeptydu. Również m u­
tacja G5913A, powodująca zmianę reszty asparaginianu na 
resztę asparaginy w pozycji czwartej podjednostki COX1, 
nie wydaje się mieć wpływ u na właściwości polipeptydu. 
Sekwencja, w obrębie której znajduje się zmieniona resz­
ta aminokwasu jest silnie zmienna ewolucyjnie (Ryc. 1). Z 
kolei zmiana A5935G powoduje zmianę reszty asparaginy 
na resztę seryny w pozycji 11 łańcucha polipeptydowego 
podjednostki COX1. Sekwencja, w obrębie której znajduje 
się mutacja jest silnie zachowywana ewolucyjnie (Ryc. 2). W 
większości z przeanalizowanych sekwencji występuje resz­
ta asparaginy (52 z 61) lub asparaginianu (7 na 61 przeanali­
zowanych sekwencji). Reszta seryny w tej pozycji występuje 
tylko w 2 z przeanalizowanych sekwencji (u Crithidia onco- 
pelithi, oraz Chlamydomonas reinhardtii). Wysoki stopień za­
chowania tej sekwencji może świadczyć o istotnej roli reszty 
asparaginy w funkcji polipeptydu. Łańcuch boczny aspara­
giny może tworzyć liczne wiązania w odorow e (Ryc. 3), a

w przypadku zmiany reszty asparaginy 
na resztę seryny nie ma możliwości ich 
utworzenia. Brak ww. wiązań może de­
stabilizować strukturę III rzędową po­
lipeptydu. Reszta asparaginy 11 może 
też odgrywać rolę w tworzeniu kanału 
jonowego D (patrz powyżej, Kompleks 
IV), z pow odu jej lokalizacji w pobliżu 
wejścia do kanału 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 wystę­

pujących w polipeptydzie pełnej długości). W edług Petrosa 
i wsp. [17] mutacja ta występowała w stanie homoplazmii 
w tkance nowotworu prostaty. Dodatkowo, badania im- 
munohistochemiczne przeprowadzone na wycinku tkanki 
badanego nowotworu wskazywały na bardzo niski poziom 
podjednostki COX1 w porównaniu do tkanki zdrowej [17]. 
Badania nad liniami komórkowymi, do których w prow a­
dzono mtDNA posiadające przedwczesny kodon STOP w 
genie COX1 (skrócenie produktu  genu COX1 do 324 reszt 
aminokwasowych w wyniku mutacji G6930A), wykazały że 
skrócenie polipeptydu powoduje jego wysoką niestabilność, 
a co za tym idzie — szybką degradację [24], W komórkach 
z mutacją powodującą powstanie przedwczesnego kodo­
nu STOP w genie COX1, spada poziom białek COX1, jak 
i COX2, poziom mRNA COX2 nie jest jednak zmieniony. 
Obniżona jest także ilość prawidłowo złożonego kompleksu 
IV, co wskazuje na zaburzenia składania kom pleksu oksy­
dazy cytochromu c [24]. Podobne wyniki otrzymano też w 
badaniach przeprowadzonych na drożdżach Saccharomyces 
cerevisiae. W związku z tym badacze przypuszczają, że przy 
braku podjednostki COX1 niemożliwe jest składanie kom­
pleksu IV, a wolne podjednostki COX są niestabilne i ulega­
ją proteolitycznej degradacji [25]. Wyniki badań komórek z 
mutacją G6930A, przeprowadzone przez D'Aurelio i wsp. 
[24] wykazały upośledzenie wzrostu tych komórek na po­
żywce z galaktozą, co również wskazuje na uszkodzenie 
fosforylacji oksydacyjnej. Można zatem przypuszczać, że 
mutacja G5949A znaleziona w nowotworze prostaty może 

prowadzić do poważnego zaburzenia 
funkcjonowania systemu fosforylacji 
oksydacyjnej ze względu na silne skró­
cenie ramki odczytu COX1.

Mutacja G6081A pow oduje  zm ianę 
reszty alaniny 60 w resztę treoniny w 
podjednostce COX1. Pozycja, w k tó ­
rej miała miejsce mutacja, jest silnie 
zachow yw ana ewolucyjnie w obrębie 
Eukaryota (Ryc. 4), w  większości se­
kwencji w ystępują reszty am inokw a­
sów o małych rozm iarach (alanina lub 
glicyna). Wysoki stopień zachow ania 
s truk tu ry  pierw szorzędow ej w ew o ­
lucji jest zapew ne zw iązany  z koniecz­
nością ścisłego zachow ania struk tu ry  
podjednostki w obrębie tej sekwencji.

Rycina 2. U liniowanie sekwencji białkow ych podjednostki COX1. W szystkie sekwencje pochodzą z bazy Uni- 
ProtKB, z organizm ów : Homo sapiens (P00395), Bos taurus (P00396), Gallus gallus (P18943), Brachydanio rerio 
(Q9MIY8), Drosophila melanogaster (P00399), Albinaria coerulea (P48887) Schizosaccharomyces pombe (P07657), 
Pseudomonas denitrißcans (P08305), Bacillus subtilis (P24010), Zea mays (P08742), Arabidopsis thaliana (P60620), 
Caenorhabditis elegans (P24893). Pozycja, w  obrębie której zaszła mutacja zaznaczona jest niebieską ram ką. Uli­
niow anie w ykonane zostało przy  pom ocy p rogram u Tcoffee [53].
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Rycina 3. Fragm ent podjednostki COXl z kom pleksu oksydazy cytochrom u c z 
Bos taurus. S truktura  pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54  [26]. Na 
zielono zaznaczona A sn 11, na fioletowo — am inokw asy, z którym i tw orzy w ią ­
zania w odorow e, a na czerw ono — am inokw asy kluczowe dla tw orzenia kanału 
D. W izualizacja struk tury  o trzym ana za pom ocą program u CHIMERA [52].

Jest to zw iązane z obecnością reszty h istydyny 61, stabi­
lizującej żelazo grupy  hemowej (hemu a) [26]. Podstaw ie ­
nie reszty treoniny w miejsce alaniny może pow odow ać 
lokalną destabilizację struk tu ry  helisy ze w zględu  na 
fakt, że treonina posiadająca rozgałęziony łańcuch bocz­
ny, niechętnie lokalizuje się w obrębie helis [20]. Może to 
mieć w pływ  na destabilizację hem u a, a co za tym  idzie 
rów nież na transport elektronów  poprzez hem  a.

w yw ierać w iększy w pływ  na s tru k tu rę  lub funkcję po- 
lipep tydu .

Zmiana T6253C, powodująca substytucję Met 117 Thr, 
została opisana w podjednostce COXl u trzech pacjentów 
z rozpoznaniem  now otw oru prostaty. W edług badania Pe- 
trosa i wsp. [17] wszyscy pacjenci należeli do haplogrupy 
H. Polimorfizm T6253C występuje natom iast u przedsta ­
wicieli jednej z podgrup  haplogrupy H — H15. Praw do­
podobnie wszyscy trzej mężczyźni mieli ten w ariant mi­
tochondrialnego DNA i w tym przypadku mamy do czy­
nienia z polimorfizmem, a nie z mutacją. Jak do tej pory 
nie ma danych epidemiologicznych dotyczących częstości 
zapadania na nowotw ory prostaty w śród mężczyzn w tej 
haplogrupie.

W arianty G6261A (ta zmiana została znaleziono u 6 
przebadanych pacjentów, należących do 4 różnych ha- 
plogrup) i G6267A (znaleziony u jednego pacjenta) są 
przyczyną zm ian A120T i A122T. Obydwie pozycje znaj­
dują się w pętli pom iędzy dwiem a helisami podjednost­
ki COXl, po stronie przestrzeni międzybłonowej (Ryc. 5). 
Mutacja G6267A została opisana także w innych typach 
now otw orów  (piersi i okrężnicy) oraz linii komórkowych 
wyw odzących się z ludzkich komórek now otworowych 
(trzustki, linii kostniakomięsaka, a także linii raka śluzo- 
wo-naskórkowego) [27], W ykazano też, że linie niosące tę 
mutację mają obniżoną możliwość w zrostu na pożywce 
zawierającej galaktozę jako jedyne źródło węgla [27], Brak 
możliwości w zrostu na podłożu nie zawierającym glukozy 
świadczy o uszkodzeniu łańcucha oddechowego. Mutacja 
G6267A może zatem  pow odow ać pow ażne zaburzenie 
metabolizm u komórki.

Z kolei zm iana G6150A pow oduje  zam ianę  reszty  wa- 
liny na resztę  izoleucyny w podjednostce COX1. Reszta 
Val 83 znajduje się przy  C-końcu jednej z helis przezbło- 
now ych, po stronie m acierzy m itochondrialnej. Pozy ­
cja ta nie jest silnie zachow yw ana ew olucyjnie, a w jej 
obrębie w ystępu ją  różne reszty am inokw asów  z g rupy  
alifatycznych, hydrofobow ych (waliny, leucyny i izo leu ­
cyny). W szystkie te am inokw asy  mają podobny  p u n k t 
izoelektryczny (walina pi 5,97, izoleucyna pi 6,02, leu- 
cyna pi 6,036) [20]. Nie w ydaje się, aby zam iana reszty 
am inokw asu  w obrębie g rupy  tych am inokw asów  m iała

Ponieważ mutacja G6261A również powoduje zmianę 
reszty alaniny na resztę treoniny w obrębie tej samej pętli, w 
której znajduje się reszta Alal20 (Ryc. 5), wydaje się praw ­
dopodobne, że mutacja może wywierać podobny efekt na 
metabolizm komórki. Jednak w w ypadku mutacji G6261A 
brak jest dokładnych danych mogących potwierdzić tę hi­
potezę lub jej zaprzeczyć. Zmiana G6582A powoduje pod ­
stawienie reszty izoleucyny w miejsce reszty waliny w po­
zycji 128 polipeptydu. Aminokwas znajduje się w tej samej 
pętli, co A120 i A122 (Ryc. 6). Można jednak przypuszczać, 
że to podstawienie nie ma poważnych konsekwencji struk­

turalnych ze względu na duże podobieństwo 
właściwości obu aminokwasów, które należą 
do tej samej grupy i mają podobny punkt izo­
elektryczny (Val pi 5,97, Ile pi 6,02) [20],

Zmiana C6340T powoduje zastąpienie reszty 
treoniny resztą izoleucyny w pozycji 148 poli­
peptydu. Analiza sekwencji, w której w ystępu­
je reszta treoniny 148 wykazała, że pozycja ta 
nie jest zachowywana w ewolucji. Reszta tre­
oniny w tej pozycji występuje jedynie u części 
kręgowców, natomiast w większości pozosta­
łych sekwencji występuje w  tej pozycji reszta 
alaniny. Wydaje się więc, że obecność reszty 
treoniny w omawianej pozycji nie jest koniecz­
na dla utrzymania prawidłowej struktury i 
funkcji białka.

Rycina 4. Uliniowanie sekwencji białkowych podjednostki COX1. W szystkie sekwencje pochodzą z 
bazy UniProtKB, z organizm ów: Homo sapiens (P00395), Bos taurus (P00396), Gallus gallus (P18943), 
Brachydanio rerio (Q9MIY8), Drosophila melanogaster (P00399), Albinaria coerulea (P48887) Schizosaccha- 
romyces pombc (P07657), Pseudomonas denitrificans (P08305), Bacillus subtilis (P24010), Ze a mays (P08742), 
Arabidopsis thaliana (P60620), Caenorlwbditis elegans (P24893). Pozycja, w obrębie której zaszła m utacja 
zaznaczona jest niebieską ram ką. U liniowanie w ykonano przy  pomocy p rogram u Tcoffee [53],
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Rycina 5. F ragm ent podjednostki COXl z kom pleksu  oksydazy cytochrom u c z 
Bos taurus. S truktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54 [26]. Reszty 
A lal20 (zaznaczona na czerwono) i A lal22 (zaznaczona na fioletowo) przedsta ­
w ione jako m odel kulkowy. W izualizacja s truk tury  o trzym ana została p rzy  uży­
ciu program u CHIMERA [52].

Mutacja G6480A powoduje zamianę reszty waliny 193 
na resztę izoleucyny. Pozycja ta nie jest ewolucyjnie kon­
serwowana, a obydwa aminokwasy mają podobną budowę

Rycina 6. Fragm ent podjednostki COX1 z kom pleksu oksydazy cytochrom u c z 
Bos taurus. S truktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54 [26], Val 128 
p rzedstaw iona w  kolorze niebieskim  jako m odel kulkow y. W izualizacja s truktu ­
ry o trzym ana została przy użyciu p rogram u CHIMERA [52],

i właściwości, należą do tej samej grupy aminokwasów ali­
fatycznych hydrofobowych [20], więc nie wydaje się, aby ta 
mutacja miała wpływ  na strukturę i / lu b  funkcję polipepty-

du. Z kolei mutacja G7041A może mieć wpływ na funkcję 
podjednostki COX1, powoduje ona zmianę reszty waliny
380 na resztę izoleucyny. Analiza genomów różnych orga­
nizmów prokariotycznych i eukariotycznych wykazała, że 
sekwencja, w  obrębie której występuje reszta Val 380, jest 
mało zmienna ewolucyjnie (Ryc. 7). Wysoki stopień za­
chowania sekwencji w  ewolucji jest też widoczny po prze­
analizowaniu struktur oksydazy cytochromu c z Bos taurus 
(lv54), Thermus thermophilus (lm56) i Paracoccus denitrificans 
( la rl)  (Ryc. 8). Sekwencja aminokwasów, w obrębie której 
ma miejsce zamiana reszt Val 380 Ile, jest zlokalizowana w 
obrębie helisy X podjednostki COX1. Fragment helisy X, w 
którym znajduje się zmieniona reszta aminokwasu podlega 
zmianom konformacyjnym w czasie przechodzenia enzy­
m u ze stanu zredukowanego w utleniony i odwrotnie. Po 
przejściu hem u a w stan zredukow any wiązanie w odorow e 
pomiędzy seryną 282 a grupą hydroksyfarnezyloetylową 
hem u a ulega zerwaniu z jednoczesną rotacją grupy OH 
seryny o 110° [28]. Zmiany konformacyjne spowodowane 
tym przejściem obejmują reszty aminokwasów: Ser 382, Leu
381 i Val 380 (Ryc. 9). Nie wiadom o dokładnie jaką rolę 
może mieć ta zmiana konformacyjna, jednak postuluje się 
jej udział w procesie przenoszenia protonów przez błonę 
mitochondrialną [28]. Mimo że walina i izoleucyna należą 
do tej samej grupy aminokwasów i mają podobny punkt 
izoelektryczny, wydaje się, że mutacja może upośledzać 
funkcjonowanie białka. Świadczy o tym zarówno bardzo 
wysoki stopień zachowania sekwencji w obrębie gatunków 
odległych ewolucyjnie, jak i bliskość centrów aktywnych 
enzymu. Ponadto, patologiczny efekt mutacji może być 
również związany z różnicą wielkości łańcuchów bocznych 
aminokwasów waliny i izoleucyny [20],

Ostatnia opisana przez Petrosa i wsp. [17] mutacja — 
T7080C powoduje zastąpienie reszty fenyloalaniny 393 resz­
tą leucyny. Reszta ta występuje w obrębie sekwencji, która 
jest zachowywana jedynie wśród wyższych Eukariota. U 
grzybów i Prokariota sekwencja, w  obrębie której wystąpiła 
mutacja, nie jest zachowywana i występują tam reszty ami­
nokwasów o różnych właściwościach fizykochemicznych. 
Reszta fenyloalaniny 393 wchodzi w skład tej samej helisy, 
co reszta waliny 380, nie znajduje się jednak w bezpośred­
niej bliskości centrum aktywnego. Może ona natomiast od ­
działywać z jednym z fosfolipidów, który jest w budow any 

w kompleks oksydazy cytochromu c (Ryc. 10). 
W edług Yoshikawy fosfolipid ten może brać 
udział w  wejściu cząsteczki tlenu do centrum 
aktywnego podjednostki COX1 [29].

Jerónimo i wsp. [30], którzy jako drudzy opi­
sali mutacje w mtDNA w nowotworach pro­
staty, badali mutacje w  mitochondrialnej pętli 
D, mitochondrialnych genach rRNA i podjed- 
nostkach kompleksu I zarówno nowotworów, 
jak i odpowiadających im PIN (ang. prostatic 
intraepithelial neoplasia, stan przednowotworo- 
wy) pobranych od 16 paqentów. Opisano 20 
mutacji somatycznych u 3 pacjentów. U dwóch 
pacjentów opisano po jednej mutacji, natomiast 
u trzeciego aż 18 mutacji (mutacje nr 21, 22 i 24 
w tabeli 3). Wydaje się jednak, iż bardzo duża 
liczba mutacji znaleziona u jednego pacjenta

www.postepybiochem ii.pl

Rycina 7. Ulirtiowanie sekwencji białkowych podjednostki COX1. W szystkie sekwencje pochodzą z 
bazy UniProtKB, z organizm ów: 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), Ze a rnays (P08742), 
Arabidopsis thaliana (P60620), Caenorhabditis elegans (P24893). Pozycja, w  obrębie której zaszła m uta ­
cja zaznaczona jest niebieską ram ką. Uliniowanie w ykonane zostało przy pomocy program u Tcoffee 
[53].
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Rycina 8. W izualizacja i porów nanie struk tu r fragm entów  podjednostek COX1 
z Bos taurus (lv54) (kolor błękitny) Thermus themiophilus (lm 56) (kolor różowy) 
i Paracoccus denitrificans ( la r l )  (kolor fioletowy) [51]. W alina 380 oraz hem  a3 po ­
grubione. W izualizacja struk tu ry  o trzym ana została przy użyciu p rogram u CHI­
MERA [52],

(które to mutacje są de facto polimorfizmami typowymi dla 
haplogrup W i K) może wskazywać na wymieszanie próbek 
[31]. Nie można jednoznacznie stwierdzić czy próbki pocho­
dzą od jednego pacjenta, a w publikacji brak też danych na 
temat haplogrupy, do której należały badane próbki, z tego 
też powodu dane te nie wydają się wiarygodne.

Tkanka nowotworu, w której znaleziono delecję adeniny 
w pozycji 11032 jest pod jej względem heteroplazmatycz- 
na (poziom heteroplazmii trudno dokładnie określić, ale 
stosunek mtDNA zm utowanego do dzikiego wynosi >0,6), 
podczas gdy w mtDNA limfocytów oraz w tkance PIN po­
branych od tego samego pacjenta występuje wyłącznie se­
kwencja typu dzikiego [30]. Adenina 11032 jest pierwszą w 
szlaku 7 adenin następujących po sobie, a takie obszary są 
szczególnie wrażliwe na błędy polimerazy w  czasie replika­
cji mtDNA. W rezultacie mutacji tworzy się kodon STOP, co

Rycina 9. W izualizacja i porów nanie struk tu r fragm entów  helisy X podjednostki 
COXl. Kolor różow y — konformacja fragm entu helisy X i hem u w  czasie, gdy 
enzym  jest w stanie zredukow anym , kolor seledynow y — enzym  w  stanie u tle ­
nionym. S truktury pochodzą z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54, lv55  [26].

R ycina 10. Fragm ent podjednostki COXl z kom pleksu oksydazy cytochrom u c 
Bos taurus. S truktura pochodzi z bazy danych PDB [51], PDB ID lv54 [26], N a ró­
żow o przedstaw iony fragm ent helisy X podjednostki COXl, na fioletowo — czą­
steczka fosfolipidu. Reszta fenyloalanina 393 zaznaczona jako m odel kulkowy. 
W izualizacja struk tury  o trzym ana została przy  użyciu program u CHIMERA 
[52],

powoduje skrócenie polipeptydu. Wykazano, że homopla- 
zmatyczna mutacja przesunięcia ramki odczytu w pozycji 
10952, również powodująca powstanie skróconego i niesta­
bilnego polipeptydu ND4, prowadzi do upośledzenia pro ­
cesu składania podjednostek kodowanych mitochondrial- 
nie w kompleks I [32], Wydaje się zatem prawdopodobne, 
że mutacja opisana w tkance nowotworu może mieć ana­
logiczny efekt. Z tego pow odu u pacjenta z nowotworem 
prostaty m ożna się spodziewać poważnego upośledzenia 
systemu fosforylacji oksydacyjnej w tkance nowotworowej, 
gdyż procent zm utowanego DNA w komórkach nowotwo­
ru jest wysoki.

NABŁONIAK RDZENIASTY

Nabłoniak rdzeniasty jest nowotworem ośrodkowego 
układu nerwowego (OUN) [24]. Cechą charakterystyczną 
rdzeniaków jest fakt, że występują głównie u dzieci, z czę­
stością 0,5 na 100 000 urodzeń. U dorosłych opisywane są 
niezwykle rzadko [34], Wong i wsp. [34] przeanalizowali 15 
przypadków  rdzeniaków u dzieci. Łącznie zostało znalezio­
nych 18 mutacji mtDNA w 6 z 15 nowotworów. Większość 
(11/18) mutacji znaleziono w pętli D, 3 mutacje w tRNA 
oraz 4 we fragmentach mtDNA kodujących polipeptydy 
(Tabela 3) [34],

Mutacje T7389C oraz T7028C są w rzeczyw istości p o ­
lim orfizm am i charak terystycznym i odpow iedn io  dla 
h ap lo g ru p  L lc2 oraz H. Tylko mutacja T11046C, po ­
w odująca zastąp ien ie  reszty leucyny resztą proliny, nie 
w ystępuje  jako częsty po lim orfizm  m itochondrialnego

T abela  3. M utacje som atyczne w m tD N A  znalezione w  tkance nabłoniaków  rdze- 
niastych (na podstaw ie [34]). Mutacje w  rRNA, tRNA oraz fragm entach niekodu- 
jących zostały pom inięte.

Zmiana nukleotydu Gen Zmiana aminokwasu 1

1 T7389C COX1 Tyr — His

2 T11046C ND4 Leu — Pro

3 T7028C COX1 Ala — Ala
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Rycina 11. P rzew idyw anie struk tu ry  II rzędowej dla podjednostki ND4 za pomocą p rogram u H N N  (hierarchical 
neutra l network) [35]. Leucyna 96 zaznaczona na żółto, s truk tu ry  drugorzędow e oznaczone jako: h — a  helisy, e — (3 
kartki, c — pętle.

DNA. U różnych  organ izm ów  eukario tycznych  w tej 
samej pozycji znajdują się różne reszty am inokw asów , 
należą one jednak  do tej samej g rupy  hydrofobow ych 
alifatycznych am inokw asów  (walina, leucyna, izoleucy- 
na) [21]. Brak m odelu  s tru k tu ry  nie pozw ala  na dok ład ­
ną ocenę położenia  sekwencji, w  obrębie której znajduje 
się mutacja. P rzew idyw anie  s tru k tu ry  drugorzędow ej 
za pom ocą p rog ram u  H N N  (ang. hierarchical neutrnl ne- 
tioork) [35] w skazuje  na to, że sekwencja znajduje się w 
obszarze a  helisy (Ryc. 11). M ożna przypuszczać, p o d ­
staw ien ie  reszty  leucyny w miejsce reszty  pro liny  pow o­
duje zaburzen ia  w s tru k tu rze  d rugorzędow ej polipep- 
tydu  ze w zg lędu  na w łaściw ości proliny , k tóra  zaburza 
s tru k tu rę  helisy [21].

NOWOTWORY PRZEŁYKU

Rak przełyku stanow i siódm ą przyczynę zgonów z 
pow odu  now otw oru  w śród  m ężczyzn w Stanach Zjedno­
czonych (10736 zgonów  rocznie wg. danych z roku 2006) 
[22], N atom iast u kobiet w ystępuje 3-4 razy rzadziej [24]. 
Rak przełyku w ystępuje zdecydow anie  częściej u osób po 
50 roku życia. W Polsce w 1999 roku zanotow ano 1408 
p rzypadków  now otw oru  przełyku u m ężczyzn oraz 305 
p rzypadków  u kobiet, podczas gdy zm arło  1113 m ęż­
czyzn i 260 kobiet [23,24],

Tan i wsp. [36], badając now otw ory przełyku (osiem­
naście raków  płaskonabłonkow ych, jeden gruczolakorak 
i jeden now otw ór innego typu), opisali 14 mutacji som a­
tycznych mtDNA, z których 4 znajdow ały się w  obsza­
rach kodujących polipeptydy  (Tabela 4). Delecja 11 nu- 
k leotydów  w obrębie podjednostki ND4 pow oduje  skró­
cenie ram ki odczytu i skrócenie po lipep tydu  do 110 reszt 
am inokw asow ych (w polipeptydzie  pełnej długości jest 
ich 459). Brak pow staw ania  funkcjonalnego polipeptydu 
uniem ożliw ia składanie do kom pleksu I podjednostek 
kodow anych m itochondrialnie, co p row adzi do pow aż­
nego zaburzenia  funkcji system u fosforylacji oksydacyj­
nej (patrz też N ow otw ory  prostaty, 11032 del A) [32], Z 
kolei mutacja G10500A pow oduje podstaw ienie  reszty 
treoniny w miejsce reszty alaniny w pozycji 11 polipep-

tydu  ND4L. Reszta alaniny 11 
jest zachow ana jedynie u w yż ­
szych Eukaryota. Nie w ydaje się, 
aby zm iana mało zachowanej w 
ewolucji reszty am inokwasowej 
mogła mieć istotne konsekw en­
cje strukturalne.

Tan i wsp. [36] sugerują, że 
mutacja A9182G jest zmianą po­
wrotną, tzn. u pacjenta u którego 
znaleziono mutację, w zdrowych 
komórkach występuje w  pozycji 

9182 nietypowy dla tej sekwencji nukleotyd G (w porów ­
naniu do sekwencji Cambridge — CRS mtDNA opubliko­
wanej przez Andersona i współpracowników), natomiast 
w tkance nowotworowej nastąpiło odwrócenie tej mutacji 
i powrót do nukleotydu A. W w ypadku mutacji powrotnej 
nie można wnioskować o jej patologicznym wpływie na 
strukturę i funkcję podjednostki ND4L.

P O D S U M O W A N IE

Ponad 70 lat po opublikowania prac Otto W arburga w y­
daje się, że obecność zaburzeń w szlaku fosforylacji oksyda­
cyjnej jest wywołana uszkodzeniami struktury składników 
systemu w mitochondriach [7], Niezależne badania przepro­
wadzone do tej pory przez wiele grup wykazały, że mutacje 
w mitochondrialnym DNA występują w wielu typach no­
w otworów u osób o różnym pochodzeniu etnicznym (różne 
haplogrupy). Znaleziono mutacje zarówno w niekodują- 
cych, jak i w kodujących obszarach mtDNA [17,30,34,38-42], 
Mutacje w genach mt rRNA mogą powodować zmiany w 
strukturze rybosomów, co z kolei może powodować upośle­
dzenie translacji polipeptydów kodowanych w mitochon­
drialnym DNA. Zmiany struktury rybosomalnego RNA 
wywołane przez mutacje w mtDNA są przyczyną chorób, 
takich jak odbiorcze uszkodzenie słuchu (ang. sensorineural 
hearing loss) [43] i opisano je, między innymi, w now otw o­
rach jelita grubego [40], przełyku [41], nerek [38], czy jajni­
ka [37], Także mutacje w tRNA mogą wpływać na syntezę 
podjednostek kompleksów fosforylacji oksydacyjnej. Jako 
że w mitochondriach są tylko 22 geny tRNA, praktycznie 
każdy aminokwas (z wyjątkiem seryny i leucyny) posiada 
tylko jedną odpowiadającą mu cząsteczkę tRNA [4], M uta­
cje w genach tRNA mogą zatem poważnie zaburzać trans­
lację, m.in. poprzez w pływ  na rozpoznawanie właściwego 
aminokwasu przez cząsteczkę tRNA, przyłączanie am i­
nokwasu do cząsteczki przez aminoacylo tRNA syntetazy 
oraz modyfikacje potranslacyjne, niezbędne do właściwego 
rozpoznawania kodonu [44,45]. Mutacje w genach tRNA są 
częstą przyczyną wielu schorzeń, których podłożem są 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), CPEO (ang. chronic pro­
gressive external ophthalmoplegia) [13] i były opisane 
w mtDNA w raku nerki [37] oraz okrężnicy [45], 
jednak są one stosunkowo rzadkie.

Mutacje w polipeptydach kodowanych przez 
DNA mitochondrialny są z kolei przyczyną po­

T abela 4. Mutacje w  mtDNA znalezione w  tkance now otw orów  przełyku (na podstaw ie [41]). 
M utacje w niekodujących fragm entach m tD N A  oraz w  tRNA nie zostały uwzględnione.

r Zmiana nukleotydu Gen Zmiana aminokwasu

i G10500A ND4L Ala -  Thr

2 G9377A COX3 Trp — Trp

3 A9182G ATP 6 Asn — Ser

4 10941 del TAACAACCCCC ND4 nie dotyczy
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wstawania zespołów chorobowych, takich jak LHON (ang. 
Leber Hereditary Optic Neuropathy) [13], a opisano je w bar­
dzo wielu różnych typach nowotworów [34,36,38,42]. M u­
tacje w  genach kodujących polipeptydy mitochondrialne 
mogą wpływać na szlak fosforylacji oksydacyjnej na szereg 
różnych sposobów, m.in. poprzez zmianę struktury powsta­
jącego produktu białkowego. Pomimo licznych przeprow a­
dzonych do tej pory prac dotyczących zmian w mtDNA w 
nowotworach, pytanie czy mutacje te są istotne w  procesie 
nowotworzenia, czy też nie wciąż pozostaje otwarte. Część 
autorów sugeruje, że nagromadzenie mutacji w  mitochon- 
drialnym DNA jest jedynie wynikiem przypadku a mutacje 
te nie dają komórkom przewagi selekcyjnej [47]. Inni au ­
torzy uważają, że obecność mutacji w mitochondrialnym 
DNA promuje rozwój nowotworu. Hipoteza ta zgodna jest 
z wynikami badań na modelach mysich, gdzie komórki no­
wotworowe niosące zm utowane mtDNA dzieliły się szyb­
ciej i w efekcie powodowały powstawanie guzów o więk­
szej objętości [16,17]. Istnieją dwie hipotezy wyjaśniające 
ten efekt: 1) mutacje w mitochondrialnym DNA powodują 
zwiększenie produkcji reaktywnych form tlenu, które mogą 
być przyczyną powstawania kolejnych mutacji w DNA mi­
tochondrialnym i jądrowym, 2) komórki mające uszkodzo­
ny łańcuch fosforylacji oksydacyjnej i uzyskujące energię na 
drodze glikolizy mają przewagę selekcyjną w warunkach, 
jakie występują we wnętrzu guza (obniżona podaż tlenu). 
Opisane dotychczas w nowotoworach mutacje zdają się 
upośledzać łańcuch fosforylacji oksydacyjnej. Są to przede 
wszystkim delecje i insercje, których rezultatem jest przesu­
nięcie ramki odczytu, oraz mutacje punktow e uderzające w 
silnie zachowywany ewolucyjnie aminokwas polipeptydu. 
Mutacje te mogą powodować zaburzenia w funkcjonowaniu 
szlaku fosforylacji oksydacyjnej. Powyższe zestawienie po­
zwala też przydzielić opisane dotychczas mutacje do dwóch 
grup: potencjalnie patogennych i niepatogennych. Należy 
jednak pamiętać, że analiza taka daje jedynie przybliżony 
obraz stanu in vivo i dokładne określenie wpływ u tych m u­
tacji na szlak fosforylacji oksydacyjnej i ogólny metabolizm 
komórki nie jest możliwe in silico lub in vitro.

PIŚMIENNICTWO
1. Metzler D (2001) Biochemistry: The Chemical Reactions of Living 

Cells, Academic Press, San Diego

2. Anderson S, Bankier AT, Barrell BG, de Bruijn MH, Coulson AR, Dr- 
ouin J, Eperon IC, Nierlich DP, Roe BA, Sanger F, Schreier PH, Smith 
AJ, Staden R, Young IG (1981) Sequence and organization of the hu ­
m an mitochondrial genome. Nature 9: 457-465

3. Leonard J, Schapira A (2000) Mitochondrial respiratory chain disor­
ders I: mitochondrial DNA defects. Lancet 22: 299-304

4. Femandez-Silva P, Enriquez JA, Montoya J (2003) Replication and 
transcription of mamm alian mitochondrial DNA. Exp Physiol 88: 41- 
56

5. Finnila S, Hassinen IE, Ala-Kokko L, Majamaa K (2000) Phylogenetic 
netw ork of the mtDNA haplogroup U in Northern Finland based on 
sequence analysis of the complete coding region by conformation-sen­
sitive gel electrophoresis. Am J H um  Genet 66:1017-1026

6. Garber K (2004) Energy boost: the W arburg effect returns in a new 
theory of cancer. J Natl Cancer Inst 96:1805-1806

7. W arburg O (1956) On the origin of cancer cells. Science 123: 309-314

8. M urray R, Granner D, Mayes P, Rodwell V (1999) Biochemia Harpera, 
W ydawnictwo Lekarskie PZWL Sp. z o.o., W arszawa

9. Saraste M (1999) Oxidative Phosphorylation at the fin de siecle. Science 
283:1488-1493

10. Carroll J, Fearnley I, Shannon R, Hirst J,Walker J (2003) Analysis of 
the subunit composition of complex I from bovine heart mitochondria. 
Mol Cell Proteomics 2:117-126

11. Xia D, Yu CA, Kim H, Xia JZ, Kachurin AM, Zhang L, Yu L, Deisen- 
hofer J (1997) Crystal structure of the cytochrome bel complex from 
bovine heart mitochondria. Science 277: 60-66

12. Papa S, Capitanio N, Capitanio G, Palese LL (2004) Protonmotive co- 
operativity in cytochrome c oxidase. Biochim Biophys Acta 1658: 95- 
105

13. Brandon MC, Lott MT, Nguyen KC, Spolim S, Navathe SB, Baldi P, 
Wallace DC (2005) MITOMAP: a hum an mitochondrial genome data­
base-2004 update. Nucleic Acids Res 33: D611-D613

14. Plasterer TN, Smith TF, Mohr SC (2001) Survey of hum an mitochon­
drial diseases using new genom ic/proteom ic tools. Genome Biol 2: 
RESEARCH0021

15. Turrens JF (2003) M itochondrial formation of reactive oxygen species. 
J Physiol 552:335-344

16. Shidara Y, Yamagata K, Kanamori T, Nakano K, Kwong JQ, Manfredi 
G, Oda H, O hta S (2005) Positive contribution of pathogenic mutations 
in the mitochondrial genome to the prom otion of cancer by prevention 
from apoptosis. Cancer Res 65:1655-1663

17. Petros JA, Baumann AK, Ruiz-Pesini E, Amin MB, Sun CQ, Hall J, 
Lim S, Issa MM, Flanders WD, Hosseini SH, Marshall FF, Wallace DC
(2005) mtDNA m utations increase tumorigenicity in prostate cancer. 
Proc Natl Acad Sci USA 102: 719-724

18. Santorelli FM, Shanske S, Macaya A, DeVivo DC, DiMauro S (1993) 
The m utation at nt 8993 of mitochondrial DNA is a common cause of 
Leigh's syndrome. Ann Neurol 34: 827-834

19. Makino M, Horai S, Goto Y, Nonaka I (1998) Confirmation that a T-to- 
C m utation at 9176 in m itochondrial DNA is an additional candidate 
m utation for Leigh's syndrome. Neurom uscul Disord 8:149-151

20. Betts MJ, Russell RB (2003) Amino Acid Properties and Consequences 
of Substitutions, W: Michael R. Barnes ICG (red) Bioinformatics for 
Geneticists str. 289-316

21. Jemal A, Siegel R, W ard E, Murray T, Xu J, Smigal C, Thun M (2006) 
Cancer Statistics 2006. Can J Clin 1:106-130

22. Ferlay J, Bray F, Pisani P, Parkin D (2004) GLOBCAN 2002: Cancer 
Incidence, Mortality and Prevalence W orldwide. Lyon IARCPress, 
Lyon

23. Kordek R, Jesionek-Kupicka D (2003) Podstawy patologii onkologicz­
nej, W: Kordek R, Jassem J, Krzakowaski M, Jeziorski A (red) Onko­
logia. Podręcznik dla studentów i lekarzy Medical Press, Gdansk, str. 
4-16

24. D 'Aurelio M, Pallotti F, Barrientos A, Gajewski CD, Kwong JQ, Bruno 
C, Beal MF, Manfredi G (2001) Itr vivo regulation of oxidative phos­
phorylation in cells harboring a stop-codon mutation in mitochondrial 
DNA-encoded cytochrome c oxidase subunit I. J Biol Chem 276:46925- 
49632

25.Glerum  DM, Tzagoloff A (1997) Submitochondrial distributions and 
stabilities of subunits 4,5, and 6 of yeast cytochrome oxidase in assem­
bly defective mutants. FEBS Lett 412: 410-414

26. Tsukihara T, Aoyama H, Yamashita E, Tomizaki T, Yamaguchi H, 
Shinzawa-Itoh K, Nakashima R, Yaono R,Yoshikawa S (1996) The 
whole structure of the 13-subunit oxidized cytochrome c oxidase at 2.8 
A. Science 272:1136-1144

27. Gallardo ME, Moreno-Loshuertos R, Lopez C, Casqueiro M, Silva J, 
Bonilla F, de Cordoba SR, Enriquez JA (2006) m.6267G>A: a recurrent 
m utation in the hum an m itochondrial DNA that reduces cytochrome 
c oxidase activity and is associated w ith tumors. H um  M utat 27: 575- 
582

28. Tsukihara T, Shimokata K, Katayama Y, Shimada H, M uramoto K, 
Aoyama H, Mochizuki M, Shinzawa-Itoh K, Yamashita E, Yao M, 
Ishim ura Y,Yoshikawa S (2003) The low-spin heme of cytochrome c 
oxidase as the driving element of the proton-pum ping process. Proc 
Natl Acad Sci USA 100:15304-15309

29. Yoshikawa S (2005) Reaction mechanism and phospholipid structures 
of bovine heart cytochrome c oxidase. Biochem Soc Trans 33: 934-937

Postępy Biochemii 54 (2) 2008 159http://rcin.org.pl



30. Jeronimo C, Nomoto S, Caballero OL, Usadel H, Henrique R, Varzim 
G, Oliveira J, Lopes C, Fliss MS, Sidransky D (2001) Mitochondrial m u­
tations in early stage prostate cancer and bodily fluids. Oncogene 20: 
5195-5198

31. Salas A, Yao YG, Macaulay V, Vega A, Carracedo A, Bandelt HJ (2005) 
A critical reassessment of the role of mitochondria in tumorigenesis. 
PLoS Med 2: e296

32. Hofhaus G, Attardi G (1995) Efficient selection and characterization 
of m utants of a hum an cell line which are defective in mitochondrial 
DNA-encoded subunits of respiratory NADH dehydrogenase. Mol 
Cell Biol 15: 964-974

33. Vagner-Capodano AM, Zattara-Cannoni H, Quilichini B, Giocanti G 
(2003) From cytogenetics to cytogenomics of brain tumors: Medullo- 
blastoma. Bull Cancer 90: 315-318

34. Wong LJ, Lueth M, Li XN, Lau CC, Vogel H  (2003) Detection of mi­
tochondrial DNA m utations in the tum or and cerebrospinal fluid of 
m edulloblastoma patients. Cancer Res 63: 3866-3871

35. Combet C, Blanchet C, Geourjon C, Deléage G (2000) NPS@: Network 
Protein Sequence Analysis. TIBS 25:147-150

36. Tan DJ, Bai RK, W ong LJ (2002) Comprehensive scanning of somatic 
m itochondrial DNA m utations in breast cancer. Cancer Res 62: 972- 
976

37 Liu VW, Shi HH, Cheung AN, Chiu PM, Leung TW, Nagley P, Wong 
LC, Ngan HY (2001) High incidence of somatic mitochondrial DNA 
m utations in hum an ovarian carcinomas. Cancer Res 61: 5998-6001

38. Meierhofer D, Mayr JA, Fink K, Schmeller N, Kofler B, Sperl W (2006) 
Mitochondrial DNA m utations in renal cell carcinomas revealed no 
general impact on energy metabolism. Br J Cancer 94: 268-274

39. Parrella P, Xiao Y, Fliss M, Sanchez-Cespedes M, Mazzarelli P, Rinaldi 
M, Nicol T, Gabrielson E, Cuomo C, Cohen D, Pandit S, Spencer M, 
Rabitti C, Fazio VM, Sidransky D (2001) Detection of mitochondrial 
DNA m utations in primary breast cancer and fine-needle aspirates. 
Cancer Res 61: 7623-7626

40. Polyak K, Li Y, Zhu H, Lengauer C, Willson JK, M arkowitz SD, Trush 
MA, Kinzler KW, Vogelstein B (1998) Somatic m utations of the mito­
chondrial genome in hum an colorectal tumours. Nat Genet 20: 291- 
293

41. Tan DJ, Chang J, Liu LL, Bai RK, W ang YF, Yeh KT, Wong LJ (2006) 
Significance of somatic m utations and content alteration of mitochon­
drial DNA in esophageal cancer. BMC Cancer 6: 93-94

42. Parrella P, Xiao Y, Fliss M, Sanchez-Cespedes M, Mazzarelli P, Rinaldi 
M, Nicol T, Gabrielson E, Cuomo C, Cohen D, Pandit S, Spencer M, 
Rabitti C, Fazio VM, Sidransky D (2001) Detection of mitochondrial

DNA mutations in primary breast cancer and fine-needle aspirates. 
Cancer Res 61: 7623-7626.

43. Ballana E, Morales E, Rabionet R, M ontserrat B, Ventayol M, Bravo 
O, Gasparini P, Estivill X (2006) Mitochondrial 12S rRNA gene m uta­
tions affect RNA secondary structure and lead to variable penetrance 
in hearing impairment. Biochem Biophys Res Com m un 341: 950-957

44. Mollers M, Maniura-W eber K, Kiseljakovic E, Bust M, H ayrapetyan 
A, Jaksch M, Helm M, Wiesner RJ, von Kleist-Retzow JC (2005) A 
new mechanism for mtDNA pathogenesis: impairment of post-tran- 
scriptional m aturation leads to severe depletion of m itochondrial 
tRNASer(UCN) caused by T7512C and G7497A point mutations. N u ­
cleic Acids Res 33: 5647-5658

45. Yasukawa T, Suzuki T, Ohta S, W atanabe K (2002) Wobble modifi­
cation defect suppresses translational activity of tRNAs w ith MERRF 
and MELAS mutations. Mitochondrion 2:129-141

46. Lorenc A, Bryk J, Golik P, Kupryjanczyk J, Ostrowski J, Pronicki M, 
Semczuk A, Szolkowska M, Bartnik E (2003) Homoplasmic MELAS 
A3243G m tDNA m utation in a colon cancer sample. M itochondrion 3: 
119-124

47. Coller HA, Khrapko K, Bodyak ND, Nekhaeva E, Herrero-Jimenez 
P, Thilly WG (2001) High frequency of homoplasmic m itochondrial 
DNA m utations in hum an tum ors can be explained w ithout selection. 
Nat Genet 28:147-150

48. Ugalde C, Vogel R, Huijbens R, van der Heuvel B, Smeitink J, Nijtmans 
L (2004) H um an mitochondrial complex I assembles through the com­
bination of evolutionary conserved modules: a framework to interpret 
complex I deficiencies. H um  Mol Genet 13: 2461-2472

49. Penta JS, Johnson FM, W achsman JT, Copeland WC (2001) Mitochon­
drial DNA in hum an malignancy. Mutat Res 488:119-133

50. Ugalde C, Vogel R, Huijbens R, Van Den Heuvel B, Smeitink J, Ni­
jtmans L (2004) H um an mitochondrial complex I assembles through 
the combination of evolutionary conserved modules: a fram ework to 
interpret complex I deficiencies. H um  Mol Genet 13: 2461-72

51. Berman HM, Westbrook J, Feng Z, Gilliland G, Bhat TN, Weissig H, 
Shindyalov I, Bourne P (2000) The Protein Data Bank. Nucleic Acids 
Res 28: 235-242

52. Pettersen EF, G oddard TD, H uang CC, Couch GS, Greenblatt DM, 
Meng, EC, Ferrin TE (2004) UCSF Chimera — A Visualization System 
for Exploratory Research and Analysis. J Com put Chem 25:1605-1612

53. Poirot O, O'Toole E, Notredam e C (2003) Tcoffee@igs: A web server 
for computing, evaluating and combining multiple sequence align­
ments. Nucleic Acids Res 31: 3503-3506

The impact of mtDNA mutations on proteins 
structure in selected types of cancer
Katarzyna Plak1, Wojciech Kukwa2, Ewa Bartnik13, Paweł Golik13, Anna Ścińska2, Tomasz 
Krawczyk4, Anna M. Czarnecka1'5 6'
’Institute of Genetics and Biotechnology, U niversity of W arsaw, 5a Pawińskiego St., 02-106 W arsaw, Poland 
■O tolaryngology D epartm ent, Medical U niversity of W arsaw, 19/25 Stępińska St., 00-739 W arsaw, Poland 
in s titu te  of Biochemistry and Biophysics, PAS, 5a Pawinskiego St., 02-106 W arsaw, Poland 
^Clinical Pathology Laboratory, CZMP, Lodz, Poland
P o s tg rad u a te  School of M olecular Medicine, 3 Pasteura St., 02-093 W arsaw, Poland
’’present adress: John Petros Lab, Emory School of Medicine, Clinic Building B, Room B4220,1365 Clifton Rd NE, 30322 Atlanta, GA, USA 

e-mail: anna.czarnecka@ gmail.com or aczarne@ emory.edu 

Key words: cancerogenesis, m itochondria, m tDNA, oxidative phosphorylation, protein structure

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

Choroby mitochondrialne u dzieci spowodowane są głównie mutacjami w  genach nDNA. 
Defekty te upośledzają funkcję podjednostek strukturalnych i składania kompleksów  

łańcucha oddechowego oraz innych białek pośrednio związanych z fosforylacją oksydacyj­
ną. Do najlepiej poznanych fenotypów klinicznych należą defekty związane z deficytem 
oksydazy cytochromowej i mutacjami w genach SURF1 czy SC02, deficyty podjednostek 
jądrowych kompleksu I oraz zaburzenia prowadzące do deplecji mtDNA. Mutacje mtDNA  
odpowiadają zaledwie za 10-20% mitochondropatii w  wieku wczesnodziecięcym. W poło­
wie przypadków tło molekularne pozostaje nieustalone. Objawy chorób mitochondrial­
nych u dzieci są niespecyficzne. Wzrost stężenia kwasu mlekowego w osoczu jest jedynym  
znacznikiem biochemicznym, ale o małej czułości i specyficzności. Podstawą diagnostyki 
pozostaje biochemiczne badanie bioptatu m ięśniowego z zastosowaniem udoskonalanych 
technik oceny funkcji mitochondriów. W pracy przedstawiono algorytm diagnostyczny cho­
rób mitochondrialnych u dzieci. Zaproponowano pożądane kierunki badań naukowych. Na 
wyjaśnienie zasługuje m.in. fenomen identycznych zmian w  mózgu o typie zespołu Leigha, 
niezależnie od rozmaitego tła molekularnego.

WPROWADZENIE

Po raz pierwszy choroby mitochondrialne zostały wyodrębnione w patolo­
gii człowieka w latach 60. i 70. XX wieku [1], na podstawie występowania w 
mięśniach typowych zmian ultrastrukturalnych mitochondriów (Ryc. 1) oraz 
widocznych w mikroskopie świetlnym tzw. poszarpanych czerwonych włókien 
mięśniowych (RRF, ang. ragged red fibers) (Ryc. 2, barwienie z zastosowaniem 
barwnika Trichrom). Rozpoznanie ustalane jest zwykle dopiero u młodzieży i 
dorosłych, chociaż pierwsze objawy są uchwytne wcześniej. Symptomatologia, 
bardzo różnorodna, obejmuje zestaw postępujących zmian w mózgu, mięśniach, 
gruczołach wydzielania wewnętrznego, narządach zmysłów (głuchota, oftalmo- 
plegia) i innych tkankach i narządach, w najrozmaitszych układach [2]. Cha­
rakterystyczne jest dziedziczenie w linii matczynej (mitochondrialne) niezgodne 
z zasadami Mendla. Jedyne powtarzające się w chorobach mitochondrialnych
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Rycina 1. Zm iany u ltrastrukturalne w  m ięśniu szkieletow ym  i w w ątrobie u pacjentów, u  których stw ier­
dzono obecność mutacji leżących u  podłoża chorób m itochondrialnych. W idoczne są zm iany liczby, kształtu 
i w ew nętrznej struk tu ry  m itochondriów . Z archiw um  Zakładu Patologii Insty tu tu  „Pom nika — C entrum  
Zdrow ia Dziecka" w W arszawie [42].
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odchylenia laboratoryjne to wzrost stężenia mleczanów i 
alaniny w płynach ustrojowych [3,4].

W 1988 roku wyjaśniono podłoże m olekularne pierw ­
szych zdiagnozow anych przypadków  chorób mitochon­
drialnych poprzez identyfikację mutacji w  mtDNA. Po­
szczególne mutacje próbow ano wiązać z wyodrębnionym i 
wcześniej i używ anym i do dziś zespołami klinicznymi o 
angielskich akronimach i aponim ach [2]. I tak mutację w 
pozycji 3243 tRN ALe" opisywano w MELAS (mitochondrial 
encephalopathy, lactic acidosis, stroke like episodes), m u ­
tację 8344 tR N A Lvs — w MERRF (ang. myoclonic epilepsy, 
ragged red fibers), mutację 8993T>C lub T>G w genie ko­
dującym podjednostkę 6 ATPazy — NARP (ang. neuronal 
atrophy, retinitis pigmentosa) lub MILS (ang. mitochondrially 
inherited Leigh syndrome), dużą delecję m tD N A  — w PEO 
(ang. progressive external ophtalmoplegia) lub w KSS (zespół 
Kearn-Sayre'a: cukrzyca, niedoczynność przytarczyc, blok 
przew odnictw a w sercu). Okazało się jednak, że fenotyp 
choroby mitochondrialnej zależy bardziej od przypadko­
wego przekazania ilości zm utow anego m tDNA komór­
kom potom nym  na etapie rozwoju zarodka, płodu, narzą­
du  czy tkanki (czyli od stopnia heteroplazmii) niż od geno­
typu [5], W zasadzie każdy pacjent choruje inaczej — pod 
w zględem  ciężkości, wieku ujawnienia, stopnia rozwoju i 
zakresu zajętych narządów. Różnice w ystępują niezależ­
nie od spokrew nienia chorych osób. Z drow a kobieta, no­
sicielka mutacji mtDNA, urodzić może dziecko niezdolne 
do życia, ciężko uszkodzone już od urodzenia. Ustalone 
wcześniej „dogm aty" diagnostyczne rzadko sprawdzają 
się w praktyce. Do chwili obecnej opisano ponad  100 m u­
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tacji m tDNA w 11 genach 
strukturalnych podjednostek 
kom pleksów I, III, IV, w 22 
genach tRNA, dw óch rRNA 
oraz dwóch kodujących 
podjednostki syntazy ATP. 
Niektóre mutacje opisano 
tylko u pojedynczych pacjen­
tów. U większości chorych, 
zwłaszcza w okresie dzie­
ciństwa, obraz kliniczny nie 
spełnia kryteriów znanych 
zespołów.

Wyjaśnienie na przeło­
mie XX i XXI wieku tła m o­
lekularnego deficytów kilku 
białek składania oksydazy 
cytochromu c (SURF1, SC02, 
SCOl, COXIO, COX15), któ­
rych geny zlokalizowane są 
w chromosomalnym DNA 
(nDNA), a mutacje przekazy­
wane są w  rodzinach zgodnie 
z zasadami Mendla [6,7], było 
otwarciem nowej ery, szcze­
gólnie w poznaniu patogene­
zy chorób mitochondrialnych 
u dzieci. Od tej pory opisano 
kilkadziesiąt defektów doty­
czących nDNA [8], a kolejne 
kilkadziesiąt, czy naw et kil-

Chorobą mitochondrialną, we współczesnym ujęciu, 
nazywam y stan chorobowy wywołany uw arunkow aną ge­
netycznie zmianą budow y białka, pierwotnie zaburzającą 
przebieg procesów energetycznych w komórce. Przyczynę 
defektu zidentyfikować można na poziomie molekularnym 
(mutacje mtDNA i nDNA) lub jedynie na poziomie bioche­
micznym (lokalizacja defektu w procesie OXPHOS). Satys­
fakcjonujący poziom diagnostyki klinicznej zmienia się i 
odpowiada bieżącemu stanowi wiedzy w zakresie „m edy­
cyny mitochondrialnej". Właściwa diagnoza wym aga więc 
potwierdzenia obecności patogennej mutacji w znanych 
genach albo tylko — wykazania defektu biochemicznego 
w  tkankach (najczęściej mięśniach, hodowanych fibrobla- 
stach, ostatnio też w wątrobie) [9,10], Na Ryc. 3 przedsta­
wiono lokalizację genów, w których identyfikowane są m u ­
tacje odpowiedzialne za zaburzenie funkcji poszczególnych 
kompleksów łańcucha oddechowego. W chwili obecnej w 
ponad połowie przypadków  pierwotnych zaburzeń mito­
chondrialnych u człowieka tło molekularne pozostaje do 
wyjaśnienia. Tło biochemiczne to najczęściej izolowane de­
ficyty kompleksów I i IV łańcucha oddechowego, ale także 
deficyty pozostałych kompleksów lub uogólnione defekty 
OXPHOS.

DEFICYTY KOMPLEKSU IV

Zarów no biosynteza oksydazy cytochrom u c u czło­
wieka, jak sym ptom atologia jej deficytu należą do  naj­

ww w.postepybiochem ii.pl

Rycina 2. Przekrój poprzeczny p rzez m ięsień szkieletowy (powiększenie oryginalne 400 x). W łókna RRF (A) wykazują 
dodatn ią  reakcję w  kierunku dehydrogenazy bursztynianow ej (B) i brak aktywności oksydazy cytochromowej (C). Uszko­
dzone w łókna w ykazują niewielki w zrost aktyw ności kwaśnej fosfatazy (D). Z archiw um  Z akładu Patologii Instytutu 
„Pom nika — C entrum  Zdrow ia Dziecka" w  W arszawie.

kaset, pozostaje do odkrycia.
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Rycina 3. Podstaw ow e geny kodujące podjednostki kom pleksów  łańcucha oddechow ego, w których zidentyfikow ano 
m utacje odpow iedzialne za w ystąpienie choroby m itochondrialnej. Kolorem czerw onym  i niebieskim  zaznaczono pod ­
jednostki s trukturalne, kodow ane odpow iednio przez geny m itochondrialne i jądrow e. Kolorem zielonym  zaznaczono 
podjednostki nD N A  uczestniczące w  składaniu kom pleksów.

lepiej poznanych [11-15]. W ystępować m ogą właściwie 
w szystkie m ożliwe fenotypy kliniczne. Dwa z nich, naj­
lepiej poznane, pow iązane zostały z m utacjam i w genach 
SURF1 i SC02, uczestniczących w procesie składania 
kom pleksu IV. Deficyt białka SURF1 objawia się klinicz­
nie klasycznym  zespołem  Leigha [16]. Dzieci rodzą się 
pozornie zdrow e. W drugiej połowie pierw szego roku 
życia pojawiają się w ym ioty, brak przybytku  masy ciała, 
wiotkość, drżenia, zaburzenie dysocjacji gałek ocznych, 
zm iany ry tm u oddychania, acydem ia (kwasica) mlecza- 
nowa. Przebieg choroby podlega w ahaniom . Postępująca 
encefalopatia prow adzi do zgonu przed  4 rokiem  życia 
(brak skutecznego leczenia). Patom echanizm  uszkodze­
nia m ózgu wiąże się praw dopodobn ie  z w ystępow aniem  
epizodów  alkalozy oddechowej i hipokapnii [17]. Deficyt 
opiekuńczego białka SC 02 prow adzi do postępującej no ­
w orodkow ej kardiom iopatii przerostowej [12,13] lub ze­
społu „dziecka wiotkiego" (ang. floppy child) z  obrazem  
przypom inającym  rdzeniow y zanik mięśni (SMA, ang. 
spinal muscular atrophy). Wcześnie w ystępuje n iew ydol­
ność oddechow a wym agająca sztucznej wentylacji. Dzie­
ci um ierają w niemowlęctwie. Defekt może prow adzić 
do sam oistnych poronień p łodu [18]. Szansa leczenia 
podskórnym i injekcjami histynianu m iedzi pozostaje do 
udow odnien ia  [19]. Należy podkreślić, że w ponad  poło ­
wie p rzypadków  chorych z deficytem COX nie ustalono 
jeszcze tła m olekularnego [15]. Mutacje w  genach s truk ­
turalnych podjednostek  kom pleksu (COI, COII, COIII) 
w ykryto  tylko u pojedynczych chorych, m imo in tensyw ­
nych poszukiw ań [20], Być może niektóre zaburzenia  są 
defektam i letalnymi. W ykazanie lub w ykluczenie deficy­
tu oksydazy cytochromowej w mięśniu m etodą histoche- 
m iczną [21] (Ryc. 4) i / lu b  spektrofotom etryczną w homo- 
genacie tkanki [22], stanowi pierw szy etap  diagnostyki 
enzym atycznej chorób m itochondrialnych u dzieci. W 
Polsce mutacje w genach SURF1 i SC 02  należą do szcze­
gólnie częstych przyczyn deficytu COX, a liczba z iden ­

tyfikowanych przypadków  
stanow i blisko połowę 
w szystkich opublikow anych 
na świecie [23],

DEFICYTY KOMPLEKSU I

Do chwili obecnej opisa­
no choroby mitochondrialne 
z mutacjami we wszystkich 
siedmiu mitochondrialnych i 
w ośmiu z 38 jądrowych pod ­
jednostek kompleksu I [6]. 
Najczęściej opisywanym (ale 
nie wyłącznym) obrazem kli­
nicznym deficytu kompleksu 
I jest nietypowy zespół Le­
igha [24]. W większości przy­
padków  obniżenia aktywno­
ści enzymatycznej w mięśniu 
i / lu b  w fibroblastach tło m o­
lekularne pozostaje nieznane. 
Trudność z identyfikacją tych 
zaburzeń wiąże się z brakiem 
odpowiedniego modelu eks­
perymentalnego u drożdży, a 

także brakiem prostej reakcji histochemicznej pozwalającej 
na detekcję deficytu w mięśniu [25], Upowszechnienie me­
tody BN-PAGE i „in gel activity" (patrz artykuł poświęcony 
tej metodzie zamieszczony w niniejszym numerze „Postę­
pów Biochemii) w diagnostyce mitochondrialnej poprawiło 
co praw da stopień rozpoznawalności deficytów kompleksu 
I na poziomie biochemicznym [26,27], ale do ostatecznego 
wyjaśnienia ich patomechanizmu pozostaje daleka droga. 
Wykazano, że w skomplikowanej biogenezie kompleksu I 
współdziałają dwa komplementarne procesy: synteza pod ­
jednostek mtDNA tworzących pierwotny produkt składa­
nia i następowa wymiana jego składu z udziałem podjed­
nostek nowo importowanych z cytozolu [28], Uszkodzenie 
każdego z uczestniczących w procesie składania białek, np. 
białka opiekuńczego B17.2L [29] i etapów stanowi potencjal­
ną przyczynę choroby mitochondrialnej. Nieopublikowane 
badania aktywności kompleksu I w liniach fibroblastów pa­
cjentów wskazują na istnienie co najmniej 7 różnych niepo- 
znanych jeszcze defektów, które nie podlegają komplemen­
tarnej korekcji [25].

DEPLECJE mtDNA

Choroby mitochondrialne związane z mutacjami genów 
strukturalnych oraz genów kodujących białka składania 
aktywnych kompleksów łańcucha oddechowego, stanowią 
zaledwie część stale poszerzającego się spektrum  zaburzeń 
mitochondrialnych u człowieka. Znaczącą podgrupę stano­
wią choroby mitochondrialne przebiegające z obniżeniem 
ilości mtDNA w stosunku do nDNA, tzw. zespoły deplecji 
m tDNA (MDS, ang. mitochondrial depletion syndromes). O d­
kryte po raz pierwszy w początku lat 90. XX wieku u nie­
m owląt z postępującą dysfunkcją wątroby o niepomyślnym 
przebiegu, okazują się obecnie względnie częstą przyczyną 
niewydolności i marskości wątroby u małych dzieci. Wśród 
nich na czoło wysuwają się zaburzenia syntezy nukleoty-
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Rycina 4. Przekrój poprzeczny przez m ięsień szkieletowy. Całkowity (tzw. rozlany) deficyt oksydazy cytochromowej (A, re­
akcja kontrolna — C), w zrost ilości lipidów  o średnim  nasileniu (B). Barwienie hem atoksyliną i eozyną (D) oraz barw nikiem  
Trichrom  w edług  m etody G om oriego (E) nie ujaw nia uchwytnych zmian. Z archiw um  Zakładu Patologii Instytutu „Pom nika 
— C entrum  Zdrow ia Dziecka" w  W arszawie.

dów purynowych, ograniczających ilość substratu do pro­
dukcji mtDNA w komórce, zaburzeń replikacji mtDNA, czy 
nieprawidłowej komunikacji międzygenomowej. Aktualną 
wiedzę na temat MDS i udziału różnych genów w powsta­
waniu tego zjawiska (DGUOK, POLG1, TP, ANT1, MPV17, 
TK2, SUCLA2, Twinkle) znaleźć można w opublikowanych 
ostatnio wyczerpujących pracach przeglądowych [30,31]. 
Jednak wykryte do tej pory defekty wyjaśniają patogenezę 
niewielkiego tylko odsetka przypadków  deplecji mtDNA. 
Z punktu  widzenia klinicznego ważne jest, że objawy MDS 
ograniczać się mogą do jednego narządu czy tkanki (poza 
wątrobą, do mięśni szkieletowych, układu nerwowego, ser­
ca), wykraczając poza klasyczną formę wielonarządowego 
schorzenia mitochondrialnego.

INNE WYBRANE ZABURZENIA 
FUNKCJI MITOCHONDRIÓW

Proces poznawania patologii mitochondrialnej u człowie­
ka wydaje się wkraczać w okres kolejnych znaczących odkryć, 
dzięki wprowadzaniu nowych wyrafinowanych i kosztow­
nych metod badawczych i technologii do badań ciekawych, 
niewyjaśnionych przypadków. Podkreślana jest rola badania 
żywych niezmienionych mitochondriów z uwzględnieniem 
ich funkcji, np. poprzez pomiar syntezy ATP czy zużycia 
znakowanych substratów [10,32,33], a nie tylko w statycz­
nym układzie zamrożonej tkanki. Okazuje się także, że me­
todyczne poszukiwanie mutacji mtDNA w podjednostkach 
strukturalnych kompleksu I (ND1-ND6) daje pozytywny 
efekt częściej niż poprzednio sądzono [8,34], Wyniki otrzy­
mane w badaniach nad defektem wykrytym u pojedynczego 
pacjenta, przekładają się niekiedy na lepsze zrozumienie pa­
togenezy podobnych chorób, ale występujących powszech­
nie i mających charakter społeczny.

Ponadto, upowszechnia 
się pogląd, że poznanie 
patomechanizmu choroby 
u pacjenta z unikalnym 
defektem genetycznym 
jest ważne nie tylko dla 
niego, ale rzuca światło 
na przebieg procesów fi­
zjologicznych i może mieć 
znaczenie uniwersalne w 
poszerzeniu naszej wiedzy 
biologicznej. Przykładowo 
wymienić można trwające 
kilka lat badania nad przy­
czyną choroby u now orod­
ka, który zmarł wkrótce 
po urodzeniu z objawami 
choroby mitochondrialnej 
o ciężkim przebiegu, które 
doprowadziły do potwier­
dzenia szerszej roli dyna- 
min w patologii człowieka 
[35], Przynajmniej pięć ge­
nów jądrowych odpowie­
dzialnych za syntezę bia­
łek mitochondrialnych [31] 
odkryto poprzez identyfi­
kację mutacji u pacjentów 

z chorobami mitochondrialnymi, w tym gen MRPS16 (ang. 
mitochondrial ribosomcil protein subunit 16) u noworodka z 
kwasicą mleczanową, dysmorfią budowy i obrzękami koń­
czyn i gen PUS1 (ang. pseudouridine synthase 1) w rodzinach 
z fenotypem MLASA (ang. myopatia, lactic acidosis, siderobla- 
stic anemia).

DIAGNOSTYKA KLINICZNA, 
BIOCHEMICZNA I MOLEKULARNA

Wiedza na temat częstości występowania chorób mi­
tochondrialnych w populacji, w tym u małych dzieci, jest 
ograniczona. Dostępne są nieliczne, dobrze udokum ento­
wane publikacje pozwalające oszacować tę liczbę na 1:3.5 
tysięcy mieszkańców [36,37]. Dane dotyczące w ystępow a­
nia zespołu Leigha w Polsce zostały ostatnio opublikowa­
ne. Wskazują one, że populacja polska (prawdopodobnie w 
ogóle słowiańska) ma swój własny wzór epidemiologiczny 
choroby mitochondrialnej, wyrażony bardzo częstym w y­
stępowaniem zespołu Leigha związanego z obecnością m u ­
tacji w genie SURF1 [23]. Uważa się, że wstępne rozpozna­
nie choroby mitochondrialnej jest bardzo trudne z powodu 
niejednoznacznego obrazu chorobowego (przyjmującego 
najróżniejsze maski dobrze znanych lekarzom chorób naby­
tych), nierównomiernego przebiegu i braku niezawodnych 
znaczników biochemicznych. Jedynym względnie częstym 
parametrem biochemicznym jest wzrost stężenia mleczanów 
w płynach ustrojowych. Jest to jednak znacznik o niskim 
stopniu wiarygodności (występuje u około 70% chorych) i 
nieswoisty (towarzyszy np. każdem u niedotlenieniu), a w 
praktyce nie jest on oznaczany rutynowo. Tabela 1 przed ­
stawia algorytm różnicowania acydemii (kwasicy) mlecza- 
nowej z uwzględnieniem zalet i pułapek interpretacyjnych.
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Tabela 1. Diagnostyka różnicow a acydem ii (kwasicy) mleczanowej*.

Identyfikacja
przyczyny

Patomechanizm** W artość w różnicow aniu, 
jednostki chorobowe

W ynik fałszywy trudności w  pobraniu krwi, użycie 
staży naczyniowej przy pobieraniu

-

Naczyniowe w strząs — utrata p ły nów /krw i, inne -

Infekcja posocznica, malaria, grzybica, inne -

Oddechowe niedotlenienie, stan astm atyczny -

Neurologiczne encefalopatia niedotlenieniow a, 
niedotlenienie okołoporodowe

-

Kardiologiczne kardiom iopatia, niew ydolność krążenia, inne -

Metaboliczne niew yrów nana cukrzyca (ketoacydoza) 
(kwasica ketonowa) 

w rodzone w ady m etabolizm u zaburzenia OXPHOS (choroba

Przewód
pokarm ow y

Nerkowe

W ątrobowe

Now otw ory
złośliwe

W pływ leków

m itochondrialna)

deficyt karboksylazy pirogronianowej

deficyt karboksykinazy
fosfoenolopirogronianow ej

deficyt kom pleksu dehydrogenazy
pirogronianowej

defekty przem ian tiam iny

GSD Ia /b
GSD III (po posiłku)

deficyt syntazy glikogenu (po posiłku)

deficyt fruktozobisfosfatazy

defekty LCFA, FAO

Acydemie (kwasice) organiczne
(MMA, PA i inne)

deficyt b iotynidazy i holokarboksylazy 

defekty cyklu Krebsa 

zespół H H H  (???)

zespół krótkiego jelita (d-mleczan)

niew ydolność nerek, kwasica kanalikow a

marskość

białaczki, ziarnica złośliwa

metform ina, alkohol, fruktoza, 
probiotyki, statyny, leki w  AIDS 

W pływ diety niedobór tiam iny

Skróty: OXPFIOS — fosforylacja oksydacyjna; LCFA - długołańcuchow e kw asy tłuszczowe; FAO — 
m itochondrialna beta-oksydacja kwasów  tłuszczowych; GSD — glikogenozy. *(wg J Leonarda, EMG m eeting 2003, 
dane niepublikowane). ** Przyczyny kumulacji kw asu m lekowego są w ieloczynnikow e i złożone; poszczególne 
m echanizm y m ogą nakładać się na siebie.

W literaturze medycznej dostępne są od pewnego czasu 
algorytmy diagnostyczne dla dorosłych i dla dzieci z po­
dejrzeniem mitochondriopatii [10], a także próby ustalenia 
prognozy u dzieci z już zdefiniowaną chorobą mitochon­
drialną [37,38], W opinii autorów szczególnie przydatna 
jest zarówno w pierwszym podejściu, jak i w  interpretacji 
wyników biopsji mięśnia, punktacja zaproponowana przez 
mitochondrialny ośrodek w Nijmegen. Została ona ostatnio 
pozytywnie zweryfikowana w praktyce [39], Na podsta­
wie analizy objawów klinicznych, badań laboratoryjnych 
i obrazowych można zakwalifikować pacjenta do różnego 
poziomu pewności rozpoznania, od mało praw dopodob­
nej choroby mitochondrialnej (1 pkt), przez możliwą (2-3 
pkt), praw dopodobną (4-7 pkt), do dobrze zdefiniowanej 
(8-12 pkt). Wśród ważnych parametrów diagnostycznych, 
poza wspomnianą wyżej acydemią (kwasicą) mleczanową,

jest obecność włókien 
RRF, obniżenie aktyw­
ności COX w mięśniu, 
czy charakterystyczny 
wynik obrazowania 
mózgu (zespół Leigha, 
zmiany udaro-podob- 
ne). Skala oceny przed­
stawiona w tabeli 2 
pozwala na wypełnie­
nie indywidualnego 
formularza chorego, 
zwiększając obiekty­
wizm interpretacji i 
wnioskowania różnico­
wego. Wykrycie m uta­
cji odpowiedzialnej za 
wystąpienie choroby 
mitochondrialnej (w 
około połowie bada­
nych przypadków) 
kończy proces dia­
gnostyczny. Niestety 
nie znamy leczenia 
przyczynowego cho­
roby mitochondrialnej. 
Meta-analiza Cochra­
ne 'a wymienia nie­
liczne nadające się do 
oceny prace, które nie 
potwierdzają skutecz­
ności stosowanych dość 
powszechnie leków 
(koenzym Q, witaminy, 
karnityna). Szczęśliwie 
nie ma też przesłanek, 
że takie postępowanie 
jest szkodliwe [41].

PODSUMOWANIE 
-  POŻĄDANE 
KIERUNKI BADAŃ

Pacjent ze zdefinio­
w aną chorobą mito­
chondrialną, u którego 

nie wykryto znanych mutacji m tDNA i nDNA, ani okre­
ślonych deficytów enzymatycznych, może uczestniczyć w 
dalszych badaniach naukowych. Zwykle pacjenci z rzad ­
kimi chorobami i ich rodziny świadom ie w nich uczestni­
czą zarów no z pow odów  osobistych, jak i solidarnościo­
wych. M etodyka poszukiw ania nowych defektów funkcji 
m itochondriów  powodujących choroby m itochondrialne 
u ludzi może być bardzo różna. Klasyczne podejście po­
lega na badaniu  sprzężeń fenotypu z genotypem  w d u ­
żych grupach osób spokrewnionych. W ymaga ono jednak 
wcześniejszej identyfikacji takich rodzin, co w polskiej po ­
pulacji zwykle nie jest możliwe. Analiza kom plem entar­
na linii kom órkow ych pochodzących od pacjentów z tym 
sam ym  deficytem jest także przydatną metodą lokalizacji 
defektu metabolicznego. M etoda ta doprowadziła, m.in., 
do wykrycia w wieloośrodkowych badaniach pierwszego
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Tabela 2. Kryteria rozpoznania choroby m itochondrialnej u dzieci wg skali Nijmegen [39].

G rupa param etrów  Param etr/ob jaw y Punktacja/
param etr

M aximum punktów  
w podgrupie A,B,C

I. Objawy kliniczne (m aksim um  A+B+C = 4 punkty)

A. Objawy ze strony m ięśni oftalm oplegia 2

tw arz m iopatyczna 1

nietolerancja w ysiłku 1 2
osłabienie m ięśniowe 1

rabdom yoliza 1

niepraw idłow y zapis EMG 1

B. Objawy ze strony opóźnienie rozwoju 1

ośrodkow ego układu u trata  nabytych umiejętności 1

nerw ow ego epizody udaro-podobne 1
2

m igrena 1

drgaw ki 1

mioklonie 1

ślepota korow a 1

objawy piram idow e 1

objawy pozapiram idow e 1

uszkodzenie pnia mózgu 1
(oddech, połykanie) 

C. Choroba w ielonarządow a układ krw iotw órczy 1

przew ód pokarm ow y 1

h o rm ony / w zrost 1
3

serce 1

nerki 1

w zrok 1

słuch 1

neuropatia 1

naw racające/rodzinne objawy 1

II. Badania metaboliczne i obrazowe (m aksim um  4 punkty) 

- t  kw as m lekow y (w ielokrotny pom iar) 2

- 1 stosunek kw asu m lekowego do pirogronow ego 1

- J alanina 2

- 1 kwas m lekow y w CSF 2 4
- 1 białko w  CSF 1

- 1 alanina w  CSF 2

- t  m etabolity cyklu Krebsa w  moczu 2

- acyduria etylom alonow a (EMA) 1

- zm iany udaropodobne w MRI głowy 1

- zespół Leigha w MRI głowy 2

- w zrost stężenia m leczanów w  MRS głowy 1

III. M orfologia m ięśnia (m aksim um  4 punkty) 

- w łókna RRF lub BRF (ang. blue ragged fibers) 4

- w łókna COX-ujemne 4

- i  reakcja barw na na COX 4 4
- i  reakcja barw na na SDH 1

Naczynia krw ionośne SD H-dodatnie 2

N iepraw idłow a u ltrastruktura  m itochondriów 2

Skala: 1 pkt: choroba m itochondrialna mało praw dopodobna; pkt 2-4: choroba m itochondrialna m ożliwa; pkt 
5-7: choroba m itochondrialna praw dopodobna; 8-12: choroba m itochondrialna zdefiniowana. MRI — rezonans 
m agnetyczny; MRS — spektroskopia rezonansu magnetycznego; COX — oksydaza cytochrom owa; SDH — 
dehydrogenaza bursztynianow a; CSF — płyn m ózgowo-rdzeniowy.

defektu składania kom pleksu IV i mutacji w genie SURF1, 
jako przyczyny zespołu Leigha z deficytem oksydazy cy- 
tochrom u c.

W badaniach nad patomechanizmem chorób mitochon­
drialnych ważną rolę odgrywają zwierzęta doświadczal­

ne z naturalnym  lub 
sztucznie wywołanym 
defektem genetycznym. 
To podejście nie zawsze 
jednak się sprawdza. 
W ywołany dośw iad­
czalnie u myszy deficyt 
białkaSurfl przypomina 
fenotyp pacjentów tyl­
ko w patologii dotyczą­
cej mięśni. Zaskakujące 
jest natomiast, że zwie­
rzęta eksperymentalne 
nie wykazują obecnych 
zawsze u człowieka 
zmian neurologicznych 
o typie zespołu Leigha. 
Co więcej, wykazano, że 
w jednym z dwóch eks­
perym entów obecność 
mutacji w  genie SURF1 
wiąże się z dłuższym 
przeżyciem (dotąd brak 
jest wytłumaczenia tego 
zjawiska) [40].

Patomechanizm, któ­
ry prowadzi do w ystą­
pienia zespołu Leigha u 
dzieci z różnymi defek­
tami OXPHOS pozosta­
je niewyjaśniony. Jest to 
fenomen obecności p ra ­
wie identycznych zmian 
patologicznych o syme­
trycznej zbliżonej loka­
lizacji, niezależnie od 
rodzaju choroby mito­
chondrialnej i jej tła m o­
lekularnego [24], Czyn­
nikiem uszkadzającym 
te same obszary mózgu 
(i w ten sam sposób) w 
zaburzeniach OXPHOS 
może być p raw dopo­
dobnie hiperwentylacja, 
alkaloza oddechowa i 
hipokapnia [17]. Wia­
domo, że także w  w a­
runkach fizjologicznych 
alkaloza oddechowa 
powoduje w yrów naw ­
cze kumulowanie kw a­
su mlekowego w płynie 
zewnątrz- i w ew nątrz ­
komórkowym. Zakw a­
szenie poprzez kum ula­

cję mleczanu może przeciwdziałać, szkodliwej dla komórek 
mózgowych, alkalizacji. Potwierdzenie hipotezy o związku 
hipokapnii z występowaniem zmian o typie zespołu Leigha 
mogłoby mieć znaczenie terapeutyczne u pacjentów z tym 
zespołem.
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Innym tematem badań powinna być ocena stopnia szko­
dliwości dwóch czynników współobecnych w  chorobie 
mitochondrialnej, czyli komórkowego niedoboru energii 
(produkcji ATP), związanego z samym defektem OXPHOS, 
oraz nadprodukcji wolnych rodników, wtórnego zjawiska 
chorobotwórczego. Można przypuszczać, że w niektórych 
chorobach mitochondrialnych, takich jak uszkodzenie w ą­
troby w zespołach deplecji mtDNA lub w zespole Leigha, 
rola tego drugiego patomechanizmu może okazać się klu­
czowa.

Dalsze intensywne badania nad przyczyną i patome- 
chanizmem chorób mitochondrialnych stwarzają szansę 
poznania w  przyszłości metod ich leczenia, a przynajmniej 
spowolnienia procesu uszkodzenia narządowego w pier­
wotnych zaburzeniach funkcji mitochondriów. Postępowa­
nie takie nie jest obecnie znane [41,42],
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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 SC 02  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

M itochondria są organellami pełniącymi kluczowe funkcje w  metabolizmie komórki. 
Obok udziału w  syntezie ATP, mitochondria odgrywają rolę wewnątrzkomórkowego 

bufora jonów wapnia oraz są miejscem wytwarzania reaktywnych form tlenu. To sprawia, 
iż organelle te są aktywnie zaangażowane w przekazywanie sygnałów chroniących komór­
ki przed uszkodzeniem. Podstawą wielu zjawisk neuroprotekcyjnych są zmiany spójności 
błon mitochondrialnych. W pracy przedstawiono, między innymi, potencjalną neuroprotek- 
cyjną funkcję mitochondrialnych kanałów jonowych.

WSTĘP

Mitochondria są organellami pełniącymi kluczowe funkcje w metabolizmie 
komórki. Obok produkcji ATP, zachodzącej na drodze fosforylacji oksydacyj­
nej z udziałem syntazy ATP, mitochondria odgrywają rolę w ew nątrzkom órko­
wego bufora jonów w apnia oraz są miejscem wytwarzania reaktywnych form 
tlenu (ROS). Istotnym czynnikiem w regulacji wspom nianych procesów jest 
gradient protonowy w poprzek wewnętrznej błony mitochondrialnej. Powsta­
je on podczas transportu elektronów przez łańcuch oddechowy oraz wskutek 
przeniesienia protonów do przestrzeni między błonowej. Ścisłe sprzężenie prze­
pływu elektronów oraz fosforylacji ADP z transportem  protonów sprawia, że 
oba procesy nie mogą zachodzić w oderwaniu od siebie, a gradient protonowy 
jest niezbędny do produkcji ATP. Ponadto, błonowy potencjał elektryczny (ATU), 
będący składową siły protonomotorycznej, stanowi siłę napędzającą transport 
jonów i metabolitów w poprzek błony wewnętrznej, regulując m. in. akumulację 
Ca2+ w mitochondriach. Proces ten katalizowany jest przez uniporter wapniowy 
wewnętrznej błony mitochondrialnej w warunkach wysokiego stężenia Ca2+ w 
cytosolu [1], Napływ jonów wapnia do macierzy mitochondrialnej może zwięk­
szać aktywność metaboliczną mitochondriów poprzez aktywację kluczowych 
enzymów regulatorowych, takich jak dehydrogenaza pirogronianowa, dehy­
drogenaza izocytrynianowa i dehydrogenaza 2-oksoglutaranowa [2]. Z drugiej 
strony jednak nadm ierna akumulacja jonów wapnia w mitochondriach prow a­
dzić może do aktywacji megakanału mitochondrialnego (PTP, ang. permeability 
transition pore), co powoduje zwiększenie przepuszczalności wewnętrznej błony 
mitochondriów, pęcznienie macierzy mitochondrialnej, a następnie przerwanie 
ciągłości błony zewnętrznej i wypływ białek apoptogennych (co stwierdzono 
z wykorzystaniem izolowanych mitochondriów) [3]. Dotychczasowe badania 
molekularnej budow y megakanału sugerują, że jest to kompleks białkowy, w 
skład którego wchodzi translokaza nukleotydów adeninowych (ANT, ang. 
adenine nucleotide translocase) obecna w błonie wewnętrznej, poryna tworząca 
w zewnętrznej błonie mitochondrialnej kanał anionowy zależny od potencjału 
(VDAC, ang. voltage dependent anion channel) oraz białko macierzy mitochon­
drialnej — cyklofilina D (CyP-D, ang. cyclophilin D). Ponadto, postuluje się, iż 
w regulacji tworzenia poru może brać udział szereg innych białek nie będących 
bezpośrednimi składnikami megakanału, m.in. anty- i proapoptotyczne białka 
z rodziny Bcl-2, mitochondrialna kinaza kreatynowa (MtCK, ang. mitochondrial 
creatine kinase), mitochondrialna heksokinaza (HK) i receptor benzodiazepinowy 
(PBR, ang. peripheral benzodiazepine receptor) [3]. Wzrost stężenia jonów wapnia 
w mitochondriach jest podstaw ow ym  czynnikiem indukującym otwarcie mega­
kanału. Procesowi temu sprzyja również obniżenie błonowego potencjału elek­
trycznego i alkalizacja macierzy mitochondrialnej [3]. Wrażliwość megakanału 
na Ca2+ wydaje się być regulowana poziomem syntezy CyP-D, co decydować 
może o różnicach tkankowych w odpowiedzi mitochondriów na jony wapniowe
[4], Wskazuje się także na rolę, jaką w modulacji indukcji PTP odgrywać mogą 
liczne szlaki sygnałowe zachodzące z udziałem kinaz oraz fosfataz. U dow od­
niono, że aktywność megakanału może być pośrednio regulowana przez kinazę 
białkową p38 aktywowaną przez mitogeny (p38 MAPK, ang. p38 mitogen-activa­
ted protein kinase), która poprzez fosforylację uniportera wapniowego, wpływa
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na homeostazę Ca2+ [3]. Zaobserwowano także, iż fosforyla­
cja poryny, zachodząca z udziałem białkowej kinazy c typu 
£ (PKCe, ang. protein kinase C e), której aktywność modulo­
wana jest przez reaktywne formy tlenu, może prowadzić do 
zaham owania indukcji PTP [5].

Reaktywne formy tlenu (ROS), w ytw arzane w mito­
chondriach, to kolejny ważny czynnik sygnałowy zaan­
gażow any w regulację metabolizm u komórki. Za główne 
miejsca w ytw arzania ROS uw aża się kom pleksy łańcucha 
oddechowego, takie jak oksydoreduktaza NADH — ubi- 
chinon (kompleks I) oraz kompleks cytochromów bc, 
(oksydoreduktaza ubichinol — cytochrom c) (kompleks 
III). W zm ożona produkcja ROS lub zaburzenia w funk­
cjonowaniu systemu przeciwutleniaczy mogą prowadzić 
do uszkodzenia struk tur kom órkowych w skutek utlenia­
nia białek, lipidów i kwasów nukleinowych. Dodatkowo 
jednak ROS mogą pełnić funkcję metabolicznych przekaź­
ników sygnałów. Liczne dane wskazują na udział ROS 
w indukcji syntezy białek poprzez aktywację czynników 
transkrypcyjnych, takich jak czynnik jądrow y NF-kB (ang. 
nuclear factor) i AP-1 (ang. activator protein-1) [6] oraz czyn­
nik indukow any hipoksją (HIF-1, ang. hypoxia inducible 
factor) [7]. Postuluje się także rolę ROS w regulacji szlaku 
sygnalizacyjnego kinazy c-jun (JNK, ang. c-Jun NH-termi­
nal kinase) oraz kinazy białkowej MAPK (ang. mitogen acti­
vated protein kinase) [6]. Wydaje się również, że stan redoks 
komórki może m odulow ać aktywność kinazy białkowej c 
(PKC, ang. protein kinase C), jak również białkowych kinaz 
tyrozynow ych oraz białkowych fosfataz tyrozynowych
[6], Na uw agę zasługuje także rola, jaką ROS odgrywają w 
inicjowaniu program owanej śmierci komórki. ROS mogą 
indukować proces apoptozy pośrednio poprzez uszkodze­
nia struk tur komórkowych, bądź uruchamiając odpow ied­
nią kaskadę przekazyw ania sygnału w komórce.

Apoptoza jest procesem fizjologicznym, umożliwiającym 
kontrolowane usuwanie komórek podczas wzrostu i różni­
cowania oraz eliminację komórek nieprawidłowych oraz już 
niepotrzebnych. Wzmożony proces programowanej śmierci 
obserwowany w stanach patologicznych, takich jak choroby 
autoimmunizacyjne czy schorzenia neurozwyrodnieniowe 
wiąże się natomiast z przesunięciem równowagi w kierun­
ku niekontrolowanego usuw ania komórek. Badania ostat­
nich lat bezspornie pokazują, że mitochondria odgrywają 
istotną rolę w procesie apoptozy. Uwolnienie do cytosolu 
AIF (ang. apoptosis inducing factor) oraz endonukleazy G, a 
także apoptogennych białek mitochondrialnej przestrzeni 
między błonowej, takich jak cytochrom c, białko Smac/DIA­
BLO (ang. second mitochondria-derived activator of caspases/di- 
rect IAP binding protein with low pi), proteaza O m i/H trA 2 
(ang. high temperature requirement protein A2), jest bowiem 
czynnikiem warunkującym kluczowy etap programowanej 
śmierci komórki, a mianowicie aktywację kaspaz. Proces 
ten zapoczątkowuje aktywacja prokaspazy-9, zachodząca w 
apoptosomie utworzonym  przy udziale cytochromu c, biał­
ka adpatorowego Apaf-1 (ang. apoptosis protease-activating 
factor 1) oraz ATP/dATP. Wyzwolenie kaskadowej reakcji 
kaspaz efektorowych możliwe jest natomiast dzięki oddzia­
ływaniu białek Smac/DIABLO oraz O m i/H trA 2  z cytosolo- 
wymi inhibitorami apoptozy (IAP, ang. inhibitory apoptosis 
protein). Dodatkowo, przeniesienie białka AIF oraz endonu-
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kleazy G do jądra komórkowego prowadzi do degradacji 
DNA, zachodzącej niezależnie od kaspaz [8].

Molekularny mechanizm uprzepuszczalnienia błon 
mitochondrialnych, prowadzący do przemieszczenia bia­
łek apoptogennych do cytosolu, nadal pozostaje w  sferze 
hipotez. Wydaje się, że przebieg procesu uw alniania cy­
tochromu c z mitochondriów zależeć może od typu ko­
mórek, rodzaju czynnika proapoptotycznego, jak również 
stanu bioenergetycznego komórki. Proponuje się kilka m o­
deli opisujących mechanizm zachodzenia tego zjawiska. 
W procesie apoptozy przebiegającym na drodze zależnej 
od jonów wapnia kluczową rolę przypisuje się mitochon- 
drialnemu megakanałowi (PTP) [3]. Wzrost stężenia Ca2+ 
indukuje otwarcie PTP, co prow adzi do uprzepuszczal­
nienia błony wewnętrznej, a w preparacie wyizolowanych 
z tkanki mitochondriów, także ich pęcznienia, rozerwania 
błony zewnętrznej i w ypływ u białek mitochondrialnych. 
Dane doświadczalne wskazują także na udział proapop- 
totycznych białek z rodziny Bcl-2 w regulacji megakanału. 
Zaobserwowano, między innymi, iż nadekspresja genu ko­
dującego białko Bax w komórkach Jurkat indukuje śmierć 
ham owaną przez inhibitor megakanału — cyklosporynę A 
(CsA). Istnieją również doniesienia wskazujące na bezpo­
średnie oddziaływanie białka Bax ze składnikami mega­
kanału — translokazą nukleotydów adeninowych oraz 
poryną [3]. Oddziaływania te m odulują aktywność PTP w 
sposób zależny od CsA i białek antyapoptotycznych Bcl-2 
i B c l ^ . Odmienny mechanizm uwalniania cytochromu c 
z mitochondriów proponuje się dla szlaku transdukcji sy­
gnału apoptotycznego niezależnego od Ca2+. Model ten za­
kłada, iż kluczową rolę w uprzepuszczalnieniu zewnętrznej 
błony mitochondrialnej odgrywają białka z rodziny Bcl-2. 
Sugeruje się, że białka Bax i Bak w wyniku oligomeryzacji 
indukowanej przez białko t-Bid, mogą w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej formować pory, przez które dochodzi do 
wypływ u białek apoptogennych z przestrzeni międzybło- 
nowej [3]. Zaobserwowano także, że oligomeryczna forma 
białka Bax może oddziaływać z translokazą nukleotydów  
adeninowych lub poryną, generując pow staw anie kanałów 
o dużym  przewodnictwie [3], Wyniki ostatnich badań po­
kazują również, że procesowi uwalniania cytochrom u c z 
mitochondriów towarzyszyć może reorganizacja grzebieni 
mitochondrialnych. Czynnikiem inicjującym zm iany orga­
nizacji błony wewnętrznej wydaje się być białko tBid, które 
poprzez oddziaływania z kardiolipiną, prowadzić może do 
zmian przepuszczalności wewnętrznej błony m itochondrial­
nej, wzrostu produkcji ROS, i w konsekwencji, utleniania li­
pidów [9]. Zmiana struktury grzebieni mitochondrialnych 
podlegająca dodatkowo kontroli białek zaangażow anych w 
fuzję i fragmentację mitochondriów, m.in. O p a l (ang. Optic 
atrophia 1) i D rp l, umożliwia mobilizację puli cytochromu c 
związanego z miejscami kontaktowymi oraz zamkniętego 
w obrębie grzebieni mitochondrialnych [10,11],

Obok utraty spójności błon mitochondrialnych, w p ro ­
cesie apoptozy obserwuje się także liczne zm iany m eta­
bolizmu mitochondriów, poprzedzające śmierć komórki. 
Jednym z pierwszych sygnałów pojawiających się na dro ­
dze przekazywania sygnału apoptotycznego jest obniże­
nie elektrycznego potencjału błonowego. Przypuszcza się, 
że spadek AT* może być wynikiem otwarcia megakanału,
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choć nie wyklucza się także scenariusza odwrotnego, w 
którym to depolaryzacja błony, indukow ana m. in. zabu­
rzeniami transportu elektronów w łańcuchu oddechowym 
lub zwiększoną przepuszczalnością błony wewnętrznej dla 
protonów, prowadzić może do aktywacji PTP. Zjawiskiem 
towarzyszącym procesowi apoptozy jest również w zm ożo­
na synteza ROS, za którą może odpowiadać zahamowanie 
szybkości oddychania lub wzrost stężenia Ca2+ w macierzy 
mitochondrialnej.

Neurony to komórki szczególnie narażone na działanie 
licznych czynników uszkadzających. Zablokowanie prze­
pływ u krwi, a zatem deficyt tlenu i glukozy prowadzi nie­
uchronnie do powstania zmian nekrotycznych w obrębie 
obszaru niedokrwienia mózgu. Dodatkowo, niedobór tlenu 
w sąsiadującym z rdzennym  obszarem udaru  półcieniu, 
powoduje zwiększone wydzielanie kwasu glutaminowego, 
aktywację receptorów glutaminergicznych, a co za tym idzie 
— napływ jonów wapniowych do wnętrza neuronów. N ad ­
mierna akumulacja Ca2+ w cytoplazmie stanowi natomiast 
czynnik wyzwalający proces apoptozy komórek nerwo­
wych. Toksyczność pobudzeniowa, indukow ana nadm ia­
rem neuroprzekaźnika, towarzyszy także wielu chorobom 
neurologicznym, takim jak choroba H untingtona i stw ard ­
nienie zanikowe boczne.

Bezsprzeczny udział mitochondriów w przekazywaniu 
sygnału apoptotycznego sprawia, że badania ostatnich lat 
koncentrują się wokół poszukiwania strategii neuropro- 
tekcyjnych, których bezpośrednim obiektem działania by­
łyby mitochondria. Oprócz prób wykorzystania substancji 
chemicznych w celu zablokowania megakanału mitochon­
drialnego, sugeruje się zasadność terapii z wykorzystaniem 
związków przeciwutleniających lub regulację poziomu ROS 
na drodze aktywacji mitochondrialnych białek rozprzęga- 
jących. Postuluje się również potencjalną cytoprotekcyjną 
rolę mitochondrialnych kanałów potasowych. Dodatkowo,

Rycina 1. M itochondrialne białka regulujące przepuszczalność blon m itochon­
drialnych: UCP — białko rozprzęgające, PTP — m egakanał m itochondrialny, 
YDAC — poryna m itochondrialna.

interesujący obiekt badań stanowią białka zaangażowane 
w regulację fuzji i fragmentacji mitochondriów, procesów, 
które obok kontroli kształtu i aktywności metabolicznej mi­
tochondriów, wydają się grać istotną rolę w  procesie apop­
tozy (Ryc. 1).

BIAŁKA REGULUJĄCE PROCES FUZJI/
FRAGMENTACJI MITOCHONDRIÓW

Fuzja i fragmentacja mitochondriów to procesy prow a­
dzące do formowania i rozpadu sieci mitochondrialnych w 
komórce. Stabilizacja struktury mitochondriów, w arunko­
w ana utrzymaniem równowagi pomiędzy zachodzeniem 
obu zjawisk, podlega ścisłej kontroli i regulacji przez sze­
reg białek zlokalizowanych zarówno w cytoplazmie, jak i 
w mitochondriach. Jak dotąd w komórkach ssaków ziden­
tyfikowano trzy białka zaangażowane w proces fuzji mi­
tochondriów. Należą do nich błonowe GTPazy, takie jak 
M fnl (ang. mitofusin 2) i Mfn2 (ang. mitofusin 2), obecne w 
zewnętrznej błonie mitochondrialnej, oraz O pal zlokalizo­
w ana w przestrzeni międzybłonowej [12]. Spośród białek 
regulujących proces fragmentacji mitochondriów należy 
wymienić białko zewnętrznej błony mitochondrialnej, Fisi, 
oraz białka cytosolowe, GTPazę D rp l (ang. dynamin-related 
GTPase) oraz endofilinę BI [12]. Badania ostatnich lat poka­
zują, że białka odpowiedzialne za procesy fuzji/fragm en­
tacji m itochondriów mogą również brać udział w regulacji 
sygnału apoptotycznego, co sugerowałoby potencjalną za­
leżność między zmianami morfologicznymi mitochondriów 
a śmiercią komórki [13]. Zaobserwowano m.in., że w budo­
w aniu aktywnego białka Bax do zewnętrznej błony mito­
chondrialnej towarzyszy fragmentacja mitochondriów [14] 
i zahamowanie procesu fuzji [15]. Postuluje się, że zmiany 
morfologii mitochondriów indukowane procesem fuzji sta­
nowić mogą czynnik utrudniający wbudowanie oligome­
rów Bax/Bak do zewnętrznej błony mitochondrialnej [14]. 
W ykazano ponadto, iż w miejscach w których dochodzi do 
fragmentacji mitochondriów, białko D rp l współwystępuje 
w błonie zewnętrznej z białkami Bax i Mfn2 [16].

Wyniki badań przeprowadzonych na komórkach HeLa 
pokazały, że wyciszenie genu kodującego białko Fisi lub 
D rpl hamuje apoptozę indukow aną staurosporyną (STS), 
aktynomycyną D czy czynnikiem Fas [13]. Rola w spom nia­
nych białek w przekazywaniu sygnału apoptotycznego 
wydaje się być jednak różna. Postuluje się, że etapem klu­
czowym dla aktywności białka Fisi w apoptozie jest faza 
poprzedzająca transport białka Bax do mitochondriów, 
podczas gdy aktywność D rpl próbuje się wiązać z fazą w y­
pływu cytochromu c do przestrzeni międzybłonowej [13], 
Ponadto, zaobserwowano, że wzmożona fuzja mitochon­
driów może być czynnikiem sprzyjającym przeżywaniu 
komórek. Wzrost aktywności białka Mfn2 prowadzi do za­
ham owania aktywacji białka Bax i uwalniania cytochromu c 
z mitochondriów [17].

Neurony są komórkami szczególnie wrażliwymi na 
zmiany struktury mitochondriów. Znane są przynajmniej 
dwie choroby neurozwyrodnieniowe wywołane mutacja­
mi w  genach kodujących białka regulujące proces fuzji i 
fragmentacji mitochondriów. Mutacje w  genie OPA1 odpo­
wiadają za rozwój choroby zwanej atrofią wzrokową typu I
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[18]. Punktowe mutacje w  genie Mfn2 są natomiast główną 
przyczyną choroby neurozwyrodnieniowej Charcot-Marie- 
Tooth typu 2, prowadzącej do zaniku aksonów nerwów 
obwodowych [19]. Zaobserwowano także, że białko Mfn2 
jest niezbędne dla prawidłowego rozwoju móżdżku, w tym 
głównie dla komórek Purkinjego [20]. Komórki Purkinjego 
pozbawione genu Mfn2 charakteryzują się uboższą siecią 
połączeń kolateralnych, mniejszą gęstością kolców dendry- 
tycznych i dramatycznie obniżoną przeżywalnością. Zmia­
nom morfologii neuronów towarzyszą również zaburzenia 
ultrastruktury i dystrybucji m itochondriów oraz spadek ak­
tywności kompleksów łańcucha oddechowego [20], Ponad­
to zaobserwowano, że proces fragmentacji mitochondriów 
stanowi jeden z pierwszych etapów apoptozy zachodzącej 
w neuronach zarówno in vitro [21-23], jak i in vivo [21], Do­
świadczenia przeprow adzone z użyciem neuronalnych ho­
dowli pierwotnych wykazały, że wzm ożona synteza białek 
biorących udział w  procesie fuzji mitochondriów skutecz­
nie hamuje apoptozę komórek nerwowych. Pokazano m.in., 
że wzrost aktywności białka Mfn2 prowadzi do ochrony 
komórek ziarnistych m óżdżku w w arunkach stresu oksy­
dacyjnego, bądź uszkodzenia DNA indukowanego inhibi­
torem topoizomerazy, kamptotecyną [22], Neuroprotekcyj- 
ny efekt wzmożonej syntezy Mfn2 obserwowano również 
w hodowli pierwotnej neuronów kory mózgowej poddanej 
działaniu tlenku azotu, rotenonu i (3 amyloidu [21]. W obu 
modelach obserwowano wyraźne zahamowanie fragmenta­
cji mitochondriów, co wskazuje na istotną rolę tego procesu 
w przekazywaniu sygnału apoptotycznego w neuronach. 
Co więcej, podobny efekt uzyskany w doświadczeniach z 
zastosowaniem komórek nerwowych pozbawionych genu 
kodującego D rpl sugeruje, że właśnie to białko może być 
bezpośrednio zaangażowane w proces fragmentacji mito­
chondriów indukow any czynnikiem apoptotycznym [23]. 
Mechanizm ochrony, wywołany nadekspresją genu kodują­
cego Mfn2, próbuje się dodatkowo wiązać z funkcją sygna­
łową tego białka. Wyniki badań Johani-Asl i wsp. dowiodły 
bowiem, że zm utowane białko Mfn2 zdolne do wiązania 
nukleotydów, ale pozbawione aktywności hydrolitycznej, 
indukując podobny poziom fuzji mitochondriów, co białko 
typu dzikiego, wykazuje jednocześnie dużo większe dzia­
łanie neuroprotekcyjne. Sugeruje się więc, że stan nukle- 
otydowy Mfn2, determinując oddziaływania z innymi biał­
kami zewnętrznej błony mitochondrialnej, może stanowić 
czynnik krytyczny dla przeżywalności neuronów. Hipotezę 
tę wydają się potwierdzać dane pokazujące, iż forma białka 
Mfn2 związana z GTP nie oddziałuje z oligomerami Bax/ 
Bak w budow yw anym i w błonę zewnętrzną we wczesnym 
etapie apoptozy [17].

MEGAKANAŁ MITOCHONDRIALNY

Wzrost stężenia jonów wapnia w  cytoplazmie neuronów 
towarzyszy wielu procesom patologicznym, takim jak udar 
mózgu i neurozwyrodnienie. W tych warunkach rola mi­
tochondriów jako wewnątrzkom órkowych buforów Ca2+ 
wydaje się być szczególnie istotna. Z drugiej strony jednak 
nadm ierna akumulacja Ca2+ w mitochondriach prowadzi 
do indukcji PTP i śmierci komórki. Jako jedną ze strategii 
neuroprotekcyjnych proponuje się więc zastosowanie sub­
stancji chemicznych hamujących aktywność megakanału. 
Megakanał mitochondrialny to kompleks białkowy odgry­
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wający kluczową rolę w mechanizmie uprzepuszczalnienia 
zewnętrznej błony mitochondriów podczas apoptozy za­
chodzącej na drodze zależnej od Ca2+. Wrażliwość PTP na 
wzrost stężenia jonów wapniowych w macierzy mitochon- 
drialnej jest zróżnicowana tkankowo i zależy od poziomu 
syntezy jednego ze składników megakanału — cyklefiliny 
D (CyP-D) [4,24], Cyp-D jest izomerazą peptydylo-prolino- 
wą cis-trans zlokalizowaną w  macierzy mitochondrialnej. 
Białko to uwrażliwia megakanał na aktywację Ca2+ [24 i sta­
nowi specyficzne miejsce wiązania cyklosporyny A (CsA), 
immunosupresyjnego cyklicznego oligopeptydu hamujące­
go aktywność PTP [25].

Wyniki badań prowadzonych na hodowlach pierwot­
nych dowiodły, że zastosowanie CsA prowadzi do cchro- 
ny neuronów w warunkach toksyczności pobudzeniowej 
indukowanej glutaminianem [26] i NMDA [27], Wykazano, 
że CsA poprzez hamowanie depolaryzacji wewnętrznej bło­
ny mitochondrialnej, zapobiega spadkowi poziomu ATP, 
blokuje wzrost produkcji ROS i śmierć komórki [26,27]. Po­
dobne wyniki uzyskano także w doświadczeniach in vivo 
[28,29] choć tu stopień neuroprotekcji uzależniony był od 
dawki i drogi podania leku immunosupresyjnego. Ponad­
to, słaba przenikalność przez barierę krew -m ózg oraz neu ­
rotoksyczność wysokich stężeń CsA sprawiają, że otecnie 
duże zainteresowanie wzbudzają jej analogi, takie jak N- 
Me-Val 4-cyclosporin A [30], NIM811 i UNIL025 [31], nie 
mające właściwości immunosupresyjnych.

Wyniki badań prowadzonych w ostatnich latach ooka- 
zały, że w porównaniu z mitochondriami serca czy wątro­
by, mitochondria mózgowe cechuje wysoka odporneść na 
indukcję megakanału jonami wapniowymi, a poziom CyP- 
D jest dużo niższy niż w innych tkankach [4], Podobne za­
leżności obserwowano także w obrębie mózgu. Wykazano, 
między innymi, że mitochondria synaptyczne kory mózgo­
wej charakteryzujące się wysokim poziomem syntezy CyP- 
D są dużo bardziej wrażliwe na wzrost stężenia Ca2+ w m a­
cierzy mitochondrialnej niż mitochondria z obszarów poza- 
synaptycznych [32]. Bezpośrednich dow odów  na istnienie 
związku pomiędzy poziomem CyP-D a zdolnością mito­
chondriów do akumulacji Ca2+ dostarczyły doświadczenia 
przeprowadzone na myszach transgenicznych pozbawio­
nych genu Ppif kodującego CyP-D [24]. Indukcja PTP w 
mitochondriach myszy knock-out wymagała zastosowania 
dwukrotnie wyższych stężeń Ca2+ w porównaniu z aktywa­
cją megakanału mitochondriów myszy typu dzikiego. Do­
datkowo proces ten był niewrażliwy na CsA. Brak CyP-D 
nie wpływał natomiast na stan bioenergetyczny mitochon­
driów o czym świadczyć może niezmieniona szybkość od ­
dychania w warunkach stymulacji ADP lub rozprzęgaczem 
[24], Regulacja poziomu CyP-D w komórce wydaje się więc 
być atrakcyjną strategią neuroprotekcyjną.

Ostatnio wykazano, że wyłączenie genu Ppif prowadzić 
może do ochrony neuronów w różnych modelach śmierci 
komórkowej. Zaobserwowano, iż pozbawienie myszy genu 
kodującego CyP-D znacznie obniża stopień uszkodzenia 
mózgu w warunkach niedotlenienia/reperfuzji [33]. Po­
nadto, doświadczenia z zastosowaniem eksperymentalne­
go modelu stwardnienia rozsianego dow odzą roli, jaką w 
rozwoju tego schorzenia odgrywa, indukow ana Ca2+, akty­
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wacja megakanału mitochondrialnego [34], U myszy Ppif'f, 
mimo rozwoju klinicznych sym ptom ów EAE, wywołanych 
procesami zapalnymi, dużo szybciej w porównaniu do m y­
szy typu dzikiego obserwowano zanik objawów i znaczną 
poprawę stanu ogólnego. Wykazano również wyraźne za­
hamowanie procesów neurozwyrodnieniowych prow adzą­
cych do uszkodzenia i redukcji gęstości aksonów w rdzeniu 
kręgowym, jak i wzrost odporności mitochondriów na ROS 
i Ca2+ [34],

BIAŁKA ROZPRZĘGAJĄCE

Białka rozprzęgające (UCP, ang. uncoupling proteins) to 
rodzina białek wewnętrznej błony mitochondrialnej, pełnią­
cych funkcję transporterów anionów. Ich fizjologiczna rola 
w metabolizmie energetycznym mitochondriów wydaje się 
polegać na transporcie H + do wnętrza macierzy mitochon­
drialnej, co stanowi mechanizm biernego „przecieku" pro­
tonów odpowiedzialnego za 10-27% spoczynkowego zuży­
cia tlenu. Do tej pory zidentyfikowano pięć białek UCP. Po 
raz pierwszy opisane w brunatnej tkance tłuszczowej, UCP-1 
odpowiada za termogenezę bezdrżeniową i produkcję cie­
pła u noworodków oraz praw dopodobnie bierze udział w 
odpowiedzi dorosłych na stres związany z niską tem pera­
turą. Białko UCP-3 występuje w mięśniach szkieletowych, 
mięśniu sercowym oraz brunatnej tkance gryzoni. UCP-2, 
obecne w większości tkanek, zidentyfikowane zostało w 
układzie nerwowym, gdzie obecne są także dw a inne specy­
ficzne dla mózgu białka rozprzęgające: UCP-4 oraz UCP-5, 
zwane także BMPC-1 (ang. brain mitochondrial carrier protein- 
1) [35].

W literaturze istnieją dwie hipotezy wyjaśniające mecha­
nizm transportu protonów przez białka UCP. Jedna z nich 
opiera się na założeniu, że białko rozprzęgające może two­
rzyć w błonie wewnętrznej mitochondriów kanał anionowy 
transportujący kwasy tłuszczowe wraz z protonami [36], 
Dodatkowo nie wyklucza się także roli, jaką w tym procesie 
odgrywać mogą translokaza nukleotydów adeninowych, 
przenośnik asparginian/glutam inian [37], czy przenośnik 
kwasów dikarboksylowych [38], Druga hipoteza zakłada 
natomiast przemieszczanie kwasów tłuszczowych w obrę­
bie błony i udział UCP w transporcie anionowej formy kw a­
su tłuszczowego.

Niezależnie od mechanizmu transportu H + do wnętrza 
mitochondriów, proces ten prowadzi do rozprzężenia fos­
forylacji oksydacyjnej i spadku elektrycznego potencjału 
błonowego. Podczas gdy całkowite i długotrwałe rozprzę­
żenie mitochondriów prowadzi do zaburzenia metabolizmu 
energetycznego komórki, przejściowy napływ protonów do 
wnętrza macierzy mitochondrialnej stanowić może czynnik 
regulujący zarówno akumulację Ca2+ w mitochondriach, jak 
i produkcję ROS. Badania ostatnich lat pokazują, iż krótka 
ekspozycja komórek na egzogenne czynniki rozprzęgające, 
takie jak FCCP czy DNP prowadzić może do neuroprotekcji 
w modelu toksyczności pobudzeniowej indukowanej glu­
taminianem [39] lub w warunkach pozbawienia tlenu i glu­
kozy [40]. Dodatkowych danych dostarczają eksperymenty 
in vivo. Zaobserwowano, między innymi, iż systemowe po­
danie DNP w istotny sposób zmniejsza rozmiary uszkodze­
nia mózgu w modelu niedotlenienia/reperfuzji [41] oraz
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aktywacji receptorów NMDA kwasem kwinolinowym [42]. 
Doświadczenia przeprow adzone z użyciem mitochondriów 
izolowanych z mózgu poddanego działaniu DNP dowodzą, 
że mechanizm cytoprotekcji indukowanej przez substancję 
rozprzęgającą polega w głównej mierze na zahamowaniu 
akumulacji jonów wapniowych w mitochondriach i obniże­
niu poziomu ROS [41].

Pojawienie się danych wskazujących na neuroprotekcyjną 
rolę egzogennych protonoforów sprawiło, że również endo­
genne białka rozprzęgające UCP wydały się ciekawym obiek­
tem badawczym w kontekście zjawiska cytoprotekcji. Do­
świadczenia, w  których stosowano hartowanie niedotlenie­
niem (IPC, ang. ischemic preconditioning) polegające na krót­
kotrwałym epizodzie niedotlenienia chroniącym mózg przed 
następnym długotrwałym pozbawieniem tlenu, wykazały, 
że zjawisku temu towarzyszy wzrost syntezy białka UCP- 
2 w mózgu [40], Autorzy postulują potencjalna rolę UCP-2 
w regulacji stanu redoks komórki, który poprzez aktywację 
czynników transkrypcyjnych, takich jak NF-kB lub AP-1, 
wpływać może na poziom syntezy białek zaangażowanych 
w proces neuroprotekcji, m. in. dysmutazy ponadtlenkowej 
i Bcl-2 [40]. Pokazano także, że czynnikiem modulującym 
poziom UCP-2 może być dieta. U szczurzych noworodków 
karmionych wysokotłuszczowym mlekiem matki obserwo­
wano wysoki poziom UCP-2 w mózgu, który pozytywnie 
harmonizował z odpornością zwierząt na uszkodzenie neu­
ronów układu limbicznego, indukowane kwasem kainowym
[43]. Zaobserwowano także, że wzmożona synteza UCP-2 w 
hodowlach pierwotnych kory mózgowej inkubowanych w 
warunkach pozbawionych tlenu i glukozy hamuje aktywa­
cję kaspazy 3, prowadząc tym samym do ochrony neuronów 
[40]. Podobne obserwacje pochodzą z doświadczeń prowa­
dzonych na myszach zdolnych do wzmożonej syntezy UCP- 
2, u których operacyjnie dokonywano uszkodzenia kory 
śród węchowej. W porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi, 
u myszy transgenicznych obserwowano wyraźnie niższy po­
ziom aktywacji kaspazy 3 [44]. Ponadto, neuroprotekcyjne- 
go efektu wzmożonej syntezy UCP-2 dowiedziono in vivo w 
eksperymentalnym modelu udaru mózgu, wywołanym za­
mknięciem środkowej aorty mózgowej (MCAO, ang. middle 
cerebral artery occlusion) [40], jak również w modelu choroby 
Parkinsona indukowanej MPTP [45]. Przeprowadzone do­
świadczenia wykazały, że wzrostowi przeżywalności neu­
ronów towarzyszył obniżony poziom peroksydacji lipidów 
i karbonylacji białek, jak również zahamowanie produkcji 
ROS. Wydaje się więc, że neuroprotekcja, wynikająca z przej­
ściowego rozprzężenia mitochondriów zachodzącego na 
drodze aktywacji UCP-2, wiąże się bezpośrednio z regulacją 
poziomu ROS w  komórce.

MITOCHONDRIALNE KANAŁY POTASOWE

Badania ostatnich lat wskazują na rolę jaką w zjawisku 
cytoprotekcji odgrywać mogą kanały potasowe zlokalizo­
wane w wewnętrznej błonie mitochondriów. Mimo że fi­
zjologiczna rola mitochondrialnych kanałów potasowych 
nadal pozostaje nie do końca poznana, wiadomo, iż mogą 
one brać udział w regulacji objętości mitochondriów, poten­
cjału elektrycznego, a co za tym idzie — szybkości oddy ­
chania, produkcji ROS i akumulacji Ca2+ w macierzy mito­
chondrialnej. Wykazano także, że napływ jonów potasu do
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wnętrza mitochondriów prowadzi do ochrony komórek w 
różnych modelach śmierci. Sugeruje się, że aktywacja mito­
chondrialnych kanałów potasowych poprzez wzrost objęto­
ści macierzy mitochondrialnej może korzystnie wpływać na 
gospodarkę energetyczną komórki. Ponadto, przypuszcza 
się, iż wzmożony transport K+ do mitochondriów powodo­
wać może zahamowanie akumulacji jonów wapniowych w 
macierzy mitochondrialnej, chroniąc tym samym komórkę 
przed aktywacją megakanału. Dodatkowo, nie wyklucza 
się także roli jaką w mechanizmie cytoprotekcji odgrywać 
mogą ROS (Ryc. 2).

MITOCHONDRIALNY KANAŁ 
POTASOWY REGULOWANY ATP

Mitochondrialny kanał potasowy regulowany ATP (mi- 
toKATp), zidentyfikowany został w wewnętrznej błonie mi­
tochondriów wątroby [46], serca [47], mięśni szkieletowych 
[48] i mózgu [49], Budowa molekularna kanału mitoKATp, 
choć nie do końca poznana, wydaje się być zbliżona do 
struktury kanału KATp z błony plazmatycznej, utworzonego 
przez podjednostknostki Kir 6.x -tworzące por kanału oraz 
podjednostki regulatorowe SUR, będące receptorami sul- 
fonomoczników. Próby identyfikacji izoform podjednostki 
Kir i SUR kanału mitoKATp z mózgu pokazały, iż w mito- 
chondriach obecne jest zarówno białko Kir 6.1, jak i Kir6.2, 
SUR1 oraz SUR2. Wydaje się jednak, że izoformami domi­
nującymi w mitochondriach mózgu są prawdopodobnie 
Kir6.1 i SUR2 [50],

W w arunkach  fizjologicznych kanał m itoK ATp, podob­
nie jak kanał KATp obecny w błonie plazm atycznej, akty­
w ow any jest p rzez GTP i GDP, a ham ow any przez ATP. 
ADP i długołańcuchow e estry CoA aktyw ujące kanał 
KATp z  błony plazmatycznej pow odują  natom iast zaham o­
w anie aktywności kanału mitoKATp. A ktyw ność kanału 
mitoKATp może być rów nież m odulow ana na szlaku p rze­
kazyw ania sygnału z udziałem  kinaz białkowych, m.in. 
PKC. O bserw uje się także aktywację kanału  mitoK ATp pod 
w pływ em  anionorodnika ponadtlenkow ego i nadtleno- 
azo tynu  [50].

Oba typy kanałów regulowane są przez grupę związków 
farmakologicznych, wśród których wyróżnić można akty­
watory kanałów potasowych (ang. potassium channels ope- 
ners), m.in. kromakalimę i diazoksyd oraz inhibitory, w tym 
pochodne sulfonomocznika, takie jak glibenklamid [50], 
Mimo podobnej farmakologii, kanały te cechuje różna wraż­
liwość na te same stężenia modulatorów. Pokazano m.in., 
że powinowactwo diazoksydu do kanału mitoKATP jest 
znacznie wyższe niż do kanału KATp z błony plazmatycznej. 
W iadomo także, że wrażliwość podjednostek SUR kanału 
mitoKATp na pochodne sulfonomocznika jest niższa w po­
równaniu z receptorami SUR z błony plazmatycznej. Znany 
jest również selektywny aktywator mitoKATp — BMS191095, 
jak również specyficzny inhibitor tego kanału — kwas 5-hy- 
droksydekanowy [50].

Kluczowe znaczenie w badaniach nad potencjalną rolą 
kanałów mitoK w zjawisku cytoprotekcji miało odkry­
cie pokazujące, że substancje zwiększające napływ jonów 
potasu do mitochondriów prow adzą do ochrony mięśnia

Rycina 2. M itochondrialne kanały potasowe: mitoKATp — kanał potasow y regulo­
w any ATP, mitoBKCa — kanał potasow y o dużym  przew odnictw ie, aktyw ow any 
jonami w apnia, K vl.3 — kanał potasow y regulow any potencjałem błonowym , 
TWIK — kanał potasow y „dw upasm ow y"

sercowego w wielu modelach niedotlenienia. Ponadto, w y­
kazano, że 5-HD, inhibitor kanału mitoKATp, hamuje efekt 
ochronny, indukowany procesem hartowania niedotlenie­
niem [51]. Dane te sugerują więc udział kanałów mitoKATp 
w mechanizmie IPC, wskazując dodatkowo na rolę jaką w 
naśladowaniu tego procesu odgrywać mogą substancje far­
makologiczne modulujące aktywność mitoKATp.

Wstępne dane wskazujące na neuroprotekcyjne działanie 
aktywatorów kanału mitoKATp, pochodzą z doświadczeń 
prowadzonych in vivo na noworodkach świń poddaw a­
nych globalnemu niedotlenieniu. Zastosowanie diazoksydu 
hamowało uszkodzenie neuronów, a efekt ten blokowany 
był przez 5-HD, inhibitor kanału mitoK p. Udowodniono 
także, że diazoksyd skutecznie zmniejsza obszar martwicy 
mózgu u myszy i szczurów poddanych zamknięciu tętnicy 
środkowej mózgu, jak również u noworodków szczurzych 
w modelu hipoksji — niedokrwienia. W obu układach do­
świadczalnych obserwowano wyraźne odwracanie efektu 
diazoksydu przez 5-HD [50].

Podobne wyniki uzyskano także w doświadczeniach 
in vitro prow adzonych z użyciem hodowli pierwotnych 
komórek z mózgu. Wykazano, iż aktywacja kanału mito- 
KATp prow adzi do ochrony neuronów  hipokam pa szczura 
w w arunkach chemicznej hipoksji, jak rów nież apoptozy 
indukowanej staurosporyną. Zjawisku cytooprotekcji to­
warzyszyło zaham ow anie transportu  białek Bax do m i­
tochondriów oraz wzrost syntezy białka Bcl-2 we frakcji 
mitochondrialnej [52], Neuroprotekcyjny efekt diazoksy­
du obserw ow ano także w m odelu apoptozy indukowanej 
stresem oksydacyjnym [53]. Preinkubacja neuronów  ziar­
nistych m óżdżku ze 100 gM diazoksydem  prow adziła do 
spadku aktywności kaspazy 3, stabilizacji elektrycznego 
potencjału błonowego mitochondriów i w rezultacie — do 
wzrostu przeżywalności komórek. Ostatnio proponuje się 
również udział kanału mitoKATD w ochronie neuronów  w

ATP

m odelu dośw iadczalnym  choroby Parkinsona [54], Po­
kazano, że diazoksyd, w sposób zależny od stężenia (1- 
300 gM), chronił komórki PC12 poddane działaniu roteno- 
nu, inhibitora kompleksu I łańcucha oddechowego. Efekt 
ten odw racany był przez 5-HD, podczas gdy HMR-1098, 
selektywny inhibitor kanału K z błony plazmatycznej, 
pozostawał bez w pływ u na przeżywalność komórek.
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Dodatkowo, badania ostatnich lat pokazują, że opóźnio­
ne hartowanie diazoksydem (ang. delciyed plmrmacological 
preconditioning) skutecznie zmniejsza wrażliwość komórek 
na czynniki uszkadzające, indukując długotrwały efekt 
neuroprotekcyjny. Wykazano, między innymi, że godzinna 
inkubacja neuronów korowych z 500 lub 750 gM diazoksy­
dem  powtarzana przez trzy kolejne dni przed pozbawie­
niem komórek tlenu i glukozy w istotny sposób zwiększa 
przeżywalność neuronów [55]. Ochronne działanie diazok- 
sydu znoszone było przez 5-HD, nie obserwowano nato­
miast hamowania neuroprotekcji przez glibenklamid, po­
chodną sulfonomocznika, oddziałującą zarówno z kanałem 
mitoKA |p, jak i jego odpowiednikiem z błony plazmatycznej. 
Co ciekawe, zastosowanie 500 gM diazoksydu w modelu 
toksyczności pobudzeniowej indukowanej glutaminianem 
prowadziło do ochrony neuronów kory mózgowej szczura, 
a efekt ten był niewrażliwy na 5-HD [56]. W świetle danych 
literaturowych, wskazujących na niespecyficzne działanie 
diazoksydu, takie jak hamowanie dehydrogenazy burszty- 
nianowej, syntazy ATP, jak również działanie rozprzęga­
jące, zastosowanie wysokich stężeń aktywatora, zdaje się 
sugerować, że obserwowany mechanizm neuroprotekcji 
może być częściowo niezależny od aktywacji kanału mito- 
K XTp. Postuluje się więc wpływ diazoksydu na aktywność 
kompleksu II łańcucha oddechowego. Hipotezę tę dodatko­
wo potw ierdza fakt, iż podobny efekt ochronny uzyskano 
przy użyciu 3-nitropropionianu, inhibitora dehydrogenazy 
bursztynianowej [55], a inkubacji komórek z diazoksydem 
towarzyszył wzrost produkcji ROS [55,56].

Zastosowanie BMS191095, specyficznego aktywatora 
kanału mitoKA|I„ pokazało, że napływ jonów potasu do 
w nętrza macierzy mitochondrialnej prowadzi do ochrony 
neuronów  zarówno w w arunkach in vitro [57,58], jak i in 
vivo [59], Wyraźną redukcję obszaru martwicy mózgu ob­
serwowano u szczurów poddanych działaniu BMS191095 
w m odelu niedokrwienia wywołanego zamknięciem tętnicy 
środkowej mózgu [57], Ponadto, wykazano wzrost przeży- 
walności neuronów kory mózgowej szczura w warunkach 
pozbawienia komórek tlenu i glukozy [57], jak również 
toksyczności pobudzeniowej indukowanej glutaminianem 
[57,58], Uzyskane dane sugerują, że istotnym etapem w 
mechanizmie neuroprotekcji wywołanej BMS191095 jest 
obniżenie poziomu ROS podczas działania czynnika uszka­
dzającego [57-59], Postuluje się także udział BMS191095 w 
indukcji fosforylacji PKC [57], aktywacji szlaku kinaz PI3K- 
Akt [58], jak również regulacji poziomu katalazy [58].

MITOCHONDRIALNY KANAŁ POTASOWY O DUŻYM 
PRZEWODNICTWIE AKTYWOWANY JONAMI WAPNIA

Mitochondrialny kanał potasowy o dużym  przewodnic­
twie regulowany jonami wapnia (mitoBKCa) po raz pierw ­
szy zidentyfikowany został w mitochondriach (mitopla- 
stach) wyizolowanych z glejaka LN229 [60], Stosując tech­
nikę patch-clamp, udowodniono, że w środowisku 150 mM 
KC1 kanał ten wykazuje przewodnictwo 295 ±18 pS, a jego 
otwarciu sprzyja zarówno depolaryzacja, jak i wzrost stęże­
nia jonów wapnia w  roztworze. Ponadto, obserwowano ha­
mowanie aktywności kanału przez 100 nM charybdotoksy- 
nę (ChTx), znany inhibitor kanałów BKtA zlokalizowanych
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w błonie plazmatycznej wielu typów komórek. Podobne 
wyniki uzyskano także w doświadczeniach przeprow adzo­
nych z użyciem mitoplastów pochodzących z kardiomiocy- 
tów świnki morskiej [61]. Dalsze badania wykazały także 
obecność kanału mitoBKCi w wewnętrznej błonie mitochon­
driów mózgu [62],

Brak jest danych w sposób jednoznaczny określających 
molekularną budowę kanału mitoBKCi Wydaje się, że tak 
jak w przypadku kanału BKCi z błony plazmatycznej, w  jego 
skład wchodzić mogą 4 podjednostki a  tworzące por kanału 
oraz 4 podjednostki regulatorowe [3. Stosując przeciwciało 
specyficznie wiążące C-koniec podjednostki a  kanału BKCi 
z błony plazmatycznej, zidentyfikowano białko o masie czą­
steczkowej 55 kDa obecne we frakcji mitochondrialnej kar- 
diomiocytów świnki morskiej [61], jak również w homoge- 
nacie serca myszy [63]. Dane literaturowe wskazują ponadto 
na rolę, jaką w regulacji aktywności kanału mitoBKcA w ser­
cu odgrywać może podjednostka p i [64], Na podstawie do­
świadczeń przeprowadzonych przy użyciu techniki hybryd 
drożdżowych postuluje się także możliwość bezpośrednie­
go oddziaływania podjednostki p i z oksydazą cytochro­
m u c [64], Dodatkowo, zastosowanie metody Western Biot, 
jak również technik mikroskopii elektronowej i konfokalnej 
pozwoliło na identyfikację podjednostek wchodzących w 
skład kanału BKCA wewnętrznej błony mitochondriów mó­
zgu. We frakcji mitochondrialnej wykazano obecność białka 
o masie cząsteczkowej 125 kDa, specyficznie znakowanego 
przeciwciałem na podjednostkę a  kanału BKt i [62], jak rów ­
nież białka 23- i 28 kDa rozpoznawanych przez przeciwcia­
ło skierowane na podjednostkę p4 kanału BKCA [65].

Kanał mitoBK( ulega aktywacji wskutek depolaryzacji 
wewnętrznej błony mitochondriów lub wzrostu stężenia jo­
nów wapnia w  macierzy mitochondrialnej. Znana jest także 
grupa substancji farmakologicznych modulujących aktyw­
ność kanału mitoBKCa. Spośród nich wymienić należy m.in. 
pochodne benzoimidazolu, będące aktywatorami kanału 
BKCA z błony plazmatycznej, takie jak NS1619 czy NS004. 
Do inhibitorów kanału mitoBKtA należą natomiast indolo- 
wy alkaloid paksylina (Pax) oraz peptydy otrzymywane z 
jadu skorpionów, takie jak iberiotoksyna (IbTx) i charybdo- 
toksyna (ChTx). Wydaje się również, że aktywność kanału 
mitoBKtA może być regulowana przez białkową kinazę A 
(PKA) [66].

Doświadczenia przeprow adzone na kardiomiocytach 
świnki morskiej pokazały, że 30 gM NS1619 powoduje 
znaczącą depolaryzację wewnętrznej błony m itochon­
driów, prow adząc jednocześnie do zmniejszonej akum u­
lacji Ca2+ w macierzy mitochondrialnej w w arunkach pod ­
wyższonego stężenia jonów w apniow ych w cytoplazmie 
komórki [66], Istnieje rów nież szereg danych wskazują­
cych na kardioprotekcyjne działanie NS1619 i udział akty­
wacji kanału mitoBKC) w mechanizmie ochrony komórek 
serca w w arunkach niedotlenienia. W ykazano m.in., że 
zastosowanie NS1619 w modelu n iedotlenienia/reperfu- 
zji w istotny sposób redukuje obszar martwicy mięśnia 
sercowego u królika [61], myszy [63], jak również świnki 
morskiej [67], a efekt ten blokowany jest przez paksylinę, 
inhibitor kanału BKCi [61,63,67], Dodatkowo postuluje się 
udział kanału mitoBK0  w zjawisku hartowania niedotle­
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nieniem. Zaobserwowano, iż kardioprotekcja, wywołana 
krótkimi cyklami niedotlenienia/reperfuzji, odw racana 
jest przez zaham ow anie kanału mitoBKCa paksyliną [68]. 
M echanizm działania NS1619 i jego rola w ochronie ko­
mórek serca wciąż pozostają jednak nieznane. Sugeruje 
się, że etapem  kluczowym  w zjawisku kardioprotekcji 
indukowanej przez NS1619 może być przejściowy wzrost 
produkcji anionu ponadtlenkow ego [67] lub zablokowanie 
aktywności m egakanału mitochondrialnego [68].

Identyfikacja podjednostki a  i p4 w m itochondriach neu ­
ronów  [62,65] oraz dane funkcjonalne wskazujące na obec­
ność kanału mitoBK^ w mózgu, stały się punktem  wyjścia 
do badań nad rolą mitoBKCi w zjawisku neuroprotekcji. 
Doświadczenia prow adzone z użyciem hodowli pierw ot­
nych neuronów  kory m ózgu szczura pokazały ochronny 
efekt działania NS1619 w w arunkach pozbawienia kom ó­
rek tlenu i glukozy oraz uszkodzenia indukow anego nad ­
tlenkiem w odoru  lub glutam inianem  [69]. We wszystkich 
modelach eksperym entalnych sześciogodzinna inkubacja 
ze 100 pM NS1619 pow tarzana przez 3 kolejne dni po ­
w odow ała w yraźny wzrost przeżywalności neuronów. 
Co ciekawe, efekt ten nie był odw racany przez paksylinę, 
charybdotoksynę czy iberiotoksynę, co w skazywać by m o­
gło na działanie NS1619 niezależne od aktywacji kanału 
mitoBKCi. Istotną rolę w  mechanizmie neuroprotekcji in­
dukowanej przez NS1619 wydaje się natom iast odgrywać 
aktywacja prożyciowego szlaku sygnałowego PI3K. W yka­
zano bowiem, że 100 gM NS1619 prow adzi do fosforylacji 
kinazy Akt i Gsk3(3, a w ortm anina, znany inhibitor kinazy 
PI3K, hamuje efekt neuroprotekcyjny. Ochronie komórek 
towarzyszyły ponadto obniżenie aktywności kaspazy 3 
i 7 oraz w zrost produkcji reaktywnych form tlenu, m.in. 
anionu ponadtlenkow ego [69], który tłumaczyć m ożna za­
ham ow aniem  łańcucha oddechowego przez wysokie stę­
żenia NS1619 [70]. W świetle powyższych danych, wydaje 
się, że w celu określenia roli kanału mitoBKC i w  zjawisku 
neuroprotekcji konieczne są dalsze badania z zastosowa­
niem niższych stężeń NS1619.

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat bezsprzecznie pokazują, że mito­
chondria odgrywają kluczową rolę nie tylko w  syntezie ATP 
i w ytwarzaniu ROS, ale również w regulacji mechanizmów 
odpowiedzialnych za inicjację i przebieg śmierci komórko­
wej. Dane wskazujące na udział mitochondriów w przeka­
zywaniu sygnału apoptotycznego stały się więc punktem  
wyjścia dla poszukiwania strategii cytoprotekcyjnych ce­
lujących w mitochondria. Interesującym obiektem badaw ­
czym, obok megakanału mitochondrialnego bezpośrednio 
zaangażowanego w przebieg procesu apoptozy, okazały się 
być również białka regulujące procesy fuzji i fragmentacji 
mitochondriów, białka rozprzęgające, a także mitochon- 
drialne kanały potasowe. Mimo intensywnych badań, do­
kładny mechanizm zjawiska neuroprotekcji zachodzącego z 
udziałem mitochondriów nadal pozostaje w sferze hipotez. 
Wydaje się, więc, że lepsze poznanie zależności istniejących 
pomiędzy metabolizmem mitochondriów a fizjologią neu­
ronów, może pomóc 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 łka  rozprzęgające (ang. UCPs, uncoupling proteins) to n ieod łączny  sk ład n ik  w ew nętrz ­
nej b łony  m itochondria lnej, um ożliw iający tzw . kon tro low any  „przeciek" p ro tonów  z 

p rzestrzen i m iędzybłonow ej do m acierzy m itochondriów . A ktyw ność rozprzęgająca UCPs 
obniża  p rotonow y grad ien t elektrochem iczny, ApH+, w ytw orzony przez łańcuch oddechow y, 
n ie  prow adząc do syntezy  ATP. Rozpraszając użyteczną energię sw obodną, pochodzącą z 
u tlen ian ia  substra tów  oddechow ych, UCPs stanow ią isto tny  p u n k t kon tro lny  w  gospodarce 
energetycznej kom órki. A ktyw acja UCP1 (term ogeniny) w  m itochondriach b runatnej tk an k i 
tłuszczow ej ssaków  p row adzi do u w aln ian ia  dużej ilości ciepła (term ogenezy) w  w yn ik u  
rozpraszan ia  energii ApH+. B iałka rozprzęgające są stym ulow ane przez w olne kw asy tłu sz ­
czowe, a ich allosterycznym i inh ib ito ram i są n u k leo tydy  purynow e. D ziałanie UCPs jest na ­
pędzane przez potencjał b łonow y (AT1, u jem ny  w ew nątrz  m itochondrium ) oraz różnicę pH  
(kw aśne na zew nątrz). O dkrycie UCPs w e w szystk ich  w ażniejszych grupach eukariontów : 
u  roślin  w yższych, n iek tórych  bezkręgow ców , p ierw otn iaków , grzybów  i w  w ie lu  nieter- 
m ogennych tkankach  ssaków  (UCP2 — w  różnych tkankach , UCP3 — głów nie w  m ięśniach 
szkieletow ych, UCP4 i UCP5 — w  m ózgu), pozw ala przypuszczać, że te "now e" UCPs, p rze ­
c iw nie do UCP1 b runatnej tk an k i tłuszczow ej ssaków , spełn ia ją  inne  funkcje  n iż p ro d u k o ­
w an ie  ciepła poprzez zw iększan ie  oddychania m itochondrialnego. Jedną z n ich  m oże być 
obn iżan ie  p rodukcji reak tyw nych  form  tlen u  w  m itochondriach , a więc ochrona kom órki 
p rzed  stresem  oksydacyjnym . Jednocześnie aktyw ność UCPs zw ierząt (poza UCP1) i roślin  
m oże być stym ulow ana przez p ro d u k ty  peroksydacji lip id ó w  (np. 4-hydroksy-2-nonenal, 
HNE), pow stające w sk u tek  podw yższonego poziom u an ionorodn ika  ponadtlenkow ego.

WPROWADZENIE

W bioenergetyce termin „rozprzęganie" (ang. uncoupling) odnosi się do pro­
cesów, których efektem jest rozpraszanie energii uwalnianej podczas utleniania 
substratów oddechowych w  mitochondriach, przeciwnie do procesów prow a­
dzących do „zachowania" energii (ang. energy conservation), czyli syntezy ATP. 
Początkowo sądzono, że białko rozprzęgające (UCP, ang. uncoupling protein)  sta­
nowi składnik jedynie brunatnej tkanki tłuszczowej (BAT, ang. brown adipose tis­

sue) ssaków, będąc stosunkowo późnym  z ewolucyjnego punktu  widzenia, w ą­
skim przystosowaniem metabolicznym, umożliwiającym przejściową termoge- 
nezę. Jednak obecnie, w  oparciu o liczne odkrycia genów i badania funkcjonalne, 
uw aża się, że białka rozprzęgające (UCPs) mogą być standardow ym  elementem 
wyposażenia wewnętrznej błony mitochondrialnej u  wszystkich Eucaryota,  a w 
tym  zwierząt kręgowych i bezkręgowych, roślin, grzybów (niefermentujących), 
a naw et pierwotniaków [1,2]. Ta powszechna obecność UCPs u Eucaryota,  w ska­
zuje na wyewoluowanie pierwotnego genu ucp przed wyodrębnieniem się or­
ganizmów będących przodkam i dzisiejszych reprezentantów wspomnianych 
wyżej czterech królestw w obrębie Eukaryota. Funkcjonowanie UCPs w  mito­
chondriach prostych organizmów ameboidalnych (Protista) wskazuje na w yspe­
cjalizowanie we wczesnych etapach ewolucji systemów rozpraszających ener­
gię, modulujących precyzję sprzężenia pom iędzy oddychaniem komórkowym 
a syntezą ATP, czyli regulujących wydajność procesu fosforylacji oksydacyjnej. 
W ten oto sposób komórka może dokonywać starannej autokorekty tem pa prze­
m ian metabolicznych i tym  sam ym  sprawniej utrzym ywać równowagę pom ię­
dzy zapotrzebowaniem na energię a jej pozyskiwaniem z dostępnych źródeł.

REGULACJA WYDAJNOŚCI FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ

W skład wewnętrznej błony mitochondrialnej wszystkich organizmów wcho­
dzą kompleksy białkowe (pompy protonowe, kompleksy I, III, IV), przenoszące 
elektrony z substratów oddechowych na tlen (Rye. 1). Transportując elektrony, 
kompleksy te wypom pow ują protony z macierzy mitochondrialnej, wytwarzając 
protonowy gradient elektrochemiczny (A|iH+) (złożony z gradientu protonow e­
go, ApH i potencjału błonowego, AW), który napędza syntezę ATP w  reakcji prze­
prowadzanej przez syntazę ATP. Ponieważ AgH+ sprzęga transport elektronów 
w  łańcuchu oddechowym  z syntezą ATP, brak możliwości wytworzenia ATP
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macierz mitochondrialna

Rycina 1. Schemat klasycznego łańcucha oddechow ego w ew nętrznej błony m itochondrialnej zw ierząt. N ie zaznaczono 
dodatkow ych nośników  elektronów  (dehydrogenazy NAD(P)H, oksydaza alternatyw na) obecnych w  m itochondriach 
roślin i niektórych m ikroorganizm ów  eukariotycznych. Transport elektronów  w  dół łańcucha oddechow ego prow adzi 
do pom pow ania  pro tonów  do przestrzeni m iędzybłonowej m itochondriów  (aktywność kom pleksów  I, III i IV; kom pleks 
II nie pom puje H +). W  rezultacie pow staje pro tonow y gradient elektrochem iczny, AgH+, na który składa się potencjał bło­
now y (A^P) oraz różnica pH  po  obu stronach błony (ApH). G radient ten napędza  m olekularny m otor Fo-F1 syntazy ATP, 
która fosforyluje ADP. W  określonych w arunkach  AgH+ m oże ulegać częściowem u rozproszeniu  (dyssypacji) z udziałem  
białka rozprzęgającego (UCP). Q, koenzym  Q, c — cytochrom  c.

może prowadzić do rozproszenia energii ApH+, a więc do 
przekształcenia tej energii w  ciepło. Wydajność fosforylacji 
oksydacyjnej oparta jest na nieprzepuszczalności w ew nętrz­
nej błony mitochondrialnej dla protonów i na stałej stechio­
metrii działania każdej z trzech pom p protonowych. Wydaj­
ność fosforylacji oksydacyjnej zależy także od obecności w  
wewnętrznej błonie mitochondrialnej wyspecjalizowanych 
białek rozpraszających energię, takich jak niewrażliwa na 
cyjanek alternatywna oksydaza czy dodatkowe dehydroge­
nazy NAD(P)H (mitochondria roślin wyższych i niektórych 
mikroorganizmów eukariotycznych) oraz UCP (mitochon­
dria wszystkich Eukaryota). Mechanizm rozpraszania ener­
gii przez te białka jest różny: UCP rozprasza AfiH+ tworzony 
przez łańcuch oddechowy mitochondriów a alternatywna 
oksydaza i dodatkowe dehydrogenazy NAD(P)H obniżają 
potencjał oksydoredukcyjny tego łańcucha. Mimo różnego 
mechanizmu rozpraszania energii, aktywność tych białek 
wywiera podobny w pływ  na stan energetyczny komórki, tj. 
obniża poziom syntezy ATP w mitochondriach.

Ponadto, część wytworzonego przez łańcuch oddecho­
wy A(iH+ ulega niespecyficznemu rozproszeniu z udziałem 
niektórych białek wewnętrznej błony mitochondrialnej (np. 
translokazy nukleotydów adeninowych czy nośnika fos­
foranu), głównie w  w arunkach wysokiego ATP (w niefos- 
forylującym stanie oddechowym, stanie 4) [1,2]. W trakcie 
wzmożonej fosforylacji oksydacyjnej (w fosfory lującym sta­
nie oddechowym, stanie 3) nośniki te są głównie zaanga­
żowane w  transport swoich specyficznych substratów. Czę­
ściowe rozproszenie ApPP może być także wynikiem prze­
chodzenia protonów do macierzy mitochondrialnej poprzez

niebiałkowe pory błonowe lub 
molekularne szczeliny tworzące 
się przy powierzchniach przy­
legania białek i lipidów. Jest to 
tzw. przeciek protonowy (ang. 
proton leak) [3]. A zatem rozprzę- 
ganie stanowi nieodłączną cechę 
funkcjonowania mitochondriów 
i oznacza brak ścisłej zależności 
pom iędzy ilością utlenianych w  
trakcie oddychania komórkowe­
go substratów a ilością energii 
swobodnej zawartej w  w ytw o­
rzonych cząsteczkach ATP.

Ze w zględu na podstaw o­
wy charakter działania wszyst­
kich UCPs w mitochondriach 
eukariontów, tj. rozpraszanie 
użytecznej energii swobodnej, 
białka te stanowią istotny punkt 
kontrolny w  gospodarce ener­
getycznej komórki. Ukierunko­
w any i kontrolowany przeciek 
protonów, a więc zachodzący z 
udziałem  wyspecjalizowanych 
systemów rozpraszających ener­
gię (głównie UCPs), ma duże 
znaczenie fizjologiczne dla orga­
nizmu, chociażby ze w zględu na 
potencjalną rolę efektywnego i 
naturalnie bezpiecznego mecha­

nizm u kontroli masy ciała. Wiąże się to z utrzym ywaniem  
w komórce odpowiednio wysokiej proporcji N A D /N A D H , 
napędzającej utlenianie substratów oddychania komórko­
wego. Zmniejszanie stopnia redukcji mitochondrialnych 
kom ponentów łańcucha oddechowego przez UCPs sprzyja 
również osłabianiu powstawania ROS, a tym  samym chroni 
przed fizjologicznym wyniszczaniem organizmu [4], Jed­
nakże nadal brakuje wystarczająco przekonujących danych 
doświadczalnych, wskazujących na celowość poświęcania 
nakładów energetycznych (części wytworzonego A|iH+) dla 
utrzym ywania mitochondrialnego przecieku protonów [5],

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA UCPs

W ewnętrzna błona mitochondrialna wyposażona jest 
w  swoisty zestaw nośników odpowiedzialnych za specy­
ficzną wymianę molekuł pomiędzy cytosolem a macierzą 
mitochondrialną. Ze w zględu na wyraźne podobieństwo 
struktury pierwszorzędowej UCP do translokazy nukleoty­
dów adeninowych czy nośnika fosforanowego, postuluje 
się istnienie rodziny homologicznych nośników mitochon­
drialnych (MCF, ang. mitochondrial carrier family) [6]. Pogląd 
ten dodatkowo potwierdzają analizy struktury innych no ­
śników wewnętrznej błony mitochondrialnej oraz ziden­
tyfikowanych izoform UCPs zwierząt i roślin. Jednakże to 
UCP, translokaza nukleotydów adeninowych oraz nośnik 
fosforanowy razem  wyznaczają funkcjonalną podgrupę 
nośników silnie związaną z przekształcaniem energii w  
mitochondriach. A zatem, proces ten regulowany jest przez 
strukturalnie bardzo podobne białka, które, co zaskakujące,
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R ycina 2. M odel przestrzenny cząsteczki UCP. UCP zbudow ane jest z  sześciu transbłonow ych a-helis (I-VI), 
połączonych hydrofilow ym i pętlami. Przeryw ane linie w yznaczają dom eny w  obrębie trójkrotnej struk tu ry  
UCP. Podobny typ organizacji budow y m olekularnej charakteryzuje także innych członków rodziny  m ito ­
chondrialnych nośników  anionów  w ew nętrznej błony m itochondriów .

zajmują się transportem  cząsteczek różniących się znacznie 
rozmiarem. Protony przenoszone przez UCPs są najmniej­
szymi transportowanym i cząstkami, natomiast translokaza 
A D P/A TP transportuje jedne z największych molekuł dla 
nośników mitochondrialnych [7].

Do tej pory najwięcej informacji zgromadzono na temat 
UCP1 (wcześniej zwanego termogeniną), czyli UCP BAT 
ssaków. Często białko te określa się jako pierwotne UCP, 
choć określenie to może być mylące, zwłaszcza w  kontek­
ście odkryć licznych ortologów UCP1 u  organizmów znaj­
dujących się na niższym poziomie rozwoju ewolucyjnego. 
Ogólnie akceptowaną rolą fizjologiczną UCP1 jest adapta ­
cyjna termogeneza u hibernujących i nowo narodzonych 
ssaków prowadząca do w zrostu tem peratury ciała (stąd 
nazwa termogeniną) w  rezultacie intensywnego rozprzę- 
gania oksydacyjnej fosforylacji w  mitochondriach BAT. N a­
tomiast funkcja homologów UCP1 występujących w mito­
chondriach nietermogennych tkanek zwierzęcych (UCP2-5) 
i roślinnych oraz m ikroorganizmów eukariotycznych nadal 
nie jest w  pełni poznana.

STRUKTURA UCPs

cza gdy jest to środowisko bogate w  kar- 
diolipinę [7], Analiza struktury pierw- 
szorzędowej, profilu hydrofobowości 
oraz spektroskopii w  podczerwieni 
wskazuje na 40-50% zawartość struktur 
a  helikalnych w  UCPł. Jest to zgodne z 
opracowanym m odelem topologii UCPs 
w błonie, zakładającym obecność aż 
sześciu transbłonowych a  helis (Ryc. 2). 
W spólną cechą charakterystyczną UCPs 
oraz innych nośników błonowych jest 
organizacja strukturalna oparta na trój- 
krotności m otyw u strukturalnego [7-9], 
Prawdopodobnie jest to konsekwencją 
zajścia dwóch niezależnych duplikacji 
sekwencji DNA, odległego ewolucyjnie 
pierwowzoru dla całej obecnej rodziny 
nośników mitochondrialnych (MCF). 
Dlatego też łańcuch polipeptydowy 
UCP dzieli się na trzy podobne domeny, 
zawierające po około 100 am inokwa­
sów. Pojedyncza dom ena obejmuje dwie 
transbłonowe a  helisy, oddzielone po 
stronie macierzy długim odcinkiem (pę­

tlą złożoną z około 40 reszt) silnie hydrofilowych am inokwa­
sów. Niewielka część tego odcinka wnika w hydrofobowe 
środowisko błony i praw dopodobnie tworzy wyściółkę dla 
obszaru białka zaangażowanego w  przenoszenie protonów. 
Pętle łączące transbłonowe helisy od strony macierzy za­
wierają zachowane w ewolucji sekwencje (ang. energy trans­
fer protein signatures), występujące u wszystkich członków 
rodziny nośników mitochondrialnych (MCF) [7,9]. Końce 
N  i C białka UCP zwrócone są do przestrzeni międzybło­
nowej. Białka rozprzęgające wyróżniają charakterystyczne, 
zachowane w  ewolucji rejony zwane podpisami UCP (ang. 
UCP signatures), obecne w  trzech helisach (1, 2 i 4).

Informacja kodująca w  pełni dojrzałe białka UCPs jest 
zawarta w  jądrow ym  DNA. W przeciwieństwie do wielu 
mitochondrialnych białek kodowanych przez genom jądro­
wy, polipeptyd UCP nie jest obdarzony sekwencją sygnało­
wą odcinaną po imporcie do mitochondriów [8]. Regulacja 
aktywności UCPs obejmuje zmiany zarówno na poziomie 
syntezy białka, jak i specyficzną aktywację i hamowanie 
funkcjonalnego białka w mitochondrium.

MECHANIZM DZIAŁANIA UCPs

Mimo pewnych indywidualnych cech izoform UCPs, 
zwykle ich strukturę opisuje się na przykładzie UCP1, które 
najpełniej scharakteryzowano. Białka rozprzęgające to biał­
ka wewnętrznej błony mitochondrialnej, zbudow ane z oko­
ło 300 reszt aminokwasowych. Ich masa molekularna mieści 
się w  granicach 32-33 kDa (dla monomeru). Określono rów ­
nież masę 66 kDa dla potencjalnie funkcjonalnych struktur 
homodimeryczych, co potwierdza koncepcję preferencyjnej 
oligomeryzacji większości białek błonowych. Sumaryczny 
ładunek elektryczny łańcuchów bocznych aminokwasów 
jest dodatni, ze w zględu na przewagę aminokwasów zasa­
dowych nad kwasowymi. Określona lokalizacja dodatnich 
ładunków  jest praw dopodobnie konieczna dla praw idłow e­
go zakotwiczenia białka w  dw uw arstw ie lipidowej, zwłasz-

Białka rozprzęgające są najprostszymi nośnikami proto­
nów jakie dotychczas poznano [7], Nie wymagają energii 
z hydrolizy ATP, nie prow adzą współtransportu oraz nie 
działają na zasadzie wymiennika jonowego. Kluczem do 
uruchomienia transportowych właściwości UCPs jest A|iH+ 
wewnętrznej błony mitochondrialnej, napędzający jednokie­
runkow y przepływ  protonów. Aktywacja UCP, białkowego 
rozprzęgacza łańcucha oddechowego, jest zatem ściśle po­
wiązana z pracą trzech pom p protonowych tego łańcucha.

Działanie UCPs prowadzi do skrócenia (ang. short-cir- 
cuit) obiegu protonów w  procesie fosforylacji oksydacyjnej 
w  mitochondriach [10]. Aktywność syntazy ATP zależy od 
ApTU wytworzonego w  poprzek wewnętrznej błony mito-
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R ycina 3. Proponow ane m odele działania UCP. A — M odel Klingenberga — m odel nośnika pro tonów , zakłada trans­
port pro tonów  poprzez w ew nętrzną struk tu rę  UCP, dzięki specyficznem u oddziaływ aniu  z anionow ym i form am i 
w olnych kw asów  tłuszczow ych (FFA). B — M odel Skulacheva i G arlida zakłada transport FFA z udzia łem  UCP z  m a­
cierzy do przestrzeni m iedzybłonowej m itochondriów . Przejście p ro tonów  do macierzy zależy w yłącznie od  zjawiska 
flip-flop (przejścia w  płaszczyźnie poprzecznej błony) uprotonow anej formy.

chondrialnej. Przy braku wolnego ADP (niefosforylujący, 
spoczynkowy stan oddechowy), syntaza ATP nie zapewnia 
powrotnego transportu protonów do macierzy. Stan taki 
prowadzi do niebezpiecznej akumulacji H + w  przestrzeni 
międzybłonowej. Zbyt wysoki AgH+ może promować na ­
silenie reakcji ubocznych pom iędzy łatwo reagującymi ze 
sobą cząsteczkami, jak np. semichinony i tlen cząsteczko­
wy, powodując nadm ierne powstawanie ROS [11]. W takiej 
sytuacji nieocenione staje się posiadanie awaryjnej ścieżki 
konsumpcji AgH+, którą głównie stanowi aktywność UCPs.

Aktywność UCPs może ulegać zarówno pozytywnej, jak 
i negatywnej regulacji z udziałem kilku czynników. Do po ­
zytywnych regulatorów stymulujących proces rozprzęgania 
zaliczamy dostępność długołańcuchowych wolnych kw a­
sów tłuszczowych (FFA, ang. freefatty acids) w  formie zjoni- 
zowanej. Przyjmuje się, że aktywacja transportu H + z udzia­
łem UCP1 wiąże się z rekrutacją FFA przede wszystkim z 
otaczające fazy lipidowej. Z fizjologicznego punktu  w idze­
nia w ym óg ten jest łatwy do spełnienia, gdyż często urucha­
miane szlaki lipolityczne (zwłaszcza w  BAT) dają wysokie 
stężenia kwasów tłuszczowych (nawet do 20 mM). Z kolei 
nukleotydy purynow e (adeninowe i guaninowe) wywołują 
antagonistyczny efekt w  stosunku do FFA i przyham owują 
aktywność UCP. Obecny w  mitochondriach ATP może więc 
działać jako endogenny inhibitor UCP. A zatem przynajm­
niej cztery czynniki wpływają na transport H + z udziałem 
UCP1: (i) stężenie ATP i innych nukleotydów purynowych,
(ii) dostępność FFA, (iii) AT7 oraz (iv) gradient protonowy 
(ApH) mitochondriów [7], Wartość pH  środowiska jest w aż­
na ze względu na procesy protonacji i deprotonacji zmie­
niające zarówno właściwości aktywatorów, inhibitorów, jak 
i specyficznych rejonów regulatorowych białka. Natomiast 
wielkość AT7 ma istotnie znaczenie przy sprzężeniu trans­
portu elektronów w  łańcuchu oddechowym  z syntezą ATP,

a tym  samym wyznacza rozmiar 
potencjalnego efektu rozprzęga­
nia.

AKTYWACJA UCPs -  ROLA 
KWASÓW TŁUSZCZOWYCH

Rozprzęgająca aktywność 
UCP1 oraz innych UCPs z pew ­
nością wiąże się z transportem  
protonów. Istnieją dość odmienne 
modele opisujące przebieg tego 
procesu, choć wszystkie zakładają 
udział zjonizowanych FFA, które 
są swoistymi kofaktorami roz­
przęgania z udziałem  UCPs.

M odel nośnika H + (model 
Klingenberga) zakłada, że rola 
FFA sprow adza się do sub ­
stratowej aktywacji UCPs [12] 
(Ryc. 3A). Swoiste zainstalow a­
nie się zjonizow anych FFA (ale 
nie stałe związanie) w  struk turę  
UCP skutkuje pow stan iem  peł­
nego szlaku transportow ego dla 
H +. Szlak ten tw orzony  jest p rzez 
z jonizow ane grupy  karboksylo ­

w e pochodzące zarów no od w prow adzonych  w białko 
FFA, jak i od bocznych łańcuchów  am inokw asów  samego 
UCP (Asp, Glu, His). K ażda z tych g rup  jest akceptorem  
i donorem  protonów . Protonacja i deprotonacja krytycz­
nych g rup  uczestniczących w  transporcie p ro tonów  za ­
leży od AU7 i um ożliw ia jedynie jednokierunkow y trans­
port H +. W m odelu  tym  jony FFA, poprzez  dostarczenie 
dodatkow ych g rup  karboksylow ych, uzupełniają braki 
reszt donorow o-akceptorow ych dla H + w  krytycznych 
pozycjach białka. Z akłada się rów nież, że FFA uczestni­
czące w  transporcie p ro tonów  oddziału ją od strony cyto- 
solowej, co po tw ierdzają  badania  z użyciem  pochodnych 
kw asów  tłuszczow ych niezdolnych do przechodzenia 
p rzez błonę [36],

Drugi proponow any model (model Skulacheva i Garli­
da) opiera się na cyklicznym obiegu FFA (ang.fatty acid-cyc- 
ling model) [13,14] (Ryc. 3B). Zgodnie z tym  modelem, FFA 
transportowane są przez UCP do przestrzeni międzybłono­
wej jako aniony i gdy tam ulegną uprotonowaniu, pow ra­
cają przez dw uw arstw ę lipidową do macierzy (flip-flop) w  
niezdysocjowanej formie. Powrót do macierzy zneutralizo­
wanych (lipofilnych) kwasów nie zależy już od UCP, które 
zapewnia jedynie jednokierunkowy transport anionów FFA 
(do przestrzeni międzybłonowej) w  trakcie ich w ahadłow e­
go przemieszczania się. W rezultacie, ze względu na inną 
wartość pH  w  macierzy, kwasy tłuszczowe dysocjują, tym 
samym uwalniając protony. W m odelu tym  UCP nie jest no­
śnikiem H +, lecz jedynie nośnikiem anionów FFA, które po 
uprotonow aniu stanowią faktyczny nośnik protonów. Dy­
fuzja poprzeczna uprotonow anych form FFA (na zasadzie 
flip-flop) w  poprzek błony stanowi kluczowy element tego 
m odelu [13].
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Niezależnie od m echanizm u, oba p rzedstaw ione m o­
dele zakładają, że działanie UCP polega na  burzen iu  
ApH+ w ytw orzonego  przez łańcuch oddechow y poprzez 
zw rotne w prow adzen ie  H + do m acierzy (ang. short-circu- 
it). W obu m odelach działanie UCP pozw ala  na regulację 
procesu rozprzęgania  w  zależności od dostępności FFA, 
które nie są na stałe zw iązane z UCP. Ich usunięcie po ­
zw ala na szybki pow ró t UCP do stanu inaktywacji. Co 
więcej, kw asy tłuszczow e oprócz odgryw ania  roli induk- 
tora procesu rozprzęgania  (bezpośrednia aktywacja UCP) 
oraz głów nych substra tów  dla procesu term ogenezy (jako 
substraty  (3-oksydacji), m ogą rów nież pośrednio  aktywo- 
w a ekspresję genów  białek rozprzęgających u  zw ierząt 
[15].

IN AKTYWACJA UCPs -  ROLA 
NUKLEOTYDÓW PURYNOWYCH

Wspólny mianownik dla obecnie znanych UCPs stanowi 
swoiste oddziaływanie z nukleotydam i purynow ym i (ade­
nino wym i i guaninowymi). Aminokwasy UCP1, które od­
działują z nukleotydem  są w pełni zachowane we wszyst­
kich znanych UCPs [5], Oddziaływanie nukleotydów pury- 
nowych prow adzi do zaham owania nośnikowej aktywności 
UCP i może zajść wyłącznie od cytosolowej strony białka
[7], Efekt ham owania jest dodatkowo silnie zależny od pH  
środowiska.

Najwydajniejszymi inhibitorami są tri- i difosforany n u ­
kleotydów (NTP: GTP i ATP oraz NDP: GDP i ADP). Stan 
całkowitego zjonizowania grup fosforanowych w NTP4" i 
N D P3" nadaje przew agę w ham ow aniu  UCP nad  formami 
NTPH 3" i N D PH 2" oraz tymi jeszcze bardziej zredukow a­
nymi. Białka rozprzęgające często wykazują nieco większe 
pow inow actw o do nukleotydów  guaninow ych niż ade­
ninowych. Wartość pH  w pływ a również na odblokow a­
nie samego miejsca wiążącego nukleotydy purynow e w 
białku, gdyż decyduje ona o w ybiórczym  upro tonow aniu  
pew nych krytycznych am inokw asów  zaangażow anych 
w  przyjm owanie nukleotydu przez UCP. Do specyficznej 
protonacji białka m usi dojść przed zw iązaniem  nukle­
o tydu [7], Z pow odu  wysokiego pow inow actw a UCP do 
nukleotydów  purynow ych oraz dużego stężenia nukle ­
o tydów  w  cytosolu w ydaw ałoby się, iż UCPs są w  stanie 
ciągłej inaktywacji. Jednakże wyłącznie stężenie wolnych 
(zjonizowanych) A T P / ADP czy G T P/G D P jest istotne dla 
procesu ham owania. W w arunkach fizjologicznych może 
dojść do zniesienia w pływ u ATP (i innych nukleotydów) 
na przykład z pow odu  ich chelatacji jonami Mg2+ [5,7], 
które jednocześnie pełnią funkcję kofaktorów wielu enzy­
mów. W przypadku  UCP1 proponow any jest m echanizm 
w spółzaw odnictw a m iędzy nukleotydam i purynow ym i 
i FFA o miejsce regulatorow e na białku [16]. Oznacza to, 
że zwiększenie stężenia FFA może przezwyciężyć ham o­
w anie aktywności UCP1 przez nukleotydy. W przypadku 
roślinnych, zwierzęcych i występujących u m ikroorgani­
zm ów  eukariotycznych hom ologów UCP1 efektywność 
ham ow ania aktywności tych UCPs przez nukleotydy p u ­
rynow e może być m odulow ana przez stopień redukcji ko­
enzym u Q w  błonie mitochondrialnej [17],

TERMOGENEZA BRUNATNEJ TKANKI TŁUSZCZOWEJ

Termogenina (UCP1) ulega intensywnej syntezie w  BAT. 
Przeciek protonów z udziałem  UCP1 silnie rozprasza AgH+, 
co znacznie redukuje liczbę protonów przechodzących 
przez syntazę ATP. Procesowi tem u towarzyszy szybkie 
tempo oddychania (zużycie tlenu), niezwiązane z syntezą 
ATP. W ten sposób UCP1 rozprzęga utlenianie substratów 
w  łańcuchu oddechowym  i fosforylację ADP do ATP, a ener­
gia A(iH+ jest rozpraszana i uwalniana jedynie jako ciepło 
(produkt uboczny). Prowadzi to do termogenzy (wzrostu 
temperatury) BAT, która tym  sam ym  reguluje tzw. adapta­
cyjną bezdrżeniową termogenezę (ang. nonshivering thermo- 
genesis). Zjawisko to występuje u  noworodków, drobnych 
ssaków (zwłaszcza gryzoni) oraz u ssaków hibernujących 
i przystosowanych do chłodnego klimatu [18], A zatem 
UCP1 może stanowić swoiste narzędzie samoobrony sporej 
grupy ssaków przed stresem niskiej temperatury.

Wielu badaczy uw aża, że jedynie UCP1 jest „p raw d z i­
w ym " białkiem  rozprzęgającym . Tylko aktyw ność UCP1 
w BAT może bow iem  prow adzić  do zjawiska bezdrże- 
niowej term ogenezy, czyli produkcji ciepła związanej ze 
w zrostem  tem peratu ry  tkanki lub całego ciała, w  której 
procesy oddechow e nie są sprzężone z procesam i fos­
forylacji oksydacyjnej. W zrost tem pera tu ry  na poziom e 
całego ciała (ang. whole body thermo genesis) jest skutkiem  
sum arycznego rozprzęgania  oddychania  m itochondrial­
nego BAT z udziałem  UCP1, które może stanowić naw et 
do 8% puli białek m itochondrialnych tej tkanki [15,19], Z 
kolei białka m itochondrialne reprezentują  aż około 50% 
w szystkich białek BAT. W ew nętrzną błonę m itochon­
driów  adipocytów  BAT, oprócz olbrzymiej koncentracji 
UCP1, charakteryzuje bardzo niski poziom  syntazy ATP. 
W kom órkach tych z łatwością m oże dochodzić do ak ­
tywacji rozprzęgania  oddychania  m itochondrialnego 
(aktywacji UCP1) kw asam i tłuszczow ym i uw aln iany ­
mi z w ew nątrzkom órkow ych zapasów  triacylogliceroli 
[20]. Brunatną tkankę tłuszczow ą bezpośrednio  unerw ia 
w spółczulny system  nerw ow y. W odpow iedzi na zim no 
dochodzi do aktywacji w  cytoplazm ie zależnej od cAMP 
lipolizy w skutek  stymulacji receptora (3-adrenergicznego 
przez noradrenalinę. Uw olnione kw asy tłuszczow e nie 
tylko aktyw ują UCP1, ale także są g łów nym i substratam i 
napędzającym i proces term ogenezy. W m itochondriach 
kw asy tłuszczow e zasilają proces p-oksydacji, k tóry z ko­
lei napędza  transport elektronów  w  łańcuchu oddecho ­
w ym  m itochondriów  poprzez dostarczanie siły re d u k ­
cyjnej (FADH2 i NADH). Energia w ytw orzonego przez 
łańcuch ApH+ jest rozpraszana (zam ieniana w ciepło) w 
w yniku aktywacji UCP1.

W oparciu o najnowsze badania nie możemy już pow ie­
dzieć, że UCP1 jest wyłącznie specyficzne dla BAT. UCP1 
wykryto np. w  podłużnych warstwach mięśni gładkich 
przew odu pokarmowego, czy macicy, gdzie praw dopo­
dobnie pełni funkcję przy rozluźnianiu skurczu [5], UCP1 
znaleziono również w szczurzej i mysiej grasicy, która, po ­
dobnie jak BAT, zanika w  trakcie ontogenezy [21], Jednak­
że naturalnie wysoki poziom syntezy UCP1 in vivo dotyczy 
nadal wyłącznie BAT.
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HOMOLOGI UCP1W MITOCHONDRIACH ZWIERZĄT

Pierwszych obserwacji wskazujących na istnienie UCP1 
w  mitochondriach BAT ssaków dokonano ponad 30 lat 
temu. Przez długi czas UCP1 było uw ażane za unikalny 
element radiacji adaptacyjnej ssaków, odpowiedzialny za 
bezdrżeniową termogenezę. Jednakże identyfikacja tzw. 
„nowych" UCPs rozpoczęła zupełnie now ą erę badań bio­
energetycznych [22], Ssaki mogą syntetyzować aż pięć róż­
nych izoform UCPs (UCP1 do UCP5), choć stopień podo­
bieństwa sekwencji aminokwasowej „nowych" UCPs do 
„pierwotnego" UCP1 nie przekracza 60%. W przeciwień­
stwie do UCP1, jego homologi występują w  mitochondriach 
wielu tkanek innych niż BAT, a poza tym  ich synteza nig­
dy nie osiąga tak wysokiego poziomu jak UCP1 (tj. nawet 
do 8% puli białek mitochondrium) [23]. Dlatego też udział 
UCP1 oraz jego homologów w kontrolowanym przecieku 
protonów w  mitochondriach ssaków może znacznie się róż­
nić. Dodatkowo, stabilność poszczególnych izoform UCPs 
również jest odmienna [24]. Bardzo niestabilne jest UCP2, 
którego czas połowicznego rozpadu wynosi około 30 min. 
To znacznie mniej w  porównaniu z UCP1 (30h). Różnica ta 
może uwydatniać odmienną fizjologiczną rolę homologów 
UCP1 w mitochondriach zwierząt.

Najpospoliciej występującą izoformą jest UCP2, które 
zidentyfikowano m. in. w  śledzionie, grasicy, komórkach 
(3 trzustki, sercu, płucach, białej i brunatnej tkance tłusz­
czowej, żołądku, jądrach i makrofagach oraz w  mniejszych 
ilościach w  mózgu, nerkach, wątrobie i mięśniach [15,25]. 
Zauważono, że w  przypadku tej izoformy ilość syntetyzo­
wanego mRNA w danej tkance nie jest proporcjonalna do 
ilości funkcjonalnego białka w  błonie [5]. Obecnie aktyw ­
ność UCP2 głównie wiąże się z regulacją poziomu produk ­
cji ROS przez mitochondria.

Synteza UCP3 ogranicza się do mięśni szkieletowych, 
mięśnia sercowego oraz BAT [15]. Ilość UCP3 jest 200-700 
razy mniejsza w  mitochondriach mięśni szkieletowych czy 
BAT w  porów naniu z poziomem UCP1 w mitochondriach 
adipocytów BAT [26]. Przypuszcza się, że UCP3 jest głów­
nie zaangażowane w  metabolizm tłuszczów.

Odkrycie UCP4 i UCP5 wniosło jeszcze więcej niewiado­
mych na polu badań UCPs, zważywszy na ich niewielkie 
podobieństwo do UCP1, sięgające zaledwie 30% identycz­
ności sekwencji aminokwasowej [5]. Największą ekspre­
sję genów ucp4 i ucp5 zaobserwowano w  mózgu, choć do ­
tychczas nie ustalono dokładnej roli tych białek w  różnych 
tkankach mózgu. Przez analogię możemy przypuszczać, iż 
UCP4 i UCP5 również wpływają na wydajność syntezy ATP 
w mitochondriach komórek nerwowych.

Dysproporcja pom iędzy poziomem syntezy UCP1 w  BAT 
oraz jego homologów w  pozostałych tkankach zwierzęcych 
może być odzwierciedleniem wielofunkcyjności UCPs ssa­
ków, u której podstaw  leży współwystępowanie w  jednym 
organizmie aż pięciu różnych reprezentantów tej podrodzi- 
ny mitochondrialnych białek nośnikowych. Działanie „no­
wych" UCPs (homologów UCP1) nie wiąże się z adaptacyj­
ną termogenezą w  odpowiedzi na bodziec temperaturowy. 
Poziom ekspresji ich genów jest bowiem stanowczo za mały

i wyklucza taką funkcję w  normalnych w arunkach fizjolo­
gicznych. Aczkolwiek postuluje się, że fizjologicznie niski 
poziom syntezy homologów UCP1 jest bardzo istotny dla 
regulacji wielu procesów związanych z kondycją zwierząt, 
w  tym  ludzi [5,26].

UCPs W MITOCHONDRIACH ROŚLIN I 
MIKROORGANIZMÓW EUKARIOTYCZNYCH

UCPs stanowią, obok niewrażliwej na cyjanek oksydazy 
alternatywnej i dodatkowych nie uczestniczących w  trans­
porcie protonów  dehydrogenaz NAD(P)H, systemy rozpra­
szające energię obecne w  mitochondriach roślin i niektórych 
m ikroorganizmów eukariotycznych. Równoczesne wystę­
powanie UCP i oksydazy alternatywnej wykazano w  mito­
chondriach wszystkich badanych dotąd roślin wyższych, w  
mitochondriach takich mikroorganizmów, jak niefotosynte- 
tyzująca ameba Acanthamoeba, niefermentujące patogenne 
drożdże Candida, grzyby Aspergillus, pasożytnicze pierwot­
niaki Plasmodium oraz u mycetazoa Dictyosteliiim discoideum, 
wykazującego prym ityw ną wielokomórkowość i różnico­
wanie komórkowe [2,7,9], UCPs roślin i m ikroorganizmów 
eukariotycznych przypominają działaniem homologi UCP1 
mitochondriów zwierząt, pozwalając na zwrotny transport 
H + do macierzy mitochondrialnej, w  którym  uczestniczą 
FFA. Fizjologiczna rola tych białek jest nadal przedmiotem 
dyskusji. Stwierdzono, że obniżają one produkcję ROS w 
mitochondriach, co sugeruje ich udział w  mechanizmach 
obronnych towarzyszących stresowi tlenowemu w komór­
ce. Ponadto, ponieważ wszystkie UCPs mogą wpływać na 
wydajność fosforylacji oksydacyjnej w  mitochondriach po­
przez rozprzęganie transportu elektronów i syntezy ATP, 
białka te m uszą odgrywać istotną rolę w  utrzym yw aniu 
równowagi energetycznej i metabolicznej komórki.

UCPs JAKO SYSTEMY ANTY OKSYDACYJNE; 
AKTYWACJA UCPs PRZEZ ROS

Spośród poznanych UCPs ssaków, najwięcej danych 
świadczących o ich udziale w  mechanizmach obronnych 
przed stresem oksydacyjnym dotyczy UCP2 i UCP3. Pierw­
szych wskazówek dostarczyły badania ukazujące zwiększo­
ną produkcję H 20 2 w  izolowanych mitochondriach ssaków 
w  w arunkach ham owania aktywności UCP2 przez GDP 
[16,27]. Założono więc, że zwiększone rozprzężenie mito­
chondriów w  w arunkach stresu oksydacyjnego stanowi 
odzwierciedlenie mechanizmu negatywnego sprzężenia 
zwrotnego [28] (Ryc. 4). UCPs są aktywowane produktam i 
stresu oksydacyjnego (np. związkami powstałymi wskutek 
peroksydacji lipidów), co prow adzi do łagodnego rozprzę- 
gania (ang. mild uncoupling) oddychania mitochondriów, 
które z kolei zmniejsza generację ROS. Działanie UCPs 
związane jest bowiem ze zmniejszoną redukcją nośników 
elektronów mitochondrialnego łańcucha oddechowego, 
czemu towarzyszy obniżenie powstawania ROS. Dzięki 
tem u mitochondria, które mają tendencję do hiperpolaryzo- 
wania swojej błony wewnętrznej, uwalniają mniej szkodli­
wych ROS [29]. Istnieje bowiem ścisła zależność pomiędzy 
wartością mitochondrialnego AT1 a ilością powstających 
ROS. N aw et niewielki spadek AT1 (o 10 mV) może ham o­
wać wytwarzanie H 20 2 do 70% [5,30]. Dlatego też, pier­
wotnej funkcji UCPs być może należy doszukiwać się w
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indukow anym  łagodnym  rozprzęganiu mitochondriów, 
przeciwdziałającym oksydacyjnym zniszczeniom, kosztem 
niewielkiej utraty energii [31].

Pojęcie łagodnego rozprzęgania (częściowego rozprzęga- 
nia) z udziałem  UCPs wiąże się zatem z subtelnym obniża­
niem wartości AT*, zmniejszającym prawdopodobieństwo 
wystąpienia stresu oksydacyjnego. Ten sposób obniżania 
AT* nie jest termogenny, nie prow adzi do zwiększenia tem ­
peratury organizmu, lecz stanowi swoisty, samoregulujący 
się przeciwutleniający system ochrony komórki [32]. Za 
ochronnym efektem łagodnego rozprzęgania z udziałem 
UCPs przem awia również kardioprotekcyjny i neuropro- 
tekcyjny efekt działania mitochondrialnych rozprzęgaczy
[33].

Anionorodnik ponadtlenkowy może aktywować UCPs 
od wewnętrznej strony (macierzy) błony mitochondrialnej
[34]. Obserwacja ta jest istotna przy rozważaniu fizjologicz­
nej funkcji homologów UCP1. Założono, że fizjologicznie 
niski poziom homologów UCP1 w  mitochondriach może 
uczestniczyć w  oczyszczaniu wewnętrznego listka we­
wnętrznej błony mitochondrialnej z utlenionych form nie­
nasyconych kwasów tłuszczowych, będących produktam i 
peroksydacji (tworzenia grup nadtlenkowych) (LOOH, ang. 
lipid peroxide) [35]. Stężenie LOOH jest stosunkowo małe, 
dlatego też związki te mogą być docelowymi substratami 
pewnych izoform UCPs. Produkty peroksydacji kwasów 
tłuszczowych po przejściu przez błonę (w oparciu o jeden z

modeli działania UCPs, ryc. 3B) są pozbawione możliwości 
łatwego pow rotu do macierzy na drodze flip-flop. Ograni­
czeniem staje się zmiana chemicznego charakteru cząstecz­
ki na niekorzyść hydrofobowości. Potwierdzają to wyniki 
badań z pochodnymi kwasów tłuszczowych, które poza 
grupą karboksylową posiadają resztę hydroksylową [36], Z 
biologicznego punktu  widzenia większe stężenie LOOH w 
zewnętrznym  listku wewnętrznej błony mitochondrialnej 
jest korzystniejsze [35]. Ma to związek z odm iennym  skła­
dem  macierzy mitochondrialnej i przestrzeni międzybłono- 
wej. Macierz zawiera DNA, liczne mRNA oraz np. enzymy 
cyklu Krebsa, w śród nich akonitazę, która jest jednym  z 
najbardziej wrażliwych na ROS białek w komórce. Znacze­
nie obrony macierzy przed wolnymi rodnikami wydaje się 
szczególnie ważne ze względu na odwrotną zależność po­
między długością życia ssaków a stopniem utlenienia mtD­
NA [35],

Powiązanie między ROS, produktam i peroksydacji lipi­
dów oraz aktywnością UCPs udowodniono, stosując związ­
ki wytwarzające wolne rodniki oraz przeciwutleniacze. 
Związkiem wydajnie przenikającym do macierzy o właści­
wościach „wymiatacza" wolnych rodników, jest mitoPBN 
[37]. MitoPBN to syntetyczny przeciwutleniacz fenylobu- 
tylnitron (PBN), kowalencyjnie połączony z lipofilnym ka­
tionem trifenylofosfoniowym. Postuluje się, że związek ten 
bardzo skutecznie zapobiega aktywacji UCPs przez ROS, 
gdyż hamuje łańcuch przekształceń wolnorodnikowych, 
prowadzących do wytworzenia np. 4-hydroksy-2-nonena-

lu (HNE) — cząsteczki 
sygnałowej aktywującej 
UCPs [31], MitoPBN nie 
reaguje z anionorodni- 
kiem ponadtlenkowym  
oraz końcowymi pro­
duktam i peroksydacji 
lipidów. Dlatego też 
produkty pośrednie 
procesu peroksydacji 
lipidów mogą stano­
wić jedynie warunek 
wstępny dla aktywacji 
UCPs. Dla mitochon­
driów zwierząt (oprócz 
mitochondriów BAT z 
UCP1) oraz mitochon­
driów roślin zapropo­
nowano model wiążący 
aktywację UCPs przez 
ROS z funkcją UCPs, 
jako systemów przeciw- 
utleniających [5,31,38] 
(Ryc. 4). W modelu tym 
wolne rodniki tlenowe 
pełnią funkcję sygnału 
aktywującego UCP, co 
prow adzi do obniżenia 
produkcji ROS. W mi­
tochondriach, w  w arun ­
kach wysokiego ApH+, 
dochodzi do w ytw a­
rzania anionorodnika

R ycina 4. M odel aktywacji UCP przez reaktyw ne form y tlenu, które inicjują peroksydację (tworzenie g rup  nadtlenkow ych) kw asów  
tłuszczow ych lipidów. W m itochondriach anionorodnik  ponadtlenkow y (O,*-) oraz rodnik  hydroperoksylow y (HO,*-) pow stają 
najczęściej w skutek  „wycieku" elektronów  z łańcucha oddechow ego. Obecna w  m acierzy m anganow a dysm utaza ponadtlenko- 
w a (MnSOD) neutralizuje w iększość O , '-, przekształcając ten rodnik  w  nadtlenek w odoru  (H20 2). Część 0 2*~ uszkadza enzym y 
zawierające centra Fe-S, np. bardzo w rażliw ą na  O ,-'  akonitazę, przyczyniając się do uw alniania jonów  żelaza (Fe2+). Jony Fe2+ 
katalizują produkcję rodnika hydroksylow ego (’OH) z H 20 2w reakcji Fentona. Rodniki ‘O H  i H O z reagując z acylowym i łań­
cucham i w ielonienasyconych kw asów  tłuszczow ych (składników  fosfolipidów błonowych), zapoczątkow ują proces peroksydacji 
lipidów. Złożona m ieszanina końcow ych p roduk tów  peroksydacji lipidów , obejmuje głownie reaktyw ne alkeny w  tym  kluczowy 4- 
hydroksy-2-nonenal (HNE). HNE, aktyw ując UCP, zw iększa przepuszczalność w ew nętrznej błony mitochondrialnej dla protonów . 
Indukow ane przez ROS, łagodne rozprzęganie z udz ia łem  UCP stanow i podstaw ę now o poznanej ścieżki regulującej uw alnianie 
w olnych rodników  w  m itochondriach.
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ponadtlenkowego i innych ROS. Po wewnętrznej stronie 
wewnętrznej błony mitochondrialnej anionorodnik ponad- 
tlenkowy uwalnia jony Fe2+ z białek zawierających centra 
Fe-S (np. akonitazy). Jony Fe2+ reagują z H 20 2, tworząc rod ­
nik hydroksylowy, rozpoczynający łańcuch przekształceń 
wolnych rodników, który inicjuje peroksydację lipidów 
błonowych. Tworzony jest HNE i inne alkenowe pochodne 
kwasów tłuszczowych. HNE aktywuje UCP, co prowadzi 
do obniżenia ApH+ i w  konsekwencji do spadku uwalnia­
nia ROS przez mitochondria. Mechanizm ten zapobiega 
pogłębianiu się zniszczeń wywołanych przez stres oksyda­
cyjny. Ceną którą mitochondria „płacą" za taki ochronny 
mechanizm redukujący poziom ROS, jest mniejsza wydaj­
ność fosforylacji oksydacyjnej. Jednakże do tej pory nie ma 
pełnej zgodności, co do faktycznego zaangażowania UCPs 
w  odpowiedź na stres oksydacyjny i urucham iania lokalnej 
ścieżki zwrotnej (ang. feedback), prowadzącej do tłumienia 
powstawania ROS. Jak dotąd brak także informacji na temat 
aktywacji UCPs przez ROS w  mitochondriach organizmów 
jednokomórkowych.

PODSUMOWANIE

Przełom XX i XXI wieku to okres odkryć kolejnych ho- 
mologów UCP1. Identyfikacja UCPs we wszystkich w aż­
niejszych grupach eukariontów: u  roślin wyższych, niektó­
rych bezkręgowców, pierwotniaków, grzybów i w  wielu 
nietermogennych tkankach ssaków sugeruje, że przeciwnie 
do UCP1 BAT ssaków, spełniają one inne funkcje niż p rodu ­
kowanie ciepła poprzez zwiększanie oddychania mitochon­
drialnego. Jedną z nich może być obniżanie produkcji ROS 
w  mitochondriach, a więc ochrona komórki przed stresem 
oksydacyjnym. Zbadanie regulacji aktywności poszczegól­
nych homologów UCP1 u różnych organizmów, w  różnych 
tkankach czy organach roślin i zwierząt pomoże wyjaśnić 
nadal niejasną funkcję fizjologiczną spełnianą przez te biał­
ka. Rosnące zainteresowanie mitochondrialnymi UCPs 
związane jest z efektem ich działania na poziomie kom ór­
kowym, tj. regulacją poziom u ATP, równowagi oksydore- 
dukcyjnej czy stresu oksydacyjnego. Z drugiej strony zabu­
rzenia w  funkcjonowaniu UCPs mogą przyczyniać się do 
wielu stanów patologicznych u zwierząt.
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Mitochondrial uncoupling proteins: regulation and physiological role
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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 w ell 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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Słowa kluczowe: białka rozprzęgające, reak­
tyw ne form y tlenu, otyłość, cukrzyca typu  2, 
onkogeneza, uszkodzenia niedokrw ienno-re- 
perfuzyjne, neurodegeneracja

Wykaz skrótów: BAT (ang. brown adipose tissue) 
— b runatna tkanka tłuszczowa; koenzym  A — 
CoA; FFA (ang. free fa tty  acids) — w olne kwasy 
tłuszczowe; LDL — lipoproteina o malej gęsto­
ści; LMF (ang. lipid mobilising factor) — czynnik 
mobilizujący lipidy; NF-kB (ang. nuclear factor 
kappaB) — jądrow y czynnik transkrypcyjny kB; 
P G C -la  (ang. peroxisome proliferator-activated 
receptor coactivator-la) — koaktyw ator recepto­
ra  PRAR; PPAR (ang. peroxisome proliferator-ac­
tivated receptor) — receptor aktyw ow any przez 
proliferatory peroksysom ów; pRB (ang. retino­
blastoma protein) — białko retinoblastom y; ROS 
(ang. reactive oxygen species) — reaktyw ne for­
m y tlenu; TZD (ang. thiazolidinedione) — leki 
z grupy tiazolidinedionów; UCP(s) (ang. un­
coupling protein(s)) — białko(a) rozprzęgające; 
WAT (ang. white adipose tissue) — biała tkan­
ka tłuszczowa; ApH+ — protonow y gradient 
elektrochemiczny; AT — elektryczny potencjał 
błonow y m itochondriów

Podziękowanie: Przygotow anie artykułu
zostało dofinansow ane ze środków  budżeto ­
w ych na naukę (projekt badaw czy n r 3382/B / 
P 0 1 /2007/33)

STRESZCZENIE

D ziałanie białek rozprzęgających (UCPs), mitochondrialnych systemów rozpraszających 
energię, może mieć istotny w pływ  na funkcjonowanie komórek, tkanek, narządów 

i całych organizmów ssaków. Regulacja aktywności UCPs może okazać się w  przyszłości 
kluczowym celem działania terapeutycznego w  w ielu  zaburzeniach funkcjonowania orga­
nizmu ludzkiego. Dotyczyć to może na przykład zaburzeń gospodarki tłuszczowej, otyłości, 
cukrzycy typu 2, procesu starzenia się, a nawet chorób neurodegeneracyjnych i zmian now o­
tworowych. Ponieważ fizjologiczna rola UCPs (poza UCP1, białkiem brunatnej tkanki tłusz­
czowej) nie jest w  pełni poznana, zbadanie mechanizmów regulacji aktywności hom ologów  
UCP1 (UCP2-5) na poziomie molekularnym w  różnych tkankach i narządach jest ważnym  
wyzwaniem. Ma to istotne znaczenie dla zrozumienia fizjologii mitochondriów zwierząt 
oraz patofizjologii związanych z zaburzeniami działania UCPs. Informacje te przyczynią się  
także do stworzenia bazy dla wykorzystania UCPs w  klinice.

WPROWADZENIE

Mitochondria zajmują specjalną pozycję w  świecie Eucaryota. Oprócz pełnienia 
funkcji „elektrowni" dostarczających komórce cząsteczek ATP, mitochondria są 
także w ażnym  miejscem przebiegu szlaków metabolicznych, co istotnie w pływa 
na utrzym ywanie homeostazy komórkowej. Ponadto, mitochondria w  komórce 
stanowią główne źródło reaktywnych form tlenu (ROS) i mogą być istotnym 
czynnikiem uruchamiającym mechanizm fizjologicznej śmierci komórki [1]. Dla­
tego też mitochondria mogą być przyczyną wielu stanów patologicznych, tak 
różnych jak nowotwory, cukrzyca, otyłość, uszkodzenia niedokrwienno-reper- 
fuzyjne, zaburzenia neurodegeneracyjne (choroby Alzheimera i Parkinsona), a 
także mogą wpływać na proces starzenia się [2].

Białka rozprzęgające (UCPs, ang. uncoupling proteins), będące białkami we­
wnętrznej błony mitochondrialnej, rozprzęgają oddychanie mitochondriów, bu­
rząc protonowy gradient elektrochemiczny (ApH+) wytworzony przez łańcuch 
oddechowy mitochondriów. UCPs są aktywowane przez niezestryfikowane (wol­
ne) kwasy tłuszczowe (FFA, ang .freefatty acids), a ich allosterycznymi inhibitora­
mi są nukleotydy purynowe [3], Działanie UCPs jest napędzane przez potencjał 
błonowy (AT, ujemny w  wewnątrz mitochondrium) oraz różnicę p H  (kwaśne na 
zewnątrz). UCPs występują w  mitochondriach wielu tkanek ssaków: UCP1 (ter- 
mogenina) w  brunatnej tkance tłuszczowej (BAT, ang. brown adipose tissue), UCP2 
w  różnych tkankach zwierząt, UCP3 w mięśniach szkieletowych, mięśniu serco­
w ym  oraz w BAT, UCP4 i UCP5 w  mózgu. Ze względu na charakter działania 
wszystkich UCPs w  mitochondriach organizmów eukariotycznych, tj. rozprasza­
nie użytecznej energii swobodnej pochodzącej z utleniania substratów oddecho­
wych, białka te stanowią ważny punkt kontrolny w  gospodarce energetycznej 
komórki [3], Upośledzenie działania UCPs może mieć istotny wpływ na funkcjo­
nowanie komórek, tkanek, narządów i całych organizmów. Dlatego też regulacja 
aktywności UCPs może okazać się kluczowym celem działania terapeutycznego 
w wielu zaburzeniach funkcjonowania organizmu ludzkiego [4-8].

UCP3 A GOSPODARKA TŁUSZCZOWA

Aktywność rozprzęgająca UCPs związana jest z transportem  protonów z 
przestrzeni międzybłonowej do macierzy mitochondriów, co obniża ApH+ [3], 
FFA są swoistymi kofaktorami tego procesu. Jeden z modeli opisujących mecha­
nizm działania UCPs (model cyklicznego obiegu FFA) zakłada ciągłe krążenie 
kwasów tłuszczowych przy ich udziale w  zewnętrznym  i w ew nętrznym  listku 
wewnętrznej błony mitochondrialnej w  zależności od uprotonow ania grup kar­
boksylowych tych kwasów. W ten sposób podtrzym yw anie stałego obiegu FFA 
w pływ a pozytywnie na metabolizowanie kwasów tłuszczowych. Dodatkowo, 
usuwanie z mitochondriów utlenionych, bądź zjonizowanych (anionów) form
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FFA może stanowić bardzo skuteczne narzędzie ochronne 
przed toksycznymi właściwościami tych cząsteczek [9].

W przeciwieństwie do kwasów tłuszczowych zwią­
zanych wiązaniem tioestrowym z koenzymem A (acylo- 
CoA), długołańcuchowe FFA nie są metabolizowane. Brak 
równowagi pomiędzy ilością dostarczanego do macierzy 
m itochondriów acylo-CoA a tem pem  procesu ß-oksydacji 
jest często przyczyną niekorzystnej akumulacji niezestry- 
fikowanych kwasów tłuszczowych w  mitochondriach [7], 
Mitochondrialna pula FFA jest w ytw arzana przez mito- 
chondrialną tioesterazę-1 (MTE-1), enzym, który poprzez 
hydrolizę wiązania tioestrowego acylo-CoA regeneruje w  
macierzy wolny koenzym A (HS-CoA). Związek ten jest 
czynnikiem ograniczającym szybkość procesu ß-oksydacji 
kwasów tłuszczowych i cyklu Krebsa [10]. W ten sposób 
MTE-1 podtrzymuje ciągłość ważnych szlaków metabolicz­
nych, odsuwając groźbę ich spowolnienia bądź zatrzym a­
nia. W ystępowanie UCP3 jest ograniczone do mitochon­
driów tkanek, które silnie zależą od procesu utleniania 
kwasów tłuszczowych (mięśnie szkieletowe, mięśnie serca 
i BAT). W tkankach tych współdziałanie obu białek, UCP3 i 
MTE-1, może skutecznie zwiększać szybkość cyklu Krebsa 
i ß-oksydacji (MTE-1 poprzez uwalnianie HS-CoA a UCP3 
poprzez zwiększanie transportu elektronów w  łańcuchu 
oddechowym) i równolegle podtrzym ywać szybkie utle­
nianie kwasów tłuszczowych, dzięki ich transportowi do 
przestrzeni międzybłonowej (UCP3). Tam FFA są ponow ­
nie przekształcane do acylo-CoA przez syntazę acylo-CoA
[10]. Co ciekawe, podw yższony poziom białek UCP3 i MTE- 
1 stwierdzono w  mitochondriach serc szczurów cierpiących 
na cukrzycę [11]. W spółdziałanie obu białek dodatkowo za­
pewnia ochronę przed podwyższeniem  poziom u anionów 
FFA w  macierzy [12]. Hipotezę, zakładającą działanie UCP3 
jako rezerwowej ścieżki przepływ u FFA w warunkach ich 
nadm iernego dostarczenia do mitochondriów [10], po­
twierdza spadek ilości triacylogliceroli w  cytosolu włókien 
mięśniowych, obserwowany przy podwyższonej ekspresji 
ucp3. U ludzi i gryzoni, zwiększona ekspresja ucp3 ma także 
miejsce w  w arunkach intensywnego metabolizmu tłuszczo­
wego, tj. w  trakcie poszczenia, nieregularnego ostrego tre­
ningu czy podczas diety wysokotłuszczowej [7,12], Dlatego 
też odpowiedni poziom ekspresji genu ucp3 może chronić 
przed typow ą otyłością wywołaną dietą. W spomniana hi­
poteza wym aga dalszego potwierdzenia doświadczalnego 
ze względu na założenie, że UCPs są transporteram i anio­
nów  FFA, co nie jest w  pełni akceptowane [7,12], Ponadto, 
istnieją pewne rozbieżności wynikające z badań z w ykorzy­
staniem techniki „gene knock-out". Jak stwierdzono myszy 
pozbawione UCP3 w  mitochondriach mięśni (ucp3 -/-) nie 
mają upośledzonego utleniania kwasów tłuszczowych.

Wywołany niewłaściwą dietą nadm iar kwasów tłuszczo­
wych ma w pływ  na funkcjonowanie mitochondriów [9,10]. 
Z pow odu braku syntazy acylo-CoA w  macierzy niemożli­
we jest metabolizowanie FFA w  mitochondriach. Pow odu­
je to stan podwyższonego ryzyka peroksydacji mitochon­
drialnych lipidów błonowych oraz zjawiska lipotoksyczno- 
ści. W tych warunkach, głównym  zadaniem  UCP3 mógłby 
być eksport (zjonizowanych) FFA z mitochondriów [9,10], 
zgodnie z modelem działania UCP zaproponow anym  przez 
Skulacheva i Garlida [3], Na przykład farmakologiczne
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blokowanie procesu utleniania kwasów tłuszczowych za 
pomocą etomoksyru (inhibitor acylotransferazy karnity- 
nowej I) indukuje wzrost poziom u UCP3, co wskazuje na 
zaangażowanie UCP3 w  znoszenie nierównowagi metabo­
licznej, wynikającej z nadmiernego dostarczania kwasów 
tłuszczowych do mitochondriów a zdolnością do ich utle­
niania [9,10], Pozytywnym  efektem ubocznym tak ukierun­
kowanego działania rozprzęgającego UCP3 jest oczywiście 
także obniżanie ApH+ oraz zmniejszanie uwalniania ROS 
przez mitochondria. W w arunkach podwyższonego pozio­
m u FFA w  cytosolu, zwiększony poziom UCP3 w błonie mi­
tochondrialnej prow adzi do intensywnego usuw ania z w e­
wnętrznego listka błony wewnętrznej anionów FFA, które 
przedostały się tam  niezależnie od systemu karnitynowego, 
co paradoksalnie sprzyja utlenianiu kwasów tłuszczowych 
(acylo-CoA) w  procesie (3-oksydacji [10]. Jednocześnie po­
stuluje się, że UCP3 (a także powszechne w  tkankach zwie­
rzęcych UCP2) mogłoby również usuwać aniony kwasów 
tłuszczowych fosfolipidów błonowych, które uległy perok­
sydacji, oczywiście po ich wcześniejszym uwolnieniu z fos­
folipidów z udziałem fosfolipaz [13].

Sformułowano hipotezę, zakładającą działanie UCP3 jako 
molekularnego przełącznika, który decyduje o rodzaju w y­
korzystywanych substratów energetycznych w mięśniach 
(kwasy tłuszczowe versus glukoza) [14]. Potrzeba przesta­
wienia się na metabolizm tłuszczowy czy węglowodanowy 
często jest podyktow ana stanem fizjologicznym mięśni, za­
leżnym od dostarczanego pożywienia. Zwiększone w yko­
rzystywanie lipidów ma miejsce podczas głodzenia, gdy 
dostęp do glukozy jest ograniczony. Natomiast redukcja 
spalania tłuszczów wiąże się z ponow nym  zasilaniem po­
karm ow ym  organizmu, zwłaszcza gdy wznowiona dieta 
jest dietą niskotłuszczową. Jest to konieczne dla uzupełnie­
nia lipidów zapasowych, m agazynowanych na okres zwięk­
szonej wydajności metabolicznej. Gdy głodzenie zastępo­
wane jest obfitym odżywianiem się (i odwrotnie), zmiany w  
ilości syntetyzowanego UCP3 są większe i bardziej wyraźne 
w  mitochondriach włókien mięśniowych typu II (głównie 
IIB), charakteryzujących się szybkimi skurczami, które po ­
zyskują energię głównie z beztlenowej glikolizy. Przeciw­
nie, zmiany w  poziomie UCP3 nie dotyczą włókien mięśnio­
wych typu I, które kurczą się wolniej, a energetycznie ich 
funkcjonowanie oparte jest na fosforylacji oksydacyjnej oraz 
utlenianiu lipidów jako substratów paliwowych. A zatem, 
to szybkie, bazujące na glikolizie włókna mięśniowe typu II 
cechuje zdolność do przestawiania się na dostępny substrat 
oddechowy (z glukozy na lipidy i odwrotnie) w  zależności 
od stanu fizjologicznego organizmu [14]. Zasilane fosforyla- 
cją oksydacyjną włókna mięśniowe typu I mają większą za ­
wartość mitochondriów, mogą więc łatwiej poradzić sobie 
z drastycznie podw yższonym  poziomem kwasów tłuszczo­
wych, dzięki możliwości intensyfikacji procesu (3-oksydacji. 
Takie fizjologiczne przystosowanie włókien typu I oznacza 
brak silnego zaangażowania UCP3 w  metabolizm tej tkanki
[12]. W świetle tych rozważań, funkcjonowanie UCP3 nie­
koniecznie musiałoby wiązać się z ułatwianiem utleniania 
kwasów tłuszczowych, lecz raczej stanowiłoby adaptację do 
zwiększonej dostawy tych kwasów.

Mimo że homologi UCP1 nie uczestniczą w  procesach ter- 
mogennych, to jednak w przypadku UCP3 zaobserwowano
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pewne ciekawe zjawisko. Termogenezę pośrednio powią­
zaną z UCP3 wykazano w  warunkach silnej adrenergicznej 
aktywacji wywołanej aplikacją MDMA (3,4-metylenodioksy- 
metamfetamina czyli ecstasy), w  komórkach tkanki mięśnio­
wej myszy [15]. Wzrostu temperatury nie obserwowano w 
mięśniach m utantów myszy pozbawionych ucp3 (-/-), mimo 
identycznego traktowania zwierząt substancją narkotycz­
ną. Obserwacja ta nadal pozostaje niewyjaśniona. Jednakże, 
obok faktu powszechnego występowania UCP3 w mięśniach 
szkieletowych, obserwacja ta sprawiła że UCP3 zaczęto trak­
tować jako interesujący obiekt nowatorskiego podejścia do 
problemu otyłości z wykorzystaniem ukierunkowanych far­
maceutyków (Ryc. 1). Wywołane rozprzęgającą aktywnością 
UCP3 zwiększone oddychanie mitochondrialne oraz w y­
datkowanie energii (poprzez wzmożone utlenianie kwasów 
tłuszczowych, acylo-CoA) może być włączone w  regulację 
bilansu energetycznego całego ciała [12],

UCP1 -  SPOSÓB NA OTYŁOŚĆ?

Efektem funkcjonowania UCP1 nie jest przechowywanie 
zasobów energetycznych w  postaci tłuszczu w  BAT, termo- 
gennej tkance ssaków [3]. Dlatego też, aktywność różnych 
UCPs (zwłaszcza UCP1) można także rozpatrywać jako 
działającą przeciwko stanom otyłości (Ryc. 1) [5], Takie 
spojrzenie związane jest z oczekiwaniami szerokich kręgów 
społeczeństwa, szukających kolejnych środków odchudza­
jących.

Bilans energetyczny ssaków zależy od wydatkowania 
energii oraz jej pobierania w raz z pokarmem. Brak rów no­
wagi objawia się albo jako m agazynowanie energii w  posta­
ci triacylogliceroli (pobieranie przewyższa wydatkowanie), 
co często łączy się z otyłością, albo jako całkowite zużycie 
energii (wydatkowanie przewyższa pobieranie), co może 
prowadzić do kacheksji (wychudzenia i osłabienia orga­
nizmu) [8,16], W związku z tym  termogeneza związana z 
UCP1 rodzi pew ne nadzieje związane z opracowaniem m e­
tody redukcji otyłości u ludzi, gdyż białko to indukuje m o­
bilizację zapasów triacylogliceroli. Wyjściowym założeniem 
nowatorskiej strategii mającej przeciwdziałać otyłości jest 
kontrolowana aktywacja adipocytów BAT, bądź nadanie 
adipocytom WAT cech adipocytów BAT, czyli przekształce­
nie białej tkanki tłuszczowej (WAT, ang. white adipose tissue) 
w  tkankę przypominającą BAT.

Tkanka tłuszczowa jest magazynem  tłuszczu oraz narzą­
dem wydzielania wewnętrznego. Występujące u ssaków 
dw a typy adipocytów (komórek tłuszczowych) budują­
cych BAT i WAT pełnią przeciwstawne fizjologiczne funk­
cje. Adipocyty WAT to największy m agazyn energetycz­
ny tłuszczu w  organizmie, adipocyty BAT — termogenne 
komórki rozpraszające energię metaboliczną jako ciepło, 
które rozprow adzane jest po całym ciele. Duże ilości białej 
tkanki tłuszczowej związane są z otyłością, wysoki poziom 
brunatnej tkanki tłuszczowej powiązany z intensywną ak-
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R ycina 1. M ożliwe patologiczne, bądź  terapeutyczne efekty wynikające ze zm ienionego poziom u syntezy (aktywności) pięciu izoform  UCPs ssaków  (UCP1-5).
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R ycina 2. Rola receptorów  PPAR w  regulacji procesu term ogenezy BAT ssaków. K luczowy czynnik białkowy, tj. PG C -la , 
inicjuje uruchom ienie term ogennego prog ram u  BAT poprzez w spółaktyw ację receptorów  PPARy i PPARa, a także regula­
cję syntezy czynnika transkrypcyjnego typu  NRF. TZD (przeciw cukrzycow e leki z gupy  tiazolidinedionów ), specyficznie 
aktywujące receptory PPARy, m ogą rów nież pobudzać adipogenezę oraz biogenezę m itochondriów . W  ten  sposób docho­
dzi do obejścia klasycznej ścieżki indukcji syntezy PG C -la  poprzez adrenergiczną stymulację w  odpow iedzi na odpow iedni 
bodziec tem peratu row y w yw ołujący syntezę cAMP. Agoniści zarów no PPARa, jak i PPARy m ogą indukow ać ekspresję 
ucpl, p raw dopodobnie  na różnych etapach rozw oju BAT. Aktywacji procesu term ogenezy BAT, fizjologicznie zależnej od 
cAMP, tow arzyszy oprócz indukcji syntezy P G C -la  rów nież in tensyw na lipoliza zapasow ych triglicerydów. Uwolnione 
FFA pełnią funkcję głów nego substratu  zasilającego proces term ogenezy oraz induk tora  rozprzęgającej aktyw ności UCP1. 
FFA m ogą rów nież działać jako aktyw atory  receptorów  PPAR. Stw ierdzono rów nież zwiększenie syntezy P G C -la  poprzez 
autoregulacyjną pętlę, w  której w spółaktyw acja PPARy przez białko P G C -la  u rucham ia transkrypcję genu pgc-la.

tywnością metaboliczną zwykle związany jest z redukcją 
wagi ciała [17,18]. Trzeba jednak pamiętać, że BAT u ludzi 
(i u  innych większych ssaków) zanika w  trakcie ontogenezy 
(po okresie niemowlęctwa czy wczesnego dzieciństwa) i je­
dynie szczątkowe ilości tkanki utrzymują się u  osobników 
dorosłych.

Kwasy tłuszczowe oprócz pełnienia funkcji związków 
indukujących proces rozprzęgania (bezpośrednia aktywa­
cja UCP) oraz głównych substratów w termogenezie (jako 
substraty [3-oksydacji), mogą również pośrednio aktywo­
wać ekspresję ucpl u  zwierząt, poprzez w pływ  na receptory 
PPAR (Ryc. 2). Kilka podtypów  jądrowych receptorów typu 
PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) ziden­
tyfikowano jako czynniki kontrolujące transkrypcję genów 
ucps w  tkankach tłuszczowych [17]. Forma PPARy ulega 
silnej syntezie zarówno w adipocytach WAT i BAT, i jest 
związana głównie z przebiegiem procesu adipogenezy. For­
ma PPARa przeważa w  komórkach BAT. Dzięki unerw ie­
niu współczulnemu, BAT w przeciwieństwie do WAT jest 
efektorem działania bodźca niskiej temperatury. Bodziec 
ten, poprzez ścieżkę sygnalizacyjną angażującą cAMP, in­
dukuje wzm ożoną syntezę PG C-la, koaktywatora recepto­
ra PRARy. Wydaje się, że P G C -la  odgryw a zasadniczą rolę 
w  regulacji transkrypcji genu ucpl. Postuluje się, że PGC- 
l a ,  indukując syntezę UCP1, jest niezbędny dla pow staw a­
nia adipocytów BAT bogatych w  UCP1 [19]. A zatem silna 
synteza receptorów PPARy w  połączeniu z syntezą koak-
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tywatora P G C -la  stanowi 
kluczowy zestaw czynni­
ków decydujących o różni­
cowaniu się adipocytów w 
kierunku BAT. Dodatkowo, 
PG C-la, współpracując z 
receptorem typu PPARa, 
kontroluje ekspresję genów 
kodujących białka odpo ­
wiedzialne za przeprow a­
dzanie katabolizmu tłusz­
czu w  BAT, niezbędnego 
do wywołania termoge­
nezy [17]. W przeciwień­
stwie do adipocytów WAT, 
komórki BAT niezwykle 
wydajnie utleniają kwasy 
tłuszczowe. Wskazuje na 
to obfitość mitochondriów 
z silnie rozwiniętymi grze­
bieniami, a także wysoki 
poziom syntezy PPARa w 
tych komórkach. PPARa 
praw dopodobnie jest także 
induktorem  genu ucpl w  
pełni wykształconych, doj­
rzałych komórkach BAT 
[20]. Obecność PGC-la, 
aktywującego zarówno 
PPARa, jak i PPARy, jest 
podstaw ow a dla realizacji 
całego procesu termogene­
zy BAT (Ryc. 2).

Stwierdzono, że u m y­
szy skłonność do otyłości jest ściśle związana z obniżoną 
aktywnością BAT [21]. Przeciwnie, „odporność" na otyłość 
może być związana z zwiększoną aktywnością BAT, bądź 
indukcją w  WAT informacji genetycznej normalnie przypi­
sanej BAT. W ykazano na przykład, że ektopowa ekspresja 
genu pgc-la w  WAT człowieka może uruchamiać adipoge­
nezę w  kierunku komórek BAT, której towarzyszy ekspre­
sja genu ucpl [22,23]. Zjawisko konwersji komórek WAT w 
BAT może okazać się pomocne w  poszukiwaniu sposobu 
stymulacji termogenezy (a więc i wzmożonego utleniania 
kwasów tłuszczowych) u dorosłych, co potencjalnie może 
wywołać efekt zmniejszenia wagi ciała.

W kom órkach tłuszczowych WAT dodatkow ą induk ­
cję syntezy P G C -la  (którego wysoki poziom  występuje 
w  kom órkach BAT) m ożna osiągnąć chemicznie, stosując 
przeciwcukrzycowy lek rosiglitazon (z grupy  tiazolidine­
dionów, TZD) [24], O dpow iedzią adipocytów WAT na po ­
danie TZD jest rów nież w zm ożona synteza mRNA UCP1. 
Jak stwierdzono, TZD mogą bezpośrednio wpływać na 
transkrypcję ucpl poprzez specyficzną aktywację recepto­
rów  PPARy komórek tłuszczowych (WAT i BAT). Recep­
tory te z kolei indukują ekspresję genu pgc-la koniecznego 
dla syntezy UCP1 (Ryc. 2) [17,24]. A zatem, w  stosunku 
do wcześniej poznanej adrenergicznej regulacji, TZD mogą 
wywoływać now ą ścieżkę regulującą ekspresję genu pgc- 
la  [24], In vitro TZD jako ligandy PPARy także silnie po ­
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budzają adipogenezę białej i brunatnej tkanki tłuszczowej. 
W adipocytach WAT TZD indukują zm iany w morfologii 
m itochondriów  w kierunku wykształcenia licznych grze­
bieni [21]. Co ciekawe, chroniczne podaw anie  leków prze- 
ciwwirusowych może prow adzić do wzmożonej ekspresji 
genu ucpl u dorosłych, w  znacznej mierze pozbawionych 
przecież BAT [25],

Białkiem wpływającym  na pow staw anie kom órek tłusz­
czowych jest także białko pRB (ang. retinoblastoma prote­
in). Będąc w ażnym  regulatorem  cyklu kom órkowego ssa­
ków, a także supresorem  zm ian nowotworowych, białko 
pRB uw ażne jest za przełącznik m olekularny decydujący 
o tym  czy różnicowanie adipocytów zmierza w kierunku 
komórek WAT czy BAT [21,26]. Białko pRB jest potrzeb­
ne do różnicowania adipocytów WAT, natom iast ham u ­
je pow staw anie komórek BAT. W skazuje na to obecność 
pRB w  jądrze tylko preadipocytów  WAT [26], W związku 
z tym  zaproponow ano m odel doświadczalny, w  którym  
selektywna inaktywacja pRB pow inna wywołać zmiany 
prow adzące do pow staw ania adipocytów BAT, co w iąza­
łoby się z intensyw ną syntezą UCP1, w ydajnym  spalaniem 
tłuszczu oraz redukcją masy ciała. Być może w przyszłości 
zamierzona ingerencja w  rów now agę pom iędzy różnico­
waniem  się adipocytów WAT i BAT, okaże się istotną w 
regulacji wagi ciała, a więc i w  leczeniu otyłości oraz cho­
rób związanych z otyłością [26].

UCPs JAKO PRZECIWUTLENIACZE

Konsekwencją życia opartego na metabolizmie tlenowym 
jest nieustanne wytwarzanie ROS, a w śród nich kluczowe­
go wolego rodnika, anionorodnika ponadtlenkowego. We 
wszystkich organizmach obniżanie się wydajności pracy 
narządów, tkanek czy komórek wiąże się z postępującym 
procesem starzenia się. W edług wolnorodnikowej teorii sta­
rzenia się, jednym  z głównych pow odów  starzenia się orga­
nizm u jest nagrom adzanie się zniszczeń makrocząsteczek 
komórki w  w yniku ich reakcji z wolnymi rodnikami (utle­
nienia) [27], Przykładem może być skracanie się telomerów 
chromosomów w  wyniku oddziaływań z ROS. Głównym 
miejscem uwalniania ROS w komórkach są mitochondria, 
a dokładnie centra oksydo-redukcyjne kom ponentów łań­
cucha oddechowego [1]. Ilość uwalnianych ROS w dużym  
stopniu zależy od metabolicznego stanu mitochondriów [7], 
W tzw. spoczynkowym stanie oddechowym  (stan „niefos- 
forylujący", stan 4), zwolnionemu oddychaniu mitochon­
driów, wysokiej wartości ApH+ oraz silnemu zredukow aniu 
kompleksów łańcucha oddechowego towarzyszy intensyw­
ne uwalnianie ROS. Stan spoczynkowy reprezentuje fizjolo­
giczną sytuację chwilowo nikłego zapotrzebowania na ATP, 
bądź niewystarczającej ilości dostępnego ADP koniecznego 
do syntezy ATP. Rozpoczęcie syntezy ATP (uruchomienie 
syntazy ATP) prowadzi do przejścia w  stan „fosforylujący" 
(stan 3), któremu towarzyszy zwiększenie szybkości oddy ­
chania mitochondriów, zmniejszenie ApH+ i w  efekcie ob­
niżenie wytwarzania ROS. In vivo mitochondria utleniające 
substraty oddechowe znajdują się więc w  stanie mieszanym 
pomiędzy stanem spoczynkowym i „fosforylującym" [7], 
Stosunek szybkości oddychania.stanu 3 do stanu 4 określany 
jest kontrolą oddechową, parametrem, który opisuje stopień 
sprzężenia fosforylacji oksydacyjnej w  mitochondriach.
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Stres oksydacyjny w komórce, brak równowagi pomię­
dzy systemami pro- i antyoksydacynymi), powoduje znisz­
czenia wielu makromolekuł w  komórce. Szczególnie niebez­
piecznymi akceptorami ROS są kwasy tłuszczowe, zwłasz­
cza te wielonienasycone pochodzące np. z fosfolipidów 
błonowych. Pod w pływ em  działania ROS wytwarzanych w  
mitochondriach, kwasy tłuszczowe są przekształcane do sil­
nie reaktywnych aldehydów, jak 4-hydroksy-2-nonenal (4- 
HNE) [28], 4-HNE, jeden z głównych produktów  peroksy- 
dacji lipidów, jest swoistym m arkerem  stresu oksydacyjne­
go. Związek ten może również inaktywować geny poprzez 
oddziaływanie z resztą guanozyny w  łańcuchu DNA [29]. 
Co więcej, peroksydacja lipidów jest bardzo niebezpieczna, 
ponieważ związki przejściowe i produkty  końcowe tego 
procesu przyczyniają się do samoczynnej propagacji uw al­
niania związków wolnorodnikowych na zasadzie kaskad 
reakcyjnych [30]. Poza tym  peroksydacja lipidów może za­
burzać organizację błony, powodując zmiany jej płynności 
i przepuszczalności dla jonów oraz hamować procesy m e­
taboliczne.

Działanie UCP prowadzące do łagodnego (częściowego) 
rozprzęgania mitochondriów (ang. mild uncoupling), które­
m u towarzyszy zwiększony poziom oddychania oraz sub­
telne obniżanie wartości ApEP, związane jest z obniżaniem 
produkcji ROS oraz zmniejszeniem praw dopodobieństw a 
wystąpienia stresu oksydacyjnego [1,3]. W ten sposób UCPs 
można traktować jako endogenne systemy antyoksyda- 
cyjne, stanowiące system ochrony komórki przed stresem 
oksydacyjnym. Za cytoochronnym znaczeniem łagodnego 
rozprzęgania z udziałem  UCPs przem awia również kardio- 
protekcyjny i neuroprotekcyjny efekt związków farmakolo­
gicznych o działaniu mitochondrialnych rozprzęgaczy [31],

Ciekawy aspekt wynikający z braku aktywności UCP2 
prezentują wyniki analizy fenotypu myszy pozbawionej 
tego białka [32]. Osobniki zmienione genetycznie (ucp2 -/-)  
wykazywały całkowitą odporność na zakażenie w ew nątrz­
kom órkowym  pasożytem Toxoplasma gonidii w  przeciwień­
stwie do efektu letalnego obserwowanego u osobników 
ucp2 + /+ . Zaproponowano, iż jest to wynik podw yższo­
nego poziomu ROS w pozbawionych UCP2 makrofagach, 
które skuteczniej mogą zwalczać niepożądane antygeny. 
Jednakże ceną za większą odporność na czynnik zakaźny 
może być skrócony czas życia makrofaga z pow odu wła­
snych zniszczeń oksydacyjnych makrocząsteczek [33]. Przy­
puszcza się, iż jedynie subtelna regulacja syntezy UCP2 in 
vivo może wiązać się z podnoszeniem wydajności układu 
immunologicznego. Ponieważ zakażenie patogenem należy 
do zdarzeń przejściowych, może to być osiągnięte dzięki 
krótkiemu czasowi połowicznego rozpadu funkcjonalnego 
UCP2 [34], Podobne zjawisko dotyczy cyklu miesięczne­
go kobiet, podczas którego przed uwolnieniem dojrzałego 
oocytu szybko spada ekspresja ucpl. Jest to praw dopodob­
nie związane z koniecznością wytworzenia ROS w ilości 
niezbędnej dla uwolnienia oocytu. Aby uniknąć efektów 
ubocznych (uszkodzenia oocytu) cały proces musi być pre­
cyzyjnie kontrolowany [34], Przeciwnie, na przykład ter- 
mogeneza indukow ana niską tem peraturą nie należy do 
stanów przejściowych, co związane jest z 60 razy większą 
stabilnością UCP1 w  BAT.
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Miażdżyca, schorzenie związane ze zwężaniem się świa­
tła tętnic, może być także powiązane z działaniem UCP2. 
Jedną z ważniejszych przyczyn miażdżycy może być stres 
oksydacyjny w  komórkach krwi oraz naczyń krwiono­
śnych. Na przykład transplantacja mysich komórek szpiku 
kostnego pozbawionych UCP2 (ucp2 -/-) do myszy pozba­
wionej receptora dla LDL (lipoproteiny o małej gęstości) 
może znacznie przyspieszyć wczesne zmiany miażdżyco­
we w aorcie [35]. Zaawansowanie zmian miażdżycowych w 
kontroli, tzn. gdy przeszczepiono komórki szpiku z UCP2 
(ucp2 +/ +), było wyraźnie mniejsze. Dlatego przypuszcza 
się, że czynniki zwiększające syntezę UCP2 w  układzie na­
czyniowym mogłyby zapobiegać rozwojowi miażdżycy u 
pacjentów, zwłaszcza z podwyższonym  poziomem ROS, tj. 
chorych na cukrzycę i nadciśnienie [36].

Postuluje się, aby współczesne strategie terapeutyczne 
zmierzające do obniżania poziomu uwalniania ROS w mi­
tochondriach, bądź ich eliminowania zanim dokonają po ­
ważnych zniszczeń, powinny skupiać się na wywoływaniu 
ukierunkowanego rozprzęgania mitochondriów (m.in. po­
przez kontrolowanie aktywności UCPs) oraz na stosowaniu 
przeciwutleniaczy [7]. Być może manipulacje takie wpłyną 
na długość i jakość życia. Ponadto, jeśli faktycznie aktyw ­
ność UCPs łagodzi stres oksydacyjny i opóźnia starzenie się, 
również FFA (aktywatory UCPs) mogą odgrywać bardzo 
ważną rolę w regulacji długości życia [37], Dlatego też zbi­
lansowana, oparta na tłuszczach dieta, która zwykle uw a­
żana jest za niezdrową, być może stanowi jeden z kluczy do 
długowieczności.

UCPs A USZKODZENIA 
NIEDOKRWIENNO-REPERFUZJNE

Intensywna produkcja wolnych rodników w mitochon­
driach odbywa się przy niskim tempie fosforylacji ADP do 
ATP, mimo dużej dostępności tlenu i substratów oddecho­
wych. Taki stan dotyczy m. in. zjawiska reperfuzji, czyli 
ponownego ukrwienia mięśnia na przykład tych obszarów 
serca, które wcześniej uległy niedokrwieniu (ischemii) [38]. 
Mechanizm hartowania przez niedokrwienie, które w yw o­
łane jest przejściową ischemią tkanek, stanowi jeden z m e­
chanizmów „komórkowego program u przetrwania" (ang. 
cell survival program) i jest ewolucyjnie zachowany w  wielu 
tkankach i narządach [31]. Hartowanie ischemiczne zwięk­
sza zdolność przywracania prawidłowych funkcji mito- 
chondriom (np. syntezy ATP) po udarze niedokrwiennym. 
Wznowienie skurczów mięśnia serca podczas reperfuzji 
następuje z opóźnieniem w stosunku do natychmiastowego 
rozruchu oddychania mitochondrialnego, co wywołuje na 
początku silną redukcję komponentów łańcucha oddecho­
wego oraz wysoką wartością AgH+ [38]. Dlatego też okres 
reperfuzji wiąże się z nasilonym uwalnianiem ROS w mito­
chondriach. Wysoki potencjał błonowy (AT1, jeden z kom ­
ponentów ApH+) wzmaga również napływ jonów wapnia 
do mitochondriów [39], Wobec tego reperfuzja niesie za 
sobą groźbę połączenia dwóch negatywnych czynników, 
tj. zwiększonego poziomu Ca2+ i ROS, które mogą w yw o­
łać otwarcie megakanału (PTP, ang. permeability transition 
pore) i w  konsekwencji doprowadzić do śmierci komórki. 
Poprzez obniżanie wartości AW, działanie UCPs mogłoby

przeciwdziałać zaburzaniu prawidłowych parametrów pra­
cy mięśnia sercowego w trakcie trwania reperfuzji.

Funkcję UCPs w kontekście uszkodzenia niedokrwien- 
no-reperfuzyjnego badano w izolowanych sercach myszy 
zmienionych genetycznie, tzn. charakteryzujących się w y­
sokim poziomem UCP1 w mitochondriach serca (gdzie nor­
malnie nie występuje) [38]. Mimo że wywołana ekspresja 
ucpl nie zmieniła wrażliwości narządu na ischemię, to zna­
cząco poprawiła jego zdolność do regeneracji funkcjonowa­
nia po reperfuzji. Na przykład kurczliwość serca w 60 m inut 
po reperfuzji była 2-krotnie większa w przypadku narządu 
pochodzącego od osobnika transgenicznego w porów na­
niu do osobnika stanowiącego kontrolę. Ponadto, w sercu 
z UCP1 poziom zużycia tlenu obserwowany po reperfuzji 
był taki jak sprzed ischemii, co wskazywało na zwiększone 
rozprzęganie oddychania (zużycie tlenu) wywołane aktyw­
nością UCP1. W sercach kontrolnych zużycie tlenu znaczą­
co się obniżyło. Niska aktywność UCPs w sercu (UCP2 i 
UCP3) praw dopodobnie wiąże się z utrzymywaniem nor- 
moksji (normalny, fizjologiczny poziom tlenu), natomiast 
znaczne zwiększenie aktywności rozprzęgającej może w y­
nikać z ischemii oraz następującej po niej reperfuzji [38]. W 
sercu, w stanie normoksji, duże stężenie ATP i niski poziom 
kwasów tłuszczowych zapewnia prawie całkowite zaham o­
wanie UCPs. Z kolei ischemia, prowadząc do zatrzymania 
syntezy ATP i utleniania kwasów tłuszczowych, stwarza 
warunki do aktywacji UCPs, gdyż rośnie stężenie aktywato­
rów (FFA) tych białek [38]. Przypuszcza się, że złagodzenie 
dysfunkcji pracy serca po reperfuzji, związane z obecnością 
heterologicznego UCP1, wiąże się z niedopuszczaniem do 
hiperpolaryzacji mitochondriów, która leży u podstaw ne­
gatywnego w pływ u jonów wapnia oraz ROS w komórce. 
Podobne wnioski wyciągnięto z badań nad rolą UCP2 w 
kardiomiocytach oraz UCP2 i UCP3 w mioblastach serca 
[31,40]. Dlatego też, homologi UCP1 występujące w sercu, 
UCP2 i UCP3, są potencjalnym celem działania terapeutycz­
nego w chorobach niedokrwiennych. Jest to o tyle istotne, 
iż w edług Światowej Organizacji Zdrowia choroby układu 
krążenia (w tym choroby naczyń wieńcowych) plasują się 
w czołówce zmian patologicznych u ludzi z krajów rozwi­
niętych.

Podobnie jak reperfuzja, również hiperoksja (nadmiar, 
zwiększony poziom tlenu) prowadzi do stresu oksydacyj­
nego upośledzającego funkcjonowanie tkanek i narządów 
(np. płuc, serca czy mięśni). W przypadku mięśni szkie­
letowych szczura poddanych hiperoksji zaobserwowano 
zwiększony poziom syntezy UCP3 [41]. Stanowi to kolejny 
dowód wskazujący na udział UCPs w kontrolowaniu stresu 
oksydacyjnego.

UCP2 A ONKOGENEZA

Stres oksydacyjny w pływa na rozwój nowotworu [42,43], 
ROS mogą przyczyniać się do niekontrolowanego namnaża- 
nia się komórek, trwałego lub przejściowego zahamowania 
wzrostu, a także apoptotycznej, bądź nekrotycznej śmierć 
komórki. Wykazano, iż brak UCPs, które ograniczają stres 
oksydacyjny poprzez obniżanie uwalniania ROS w mito­
chondriach, może wiązać się z podwyższonym  ryzykiem 
rozwoju pewnych typów nowotworów [44], Mysz pozba­
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wioną funkcjonalnego genu ucp2 (ucp2-/~) w  porównaniu 
z myszą typu dzikiego, jest bardziej wrażliwa na chemicz­
ną indukcję raka okrężnicy. Brak UCP2, i w konsekwencji 
zwiększenie stresu oksydacyjnego, wiąże się praw dopo­
dobnie z aktywacją NF-kB (ang. nuclear factor kappaB) oraz 
zakłóconą równowagą pomiędzy nam nażaniem  się nabłon­
kowych komórek jelita a ich apoptozą. Plejotropowy czyn­
nik transkrypcyjny NF-kB reguluje wiele genów, w tym 
te, które promują wzrost komórki oraz hamują apoptozę
[44]. Przy braku UCP2 niewystarczający poziom apoptozy, 
jako wynik odpowiednio silnej syntezy Bcl-2 (białko anty- 
apoptotyczne), przyczynia się przypuszczalnie do nasilonej 
onkogenezy. U myszy z aktywnym UCP2 (ucp2+/+) niski 
poziom Bcl-2 współgrał z większym tem pem  apoptozy ko­
mórek jelita i tym samym nadawał większą odporność na 
chemiczną indukcję nowotworu.

Inne badania wskazują, że zwiększona synteza UCP2 
może chronić przed stresem oksydacyjnym zarówno ko­
mórki rakowe oraz te, które nie uległy transformacji no­
wotworowej [45], Stwierdzono na przykład 3-4 krotne 
zwiększenie syntezy UCP2 w większości przypadków  raka 
okrężnicy u ludzi. Przy czym poziom zwiększenia syntezy 
tego białka wydaje się pozytywnie współistnieć ze stop­
niem pogłębiania się zmian nowotworowych. Wskazują na 
to również obserwacje linii komórkowych różnych typów 
raka odpornych na leki. Linie te odznaczają się zwiększo­
ną ekspresją ucp2, niższym AT1 oraz słabą wrażliwością na 
stres oksydacyjny [46]. Jak dotąd nie wyjaśniono przypusz­
czalnej roli UCP2 w  inicjacji zmian nowotworowych i ich 
wczesnego rozwoju w przypadku ludzi [44],

Poziom ekspresji ucp2 i pewne typy nowotworów łąćzy 
również czynnik mobilizujący lipidy (LMF, ang. lipid mobili- 
sing factor), będący glikoproteiną [47], Nowotwory pow odu­
jące kacheksję (zespół wyniszczenia nowotworowego połą­
czony z utratą wagi) wydzielają LMF, który prowadzi do 
rozkładu tkanki tłuszczowej, aby pozyskać substancje od­
żywcze potrzebne do dalszego wzrostu. Oprócz bezpośred­
niego w pływ u na lipolizę, LMF również w zm aga utlenianie 
kwasów tłuszczowych (uwolnionych z triglicerydów) po­
przez indukcję ekspresji genów kodujących różne izoformy 
UCP. Wskazuje na to np. zwiększenie ilości UCP2 w komór­
kach MAC13 (komórki raka jelita grubego, nie produkujące 
własnego LMF), zależne od stężenia podawanego egzogen­
nie LMF [47]. A zatem LMF, indukując ekspresję UCP2 w 
guzie nowotworowym, mógłby prowadzić do obniżenia 
poziomu ROS, których generacja jest nasilona w  stanie ka- 
cheksji, wskutek zwiększonej oksydacji związków energe­
tycznych. Działanie wielu leków przeciwnowotworowych 
oparte jest na wytwarzaniu szkodliwych dla komórki ROS. 
Wobec tego indukcja ekspresji ucp2 przez LMF może przy­
czyniać się do ochrony komórek guza przed toksycznymi 
skutkami intensywnego metabolizmu prowadzonego przez 
te komórki [47], Niestety może to być jednym  z powodów 
słabej odpowiedzi guza indukującego kacheksję na chemo­
terapię.

Zmieniający się poziom syntezy UCP2 może być zwią­
zany zarówno z zapoczątkowywaniem zm ian nowotwo­
rowych, jak i zwiększaniem przeżywalności zmienionych 
komórek. Oznaczałoby to, że działanie UCP2 jest częścią
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reakcji adaptacyjnej, dzięki której komórki raka okrężnicy 
mogą kontrolować stres oksydacyjny i unikać apoptozy po­
wodowanej przez ROS [45]. Ponadto, w komórkach nowo­
tworowych negatywna kontrola uwalniania ROS poprzez 
zwiększoną syntezę UCP2 wydaje się ważniejsza niż utrzy­
mywanie wydajnej fosforylacji oksydacyjnej. Od dawna 
zresztą wiadomo, że w szybko rosnących komórkach raka 
preferencyjnym szlakiem dostarczającym energii jest gli­
koliza. Jest to zgodne z niedawno przyjętą tezą traktującą 
UCP2 jako czujnik i negatywny regulator wytwarzania ROS 
w mitochondriach, a więc i stresu oksydacyjnego [45], UCP2 
mogłoby pełnić taką funkcję w wielu tkankach (prawidło­
wych i ze zmianami nowotworowymi), ze względu na po­
wszechne występowanie tej izoformy w tkankach ssaków.

Dobroczynne dla komórek rakowych działanie UCP2 
może dotyczyć jedynie zjawiska łagodnego (częściowego) 
rozprzęgania. Silne rozprzęganie oddychania mitochon­
drialnego poważnie uszczupla ilość syntetyzowanego ATP 
i może okazać się zgubne dla rozwoju guza z powodu bra­
ków energii potrzebnej do namnażania. Dlatego też w yw o­
łanie stanu całkowitego rozprzężenia komórek rakowych 
poprzez znaczną nadekspresję ucp2 może stanowić kieru­
nek potencjalnej strategii walki z nowotworem.

UCPs W UKŁADZIE NERWOWYM

Badania z ostatnich lat wykazały obecność UCPs w wie­
lu strukturach mózgowych, włączając w to podwzgórze, 
hipokamp, móżdżek, rdzeń kręgowy, pień mózgu, korę 
mózgową i system limbiczny [5]. W układzie nerwowym  
odnaleziono UCP2, UCP4 oraz UCP5. W przypadku UCP2 
zwykle poziom jego syntezy w CUN jest niski, z wyjątkiem 
np. obszaru jądra łukowatego podwzgórza, które kontro­
luje przyjmowanie pokarm u [5]. Przypuszcza się, że UCPs 
obecne w układzie nerw ow ym  mogą modulować funkcje 
neuronów poprzez regulację biogenezy mitochondriów, go­
spodarki wapniowej, poziomu uwalniania ROS czy też lo­
kalnej temperatury komórki. Rozprzęganie mitochondriów 
(poprzez działanie UCPs) może prowadzić do zmniejszenia 
poziomu produkcji wolnych rodników (zmniejszenia stresu 
oksydacyjnego), obniżenia napływu jonów wapnia (zależ­
nego od AW) do mitochondriów oraz do lokalnego w zro­
stu tem peratury [5]. Paradoksalnie, w efekcie końcowym, 
rozprzęganie może także sprzyjać wzmożonej syntezie 
ATP, gdyż indukuje biogenezę mitochondriów. Dlatego też 
wysunięto hipotezę, iż UCPs układu nerwowego dodatnio 
wpływają na funkcjonowanie neuronów (neuromodulacja), 
tj. przesyłanie impulsów elektrycznych oraz plastyczność 
synaptyczną, a także opóźniają stopniowe zanikanie aktyw ­
ności neuronalnej (neuroprotekcja), która leży u podstaw  
procesów neurozwyrodnieniowych (Ryc. 1). W rozprzęga- 
niu mitochondriów komórek nerwowych upatruje się swo­
isty system chroniący te komórki przed przedwczesnym 
starzeniem się i śmiercią, procesami których zaburzenia 
mają związek m.in. z chorobą Parkinsona czy Alzheimera 
[48]. Odnotowano również pewien stopień synergizmu po­
między ekspresją genów ucps i etiologią Schizofrenii [49]. 
Co ciekawe w mózgu, uznaw anym  za najważniejszą struk­
turę w organizmie, poziom UCP2 rośnie wraz z wiekiem
[13]. Wskazuje to na istnienie mechanizmu zapobiegającego 
rozwojowi stresu oksydacyjnego sprzężonego z wiekiem.
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UCPs A CUKRZYCA

Cukrzyca stanowi jedną z najpoważniejszych chorób 
cywilizacyjnych współczesnego świata. Nowe, obiecujące 
podejście terapeutyczne w leczeniu cukrzycy typu 2 w y­
nika z faktu, że UCP2 negatywnie reguluje stymulowane 
przez glukozę wydzielanie insuliny (Ryc. 3) [50], Metabo­
lizm mitochondriów i wydzielanie insuliny połączone są 
poprzez ATP. Gdy w komórkach (3 wysepek trzustkowych 
stężenie glukozy jest wysokie, poziom cytosolowego ATP 
zwiększa się o około 40%. Dochodzi do zwiększenia utle­
niania glukozy, co prowadzi do wzrostu wartości ApH+ w 
mitochondriach, a tym samym do przesunięcia równowagi 
A TP/ ADP w  kierunku ATP. Większe stężenie ATP w cyto­
solu blokuje kanały potasowe wrażliwe na ATP (KATp) i w 
konsekwencji powoduje depolaryzację błony plazmatycz- 
nej. To z kolei związane jest z otwarciem kanałów w apnio­
wych bramkowanych napięciem. Napływ jonów wapnia 
do komórek prowadzi do wydzielenia insuliny z gruczołu 
trzustkowego [50].

Postuluje się, że łagodne rozprzęganie oddychania mi­
tochondrialnego z udziałem UCP2 może stanowić fizjolo­
giczny element negatywnej regulacji wydzielania insuliny, 
poprzez wpływ  na poziom ATP powstających z utleniania

glukozy w komórkach [3 trzustki [52], Zwiększona aktyw­
ność UCP2 (wynikająca z nadekspresji ucp2) wpływa na 
obniżanie AT wewnętrznej błony mitochondrialnej oraz 
zmniejszanie ilości cytosolowego ATP, co w rezultacie osła­
bia wydzielanie insuliny stymulowane przez glukozę. W 
mysich komórkach [3 trzustki pozbawionych UCP2 (ucp2-/~) 
stwierdzono wyższy poziom ATP i zwiększone wydzielanie 
insuliny w porównaniu do komórek myszy typu dzikiego 
[51]. Przypuszcza się, że zmiany w poziomie UCP2 mogą 
istotnie wiązać się z patogenezą prowadzącą do wystąpie­
nia cukrzycy, jak wspom niano wcześniej, podwyższony 
poziom kwasów tłuszczowych (hyperlipidemia), związany 
np. z otyłością, promuje ekspresję genów ucps w wyniku 
bezpośredniej aktywacji receptorów PPAR (Ryc. 2). Stan 
taki może przyczyniać się do dysfunkcji komórek ¡3 trzustki 
[17]. A zatem, inaktywacja UCP2 w trzustce, wyraźnie po­
prawiająca wydzielanie insuliny (na co wskazują badania 
z myszami ucp2-/-) może w przyszłości odegrać kluczową 
rolę w  opracowywaniu nowych technik leczenia cukrzycy 
typu 2 [17,51]

Zjawisko oporności na insulinę w mięśniach szkieleto­
wych może z kolei wiązać się z niewłaściwym poziomem 
kwasów tłuszczowych, gdy poziom syntezy UCP3 odbiega 
od normy [53], Pacjenci z cukrzycą typu 2 mają zmniejszo­

ne tempo utleniania 
kwasów tłuszczo­
wych oraz zwiększo­
ny poziom FFA w 
błonie plazmatycznej 
[53], Brak wystarcza­
jącej ochrony przed 
zjawiskiem lipotok- 
syczności (poprzez 
brak prawidłowego 
poziomu UCP3 w mi­
tochondriach) może 
bezpośrednio wiązać 
się z cukrzycą typu 2 
i, w konsekwencji, z 
otyłością. Farmako­
logiczna aktywacja 
ekspresji ucp3 w mię­
śniach mogłaby w spo­
magać ich fizjologicz­
ną funkcję w regulacji 
metabolizmu lipidów 
i zwiększać wrażli­
wość na insulinę [17]. 
Taki typ terapii sta­
nowi potencjalne na­
rzędzie przeciwdzia­
łające negatywnemu 
wpływowi wysokie­
go poziomu kw a­
sów tłuszczowych w 
mięśniach. Postuluje 
się, że zwiększone 
zasoby triacylogli- 
ceroli w mięśniach 
oraz zredukowana 
wrażliwość na insuli­

Rycina 3. Regulacja sekrecji insuliny z udziałem  UCP2 w kom órkach p trzustki. G lukoza jest transportow ana do kom órki na nośniku 
glukozow ym . U tlenianie glukozy, na które składa się glikoliza, cykl kw asów  trikarboksylow ych (TCA) oraz transport elektronów  w 
łańcuchu oddechow ym  (RC) m itochondrium , prow adzi do w ytw orzenia pro tonow ego gradientu  chem icznego (A|iH+), który  z kolei 
napędza  syntezę ATP. W zrastający poziom  ATP w  kom órce p trzustki, jako konsekwencja podw yższonego poziom u cukru  w e krwi, 
przyczynia się do  zam knięcia w rażliw ych na ATP kanałów  potasow ych (KATP) błony plazm atycznej. Prow adzi to do depolaryzaq'i 
błony i otw arcia kanałów  w apniow ych bram kow anych napięciem. N apływ  w apnia  do kom órki urucham ia proces w ydzielania insu ­
liny. A ktyw ność UCP2 rozprasza ApH+ i tym  sam ym  obniża wydajność syntezy ATP. UCP2 m oże więc pełnić funkcję negatyw nego 
regulatora stym ulow anego  glukozą w ydzielania glukozy w  kom órkach p w ysepek trzustkow ych.
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nę mogą wynikać z zakłóceń wprow adzanych przez acylo- 
CoA (produkt rozpadu triacylogliceroli) do ścieżki oddzia­
ływania insuliny angażującej aktywację kinazy białkowej C
[12]. Potwierdza to obserwacja, że pacjenci z cukrzycą typu 2 
wykazują 50% obniżenie poziomu UCP3 w mitochondriach 
mięśni szkieletowych [54], Co więcej, w mięśniach tych pa­
cjentów obserwuje się mniejsze i uszkodzone mitochondria, 
co może wynikać z zaburzeń w aktywności UCP3 [9].

PODSUMOWANIE

Regulacja funkcjonowania mitochondriów powinna stać 
się jednym z ważniejszych celów współczesnego podejścia 
terapeutycznego. Obecnie medycyna w  niewielkim jeszcze 
stopniu wykorzystuje potencjał drzemiący w mitochon­
driach, choć u podstaw  wielu jednostek chorobowych leży 
dysfunkcja mitochondriów. Podejmowane próby mogą w 
niedalekiej już przyszłości spowodować pojawienie się zu ­
pełnie nowych metod leczenia, które być może przyczynią 
się do zwalczania tak powszechnych schorzeń, jak: otyłość, 
cukrzyca typu 2, przedwczesne nowotworzenie czy przy­
spieszone starzenie się. Z coraz większą pewnością może­
my stwierdzić, iż uwalnianie ROS, jako skutek uboczny nor­
malnego metabolizmu komórki, stanowi punkt wyjściowy 
wielu procesów zwyrodnieniowych i patofizjologicznych. 
Dzięki działaniu UCPs (łagodnemu rozprzęganiu) poziom 
stresu oksydacyjnego może być skutecznie regulowany. 
Dlatego też coraz częściej UCPs, jako swoiste przeciwutle- 
niacze, brane są pod uwagę przy opracowywaniu strategii 
leczenia wielu schorzeń. Wydaje się, że z punktu widzenia 
korzyści płynących dla komórki, negatywna kontrola uwal­
niania ROS z udziałem UCPs powinna mieć pierwszeństwo 
nad utrzym ywaniem  wydajnej fosforylacji oksydacyjnej 
(produkcji ATP). Zaprzęgnięcie UCPs w walkę z różnymi 
zespołami chorobowymi, poprzez opracowanie środków 
farmakologicznych selektywnie indukujących, bądź bloku­
jących aktywność bądź syntezę różnych izoform UCPs, sta­
nowi nowe, ważne wyzwanie początku XXI wieku.
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Uncoupling proteins in modulation of mitochondrial 
functions — therapeutic prospects
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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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Podziękowanie: Praca pow stała w  ram ach Pol­
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STRESZCZENIE
s

Śródbłonek naczyniowy składa się z jednej warstwy komórek wyściełających każde na­
czynie krwionośne. Choć rozproszony, stanowi ważny narząd ustroju, który przez swoją 

prawidłową czynność (parakrynną, autokrynną i endokrynną) utrzymuje homeostazę ukła­
du krążenia. Natomiast dysfunkcja śródbłonka prowadzi do rozwoju wielu chorób, takich 
jak miażdżyca, cukrzyca i niewydolność serca. Dysfunkcja śródbłonka jest ściśle związana 
z nadmiernym wytwarzaniem wolnych rodników tlenowych, rozwojem stresu oksydacyj­
nego i odpowiedzią zapalną. W tych procesach ważną rolę odgrywają prawdopodobnie mi- 
tochondria. W przeciwieństwie do wielu innych komórek, komórki śródbłonka wytwarzają 
ATP głównie na drodze glikolizy, a zatem w tych komórkach mitochondria mają niewiel­
kie znaczenie w  syntezie ATP. Jednakże, jak wykazują ostatnie badania, wolnorodnikowe  
mechanizmy mitochondrialne w  powiązaniu ze zmianami wewnątrzmitochondrialnej i 
wewnątrzkomórkowej homeostazy jonowej mogą brać udział w  regulacji szlaków sygna­
łowych, prowadzących do rozwoju stanu zapalnego śródbłonka, stresu oksydacyjnego oraz 
apoptozy komórek śródbłonka. W tym kontekście mitochondria komórek śródbłonka zaczy­
nają być uznawane za nowy cel farmakoterapii dysfunkcji śródbłonka i w  chorobach układu 
krążenia.

WPROWADZENIE

Śródbłonek już dawno awansował ze statusu „płachty celofanu z powkle­
janymi jądrami komórkowymi" do statusu ważnego narządu ustroju, którego 
harmonijna czynność autokrynna, parakrynna i endokrynną w pływa na pra­
widłowe funkcjonowanie układu krążenia. Prawidłowa czynność śródbłonka 
utrzymuje zdrowie układu krążenia, a dysfunkcja (zapalenie) śródbłonka od ­
grywa kluczową rolę w rozwoju miażdżycy, cukrzycy, jak również wielu innych 
chorób układu krążenia. Wiedza o śródbłonkowych mechanizmach regulacji 
układu krążenia pochodząca z badań podstawowych i klinicznych zarysowuje 
nowy paradygmat choroby układu krążenia, którego wyznacznikiem jest dys­
funkcja śródbłonka [1-5]. Dysfunkcja śródbłonka związana jest z upośledzeniem 
wytwarzania naczynioochronnych przekaźników śródbłonka, takich jak tlenek 
azotu (NO) i prostacyklina (PGI,), nadm iernym  wytwarzaniem anionorodnika 
ponadtlenkowego (Oy ), zwiększoną syntezą prozapalnych cytokin (np. IL-6, IL- 
8), chemokin (np. MCP-1), cząsteczek adhezyjnych (np. selektyny P, selektyny 
E, ICAM-1, VCAM-1), aktywacją czynników prozakrzepowych w śródbłonku 
(np. PAI-1). Ostatnie badania wskazują na istotną rolę sygnalizacji zależnej od 
mitochondriów w mechanizmach dysfunkcji śródbłonka. Celem niniejszego 
artykułu jest przedstawienie zarysu wiedzy o mitochondriach komórek śród­
błonka ze szczególnym uwzględnieniem sygnalizacyjnej roli mitochondriów, 
roli mitochondriów w utrzymaniu homeostazy jonowej śródbłonka i regulacji 
odpowiedzi zapalnej śródbłonka przez mechanizmy wolnorodnikowe zależne 
od mitochondrialnego łańcucha oddechowego.

MITOCHONDRIA KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA

Mitochondria to organelle, których wnętrze otoczone jest dwiema błonami 
lipidowo-białkowymi, wewnętrzną oraz zewnętrzną. W wewnętrznej błonie 
mitochondrialnej znajdują się enzymy łańcucha oddechowego odpowiedzialne 
za wyrzut jonów H + z macierzy kosztem energii uwalnianej podczas utlenia­
nia substratów oddechowych. W ewnętrzna błona mitochondrialna jest nieprze­
puszczalna dla H +, co umożliwia wytworzenie gradientu protonowego i różnicy 
potencjału elektrycznego (Aip) w poprzek tej struktury, który na wewnętrznej 
błonie mitochondrialnej może osiągać wartość około -180 mV. Różnica stężenia 
jonów H + (ApH) między macierzą mitochondrialną a przestrzenią międzybło- 
nową może osiągać niekiedy wartość 1,5 jednostki pH  (zazwyczaj jest to 0,5-1 
jednostki pH). Zewnętrzna błona mitochondrialna stanowi półprzepuszczalną 
barierę, w której znaczącą rolę odgrywa zależny od potencjału kanał anionowy 
YDAC prace przeglądowe [6,7], Powstałe ApH oraz Aip tworzą wspólnie silę
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protonomotoryczną [8], W celu osiągnięcia stanu rów now a­
gi protony wracają do macierzy mitochondrialnej, transpor­
towane przez syntazę ATP (EC 3.6.3.14), czemu towarzyszy 
synteza ATP z ADP i fosforanu nieorganicznego.

W ostatnich latach pojawiły się jednak dane sugerują­
ce, że mitochondria są bardziej organellami sygnałowymi 
niż „elektrownią" [9] i taką rolę odgrywają w komórkach 
śródbłonka. Pomimo tego że komórki śródbłonka zaw ie­
rają liczne m itochondria, nie są one głównym  miejscem 
syntezy ATP w  tych komórkach (Ryc. 1). W komórkach 
śródbłonka zachodzi bowiem  intensywna glikoliza. Może 
mieć to związek z dużą  ilością w ytw arzanego NO przez 
komórki śródbłonka, który z kolei wiąże się z oksydazą 
cytochromową, końcowym  enzym em  łańcucha oddecho­
wego [10]. O ddziaływ anie oksydazy cytochromowej z NO 
wywołuje spadek zużycia 0 2 w cytosolu i kompensuje od ­
pow iedź komórki na obniżoną zawartość tlenu. Zapew ­
ne jest to jednym  z pow odów , dla którego w komórkach 
śródbłonka czynnik indukow any niedotlenieniem (HIF, 
ang. hipoxia-inducable factor) l a  ulega stabilizacji dopiero 
poniżej 0,5% stężenia O r

Śródbłonek jest w arstw ą kom órek bezpośrednio  kon­
taktującą się z krwią, s tosunkow o niew rażliw ą na uszka ­
dzające działanie niskiego stężenia tlenu. Komórki śród ­
błonka jednak jako pierw sze „odczytują" zm iany stężenia 
O, we krwi. Na zasadzie analogii z kom órkam i mięśni 
oddechow ych, które reagują na lokalne zm iany stężenia 
tlenu (p raw dopodobny udział ROS) [11], liczni badacze 
postulują podobną rolę m itochondriów  kom órek śród ­
błonka [12].

11.9 ąm
Rycina 1. M itochondria kom órek śródbłonka linii EA.hy 926. M itochondria ko­
m órek linii EA.hy 926 w yznakow ano fluorescencyjnie poprzez transfekcję ko­
m órek plazm idem  zawierającym  sekwencję kodującą białko GFP, sprzężoną z 
sekwencją kierującą do  w ew nętrznej błony mitochondrialnej.

UDZIAŁ MITOCHONDRIÓW W APOPTOZIE 
KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA

W wielu typach kom órek m itochondria odgryw ają 
kluczow ą rolę w procesach apoptozy i analogiczne m e­
chanizm y w ystępują w kom órkach śródbłonka. Ogrom ną 
uw agę poświęca się procesowi apoptozy w kom órkach 
śródbłonka, bow iem  ten proces jest ściśle zw iązany z 
jego zapalaniem  (dysfunkcją) i ma istotne znaczenie w 
rozwoju m iażdżycy w  naczyniach krwionośnych. Czyn­
nikami, które wyw ołują zapalenie śródbłonka są między 
innymi: stres oksydacyjny, angiotensyna II (Ang II), czy 
też cholesterol. Bodźce wywołujące apoptozę m ożna po ­
dzielić na fizjologiczne (realizowaną poprzez receptory 
dla TNF, CD95) lub stresow e (np. prom ieniow anie UV, 
uszkodzenie  DNA, nadm ierny  napływ  jonów w apnia, 
zakażenia bakteryjne lub w irusow e) [13]. Bardzo często 
apop toza  jest w ynikiem  uszkodzeń  m itochondriów , a 
zw łaszcza białek m itochondrialnych, enzym ów , których 
uszkodzenia  przyczyniają się do pow staw ania  ROS [14], 
W procesie apoptozy  uczestniczą białka sygnałowe, takie 
jak kaspazy i białka z rodziny Bcl-2, a także sfingomieli- 
ny. Szczególną funkcję pełnią białka z rodziny Bcl-2, takie 
jak białka proapopto tyczne Bax i Bak, które uczestniczą w 
form ow aniu  się porów  w zewnętrznej błonie m itochon­
drialnej i tym  sam ym  czynią ją przepuszczalną dla wielu 
składników  kom órkow ych. Innym  m echanizm em  w pły ­
wającym  na zm ianę przepuszczalności błon m itochon­
driów  w procesie apoptozy  jest oddziaływ anie  białek 
Bcl-2 z siateczką śródplazm atyczną, co w konsekwencji 
pow oduje uw alnianie  dużej ilości Ca2+, które aktywują 
kanał PTP (ang. permeability transition pore), znajdujący się 
w m itochondriach [15], W zależności od rodzaju bodźca 
szlaki apoptozy  mogą być różne, ale elem entem  łączącym 
je w ydają się być m itochondria, np. w p rzypadku  ak ty ­
wacji receptorów  CD95 i TNFR (receptor TNF) następuje 
enzym atyczne cięcie białka Bid, co pow oduje zm ianę kon- 
formacyjną oraz oligomeryzację białka Bax, które następ ­
nie w budow uje  się zew nętrzną błonę mitochondrialną. 
W szystkie te procesy mają następstw o w postaci zm iany 
przepuszczalności błon m itochondrialnych, co skutkuje 
w ypływ em  z m itochondriów  takich czynników proapop- 
totycznych, jak cytochrom  c, Smac/DIABLO (ang. second 
tnitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding 
protein with low pi), A IF , HtrA2, endonukleazy G [16], Cy­
tochrom  c inicjuje u tw orzenie  kom pleksu w raz z Apaf-1, 
dATP, kaspazą 9, tzw. apoptosom u, który następnie ak­
tywuje kaspazę 3. Smac/DIABLO, HtrA2 z kolei inakty- 
wują IAP- inhibitor apoptozy, a dokładnie apoptosom u. 
N atom iast AIF i endonukleaza G działają na materiał 
genetyczny (Ryc. 2). W szystkie te procesy prow adzą do 
zm ian morfologicznych kom órki i fragmentacji DNA, a w 
konsekwencji do apoptozy  [13,17,18].

MITOCHONDRIA KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA 
JAKO MIEJSCE POWSTAWANIA 
REAKTYWNYCH FORM TLENU I AZOTU

N adm ierne w ytw arzanie  anionorodnika ponadtlen- 
kowego przez m itochondrialny łańcuch oddechow y lub 
w innych reakcjach (np. katalizow anych przez oksydazę 
NAD(P)H, oksydazę ksan tynow ą lub m onom er syntazy
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Rycina 2. Rola m itochondriów  w procesach energetycznych komórki i przekazy­
w aniu  sygnałów . A. Podstaw ow a rola m itochondrium , czyli w ytw arzanie energii 
użytecznej w  postaci ATP i pow staw anie reaktyw nych form tlenu (kompleksy I i 
III) oraz udział w u trzym yw aniu  hom eostazy w apnia. B. Szlaki sygnałowe takich 
procesów, jak: apoptoza, m onitorow anie lokalnego stężenia tlenu i zmiana eks­
presji genów. ROS — reaktyw ne form y tlenu; P — fosforan nieorganiczny; ATP
— adenozynotrifosforan; CD59 — receptor błonowy; TNF — czynnik martwicy 
now otw oru; Bcl-2 — rodzina białek biorących udział w  apoptozie; AIF — czynnik 
indukcji apoptozy; SMAC — ang. second mitochondria-derived activator o f caspases; 
DIABLO — ang. direct inhibitor o f apoptosis-binding protein with a low isoelectric 
point; H trA 2 /O m i — proteaza serynowa; IAP — inhibitor apoptozy; APAF-1
— ang. apoptotic protease activating factor 1; dATP — deoksyadenozynitrifosforan; 
HIF — ang. hypoxia inducible factor. N a rycinie schem atycznie rozdzielono aktyw ­
ność m itochondriów  zaangażow aną w syntezę ATP (A) oraz szlaki sygnałowe 
zw iązane m.in. z apoptozą.

NO) jest centralnym  punk tem  odpow iedzi zapalnej śród- 
błonka. W m itochondriach w ytw arzany  jest jednak nie 
tylko O f ' ,  ale rów nież inne ROS, takie jak H ^02 i rodnik 
hydroksylow y (H O ’), których działanie, ze względu na 
wysoką reaktyw ność tych cząstek w stosunku do pozo­
stałych składników  komórek, najczęściej kojarzone jest z 
uszkadzaniem  licznych s truk tu r kom órkow ych poprzez 
reakcje z substancjam i o dużym  biologicznym  znaczeniu, 
jak m tDNA, białka i lipidy błonow e [19]. W macierzy 
m itochondrialnej 0 2‘" generow any poprzez  łańcuch od ­

dechow y jest elim inow any poprzez m anganow ą d jsm u - 
tazę ponadtlenkow ą (MnSOD), która katalizuje przejście 
0 2*' w H 20 2. Reakcja może przebiegać rów nież sponta­
nicznie.

O. + 0 2-  + 2H20 0 2 + 2H20 2

Ze w zg lędu  na zdolność H 20 2 do u tlen ian ia  jonów 
m etali w tzw. reakcji Fentona, pozorn ie  nieszkodliw y 
H 20 2 przekształca się w jeden  z najbardziej reak tyw nych  
rodników , rodn ik  hydroksy low y (H O ’). Peroksydaza 
g lu ta tionow a katalizuje reakcję przejścia nad tlenku  w o ­
do ru  w H 20 .  G lu ta tion  (GSH), k tóry  pełni funkcję ko- 
faktora  peroksydazy  glutationow ej oraz an tyoksydan ta  
i zm iatacza reak tyw nych  form  tlenu jest od tw arzany  
w tym  procesie poprzez  reduk tazę  g lu ta tionow ą. H ,0 2 
pow stający w m itochondriach  m oże być usuw any  za ­
rów no  przez peroksydazę  g lu tationow ą, peroksydazę 
cytochrom u c, jak i z lokalizow aną w m itochondriach ka- 
talazę CAT-3. N ależy w spom nieć rów nież  o m itochon- 
d ria lnym  system ie p rzeciw utlen iającym  tioredoksyny 
(Trx, ang. thioredoxin), która, jak w ynika z ostatnich ba ­
dań, pełni w ażną funkcję ochronną w odpow iedzi za ­
palnej śródbłonka [20], Ze w zg lędu  na to, że H 20 2 ma 
zdolność szybkiej dyfuzji p rzez błony lip idow e może 
być także rozk ładany  przez  katalazę z lokalizow aną w 
cytoplazm ie. A nionorodn ik  ponad tlenkow y  m oże ró w ­
nież reagow ać z NO, tw orząc nad tlenoazo tyn  (ONOO'). 
N O  jest cząsteczką o charak terze  rodn ikow ym , która ze 
w zg lędu  na historię swojego odkrycia, jako naczynio- 
rozkurczający czynnik  pochodzenia  śródbłonkow ego 
(EDRF, ang. endothelium-derived relaxing factor), kojarzy 
się ściśle z kom órkam i śródbłonka [5,21]. Gazow y cha ­
rakter, n iew ielkie rozm iary  cząsteczki oraz lipofilność 
pow odują , że NO, pom im o krótkiego czasu życia, ła ­
tw o przenika przez  błony biologiczne bez pośrednictw a 
uk ładów  transportu jących  na re la tyw nie  duże  odległo ­
ści. Synteza NO w kom órkach odbyw a się z udziałem  
enzym u syntazy tlenku azotu  (NOS, EC 1.14.13.39), k tó ­
ry katalizuje reakcję jego syntezy z am inokw asu  L-argi­
niny. NOS jest jednym  z najbardziej skom plikow anych  
enzym ów , który do swojej aktyw ności w ym aga obecno­
ści 0 2, N A DPH, , FAD, FMN, hem u, te trahydrob iop te- 
ryny  (BH ) i kalm oduliny . D om inującą izoform ą syntazy 
NO w kom órkach śródbłonka jest NOS-3. O prócz trzech 
dobrze  scharak teryzow anych  izoform  NOS (NOS-1,2,3), 
osta tn io  z identyfikow ano formę m itochondria lną  tego 
enzym u (mtNOS) w kom órkach ssaków  pochodzących z 
różnych  tkanek [22] oraz w ykazano  funkcjonalny zw ią ­
zek pom iędzy  aktyw nością  m tNOS i m itochondrialnego  
kom pleksu  I w  regulacji syntezy N O  i czynności m ito ­
chondriów  [23,24].

SYGNALIZACYJNA ROLA MITOCHONDRIALNYCH 
ROS W ŚRODBŁONKU

Do niedaw na produkcja ROS przez m itochondria ko­
m órek śródbłonka była pomijana, gdyż uw ażano, że ko­
mórki te charakteryzują się małą aktywnością m itochon­
drialnego łańcucha oddechow ego oraz niskim  stężeniem 
p rodukow anych  ROS w stosunku do innych komórek. 
Jednak badania  ostatnich lat w yraźnie  wskazują, że ROS
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pełnią  bardzo w ażną funkcję sygnalizacyjną i regulacyj­
ną. W kom órkach śródbłonka naczyń krw ionośnych ROS 
są zaangażow ane w regulację napięcia naczyń krw io ­
nośnych w odpow iedź na niedotlenienie, nam nażanie, 
w zrost kom órek oraz apoptozę. W szczególności ROS o d ­
gryw ają istotną rolę w  odpow iedzi zapalnej śródbłonka 
[25,26],

W m itochondrialnym  łańcuchu oddechow ym  ROS 
pow stają głównie w kom pleksie III łańcucha, p raw d o ­
podobnie poprzez  utlenienie sem iubichinonu, oraz przy 
udziale  kom pleksu I głównie na drodze odw rotnego 
transpo rtu  elektronów  [27], Jednak źródło ROS zależy 
od bodźca stym ulującego odpow iedź śródbłonka. A k­
tyw ność kom pleksu III łańcucha oddechow ego kom órek 
śródbłonka żyły pępow inow ej w  produkcji ROS obser­
wuje się podczas n iedo tlen ien ia /na tlen ien ia  lub po sty ­
mulacji TNF-a [28], W ytw arzanie ROS w tych kom órkach 
u rucham ia rów nież ich stymulacja lizofosfatydylocholiną 
[29]. Kom pleksy I i III odpow iedzialne są za produkcję 
ROS także podczas rozszerzenia naczyń wieńcowych, 
w yw ołanego przez siły ścinające [30],

P ow staw anie  ROS m oże być s tym ulow ane przez 
różne  czynniki, z czego na najw iększą uw agę za s łu g u ­
ją: depolaryzacja  w ew nętrznej błony m itochondrialnej, 
podw yższone  stężenie Ca2+ i / lu b  zm iany  stężenia NO. 
Istnieją dane  w skazujące na zw iązek pom iędzy  w yso ­
kim  stężen iem  Ca2+ w m acierzy m itochondrialnej a w y ­
tw arzan iem  ROS przez  łańcuch oddechow y. Rozważając 
w p ływ  stężenia Ca2+ na produkcję  ROS, b ierze się pod  
uw agę  m iędzy innym i zw iększanie  p rzep ływ u  elek­
tronów  przez  łańcuch oddechow y jako w ynik  ak ty w a ­
cji cyklu kw asów  trikarboksylow ych oraz zw iększenie 
produkcji tlenku  azotu  przez  NOS [25]. N O  w y tw arzany  
p rzez  m tN O S w m itochondriach  kom órek śródbłonka, 
m oże lokalnie w pływ ać na łańcuch oddechow y i p o ­
w staw an ie  0 2‘". N ajbardziej poznanym  do tej pory m e­
chanizm em  regulacji w y tw arzan ia  ROS pod w pływ em  
NO w m itochondriach  kom órek śródbłonka jest jego 
oddz ia ływ an ie  z kom pleksem  IV łańcucha oddechow e­
go. N iskie stężenie N O  ham uje odw racaln ie  oksydazę 
cy tochrom ow ą (kom pleks IV łańcucha oddechow ego) i 
w ten sposób zw iększa produkcję  H 2O r  Z drugiej s tro ­
ny N O  zm niejsza aktyw ność b iologiczną O / ’ poprzez  
bezpośredn ią  reakcję z 0 2*‘, p row adząc  do u tw orzen ia  
O N O O '. Pośrednio  u ła tw ia  usuw an ie  0 2*' p rzez  cyto- 
chrom  c poprzez  s tab ilizow anie białka i b lokow anie  jego 
w y p ły w u  z m itochondrium  [25]. Ponadto , NO m oże blo ­
kować aktyw ność kom pleksu  I łańcucha oddechow ego 
poprzez  tw orzenie  S-nitrozotioli [31]. NO może więc re ­
gu low ać w y tw arzan ie  ROS łańcucha oddechow ego i jest 
to u w aru n k o w an e  miejscem jego oddz ia ływ ania  z łań ­
cuchem  oddechow ych, lokalnym  środow isk iem  redoks 
i tow arzyszącej odpow iedz i w olnorodnikow ej łańcucha 
oddechow ego.

Interesujący jest fakt, że pow staw anie  ROS i zaham o­
w anie aktywności m itochondrialnego łańcuch oddecho ­
wego pow oduje  aktywację kinazy białkowej zależnej od 
AMP (AMPK) [9]. Tak więc czynność m itochondriów  ma 
w pływ  na m etabolizm  kom órek śródbłonka przez w y ­

tw arzanie  ROS i na tej d rodze  reguluje tw orzenie ATP w 
śródbłonku, a jego klasyczna rola bioenergetyczna ma, jak 
się wydaje, mniejsze znaczenie. M itochondria, poprzez 
zw iększoną syntezę ROS, regulują czynność śródbłonka 
nie tylko przez aktywację AMPK, ale rów nież poprzez 
reakcję z szeregiem  innych białek sygnalizacyjnych. ROS 
mogą być też kom órkow ym i cząsteczkami sygnałowym i, 
regulując aktyw ność niektórych enzym ów  i genów [32]. 
W arto dodać, że ROS w ytw arzane w  w ysokich stężeniach 
m ogą w yw oływ ać n ieodw racalne zm iany czynności i 
s truk tu ry  śródbłonka oraz prow adzić do uszkodzenia 
m tD N A  [33,34].

Zw iększenie w ytw arzan ia  ROS przez m itochondria 
jest ściśle pow iązane ze zm ianam i hom eostazy jonowej 
kom órek śródbłonka i ich m itochondriów . W zrost ak ­
tyw ności ROS może być bow iem  w yw ołany  przez zw ięk­
szenie w ew nątrzkom órkow ego  stężenia jonów w apnia 
([Ca2+].). Z m iana [Ca2+], w p ływ a na zm iany stężenia Ca2+ 
w m itochondriach, a to z kolei ma w pływ  na aktyw ność 
w ielu enzym ów  m itochondrialnych. Podw yższone stęże­
nie Ca2+ p rzyczynia  się do w zm ożonej aktyw ności łańcu ­
cha oddechow ego i syntezy ATP w kom órkach, w łącza­
jąc w  to kom órki śródbłonka (Ryc. 3) [35]. W zrost [Ca2+]. 
p row adzi nie tylko do aktywacji m itochondriów , ale też 
do aktywacji śródbłonkow ej NOS. Nie m ożliw e jest więc 
zrozum ien ie  sygnalizacyjnej roli m itochondrialnych ROS 
w śródb łonku  bez szczegółowego przeanalizow ania m e­
chanizm ów  hom eostazy jonowej śródbłonka.

HOMEOSTAZA JONOWA W 
KOMÓRKACH ŚRÓDBŁONKA

Jony w apnia  są przekaźnikam i sygnałów, które mogą 
regulow ać wiele różnych funkcji kom órkowych. Każdy 
typ kom órek syntetyzuje unikalny zestaw  system ów re ­
gulujących [Ca2+]., w  celu w ytw orzenia  sygnałowej „m a­
szynerii" opartej o jony w apnia, o różnej przestrzennej 
i czasowej charakterystyce [36,37]. Komórki śródbłonka 
rów nież dysponują  odpow iedn im  zestaw em  „narzędzi" 
regulującym  [Ca2+]., a każde zaburzenie ich hom eostazy

Rycina 3. Schem t oddziaływ ania N O  z ROS i kom pleksam i łańcucha oddecho­
wego. R eaktyw ne formy tlenu w ytw arza kom pleks I i III m itochondrialnego łań­
cucha oddechow ego. Oznaczenia na  rycinie: mtNOS — m itochondrialna syntaza 
NO; Cyt C — oksydaza cytochrom ową; UCP — m itochondrialne białka rozprzę­
gające; A T  — różnica potencjału na  w ewnętrznej błonie mitochondrialnej.
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może prow adzić  do zm ian, czasami n ieodw racalnych dla 
komórki. Sygnał w apniow y może pochodzić z przestrzeni 
zew nątrzkom órkow ej lub też z w ew nątrzkom órkow ych 
m agazynów  w apniow ych.

POTENCJAŁ BŁONOWY KOMÓREK ŚRÓDŁONKA

Komórki śródbłonka należą do grupy  kom órek niepo- 
budliw ych  elektrycznie, różniących się funkcją, m echani­
zm em , jak i szlakami nap ływ u jonów w apnia  do ich w nę­
trza od kom órek pobudliw ych  elektrycznie. Ich potencjał 
błonow y (Vm) oraz [Ca2+], odgryw ają jednak  istotną rolę 
w procesach kontroli skurczu kom órek mięśni gładkich. 
Biorą one także udział w regulacji naprężenia  naczynio­
wego, a w  efekcie in vivo — ciśnienia krwi, poprzez  kon­
trolę naczyniow o-aktyw nych sygnałów  i kontaktów  mię­
dzykom órkow ych zależnych od śródbłonka. Potencjał 
błonow y naczyniow ych kom órek śródbłonka jest ujemny 
w stosunku do krw i i p rzedzia łu  tkankow ego. Jego w ar­
tość, jak rów nież pojemność i opór wejścia (ang. input 
resistance), różnią się znacząco w  zależności od procesu 
izolacji kom órek oraz sposobu ich hodow li. Upraszczając, 
potencjał błonow y zależy od typu  kom órek śródbłonka i 
jest bardziej ujem ny w kom órkach z m akronaczyń niż z 
m ikronaczyń.

Dla danych uzyskanych w  izolow anych komórkach 
śródbłonka potencjał spoczynkow y w aha się w grani­
cach od 0 do -80 mV, pojemność błony od 30 do 80 pF, 
a opór wejścia pom iędzy 1 a 10 GQ. O kazało się, że w 
hodow li kom órki zlewające się (ang. confluent) posiadają 
w yższą wartość pojemności błony (aż do 160 pF) i niższy 
opór wejścia od 0.01 do 0.4 GD. Chociaż ostatnie w arto ­

ści są dość niepew ne, mimo w szystko w platają  się one 
w spójny obraz zw iązany z w ystępow aniem  m iędzyko ­
m órkow ych połączeń szczelinowych [38-40], W odniesie ­
niu do spoczynkow ego potencjału błonow ego izolow ane 
kom órki śródbłonka m ożna podzielić na dw ie p o d grupy  
— typ-K oraz typ-Cl [39,41], Typ-K kom órek śródbłonka, 
w których spoczynkow y Vm spada do w artości m iędzy 
-70 i -60 mV, jest potencjałem zbliżonym  do potencjału 
N ernsta  dla jonów K+ (EJ i w  ten sposób określa dom i­
nującą rolę przew odnictw a błonowego dla K+, g łów nie w 
odniesieniu  do dokom órkow ego p rądu  prostow niczego 
K+ (K.J. Z drugiej strony, typ-Cl kom órek śródbłonka, 
których potencjał spoczynkow y jest zwykle pom iędzy  -40 
i -10 mV i zbliżony jest do potencjału N ernsta dla Cl (Ec|), 
co sugeruje dominujące przew odnictw o Cl' w  odniesie ­
n iu do w arunków  spoczynkow ych [42].

Początkow y w zrost w ew nątrzkom órkow ego stężenia 
Ca2+ po stymulacji agonistą jest zw ykle sp ow odow any  
w ypływ em  jonów w apnia  z w ew nątrzkom órkow ych  
m agazynów , a utrzym ujące się podw yższone [Ca2+], spo ­
w odow ane jest napływ em  Ca2+ ze środow iska zew nątrz- 
kom órkow ego [43,44]. Wydaje się zatem, że opróżnien ie  
w ew nątrzkom órkow ych m agazynów  w apniow ych  i elek­
trochem iczna siła napędzająca regulują n ap ływ  jonów 
w apnia do kom órki z otaczającego ją środow iska. Jednak ­
że istnieją rozbieżności dotyczące udziału  V w regulacji 
nap ływ u jonów w apnia do śródbłonka. Dane opub liko ­
w ane przez jednych autorów  sugerują istotny w p ły w  Vm 
na hom eostazę w apniow ą [44,45], jak i szczególnie no w ­
sze dane czyniące z Vm mniej znaczący czynnik  [46,47], 
faktycznie trudny  do oszacow ania w napływ ie C a2+ do 
w nętrza  kom órek śródbłonka. Zrozum ienie  procesów

Tabela  1. Kanały potasow e występujące w  kom órkach śródbłonka naczyniowego.

Nazw a Przew odnictw o (pS) Charakterystyka Aktywatory Inhibitory

K ,r 23-30
hom o/hetero te tram ery  a- 
podjednostek (Kirl.x, Kir2.1-4) brak Ba2+, Cs+, TEA, M g2ł

BKr
Ca 165-240

tetram etr a-podjednostek 
7TMD' (np. hSlo) z 2TM czuły na 
Ca2+ regulatorow a [3-podjednostka 
zależność od potencjału

NS1619,
NS004

charybdotoksyna, 
iberiotoksyna, TEA

IK_Ca 30-80
tetram etr a-podjednostek 6TMD 
niezależny od potencjału

EBIO charybdotoksyna, 
TEA, klotrim azol

SKCa 4-14
tetram er a-podjednostek, 6TMD 
niezależny od potencjału

SKI TEA, d-TC

SK2 apam ina, TEA, d-TC

SK3 apam ina, TEA, 4-AP, d-TC

IZ
ATP 25

tetram etr a-podjednostek (Kir6.1 lub 6.2) 
plus receptor sulfonomocznika (SUR)

pinacidil,
chromakalin,
diazoksyd

glibenklam id,
tolbutam id

Kv 12 6TMD brak 4-AP, TEA

K Kir2.1
inhibitory kinazy 
tyrozynowej

Ba2+, sprzężona aktyw ność 
kinazy tyrozynow ej

4-AP — 4-am inopirydyna; EBIO — l-etylo-2-benzim idazolina; TMD — dom eny transbłonow e; d-TC-d — tubokurarina; K.r 
— prostow niczy kanał potasowy; BKCa — kanał potasow y o dużym  przew odnictw ie regulow any Ca2+; IKCa — kanał potasow y o 
pośrednim  przew odnictw ie regulow any przez Ca2+ ; SKCa -  kanał potasowy o m ałym  przew odnictw ie regulow any Ca2+; K — kanał 
potasow y regulow any ATP; Kv — kanał potasow y zależny od potencjału; Ks — kanał potasow y zależny od sił ścinających
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wykorzystywanych przez śródbłonek do kontroli [Ca2+]t jest 
niezbędne, gdyż pom im o dużej liczby głów nych szlaków 
kom órkow ych regulow anych Ca2+, nadm iar tych kationów 
jest n iezw ykle toksyczny dla kom órek, natom iast zmniej­
szenie jego stężenia jest łączone z patologią nadciśnienia 
[48], Należy zauważyć, że w  kom órkach śródbłonka ule ­
ga syntezie ogrom na liczba kanałów  jonowych specyficz­
nych dla K+, odpow iedzialnych za regulację potencjału 
błonowego, których rola i znaczenie, przy  uw zględnie ­
n iu istnienia szeregu izoform, są trudne  do oszacowania i 
zrozum ienia (Tabela 1). U trudnien iem  jest rów nież to, że 
kanały, które ulegają syntezie w  hodow lach pierw otnych 
linii kom órkow ych różnią się od tych występujących in 
vivo. Komórki śródbłonka w ykazują zróżnicow anie w za­
leżności od rejonu z jakiego są uzyskiw ane. Zaobserw o­
w ano różnice w [Ca2+]| przekazyw ania  sygnału, w im m u­
nologicznych i metabolicznych właściwościach oraz w 
charakterystyce wzorca uw alnianych m ediatorów  dla za ­
leżnego od śródbłonka rozkurczu naczyń krw ionośnych 
[49,50], Jednym  z przykładów  różnorodności w pływ u 
otoczenia są oddziaływ ania  śródbłonek-ściana naczynia. 
W hipoksji naczynia płucne kurczą się (tzw. ang. hypo­
xic pulmonary vasoconstriction), natom iast w szystkie inne 
łożyska naczyniowe, np. naczynia krążenia sercowego i 
mięśni, ulegają relaksacji, zwiększając przepływ  krwi w 
odpow iedzi na niedotlenienie. Regulacja w ew nątrzko ­
m órkow ego sygnału w apniow ego jest p raw dopodobnie  
najważniejszym  zadaniem  kanałów  jonow ych w kom ór­
kach śródbłonka [43],

NAPŁYW JONÓW WAPNIA Z PRZESTRZENI 
POZAKOMÓRKOWEJ

Szlaki napływ u jonów w apnia  z przestrzeni pozako- 
mórkowej przez błonę p lazm atyczną kom órek śródbłon ­
ka są niezwykle istotne, gdyż napływający Ca2+ stanowi 
jeden z kluczowych elem entów  pośredniczących w dłu- 
gotrwającej odpow iedzi komórkowej. O pisano szereg 
system ów regulujących procesy nap ływ u Ca2+ znacznie 
różniących się od siebie m echanizm em  regulacji, selek­
tywnością i ilością przepuszczanych jonów w apnia oraz 
czasem trw ania ich nap ływ u i subkom órkow ą lokaliza­
cją [44], Sprzężenie dużej różnicy stężeń Ca2+ w poprzek 
błony plazmatycznej w kom órkach spoczynkow ych z hi- 
perpolaryzacyjnym  Vm stanowi ogrom ną elektrochem icz­
ną siłę faworyzującą napływ  jonów w apnia  do komórki. 
Jony w apnia mogą napływ ać do kom órki przez błonę 
plazm atyczną w w yniku otwarcia specyficznych dla Ca2+ 
kanałów jonowych. O grom na liczba kanałów  jonowych o 
przepuszczalności specyficznej dla Ca2+ została odkryta 
w komórkowej błonie plazmatycznej [51]. Bramkowane 
potencjałem kanały Ca2+ w ystępują w  błonie plazm atycz­
nej kom órek pobudliw ych elektrycznie, takich jak kom ór­
ki mięśniowe, serca i nerwowe. Pom im o tego że komórki 
śródbłonka należą do grupy kom órek niepobudliw ych 
elektrycznie istnieją doniesienia świadczące o obecności 
kanałów zależnych od potencjału w szeregu ich typach 
[52,53],

Kanały receptorow e otw ierane pod w pływ em  w iąza­
nia agonisty (ROC, ang. receptor-operated channels), kana ­

ły w apniow e o tw ierane pod w pływ em  opróżnienia w e ­
w nątrzkom órkow ych m agazynów  w apniow ych (SOC, 
ang. store-operated calcium channels) oraz kanały otw ierane 
pod w pływ em  przekaźnika drugiego rzędu  (SMOC, ang. 
smali messenger-operated channe 1) są szlakami nap ływ u 
wapnia w kom órkach śródbłonka o znacznie lepiej u d o ­
kum entowanej obecności [44,51,54].

Szczególną g rupę białek uczestniczących w tw orzeniu  
kanałów jonowych stanow ią białka TRP (ang. transient 
receptor potential) odkryte  u Drosophila melanogaster, ale 
występujące rów nież w kom órkach ssaków. Białka TRP 
odkryte w organizm ach ssaków podzielono na 6 grup 
głównych: TRPC, TRPV, TRPM, TRPP, TRPML i TRP A 
[55]. Liczna g rupa białek TRP została zlokalizow ana rów ­
nież w kom órkach śródbłonka, gdzie, jak w ykazano, peł­
nią one rów nież w ażną funkcję w regulacji nap ływ u Ca2+ 
do komórki [56], Dysfunkcja i brak odpow iedniej reg u ­
lacji śródbłonkow ych białek TRP skutkuje uszkodzeniem  
(wskutek nadm iernego  w ytw arzania  ROS), zmniejszoną 
biologiczną aktyw nością NO, uszkodzeniem  bariery ko­
mórek śródbłonka oraz rozwojem  chorób zw iązanych z 
n iepraw idłow ą angiogenezą [56]. Na uw agę zasługuje 
również sprzężenie niektórych białek TRP z kanałam i po ­
tasowymi, w  tym  z kanałem  potasow ym  o dużym  prze ­
w odnictw ie BKCA (ang. big conductance potassium channel) 
[57], Istnieją doniesienia świadczące o zaangażow aniu  
białek TRP w proces nap ływ u Ca2+, wynikający z opróż ­
nienia w ew nątrzkom órkow ych m agazynów  w apniow ych 
(SOCE, ang. storę operated calcium entry). W proces ten 
zaangażow ane są białka STIM1 (ang. stromal interacting 
molecule) oraz ORAI (lub CRAM w organizm ie ludzkim). 
S tw ierdzono funkcjonalne oddziaływ anie  pom iędzy 
STIM1 a TRPC1 [58,59],

Odrębną grupę stanowią szlaki napływu jonów wapnia 
do komórek śródbłonka aktywowane pod wpływem  stresu 
mechanicznego i stresu sił ścinających (ang. shear stress) po­
wstałych pod wpływem  zmian szybkości przepływu krwi 
przez naczynia [60,61].

Początkowy w zrost stężenia [Ca2+]., pow stały w w yni­
ku stymulacji agonistą, w ynika z opróżnienia w ew nątrz ­
kom órkowych m agazynów  Ca2+, siateczki śródplazm a- 
tycznej (ER), następujące po początkow ym  wzroście, 
utrzymujące się podw yższone stałe stężenie (plateau) 
jest podtrzym yw ane przez napływ  jonów w apnia z p rze ­
strzeni pozakom órkowej [44,62]. Podczas stymulacji ko­
mórek śródbłonka agonistą generującym  pow staw anie  
inozytolotrisfosforanu (IP3), który, oddziałując z recepto­
rem  znajdującym się w ER, pow oduje w ypływ  Ca2+ [63], 
O próżnienie m agazynów  w ew nątrzkom órkow ych u ru ­
chamia szlak SOCE i napływ  jonów w apnia  z przestrzeni 
pozakomórkowej. Ponow ne napełnienie m agazynów  ER 
powoduje wyłączenie szlaku SOCE napływ u jonów w ap ­
nia. Okazuje się, że rów nież kwas arachidonow y oraz 
NO są w stanie uaktyw nić otwarcie innych kanałów  jono­
wych niż SOC w kom órkach śródbłonka. Aktywacja tych 
kanałów może odbyw ać się w dosyć ograniczonej p rze ­
strzeni komórki uwzględniającej zgrupow anie  kanałów 
w apniow ych [64],
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MECHANIZMY USUWANIA JONOW WAPNIA 
Z CYTOSOLU KOMÓREK ŚRÓDBŁONKA

W ykazano, że usuw anie  [Ca2+], z kom órek śródbłonka 
izolow anych z aorty królika zachodzi z wykorzystaniem  
głównie trzech systemów: w ym iennika sodowo-wapnio- 
wego (NCX) [65], Ca2+-ATPazy z siateczki śródplazma- 
tycznej (SERCA), funkcjonujących w sekwencji w ynika­
jącej z różnego pow inow actw a dla jonów  wapnia oraz 
szybkości ich transportu  dla poszczególnych systemów 
i obniżających Ca2+ o około 50%, oraz ATPazy z błony 
plazm atycznej (PMCA) [66], która jest odpow iedzialna 
za usuw anie  pozostałych 50% jonów  w apnia [67], Wy­
kazano, że m echanizm y usuw ania  Ca2+ z cytosolu kom ó­
rek śródbłonka różnią się od tych w kom órkach naczy­
niow ych mięśni gładkich [68]. Okazało się, że niezwykle 
istotna jest lokalizacja m itochondriów  w pobliżu błony 
plazm atycznej oraz jej w pływ  na regulację napływ u Ca2+. 
Zm iana przestrzennej lokalizacji m itochondriów  w sto­
sunku  do błony plazmatycznej pow oduje zaburzenie sy­
gnalizacji pom iędzy ER a m itochondriam i [69], Ostatnie 
dane literaturow e wskazują, że naw et podczas obniżo­
nego nap ływ u Ca2+ z przestrzeni zewnątrzkom órkowej 
uzupełn ien ie  siateczki śródplazm atycznej Ca2+ zostaje 
zachowane. Należy zauw ażyć, że uzupełnienie m agazy­
nów  ER pow oduje wyłączenie m echanizm u SOCE [70], 
N iezw ykle w ażnym  enzym em  dla hom eostazy jonów 
w apnia  w  komórce jest N a+/ K +-ATPaza z błony pla ­
zmatycznej. Enzym ten rów nież w ystępuje w komórkach 
śródbłonka [71,72], Aktyw ność tego enzym u regulow a­
na jest p rzez endogenne, jak rów nież podane egzogennie 
glikozydy. Związkiem  będącym  w pow szechnym  użyciu 
w badaniach aktywności N a+/ K +-ATPazy jest, hamująca 
jego aktywność, ouabaina, która w pływ a w sposób zna­
czący na funkcję kom órek śródbłonka [73-75],

MITOCHONDRIA -  AKTYWNY UCZESTNIK 
HOMEOSTAZY Ca2+ W KOMÓRKACH ŚRÓDBŁONKA

Pomimo znacznej dominacji ER w utrzym aniu homeosta­
zy jonów wapnia w śródbłonku, ok. 25% Ca2+ jest zgroma­
dzonych w  mitochondriach tych komórek [76], Jony wapnia 
z kolei aktywują wiele białek poprzez ich zmiany konfor- 
macyjne [77], aktywują kinazy tyrozynowe, receptory IP, w 
siateczce śródplazmatycznej, co powoduje uwolnienie zma­
gazynowanego Ca2+ i przeważnie zapoczątkowuje SOCE. 
Wzrost stężenia [Ca2+]| aktywuje MLCK (kinazy lekkiego 
łańcucha miozyny) [78].

Odkryto również szereg enzymów mitochondrialnych, 
których aktywność regulowana jest jonami wapnia, znajdu­
jącymi się w  ich wnętrzu [Ca2+]m [79,80], Jak już wspomnia­
no, wzrost [Ca2+]m powoduje przyspieszenie wytwarzania 
ATP w różnych typach komórek, włączając w to komórki 
śródbłonka. Wzrost wewnątrzkom órkowego stężenia jo­
nów wapnia uwalnianych z ER powoduje wzrost stężenia 
Ca2+ w macierzy mitochondrialnej [81,82],

Szlakiem odpow iedzialnym  za akumulację jonów 
w apnia  w  m itochondriach jest un iporter w apniow y (CU). 
N apływ  jonów w apnia przez CU jest napędzany  przez 
elektrochem iczny grad ien t potencjału mitochondrialne-

go (Aipm) występujący na w ew nętrznej błonie m itochon­
drialnej. Zatem każda zm iana Aipm prow adzi do zmian 
transportu  Ca2+ przez w ew nętrzną błonę m itochondrial- 
ną, a to w konsekwencji zmienia aktywność metaboliczną 
m itochondriów . Jednym  z czynników  obniżających Aipm 
jest, w ytw arzany  w kom órkach śródbłonka, NO, którego 
aktyw ność prow adzi do zmniejszenia [Ca2+]m w hodow ­
li kom órek śródbłonka izolowanych z cielęcych naczyń 
płucnych [83]. W świetle istnienia izoformy mtNOS mi­
tochondria mogą scalać w ew nątrzkom órkow ą regulacje 
m echanizm ów  zależnych od Ca2+, NO i ROS, jak to za ­
proponow ano dla kom órek mięśni gładkich [84].

Wciąż nie znana jest odpow iedź na pytanie jakie jest 
źródło  Ca2+ dla m itochondriów ? W ydaje się, biorąc pod 
uw agę globalny w zrost stężenia [Ca2+]., że nie osiąga on 
stężenia wystarczającego dla transportu  przez uniporter 
Ca2+. Jednak, jak w ykazano, m itochondria znajdują się w 
pobliżu ER i są eksponow ane do m ikroobszarów  o bar­
dzo w ysokim  lokalnym  stężeniu jonów w apnia  uw alnia ­
nego z ER [85]. Chociaż nie musi to być p raw dą dla ko­
m órek śródbłonka, gdyż w kom órkach HUVEC tylko ok. 
4% m itochondriów  było zlokalizow anych w pobliżu błon 
ER [81], Jedną z przyczyn takiego w yniku badań  może 
być to, że unieśm iertelnione kom órki nie do końca od ­
zwierciedlają struk turę  kom órkow ą in vivo. Pomimo tego

TNO, TPGI21 TE ET, TCO/HO

Nasilenie tworzenia naczynioochronnych 
przekaźników śródbłonka

i 0 2, iP G H 2, iizoprostany, 4ET-1, 
4.Ang II, ATF,ivWF,4.PAI, TtPA, 

TTM, TTFPI, 4.ICAM-1.ÍVCAM-1, 
4.IL-6, 4.IL-8, AMCP-1 I inne

Wygaszenie mechanizmów zapalnych 
i zakrzepowych śródbłonka

\ /
Rycina 4. Farmakologia dysfunkcji śródbłonka. Stan zapalny (dysfunkcja) ś ród ­
błonka w yróżniają zw iększona synteza cytokin zapalnych, cząsteczek adhezyj- 
nych i chemokin. Temu tow arzyszy aktywacja m echanizm ów  zakrzeporodnych 
śródbłonka (np. fPAI ftPA) i upośledzenie w ytw arzania  naczynioochronnych 
przekaźników , takich jak N O  i PGIr  Stan zapalny śródbłonka odgryw a kluczową 
rolę w rozw oju m iażdżycy. Istnieją przekonujące dow ody na to, że leki, które 
skutecznie ham ują patologiczną odpow iedź zapalną śródbłonka i całej ściany 
naczyniowej (statyny, ACE-I, antagoniści ATt), jednocześnie wywołują zaham o­
w anie rozw oju zm ian patologicznych naczyń krw ionośnych i obniżenie śm iertel­
ności z pow odu  m iażdżycy i innych chorób uk ładu  krążenia. Skuteczne leczenie 
stanów  zapalnych śródbłonka w inno przynieść: zaham ow anie aktywacji zapal­
nej śródbłonka i m echanizm ów  zakrzeporodnych śródbłonka oraz wzmocnienie 
upośledzonej czynności naczynioochronnych przekaźników  śródbłonka. Statyny 
i ACE-I, antagoniści AT; i antagoniści aldosteronu, poprzez odm ienne m echani­
zm y, wyw ierają podobne szerokie spektrum  zm ian w  śródbłonku [3,93,94-97]. 
Rysująca się w ostatnich latach w iedza o roli m echanizm ów  m itochondrialnych w 
zapaleniu śródbłonka pow ala przypuszczać, że farm akologiczna korekcja funkcji 
m itochondriów  śródbłonka (np. modulacja aktyw ności m itochondrialnych kana­
łów  potasow ych, modulacja w ytw arzania  ROS) m oże przynieść nowe sposoby 
skutecznego leczenia dysfunkcji śródbłonka.
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istnieją dow ody na to, że m itochondria kom órek śród- 
błonka odpow iadają  na w zrost cytosolowego stężenia jo­
nów  w apnia, ale dotyczy to tylko w zrostu  Ca2+ w pobliżu 
błony plazmatycznej. W proces ten zaangażow any jest 
rów nież w ym iennik  N a+/C a 2+ [86],

W innym  m odelu  zakłada się, że podczas s tym ula ­
cji kom órek śródbłonka następuje ciągły napływ  jonów 
w apnia do m itochondriów  przez CU, które są następnie 
usuw ane przez m itochondrialny w ym iennik  N a+ / C a 2+ 
[82,87], Takie działanie m itochondriów  pow oduje  w ystę ­
pow anie m ikrorejonów  w cytosolu charakteryzujących 
się niskim  stężeniem  jonów w apnia. Rejony te p rzyspie ­
szają pojemnościowy napływ  Ca2+ (CCE ang. capacitati- 
ve Ca2+ entry), który zachodzi przez SOC. Model ten nie 
wyjaśnia, jak w ap ń  dostaje się do m itochondriów  pom i­
mo niskiego pow inow actw a CU do tego jonu. Zm iany 
lokalne stężenia Ca2+ w pobliżu błony plazmatycznej w 
kom órkach śródbłonka mogą w pływ ać na zm iany ak tyw ­
ności ich m itochondriów .

Agoniści receptorów  występujących na błonie kom ór­
kowej śródbłonka i działającymi poprzez generację IPy 
stym ulują w ypływ  jonów w apnia  z ER i to w pływ a na 
m odulację ich biologicznego działania. Zjawisko w ypły ­
w u  Ca2+ w procesie zw anym  m itochondrialnym  w ypły ­
w em  jonów w apnia  stym ulow anym  jonami Ca2+ (mCICR, 
ang. mitochondria Ca2+-induce Ca2+ release), zaobserw ow a­
no dla kom órek śródbłonka . Pom im o zbieżności nazw y 
do procesu zachodzącego w mięśniu sercow ym  CICR 
(Ca2+-induce Ca2+ release), podobieństw o tych procesów 
jest ograniczone. W przypadku  CICR zaangażow any jest 
kanał RyR (receptor rianodynow y). P raw dopodobnie  
mCICR w ystępuje, kiedy wysoki poziom  w ew nątrzm i- 
tochondrialnego Ca2+ indukuje otwarcie kom pleksu biał­
kowego odpow iedzialnego  za uprzepuszczalnienie  błony 
m itochondrianej (PTP) [12,88],

W iększość opisanych dotychczas m echanizm ów  re­
gulujących w ew nątrzkom órkow e i w ew nątrzm itochon- 
drialne stężenie jonów w apnia  w kom órkach śródbłonka 
dotyczy odpow iedzi na agonistę lub zm iany transportu  
wapnia. N iewiele jest wciąż prac analizujących zm iany 
hom eostazy jonów w apnia w stanie dysfunkcji śródbłon ­
ka. Potrzebne są więc dalsze badania szlaków regulacji 
hom eostazy w apnia  w trakcie odpow iedzi zapalnej śród ­
błonka.

PODSUMOWANIE -  PERSPEKTYWY 
FARMAKOLOGII ŚRÓDBŁONKA

M echanizm y odpow iedzi zapalnej kom órek śródbłon ­
ka są bardzo złożone. O dpow iedź może wywołać wiele 
czynników, np. angiotensyna II, końcowe produk ty  gli- 
kacji (przez aktywację receptorów  RAGE), utlenione 
cząstki LDL (oxLDL), TXA2, trom bina, IL-1 i TNF-a. W 
każdym  p rzy p ad k u  odpow iedź  zapalna śródbłonka obej­
muje: 1) zw iększenie syntezy prozapalnych cytokin (np. 
IF-6), chem okin (np. MCP-1) i cząstek adhezyjnych (np. 
ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1), 2) zwiększenie gotowości 
prozakrzepow ej śródbłonka (np. zmniejszenie syntezy 
trom bom oduliny) oraz 3) upośledzenie w ytw arzania  na-

czynioochronnych przekaźników  śródbłonka (PGR i NO; 
Ryc. 4). Jak się wydaje, w szystkie w ym ienione składow e 
odpow iedzi zapalnej śródbłonka są urucham iane w spo ­
sób zależny od zw iększonego w ytw arzania  anionorod- 
nika ponadtlenkow ego w łańcuchu oddechow ym  m ito­
chondriów  śródbłonka lub przez oksydazy śródbłonko- 
we (oksydazę NADPH, oksydazę ksantynow ą, syntazę 
NO). Z pew nością w zględny udział puli anionorodnika 
ponadtlenkow ego w ytw orzonej w mitochondriach, róż­
ni się w zależności do bodźca wywołującego zapalenie i 
typu  kom órek śródbłonka. Mimo istniejących niejasności, 
w iększość badaczy zgadza się, że w odpow iedzi zapalnej 
śródbłonka w ytw arzanie  anionorodnika ponadtlenkow e­
go i powstających z niego p roduk tów  reakcji w ew nątrz ­
kom órkow ych (FRCR, O N O O ) z jednej strony (przez m e­
chanizm y transkrypcyjne) w yw ołuje w zrost w ytw arzania  
cytokin zapalnych i chem okin oraz syntezy cząstek adhe­
zyjnych, a z drugiej — prow adzi do niedoboru naczynio- 
ochronnych przekaźników  śródbłonkow ych (NO i PGR) 
[3, 89-91], O dpow iedzi zapalnej śródbłonka i zwiększonej 
produkcji anionorodnika ponadtlenkow ego tow arzyszą 
rów nież zm iany m echanizm ów  zależnej od m itochon­
driów  hom eostazy w apnia. Istotnie, ROS powstające w 
m itochondriach kom órek śródbłonka są przekaźnikam i 
odpow iedzia lnym i za transm isję receptorow ego sygna­
łu Ca2+ i w ychw ytu  Ca2+ do m itochondriów  w yw ołane­
go przez trom binę w odpow iedzi na pro-zapalny sygnał 
transkrypcyjny. Ten ostatni u rucham ia m echanizm y ad ­
hezji leukocytów  do kom órek śródbłonka, które stanowią 
centralny elem ent odpow iedzi zapalnej śródbłonka [92],

O statnio zaproponow ano, że zaburzenia funkcji m ito­
chondriów  mają znaczący udział w dysfunkcji śródbłon ­
ka w ywołanej przez angiotensynę II [26], M itochondria 
kom órek śródbłonka mogą więc stać sie now ym  celem 
farm akoterapii w chorobach układu  krążenia. Istnieją już 
leki stosow ane w chorobach układu  krążenia (statyny, 
ACE-I, antagoniści receptora AT^ antagoniści aldostero- 
nu), które ham ują stany zapalne śródbłonka, jego goto­
wość p rozakrzepow ą, przyw racają praw idłow ą naczynio- 
ochronną funkcję śródbłonka, a ich stosowanie przynosi 
obniżenie śmiertelności wywołanej przez choroby ukła ­
du krążenia [3,93,94-97], Dalsze badania  p row adzone w 
celu pełniejszego zrozum ienie m itochondrialnych m e­
chanizm ów  scalających szlaki przekazyw ania  sygnałów 
zależne od Ca2+ i ROS w zapaleniu  śródbłonka, pozw olą 
wyjaśnić sposoby działania tych leków na m itochondria i 
zaprojektow ać nowe leki, których celem będą m itochon­
dria  śródbłonka.
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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 białkowe w mitochondriach

STRESZCZENIE

M itochondria, poza dostarczaniem energii komórce, pełnią istotną funkcję scalającą sy­
gnały prowadzące do przeżycia lub śmierci komórki. W ostatnich latach wiele badań 

wskazuje, że pod wpływ em  różnorodnych bodźców, kinazy białkowe mogą bezpośrednio 
oddziaływać z białkami mitochondrialnymi. Należą do nich: kinaza białkowa A, kinaza 
białkowa B/Akt, kinaza białkowa C, kinazy Raf-1, p38 MAPK, JNK, ERK1/2, Src, Fyn, i Csk. 
Badania koncentrują się na fosforylacji pro- i antyapopototycznych białek (Bad, Bax, Bcl-2, 
Bcl-xL) oraz na fosforylacji lub innego typu oddziaływaniach z białkami łańcucha oddecho­
wego (kompleks I i oksydaza cytochromowi COIV), białkami ANT (ang. adenine nucleotide 
translocase) i VDAC (ang. voltage dependent anion chanel) tworzącymi MPTP (ang. m ito ­
chondrial pertneability transition pore), kompleksem białek wchodzących w skład kanału 
potasowego regulowanego przez ATP (mitoKATp) i skramblazą fosfolipidów 3 (PLSCR3). Po­
nadto, znalezienie w  mitochondriach białek, przyłączających kinazy białkowe i tworzących 
rusztowanie molekularne, które mogą ułatwiać powstawanie wielobiałkowych kompleksów  
w  macierzy mitochondrialnej, wskazuje na istotną rolę, jaką w  metabolizmie mitochondriów  
odgrywa przekazywanie sygnału przez kinazy białkowe. Różne metody obrazowania wyka­
zały obecność kinaz białkowych związanych z zewnętrzną i wewnętrzną błoną oraz macie­
rzą mitochondrialną w warunkach stymulacji komórek in vitro, w  chorobach neurozwyrod- 
nieniowych oraz w  procesie ischemicznego hartowania serca in vivo . Wydaje się także, że 
przemieszczanie kinaz białkowych do mitochondriów związane jest z tworzeniem reaktyw­
nych form tlenu w mitochondriach, szczególnie ze stanami ischemii i reperfuzji w  mózgu 
i w  sercu. Pełne wyjaśnienie mechanizmów przemieszczania się kinaz białkowych do mi­
tochondriów oraz funkcji, jakie mogłyby pełnić w  oddziaływaniu z białkami docelowymi, 
wymagają dalszych badań.

WSTĘP

Żadna komórka eukariotyczna nie może prawidłowo funkcjonować bez 
sprawnej i szeroko rozwiniętej sieci przekazywania informacji. Gdyby szczegó­
łowo opisać wszystkie szlaki sygnałowe w komórce, to średnio w  każdy z nich 
zaangażowanych jest kilkadziesiąt białek [1-5]. Kinazy białkowe to najliczniejsza 
grupa wśród białek enzymatycznych biorących udział w kaskadowym przeka­
zywaniu informacji docierających do komórki z otoczenia, jak i do poszczegól­
nych organelli/przedziałów  w każdej z nich (ang. cross-talk). Kinazy białkowe 
regulują aktywność wewnątrzkomórkowych białek poprzez ich fosforylację — 
najczęstszy rodzaj odwracalnej modyfikacji kowalencyjnej mogącej zmieniać 
konformację, a tym samym funkcję określonego substratu.

Kinazy białkowe biorą udział w niemal wszystkich procesach komórkowych, 
m.in. w proliferacji, różnicowaniu czy aktywacji reakcji obronnych organizmu. 
Odpowiadają za prawidłowe funkcjonowanie komórki, jej przeżycie, kontrolują 
apoptozę, wpływają na aktywność kanałów jonowych, modulując ich aktyw ­
ność i funkcję, regulują uwalnianie przkaźników sygnału oraz odziałują z recep­
torami zlokalizowanymi w błonie plazmatycznej [6].

Niewiele wiadomo na temat kinaz białkowych zlokalizowanych w mitochon­
driach. Dane literaturowe wyraźnie wskazują na ich obecność, natomiast funkcja 
i oddziałujące z nimi białka wciąż nie są dobrze poznane [7], W niniejszej pracy 
zebrano dane literaturowe opisujące najlepiej poznane kinazy białkowe bezpo­
średnio związane z mitochondriami. Ponadto, przedstawiono potencjalne białka 
docelowe tych kinaz oraz przypuszczalną rolę, jaką mogłyby odgrywać procesy 
fosforylacji i oddziaływania typu białko-białko na terenie mitochondriów i w 
efekcie w całej komórce (Ryc. 1).

KINAZA BIAŁKOWA A

Kinaza białkowa A (PKA), należąca do grupy kinaz serynowo-treoninowych, 
jest istotnym mediatorem większości szlaków sygnałowych zależnych od cy­
klicznego AMP (cAMP), co umiejscawia ją w grupie białek odgrywających waż-
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Białka mitochondrialne

Asocjacja do zewnętrznej błony? 
Białko integralne kompleksów? 
Aktywny transport do macierzy?

Kinazy
białkowe

Fosforylacja substratów?
Zmiany konformacji białek docelowych?

Białka oddziałujące 
z mitochondriami

Rycina 1. Proponow ane kinazy białkowe oddziałujące z m itochondriam i i ich m itochondrialne sub- 
straty lub białka, z którym i oddziałują. Kinazy białkowe zlokalizowane są w  cytosolu komórki, a po 
aktywacji kom órki m ogą przem ieszczać się do m itochondriów , gdzie łączą się z licznymi białkami, 
które fosforylują lub po połączeniu zmieniają ich konformację, wpływając na ich aktywność, a tym  
sam ym  na losy komórki. Zjawiska te obejmują i) ham ow anie tw orzenia MPTP, ii) aktywację kanału 
potasowego mitoKATp, iii) w zrost produkcji ATP poprzez regulację aktywności COIV, iv) przebudo­
wę architektury błon m itochondrialnych przez w zrost aktyw ności PLCSR3, v) obniżenie aktywności 
antyapoptotycznych białek Bcl-2 i Bcl-xL, vi) obniżenie aktyw ności proapoptotycznej białka Bad.

ną rolę w praw idłow ym  funkcjonowaniu wielu procesów 
komórkowych. Aktywowana przez cAMP, PKA uwalnia 
dwie katalityczne podjednostki, które następnie fosforylują 
docelowe białka. Wykazano jej rolę, między innymi, w regu­
lacji hormonalnej, gdzie pośredniczy w  kontroli wieloetapo­
wej odpowiedzi specyficznych komórek i tkanek na stymu­
lację hormonami, np. progesteronem; od niej także zależy 
regulacja aktywności kanałów jonowych, fosforylacja białek 
chromosomowych (m.in. histonu H I) oraz jądrowych czyn­
ników transkrypcyjnych, takich jak CREB i NF-kB [8].

Występowanie i aktywność PKA zaobserwowano rów­
nież w mitochondriach. Metodą immunodetekcji wykryto 
zarówno podjednostki katalityczne, jak i regulatorowe w 
wewnętrznej błonie oraz macierzy mitochodriów otrzyma­
nych z serca krowy [9], Wykazano, że w komórkach mio- 
blastów i wyizolowanych z nich mitoplastach, zależna od 
cAMP, fosforylacja 18 kDa podjednostki kompleksu I łańcu­
cha oddechowego, zwiększa jego wydajność i jest niezbęd­
na do zachowania prawidłowych funkcji oddechowych mi­
tochondriów [10].

Trwają badania nad sposobem przemieszczania się kinaz 
do różnych organelli w obrębie komórki. Rolę w  transporcie 
PKA do mitochondriów coraz częściej przypisuje się białku 
kotwiczącemu PKA — AKAP (ang. A-kinase anchor protein)
[11], Wykazano, że AKAP121 pośredniczy w przyłączaniu 
aktywnej kinazy PKA oraz cAMP do zewnętrznej błony mi­
tochondrialnej [11,12]. Badania na embrionalnych komór­
kach ludzkich HEK 293 pokazały, że połączenie to prowadzi 
do fosforylacji proapototycznego białka Bad, uniemożliwia­

jąc mu zablokowanie białka antyapoptotycz- 
nego Bcl-2 [13]. W konsekwencji nie dochodzi 
do uwalniania cytochromu c do cytosolu i do 
apoptozy. Ponadto, są doniesienia o udziale 
AKAP121 w fosforylacji/aktywacji przez PKA 
białka StAR (ang. steroidogenic acute regulatory 
protein) — mitochondrialnego czynnika pro­
mującego steroidogenezę, zlokalizowanego w 
mitochondriach komórek Leydiega w jądrach 
myszy, co wskazuje na udział PKA w biosynte­
zie hormonów [14-16]. Ostatnie badania na linii 
MA-10, transformowanych komórek Leydiega, 
wskazują, że wzrost aktywności PKA prow a­
dzi do fosforylacji mitochondrialnej puli kina­
zy E R K I/2 [17], a maksymalna steroidogeneza 
zachodzi w obecności cholesterolu i oddziały­
waniu pomiędzy StAR, ERK1/2 i PKA [18].

Uważa się, że PKA potrzebna jest do pra­
widłowego funkcjonowania mitochondriów, 
regulacji ekspresji białek mitochondrialnych 
oraz aktywacji mechanizmów ochronnych ko­
mórki [19],

KINAZA BIAŁKOWA B/Akl/PI3K

Serynowo-treoninowa kinaza białkowa B 
(PKB/Akt), aktywowana przez kinazę-3 fosfa- 
tydyloinozytoli (PI3K), odgrywa główną rolę 
w proliferacji oraz w ochronie różnych typów 
komórek przed apoptozą [17].

Stymulacja IGF-1 lub insuliną komórek neuroblastoma i 
komórek nerki wyizolowanych z ludzkich embrionów po­
woduje bardzo szybkie przeniesienie ufosforylowanej/ak­
tywnej kinazy Akt do mitochondriów [20], Kinazę tę zloka­
lizowano w  błonie zewnętrznej, jak i wewnętrznej oraz w 
macierzy mitochondriów. Dodatkowo wykazano, że zabu­
rzenie potencjału mitochondrialnego uniemożliwia wnika­
nie Akt do mitochondriów nawet w  warunkach stymulacji 
przez IGF-1, co może świadczyć o tym, że transport tej kina­
zy do mitochondriów zależy od potencjału ich wewnętrznej 
błony [20,21],

Przemieszczanie i akumulacja aktywnej kinazy Akt w 
mitochondriach nasunęła pytania o białka, z którymi może 
ona oddziaływać w mitochodriach. Metodą immunoprecy- 
pitacji i analizy spektormetrii mas wykazano, że zarówno 
w błonie zewnętrznej, jak i wewnętrznej Akt występuje w 
kompleksie z kinazą syntazy glikogenu 3p (GSK3(3), kon­
stytutywnie aktywnym białkiem, regulowanym przez fos­
fory lację, występującym głównie w cytosolu [22]. GSK3(3, 
podobnie jak Akt, bierze udział w regulacji metabolizmu, 
różnicowaniu i przeżyciu komórek. Interesujący jest fakt, 
że fosforylacja reszty seryny w pozycji 9 GSK3|3 przez 
PKB/Akt powoduje obniżenie jej aktywności [20], Jednak 
mimo obecności GSK3[3 w mitochondriach, w tym również 
w kontekście współwystępowania z Akt, funkcja GSK3[3 w 
tym przedziale komórkowym pozostaje niewyjaśniona [23]. 
Istnieją doniesienia mówiące o udziale cytoplazmatycznej 
GSK3P w przekazywaniu sygnału podczas apoptozy indu ­
kowanej staurosporyną oraz szokiem cieplnym w kom ór­
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kach neuroblastoma [24], Jednoczesne podanie litu, który 
jest inhibitorem GSK3(3, hamowało proapoptotyczne dzia­
łanie tej kinazy [25,26]. Być może mitochondrialna forma 
GSK3[3 pełni podobną funkcję, a jej zahamowanie w wyniku 
fosforylacji przez Akt mogłoby przyczyniać się do ograni­
czenia apoptozy.

Stymulacja receptora erytropoetyny (Epo) w kom ór­
kach m ięśniowych serca wydaje się aktywować wiele pro- 
życiowych kinaz, takich jak PI3K, AKT, kinazę białkową C 
(PKC) i E R K I/2 [27,28], Badania z ostatnich miesięcy po ­
tw ierdziły doniesienia o w ystępow aniu  Akt w  m itochon­
driach izolowanych z serca królika oraz wykazły oddzia ­
ływanie z białkiem ANT, które wchodzi w skład MPTP 
(ang. mitochondrial permeability transition pore) [29], Serca 
poddane 30 minutowej ischemii i dw ugodzinnej reperfu- 
zji, wcześniej traktow ane Epo, wykazyw ały wielokrotnie 
mniejszy obszar uszkodzenia niż serca nie chronione Epo. 
Podanie LY294002, specyficznego inhibitora kinazy PI3K, 
ham ow ało kardioprotekcję. Autorzy sugerują, że Epo 
zwiększa ilość/stężenie ufosforylowanej kinazy Akt w 
m itochondriach i że poprzedzenie epizodu ischemicznego 
aktywacją szlaku PI3K /A kt i dalej tworzenie kom pleksu 
z kom ponentam i megakanału, może być kluczowym  p ro ­
cesem prow adzącym  do ochrony serca przed skutkam i 
jego niedokrw ienia [29].

KINAZA BIAŁKOWA C

Kinazy białkowe C (PKC), to liczna rodzina kinaz seryno- 
wo-treoninowych. Aktywność izoform: a) klasycznych (a, 
[31, [311 i y) — zależy od stężenia jonów Ca2+ w cytosolu, od 
obecności wtórnego przekaźnika sygnału 1,2-diacyloglice- 
rolu (DAG) oraz od fosfatydyloseryny (PS), b) nowych (8, 
e, 0 i r)) — nie jest wrażliwa na zmiany stężeń Ca2+, c) aty ­
powych (ę, p i \ /X)  — nie jest regulowana ani przez Ca2+ ani 
DAG [30]. W ystępowanie PKC obserwuje się powszechnie 
u ssaków we wszystkich typach tkanek i komórek; jest ona 
obecna zarówno w cytosolu w formie rozpuszczalnej (nie­
aktywna), jak i związana z błonami (forma aktywna). Do 
podstawowych i najistotniejszych funkcji PKC należy po ­
średniczenie w odpowiedziach komórek eukariotycznych 
na różne sygnały docierające z otoczenia, zaangażowanie w 
regulację wzrostu, różnicowanie, apoptozę oraz aktywację 
czynników transkrypcyjnych [31-33]. Kinazy białkowe C 
wiązane są również z procesem uczenia się i zapam iętyw a­
nia (LTP) [34], W ostatnich latach coraz częściej określa się 
niektóre z izoform PKC kluczowymi mediatorami sygnału 
ischemicznego w mózgu i sercu, tym samym przypisując 
im bezpośredni udział w procesach związanych ze śmiercią 
komórki lub jej przeżyciem [35].

W połowie lat 90. XX-tego wieku PKC a  i [3 zostały w y ­
kryte w mitochondriach komórek Mullera siatkówki oka 
karpia. Metodą mikroskopii elektronowej uwidoczniono ich 
obecność w grzebieniach mitochondrialnych [36]. Od tego 
m om entu wzrosło zainteresowanie funkcją, jaką mogły­
by pełnić poszczególne izoformy PKC w mitochondriach. 
Najwięcej danych sugeruje udział dwóch izoform PKC: 8  i e 

w dwóch procesach komórkowych nierozerwalnie związa­
nych z mitochondriami: w apoptozie i w hartowaniu ische- 
micznym serca.

Udział w procesie apoptozy najczęściej przypisywany 
jest PKC 8, której aktywność nie jest bezpośrednio regulo­
wana przez Ca2+. Obserwowane przeniesienie tej izoformy 
do mitochondriów komórek nowotworowych, tj. keratyno- 
cytów, U-937 i MCF-7 [33], traktowanych estrami forbolu 
lub wodą utlenioną prowadziła do uwalniania cytochromu 
c z mitochondriów do cytosolu, co w konsekwencji prow a­
dziło do indukcji apoptozy [37,38]. Podobne zjawisko obser­
wowano, gdy traktowano keratynocyty promieniowaniem 
UV. Następstwem translokacji PKC 8 do mitochondriów 
było kolejno: zaburzenie potencjału błonowego tych orga­
nelli, aktywacja kaskady kaspaz i śmierć komórki [39], Cie­
kawy wydaje się również fakt, że nadekspresja PKC 8 pro ­
wadzi do apoptozy zarówno keranocytów zdrowych, jak i 
nowotworowych [40],

Większość doniesień podkreśla uwalnianie cytochro­
m u c z przestrzeni międzybłonowej m itochondriów do 
cytosolu, jako następstw o licznych szlaków sygnałowych 
przebiegających w mitochondriach. Nie jest natom iast ja­
sne, jakie białka mogą pośrednio lub bezpośrednio uczest­
niczyć w tym procesie. M etodą immunoprecypitacji m ito­
chondriów  wyizolowanych z komórek HeLa, wykazano, 
że PKC 8 współwystępuje z izoformą 3 skramblazy fos­
folipidów (PLSCR3) [41], enzym em  odpow iedzialnym  za 
praw idłow e rozmieszczenie fosfolipidów (w tym charak­
terystycznej dla m itochondriów  kardiolipiny (CL)) w bło­
nie mitochondrialnej [42], PLSCR3 jest enzym em  niezbęd­
nym  do nadania prawidłowej struktury lipidowej błon 
mitochondrialnych. Badania in vitro wykazały, że PLSCR3 
jest fosforyzowana przez PKC 8, konsekwencją czego jest 
zm iana aktywności skramblazy, transport CL do zew nętrz ­
nej błony mitochondrialnej, gdzie wydaje się oddziaływać 
z białkiem proapoptotycznym  tBid. N astępstw em  tej ka­
skady sygnałowej, prowadzącej do uprzepuszczelnienia 
błony mitochondrialnej, jest uwolnienie cytochromu c z 
m itochondriów [43,44]. Jednocześnie, wykazano znaczny 
przyrost CL w zewnętrznej błonie mitochondrialnej w cza­
sie apoptozy, podczas gdy w fizjologicznych w arunkach 
fosfolipid ten występuje głównie po wewnętrznej stronie 
wewnętrznej błony mitochondrialnej [44]. Badania te po ­
twierdzają hipotezę przemieszczenia kardiolipiny w bło­
nach mitochondrialnych przy udziale ufosforylowanej 
przez PKC 8, aktywnej PLSCR3 [45].

Choć uważa się, że PKC 8 jest głównie związana z apop- 
tozą, istnieją doniesienia mówiące o jej udziale w kardio- 
proitekcji. W kardiomiocytach szczurów poddanych krót­
kotrwałej, nieuszkadzającej ischemii i reperfuzji wykazano 
przemieszczanie PKC 8 do mitochondriów, gdzie w w e­
wnętrznej błonie oddziaływała z kanałem potasowym za­
leżnym od ATP (mitoKATp), efektem czego była jego akty­
wacja prowadząca do kardioprotekcji [46],

PKC e

Wiele badań  w skazuje na to, że przeniesienie n ieza ­
leżnej od Ca2+ PKC £ do m itochondriów  ma bezpośredni 
zw iązek ze zjawiskiem hartow ania mięśnia sercowego 
[47]. Krótkotrwały, nie uszkadzający komórki, epizod

PKC 8
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niedokrw ienny serca inicjuje w ew nątrzkom órkow ą ka­
skadę sygnałów, które zwiększają odporność komórek 
na d ługotrw ałe  niedotlenienie, w konsekwencji czego nie 
dochodzi do aż tak dużej u tra ty  kardiom iocytów , jak w 
kom órkach serca nie poddanych  wcześniejszem u pre- 
kondycjonow aniu [48]. Liczne prace z zastosow aniem  
zarów no modeli in vivo, ex vitro oraz in vitro pokazują, 
że selektyw na aktywacja PKC e prow adzi do kardiopro- 
tekcji [49], Dane te potw ierdzają dośw iadczenia z za­
stosow aniem  chlorku cheleritryny — inhibitora izoform 
PKC, w  których nie obserwuje się zjawiska ochrony in­
dukow anego przez krótkotrw ały  epizod niedokrw ienny. 
Sugerow anych jest kilka białek m itochondrialnych, które 
mogą być su b stra tam i/ białkami oddziałującym i z PKC e. 
Należą do nich białka łańcucha oddechow ego oraz białka 
kanałów  jonow ych [50]. W badaniach in vitro wykazano, 
że aktywacja kardiom iocytów  izolow anych z zarodków  
szczurów  aktyw atorem  PKC, PMA, p row adzi do fosfo­
rylacji podjednostki IV oksydazy cytochrom owej (COIV), 
natom iast podanie  selektyw nego inhibitora PKC e, eVl-2, 
ham uje tę fosforylację [51]. Dalsze badania  dow odzą, że 
poddan ie  hartow aniu  p łodow ych kardiom iocytów  m y­
szy w w yniku hipoksji pow oduje oddziaływ anie PKC £ 
i COIV. Rezultatem  tych oddzia ływ ań jest fosforylacja 
COIV i obserw ow any aż czterokrotny w zrost aktyw no­
ści oksydazy cytochromowej, w zm ożona synteza ATP, 
tym  sam ym  uspraw nienie  funkcji bioenergetycznej mito­
chondriów , co tłumaczyć może zw iększoną odporność na 
uszkodzenie ischemiczne serca [52].

Innym  substratem  PKC 8 w ydają się być białka tw o­
rzące MPTP: VDAC (ang. voltage-dependent anion channel) 
w zewnętrznej oraz ANT (ang. adenine nucleotide translo-  
cator) w w ew nętrznej błonie m itochondrialnej. Z w yko­
rzystaniem  m etody im m unoprecypitacji udow odniono, 
że PKC 8 fizycznie łączy się z białkiem ANT i VDAC, 
które dodatkow o jest fosforylowane [53]. Wydaje się, 
że w praw idłow o funkcjonującej komórce, nie podda­
nej żadnem u stresowi, m egakanał jest praw dopodobnie  
zam knięty lub minim alnie otwarty. Całkowite otwarcie 
MPTP podczas reperfuzji poniedokrw iennej prow adzi do 
śmierci kom órki [54], Zaobserw ow ano, że inkubacja m i­
tochondriów  w yizolow anych z serca m yszy z nadekspre- 
sją PKC e obniżała otwarcie m egakanału, a jego całkowite 
ham ow anie  miało miejsce w m itochodriach serca myszy z 
konsty tu tyw nie aktyw ną PKC 8 [53], Badania te sugerują 
udział PKC e w regulacji aktyw ności m egakanału  i jego 
otwarcia.

Innym kanałem zlokalizowanym w wewnętrznej błonie 
mitochondrialnej, który praw dopodobnie oddziałuje z PKC 
8, jest kanał potasowy, którego otwarcie regulowane jest 
przez ATP (mitoKATp). W niepobudzonej komórce, kiedy 
utrzym any jest stały poziom ATP, kanał ten jest zamknięty 
[55], Jego otwarcie poprzedzone jest spadkiem  ilości ATP, 
obserwowanym np. podczas niedokrwienia. Liczne do­
świadczenia wskazują, że krótkotrwałe otwarcie kanału mi- 
toKATp wpływa na regulację objętości macierzy, poziom Ca2+ 
w mitochondriach i produkcję wolnych rodników [56,57], 
Zaobserwowano, że kanał mitoKATp otwiera się po podaniu 
agonisty PKC e — vj/eRACK, a zamyka po podaniu antago­
nisty, eVl-2 [58].

KINAZA C-Raf (Raf-1)

Kinaza Raf-1, należąca do kinaz serynowo-treonino- 
wych, ma kluczowe znaczenie w przekazywaniu sygnałów 
zewnatrzkomórkowych zarówno w prawidłowych, jak i no­
wotworowych komórkach. Rezultatem kaskady fosforylacji 
zależnych od Raf-1 jest aktywacja licznych kinaz białko­
wych, co prowadzi do aktywacji czynników transkrypcyj- 
nych i proliferacji komórek [59-61]. Po raz pierwszy powią­
zano kinazę Raf-1 z mitochondriami, prowadząc badania 
na ludzkich komórkach nerkowych 293 oraz na komórkach 
32D.3, w których wykazano, że nadprodukcja białka anty- 
apototycznego Bcl-2 powoduje przeniesienie kinazy Raf-1 
do mitochondriów [62]. Dalsze doświadczenia pokazały, 
że Raf-1 fosforyluje, a tym samym inaktywuje proapopto- 
tyczne białko Bad w zewnętrznej błonie mitochondrialnej, 
powodując zahamowanie apoptozy [63]. W mitochondriach 
izolowanych z mózgu chomika mongolskiego wykryto ki­
nazę Raf-1, której poziom zmniejszał się w czasie reperfuzji 
po krótkotrwałym niedokrwieniu. Jednocześnie zwiększa­
ła się ilość kinazy JNK. Kinazy te fosforylują odpowiednio 
białka Bad i Bcl-2, zmieniając ich wzajemne powinowactwo 
i połączenie z błoną mitochondrialną. Badania te wskazały 
na udział kinazy Raf-1 i JNK w poischemicznej przebudo­
wie zewnętrznej błony mitochondriów, co prow adzi do 
uszkodzeniach neuronów po niedokrwieniu m ózgu [64],

Ciekawe wydają się obserwacje, że Raf-1 działa ochronnie 
również w komórkach, które nie ekspresjonują białka Bad i 
są ubogie w Bcl-2 [65]. Sugeruje to występowanie innych 
białek, z którymi oddziałuje Raf-1 w błonach mitochon­
drialnych. Badania metodą immunoprecypitacji pokazały, 
że w mysich komórkach nowotworowych 32Dcl.3 aktywna 
kinaza Raf-1 fizycznie odziałuje z białkiem VDAC [66]. C- 
końcowy fragment kinazy Raf-1 łączy sie z białkiem VDAC. 
To połączenie nie zmienia jednak aktywności MPTP w spół­
tworzonego przez VDAC. Sugerowany jest zatem udział 
jeszcze innych białek; w tym Bcl-2. Wydaje się, że bezpo­
średnie oddziaływanie Raf-1 i Bcl-2 z VDAC może zmienić 
jego konformację, w rezultacie zmniejszając liczbę tworzo­
nych przez VDAC porów w zewnętrznej błonie mitochon­
drialnej, obniżać depolaryzację błony i zmniejszać wypływ 
cytochromu c z mitochondriów [66].

INNE KINAZY BIAŁKOWE

RODZINA KINAZ TYROZYNOWYCH Src

Obecność kinaz fosforylujących białka w mitochondriach 
wskazuje, że są one istotne dla funkcjonowania tych orga­
nelli. Oprócz kinaz serynowo-treoninowych znaleziono w 
mitochondriach kinazy tyrozynowe z rodziny Src. Trak­
towanie oczyszczonych mitochondriów wyizolowanych 
z mózgu szczura specyficznym inhibitorem kinaz Src (PP2) 
hamowało fosforylację reszt tyrozynowych wielu białek 
mitochondrialnych, co sugeruje obecność tych kinaz i ich 
substratów w badanej frakcji [67], Badania z użyciem spe­
cyficznych przeciwciał potwierdziły obecność czterech z 11 
kinaz z rodziny Src: c-Src, Fyn, Lyn oraz Csk. Oprócz kina­
zy Lyn, która wydaje się być zlokalizowana w grzebieniach, 
pozostałe kinazy występują w przestrzni miedzybłonowej 
mitochondriów [68]. Do dziasiaj tylko dla kinazy c-Src zna­
leziono substrat, którym jest oksydaza cytochromowa [69],
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Wykazano też, że c-Src oddziałuje z kompleksem II łańcu­
cha oddechowego. Jego fosforylacja wydaje się być niezbęd­
na do prawidowego przepływu elektronów przez łańcuch 
oddechowy w komórkach o dużym  zapotrzebowaniu na 
ATP, takich jak, bogate w mitochondria, osteoklasty [70]. 
Najnowsze badania sugerują również, że obecność kinazy 
c-Src w mitochondriach jest bezpośrednio związana z biał­
kiem kotwiczącymi AKAP121 oraz białkiem PTPD1 (ang. 
protein tyrosine phosphatase), które biorą również udział w 
kotwiczeniu kinazy PKA w zewnętrznej błonie mitochon­
drialnej [13].

RODZINA MAPK KINAZ

Kinazy MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) to 
grupa kinaz serynowo-treoninowych aktywowanych mito- 
genami, która reguluje odpow iedź na sygnały docierające 
do komórki z zewnątrz. Wpływają one m.in na ekspresję 
genów, różnicowanie komórkowe, proliferację i apoptozę. 
Rodzinę kinaz MAP dzielimy na trzy grupy: kinazy p38, 
JNK (ang. c-Jun terminal kinase)/SAPK (ang. stress-activated 
protein kinase) oraz E R K I/2. Generalnie aktywacja szlaków 
JNK i p38 związana jest z reakcją komórek na stres i może 
prowadzić do ich śmierci. Szlak kinaz E R K I/2, zaangażo­
wany głównie w procesy podziału i wzrostu komórki, jest 
aktywowany przez czynniki wzrostowe [71]. Nie ma zbyt 
wielu doniesień dotyczących kinazy p38 w mitochondriach; 
wiadomo, że jest ona związana z procesami apoptozy, w 
tym z przeniesieniem białka Bax z cytosolu do mitochon­
driów, niezależnym od kaspaz wypływem  potasu oraz 
z transkrypcyjną regulacją TR3, białka, które transporto­
wane jest z jądra do mitochodriów inicjując szlak apopto- 
tyczny [72-74], Epperly i współpracownicy (2002) wykazali 
transport kinazy p38 jak i JNK do mitochondriów hemato- 
poetycznych komórek 32D cl 3 po naświetleniu promienimi 
X [75], Głównym skutkiem działania kinazy JNK na mito­
chondria jest stymulacja apoptozy. Traktowanie aktywną 
kinazą JNK mitochondriów wyizolowanych z mózgu szczu­
ra powoduje hamowanie anty-apoptotycznych białek Bcl-2 i 
Bcl-Xj, prowadząc do uwalniania cytochromu c [76-78]. Ba­
dania metodą dw uhybrydow ą wykazały, że w komórkach 
drożdży kinaza JNK łączy sie z białkiem Sab (SH3BP5), a 
badania immunocytochemiczne wskazują, że JNK w ystępu­
ję w mitochondriach w komórkach ludzkich (A431, HFF), 
mysich (KIM-2) i kurzych (CEF) [78]. Sugeruje się, że białko 
Sab oddziałuje z JNK w mitochondriach, gdzie może pełnić 
funkcję podobną do białek kotwiczących z rodziny AKAP. 
Nie wykluczone jest, że może pośredniczyć w szlaku prze­
kazywania sygnałów przez JNK w mitochondriach [77], Jak 
wspomniano wcześniej, ilość aktywnej, ufosforylowanej 
JNK związanej z mitochondriami w neuronach zwiększa 
się w  przebiegu poniedokrwiennej, opóźnionej neurodege- 
neracji, co wskazuje na udział JNK w procesie apoptozy, jak 
wykazano w modelu przejściowego niedokrwienia mózgu 
chomika mongolskiego [64],

Pierwsze doniesienia, które wskazują na mitochondrial- 
ną lokalizację ufosforylowanej/aktywnej kinazy E R K I/2, 
pochodzą z badań metodą western biot poszczególnych 
frakcji komórkowych [79], Wykazano, że uszkodzenie 
komórek nerki (ang. renal proximal tubular cells- RPTC) 
cytostatykiem, cisplatyną, prowadzi do w zrostu ilości ak­

tywnej kinazy E R K I/2 oraz PKC a  w  mitochondriach, co 
wydaje się wpływać na zwiększenie potencjału błony mito­
chondrialnej, spadek aktywności oksydacyjnej fosforylacji, 
wzrost aktywności kaspazy 3 oraz apoptozę [79]. Podobnie, 
udział E R K I/2 w fosforylacji białek Bcl-2 i Bad wykazano 
z zastosowaniem metody ko-immunoprecypitacji aktyw­
nej kinazy E R K I/2 z białkami z rodziny Bcl-2 [80], Bada­
nia immunohistochemiczne w mikroskopie elektronowym 
potwierdziły obecność ufosforylowanej formy E R K I/2 w 
mitochondriach [81]. Kolejne badania pozwoliły dokładniej 
określić ich lokalizację w przestrzni międzybłonowej oraz w 
macierzy mitochondrialnej [81]. Ich występowanie zaobser­
w ow ano m.in. w  mitochondriach uszkodzonych komórek 
nerwowych pacjentów z chorobą Parkinsona [82].

PODSUMOWANIE

Wyniki badań prowadzonych w ostatnich latach po raz 
kolejny potwierdzają, jak istotną rolę odgrywają w komórce 
mitochondria. W chwili obecnej wydaje się, że bez fosfory­
lacji i defosforylacji białek związanych z mitochondriami 
przez kinazy serynowe-treoninowe czy tyrozynowe nie 
byłoby możliwe przekazywanie sygnałów z cytoplazmy 
do mitochondriów. Czyni to kinazy białkowe kluczowymi 
białkami niezbędnymi do utrzymania równowagi pomię­
dzy wieloma procesami w komórce, w tym pomiędzy pro­
cesami prożyciowymi a apoptozą. Liczne kinazy białkowe 
zostały zlokalizowane zarówno w błonach mitochondrial­
nych, w przestrzeni pomiędzy nimi, a także w macierzy mi­
tochondrialnej.

Aby kinazy białkowe mogły wejść na „mitochondrialny 
szlak sygnałowy" i fosforylować bądź oddziaływać z biał­
kami, tworząc z nimi kompleksy, a tym samym zmieniać 
ich konformację i modulować funkcje, enzymy te muszą się 
przemieścić z cytoplazmy do błon lub wnętrza mitochon­
driów. W niektórych przypadkach połączenie kinazy z bło­
ną umożliwia jej aktywację. Nadal nie jest jednak znany me­
chanizm transportu kinaz białkowych PKA, Akt, PKC i JNK 
do mitochondriów. Nie są też w  pełni opisane białka, które 
biorą udział w transporcie aktywnych domen kinaz białko­
wych. W stępne badania sugerują udział białek transportu­
jących TOM (ang. tranlsocase of outer membrane) oraz TIM 
(ang. translocase of inner membrane) [83], białek zdających się 
być kotwicą dla kinaz, np. białek receptorowch RICK (ang. 
receptors for inactive C kinase) i RACK (ang. receptors for acti­
vated C kinase) dla izoform PKC [84,85], czy białek kotwiczą­
cych z rodziny AKAP dla PKA [19]. Dodatkowo, przypusz­
cza się, że białko PICK1 (ang. protein that interact with protein 
C kinase) przenosi PKC a  z cytosolu do mitochondriów [86], 
natomiast białko /TCOP (ang. [3' coatamer protein) wydaje się 
być specyficznym białkiem RACK dla izoformy PKC e [87], 
Nie jest znany mechanizm transportu kinazy PKB/Akt do 
mitochondriów. Sugerowany jest udział translokazy białka 
szoku cieplnego w powiązaniu z białkiem TOM20 [29].

Dotatkowo istnieje szereg kinaz białkowych towarzy­
szących kinazom białkowym docelowo przenoszonym do 
błon oraz wnętrza mitochondriów, które pośrednio wpły­
wają na aktywację szlaków sygnałowych prowadzących 
do przeżycia lub śmierci komórek [88-90], Do takich kinaz 
należy m.in. cytoplazmatyczna kinaza białkowa G (PKG),
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która w w yniku krótkotrwałego, hartującego niedokrwienia 
serca jest aktywowana przez cykliczne GMP (cGMP). PKG 
praw dopodobnie fosforyluje nieznane białko w zewnętrz­
nej błonie mitochondrialnej, które w  wyniku niezbadanego 
mechanizmu przenosi dalej sygnał do znajdującej się w we­
wnętrznej błonie mitochondrialnej PKC e. Wiele doświad­
czeń wskazuje, że aktywna PKC £ oddziałuje następnie z 
kanałem potasowym mitoKATp. Fosforylacja bądź inne mo­
dulacje kanału dają komórce wyraźny efekt ochronny [90].
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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 (mitoKATp) 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 v itro  cell stimulations, in neurodegenerative diseases and in in v ivo  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 łańcucha 
oddechowego w normie i patologii

STRESZCZENIE

Opracowana pod koniec XX wieku, elektroforeza „Blue Native" wykorzystywana jest do 
badania składu kom pleksów białkowych oraz w diagnostyce chorób mitochondrial­

nych, związanych z uszkodzeniami łańcucha oddechowego. Białka i kom pleksy białkowe 
rozdzielone w żelu za pomocą tej techniki zachowują swoją aktywność enzymatyczną. W 
artykule opisano kluczowe etapy elektroforezy „Blue Native" determinujące jakość rozdzia­
łu oraz użyteczność tej techniki w  badaniach mitochondrialnego łańcucha oddechowego w  
komórkach zdrowych i dotkniętych patologią.

WPROWADZENIE

Wiele białek oddziałuje ze sobą, tworząc kompleksy i dzięki tem u mogą speł­
niać w  komórce wyspecjalizowane funkcje. W ostatnim czasie nastąpił dyna­
miczny rozwój takich kierunków biologii molekularnej, jak badania komplek­
sów białkowych (ang. complexomics) oraz oddziaływania białko-białko (ang. 
interactomics). Sprawiło to, że niezbędne stało się opracowanie metod pozw a­
lających na dokładniejsze poznanie i identyfikacje obecnych w komórce kom ­
pleksów białkowych. Do metod, które to umożliwiają należy elektroforeza „Blue 
Native" (BN-PAGE), immunoprecypitacja, dw ustopniow e oczyszczanie m etodą 
powinowactwa (ang. two step affinity purification) oraz drożdżow y system dwu- 
hybrydow y (ang. two hybride system).

Elektroforeza „Blue Native" jest jedną z najpopularniejszych metod badania 
białek w ich natywnej formie. Technika ta rozwija się intensywnie od początku 
lat 90. ubiegłego wieku i jest ciągle udoskonalana [1], Jej twórcami są niemiec­
cy badacze Schägger i Von Jagow [2], Początkowo służyła głównie do badania 
kompleksów łańcucha oddechowego izolowanych z błon mitochondriów [2]. W 
ostatnich latach technika ta znalazła również szereg innych zastosowań, np. w 
diagnostyce chorób mitochondrialnych (związanych z uszkodzeniami łańcucha 
oddechowego) [3], czy jako metoda kom plem entarna do immunoprecypitacji w 
badaniach oddziaływań białek [4]. Ogromną zaletą BN-PAGE jest to, że w trak­
cie rozdziału elektroforetycznego zachowywana jest oryginalna aktywność en­
zymatyczna oraz oddziaływania białek wchodzących w skład kompleksów [2]. 
Jest to możliwe dzięki zastosowaniu optymalnych w arunków  zarówno podczas 
izolacji, jak i rozdziału.

ELEKTROFOREZA „BLUE NATIVE" I 
SDS-PAGE -  RÓŻNICE I PODOBIEŃSTWA

SDS-PAGE

Do rozdziału elektroforetycznego typu SDS-PAGE białka należy zdenatu- 
rować i „opłaszczyć" jonowym detergentem dodecylosiarczanem sodu (SDS). 
Zasada rozdziału białek z zastosowaniem SDS-PAGE jest stosunkowo prosta. 
SDS w trakcie przygotowania próbki wiąże się z białkami w stosunku maso­
w ym  4,1:1, nadając im ujemny ładunek elektryczny o stałej gęstości, bez wzglę­
du na wielkość białka. W tego typu elektroforezie szybkość migracji białek w 
żelu nie jest determ inowana przez wielkość ładunku elektrycznego, lecz zależy 
wyłącznie od masy białka. Białka rozdzielane są w  żelu poliakryloamidowym na 
podstawie zróżnicowanej ruchliwości elektroforetycznej w  polu elektrycznym. 
Ruchliwość ta jest odwrotnie proporcjonalna do logarytmu masy cząsteczkowej 
białka. W rzeczywistości białka rozdzielane są w  SDS-PAGE na zasadzie filtra­
cji, analogicznie do metody chromatograficznej (sączenie molekularne). Ten typ 
elektroforezy pozwala na rozdział białek o masach cząsteczkowych w zakresie 
ok. 10-400 kDa [5],
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„BLUE NATIVE"-PAGE

W odróżnieniu od elektroforezy denaturującej, na każ­
dym  etapie elektroforezy „Blue Native", czyli podczas 
przygotowania próbki oraz jej rozdziału w żelu, białka za­
chowują swoją strukturę drugo-, trzecio- i czwartorzędową. 
Elektroforeza „Blue Native" pozwala na rozdział białek/ 
kompleksów białkowych o znacznie większej masie w po­
równaniu z elektroforezą SDS-PAGE. Przy zastosowaniu 
standardowego poliakryloamidowego żelu gradientowego 
(4-16% poliakryloamid) można rozdzielić białka o masie 
od 100 kDa do 1,5-2 MDa. Dodatkowe obniżenie stężenia 
akryloamidu pozwala na rozszerzenie tego zakresu nawet 
do 4 MDa. Zastąpienie żelu poliakryloamidowego agaro- 
zowym  przesuw a tę granice jeszcze dalej — naw et do 10 
~ 15 MDa. Daje to możliwość badania dużych komplek­
sów białkowych, np. takich jak kompleks dehydrogenazy 
pirogronianowej, który ma masę około 8 MDa [6]. Wyko­
rzystywany w  elektroforezie BN-PAGE barwnik Coomassie 
Brillant Blue G-250 zmienia ładunek białek na ujemny oraz 
zmniejsza tendencję białek o dużych powierzchniach hy­
drofobowych do agregacji umożliwiając ich rozdział elek- 
troforetyczny. Przykładowy obraz rozdziału kompleksów 
łańcucha oddechowego wyizolowanych z mitochondriów 
serca szczura przedstawiono na Ryc. 1.

CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA ROZDZIAŁ 
KOMPLEKSÓW BIAŁKOWYCH W 
ELEKTROFOREZIE „BLUE NATIVE"

Uzyskanie rozdziału porównywalnego z przedstawio­
nym  na Ryc. 1 jest możliwe przy przestrzeganiu kilku zasad 
wymienionych poniżej.

PRZYGOTOWANIE MATERIAŁU DO ROZDZIAŁU 
ELEKTROFORETYCZNEGO -  WYBÓR 
ODPOWIEDNIEGO DETERGENTU

Jednym  z ważniejszych etapów , zasługujących na 
szczególną uw agę, jest etap p rzygotow ania  próbki, która 
ma być pod d aw an a  rozdziałow i elektroforetycznem u. W 
p rzy p ad k u  białek błonow ych polega on na „w ydobyciu" 
kom pleksów  białkowych z ich naturalnego  środow iska 
lipidow ego, w taki sposób, aby nie naruszyć s truk tury  
sam ego kom pleksu. W elektroforezie „Blue N ative", ze

Rycina 1. Elektroforetyczny rozdział kom pleksów  łańcucha oddechow ego w y­
izolow anych z m itochondriów  serca szczura przy  użyciu  elektroforezy „Blue 
N ative". Żel poliakryloam idow y (gradient 5-13%), n-dodecylo-p-D -m altozyd 
-  1 %.

w zględu na potrzebę zachow ania białek w formie nie- 
zdenaturow anej oraz oddzia ływ ań pom iędzy białkami, 
nie jest m ożliwe zastosow anie tak silnego detergentu  jo­
now ego jakim jest SDS i dlatego wykorzystuje się deter­
genty niejonowe. Błony organelli kom órek eukariotycz­
nych charakteryzują się różnym  składem  lip idow ym  oraz 
zawartością białek. W zw iązku z tym, w  zależności od 
badanego materiału, niezbędne jest dobranie odpow ied ­
niego detergentu  oraz jego stężenia do solubilizacji błon. 
Użyty detergent nie może doprow adzić  do ro zp ad u  kom ­
pleksów białkowych, a jednocześnie pow inien  być na tyle 
efektywny żeby „rozerw ać" w iązania pom iędzy białkami 
i lipidami. Do najczęściej stosow anych detergentów  nie­
jonowych należą n-dodecylo-|3-D-maltozyd [2], digitoni- 
na [7], Triton X-100 [7], saponina [8] oraz Brij 96 [8]. W 
niektórych p rzypadkach  stosuje się Big, CHAPS, NP-40 
oraz n-dekanoilosacharozę [9], W Tabeli 1 przedstaw iono  
zestawienie najbardziej popularnych  detergentów  i ich 
zastosowanie.

SIŁA JONOWA

Czynnikiem wpływającym na wydajność ekstrakcji kom­
pleksów z błon jest odpowiedni skład roztworu, w  którym 
przeprow adza się solubilizację błon. Najczęściej do tego celu 
wykorzystuje się roztwory o niskiej sile jonowej. W arunki 
takie zapewnić może roztwór kwasu aminokapronowego, 
bądź octanu potasu. Rozpuszczalne kompleksy białkowe są 
szczególnie wrażliwe na w arunki panujące w trakcie przy­
gotowywania próbki, ponieważ oddziaływania pomiędzy 
białkami mogą ulegać osłabieniu nawet przy bardzo niskiej 
sile jonowej.'

COOMASSIE BRILLIANT BLUE G-250

W niektórych przypadkach  stabilność kom pleksów  
może być zw iększona poprzez obniżenie stężenia Co­
omassie Brillant Blue w próbce przygotow anej do elek­
troforezy. W tym  przypadku  ilość barw nika, który stan ­
dardow o jest obecny w buforze katodow ym , w ystarcza 
do praw idłow ego przebiegu elektroforezy i pozw ala na 
rozdział kom pleksów  białkowych. Kiedy bufor katodow y 
oraz próbka przygotow ana do elektroforezy nie zaw iera ­
ją Coomassie Brillant Blue m am y do czynienia z elektro­
forezą „Clear Native"-PAGE (CN-PAGE) [10]. W ykonuje 
się ją w tedy, gdy istnieje podejrzenie, że stabilność kom ­
pleksów, bądź superkom pleksów  białkowych może być 
obniżana przez obecny barw nik. Ten typ elektroforezy

Tabela 1. D etergenty w ykorzystyw ane do ekstrakcji białek w  elektroforezie „Blue 
Native".

I Detergent Materiał Stężenie

Digitonina
m itochondria ssaków 1-2%
m itochondria roślin 1-2%

n-dodecylo- m itochondria ssaków 4 m g / m g białka
P-D-maltozyd m itochondria roślin 5 m g / m g białka

m itochondria ssaków 1-3%
Triton X-100 m itochondria roślin 0,5%

totalny ekstrakt kom órkowy 0,1%

Saponina totalny ekstrakt kom órkow y 1%

Brij 96 totalny ekstrakt kom órkow y 0,5%
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Rycina 2. W pływ ilości białka na rozdział kom pleksów  łańcucha oddechow ego 
w yizolow anych z m itochondriów  w ątroby szczura przy użyciu elektroforezy 
„Blue N ative". Żel poliakryloam idow y (gradient 6-13%), n-dodecylo-P-D-malto- 
zyd -  1% (wg [16], zm odyfikow ane, za zgodą).

jest rów nież z pow odzeniem  w ykorzystyw any w  d iagno ­
styce chorób m itochondrialnych [11].

RODZAJ ROZDZIELANYCH 
KOMPLEKSÓW BIAŁKOWYCH

Najwięcej problemów przysparza badaczom wykonanie 
elektroforezy „Blue Native" z lizatu komórkowego zawie­
rającego wszystkie białka komórki, zarówno błonowe, jak 
i rozpuszczalne (cytosolowe). Camacho-Carvajal i wsp. 
stwierdzili, że w cytosolu znajduje się niskocząsteczkowy 
(mniejszy niż 3,5 kDa) czynnik, który zaburza rozdział elek- 
troforetyczny [8]. Jakość rozdziału kompleksów białkowych 
metodą BN-PAGE można poprawić pozbywając się tego 
czynnika, np. m etodą dializy.

Rycina 4. Porów nanie rozdziału  kom pleksów  łańcucha oddechow ego z m itochondriów  w ątroby i serca 
szczura przy użyciu elektroforezy „Blue N ative". Żel poliakryloam idow y (gradient 4-12%), n-dodecylo- 
P-D-m altozyd -  1%. Typow y obraz położenia kom pleksów  OXPHOS w  żelu oraz  spektrofotom etryczny 
pom iar aktywności kom pleksu I — (A) w  m itochondriach w ątroby szczura i (B) serca szczura (wg [16], 
zm odyfikow ane, za zgodą).

Rycina 3. Typowy obraz położenia kom pleksów  łańcucha m itochondrialnego w 
żelu „Blue Native" m itochondriów  serca w ołu (H) i fibroblastów (F). Żel polia­
kryloam idow y (gradient 5-12%), n-dodecylo-P-D-m altozyd -  1%, (wg [16], zm o­
dyfikowane, za zgodą).

ROZDZIAŁ ELEKTROFORETYCZNY -  
ZAWARTOŚĆ AKRYLOAMIDU W ŻELU ORAZ 
ILOŚĆ ROZDZIELANEGO MATERIAŁU

Kolejnymi parametrami w elektroforezie „Blue Native", 
determinującymi jakość rozdziału kompleksów łańcucha 
oddechowego, są stężenie akryloamidu w żelu oraz ilość 
materiału biologicznego nałożonego na żel [1]. Na przykła­
dzie preparatu przygotowanego z mitochondriów w ątro­
by szczura widać, że zwiększanie ilości białka nałożonego 
na ścieżkę w  celu podniesienia widoczności kompleksów 
w żelu ma swoje ograniczenia, a przeładowanie przynosi 
wręcz odwrotny rezultat (Ryc. 2). Zastosowanie poliakry- 

loamidowego żelu gradientowego (6-12%) 
pokazuje, że najlepszy rozdział komplek­
sów łańcucha oddechowego obserwujemy 
w przedziale 500-100 kDa, czyli dla kom­
pleksów III, IV i II. Zmiana gradientu na 5- 
12% skutkuje lepszym rozdziałem w zakre­
sie 800-350 kDa, co umożliwia poprawienie 
rozdziału kompleksów I, V, III i IV (Ryc. 3). 
Z kolei zastosowanie żelu o gradiencie 4- 
12% poprawia rozdział znacznie większych 
kompleksów z zakresu 2 MDa — 600 kDa, 
np. dimeru ATPazy o masie 1,2 MDa (Ryc. 
4). Prawidłowo przeprowadzona elektrofo­
reza „Blue Native" pozwala na porównanie 
profili rozdzielonych kompleksów łańcucha 
oddechowego mitochondriów wyizolowa­
nych z różnych tkanek lub narządów. Na 
przykładzie elektroforetycznego rozdziału 
kompleksów białkowych z mitochondriów 
wątroby i serca szczura można stwierdzić, 
że w  mitochondriach serca jest więcej kom­
pleksu I niż w mitochondriach wątroby. Jest 
to zgodne z przeprowadzonym i spektro- 
fotometrycznymi pomiarami w badanych 
mitochondriach aktywności kompleksu I. 
Aby zaobserwować porównywalną aktyw­
ność kompleksu I, należy użyć do pomiaru 
dwukrotnie więcej mitochondriów wątroby
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Rycina 5. W pływ  detergentu  na rodzaj izolow anych kom pleksów  łańcucha od­
dechowego. Elektroforeza „Blue N ative" m itochondriów  w ątroby myszy. Żel 
poliakryloam idow y (gradient 5-12%), n-dodecylo-p-D -m altozyd — 1%, digito- 
n ina — 2%. D igitonina um ożliw ia w yizolow anie i rozdział "superkom pleksów " 
łańcucha oddechow ego.

(Ryc. 4). Obserwacja ta czyni z elektroforezy „Blue Native" 
metodę, którą można z powodzeniem  stosować do określa­
nia poziomu poszczególnych kompleksów łańcucha odde­
chowego w badanym  materiale.

SOLUBILIZACJA

Jak już wcześniej w spom niano, niezwykle ważny jest 
staranny dobór detergentu i jego stężenia w  zależności 
od materiału w ykorzystyw anego do badań. Ponadto, de­
tergent może mieć w pływ  na obraz rozdziału  elektrofore- 
tycznego, bowiem  w zależności od tego, który detergent 
w ykorzystany zostanie do „ekstrakcji" kom pleksów łań­
cucha oddechow ego z m itochondriów, otrzym am y różny

Rycina 6. Przykłady n ieudanego rozdziału elektroforetycznego „Blue Native" w  żelu akryloam ido- 
w ym  (A) i w  żelu agarozow ym  (B).

profil białkowy w żelu. W przypadku zastosowania n-do- 
decylo-(3-D-maltozydu (lub Tritonu X-100) kompleksy łań­
cucha oddechowego występują w  postaci monomerycznej 
(Ryc. 1-4), z wyjątkiem ATPazy, która może występować 
także jako dim er o masie 1,2 MDa. Gdy do ekstrakcji kom ­
pleksów użyje się digitoninę, w  żelu m ożna obserwować 
także „superkom pleksy" tworzone przez kompleksy łań­
cucha oddechowego. Więcej na temat superkopleksów, 
tworzonych przez kompleksy łańcucha oddechowego 
m ożna znaleźć w literaturze [7,12-15], Różnice w profilu 
białkowym dla n-dodecylm altozydu i digitoniny p rzedsta ­
wiono na Ryc. 5.

INNE PARAMETRY

Elektroforeza przebiega bez zakłóceń i jest pow tarzalna 
wtedy, gdy utrzym uje się stałą, niską tem peraturę (4°C) 
podczas przygotow yw ania próbki oraz w trakcie rozdzia ­
łu. W ażne jest także unikanie jonów soli oraz stosowanie 
się do reżim u zm ian napięcia w trakcie elektroforezy. 
Przestrzeganie tych zasad sprawia, że elektroforeza „Blue 
Native" daje w iarygodne i pow tarzalne wyniki. Na Ryc. 6 
przedstaw iono przykład nieudanego rozdziału elektro­
foretycznego „Blue Native" w  żelu akryloam idow ym  i 
agarozowym. W obu przypadkach m ożna w żelu zaob­
serwować miejsce (charakterystyczna linia), gdzie ulegają 
rozpadow i kompleksy białkowe. Przyczyną takiego stanu 
rzeczy może być wysoka zawartość jonów w próbce lub 
przegrzewanie się żelu w trakcie elektroforezy.

AKTYWNOŚĆ W ŻELU (ANG. IN GEL ACTIVITY ASSAY)

Jedną z zalet elektroforezy „Blue Native" jest to, że 
białka oraz kom pleksy białkowe zachow ują swoją ak tyw ­
ność enzym atyczną w trakcie rozdziału  elektroforetycz­
nego. Dotyczy to rów nież tak złożonych kom pleksów  

białkowych jakimi są kom pleksy łańcucha 
oddechow ego. Ich aktyw ność m ożna m ie­
rzyć inkubując fragm enty żelu w  o d p o w ied ­
nich m ieszaninach reakcyjnych [3,16]. Skład 
roztw orów  do pom iaru  aktywności w  żelu 
przedstaw iono w Tabeli 2. N agrom adzanie  
się barw nych p roduk tów  reakcji w miejscu 
lokalizacji kom pleksu w żelu pozw ala na 
oszacowanie aktyw ności enzym atycznej p o ­
szczególnych kom pleksów  łańcucha o d d e ­
chowego (Ryc. 7). W p rzypadku , kiedy ilość 
m ateriału nałożonego na żel jest mała, bądź  
zawartość kom pleksów  łańcucha oddecho ­
wego w badanej próbce jest na tyle niska, że 
nie m ożna ich zaobserw ow ać w żelu (Ryc. 
3, F- fibroblasty), pom iar aktyw ności m oże 
być jednym  ze sposobów  na uw idocznienie  
ich obecności w  żelu.

POŁĄCZENIE ELEKTROFOREZY 
„BLUE NATIVE" Z SDS-PAGE

Połączenie elektroforezy „Blue N ative" z 
innymi technikam i stosow anym i w biologii 
molekularnej może pozwolić na dokładnie j­
sze scharakteryzow anie słabo jeszcze po-
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znanych kom pleksów  białkowych. Elektrofore­
za Blue N ative w ykonyw ana jest dla rozdziału 
kom pleksów  białkowych. Elektroforeza SDS- 
PAGE jest zazwyczaj następnym  krokiem  (drugi 
kierunek rozdziału) w badaniach składu kom ­
pleksów rozdzielonych podczas elektroforezy 
„Blue Native" [14]. Paski żelu z rozdzielony ­
mi kom pleksam i inkubow ane są w w arunkach  
denaturujących i redukujących (w obecności 
SDS i 2-m erkaptoetanolu  lub DTT), aby d o p ro ­
w adzić do rozpadu  kom pleksów  białkowych. 
Tak przygotow any materiał jest rozdzielany w 
żelu poliakryloam idow ym , ale już tym  razem  
w obecności SDS. N astępnie, techniką W estern 
Biot, za pom ocą przeciwciał, może być badany 
ich skład. Na Ryc. 8 przedstaw iono  p rzykłado ­
w y rozdział elektroforetyczny BN-PAGE/SDS- 
PAGE kom pleksów  łańcucha oddechow ego w y ­
izolow anych z m itochondriów  serca szczura.

Rycina 7. Test ak tyw ności w  żelu kom pleksów  łańcucha oddechow ego  m itochondriów  w ą ­
troby  szczu ra  w ykonany  po  p rze p ro w ad zen iu  e lektroforezy  „Blue N ative". Żel po liakry- 
loam idow y  (g rad ien t 5-12%), n-dodecylo-(3-D -m altozyd — 1% (wg [16], zm odyfikow ane, 
za zgodą).

Rycina 8. Elektroforeza dw ukierunkow a „Blue N ative"/SD S-PA GE m itochondriów  serca szczu­
ra. Pierw szy kierunek — elektroforeza „Blue N ative", żel poliakryloam idow y (gradient 5-12%) 
w ybarw iony Coomassie Brillant Blue G250, n-dodecylo-P-D-m altozyd — 1%. D rugi kierunek 
— SDS-PAGE. Żel poliakryloam idow y 10%. W estern Biot — przeciwciała m onoklonalne 1:5000 
(Total Oxphos MitoSciences).

Tabela 2. Skład roztw orów  do pom iaru aktyw ności w żelu na podstaw ie [3].

Kompleksy łańcucha 
oddechow ego

Kompleks I 

Kompleks II

Kompleks IV

Kompleks V

M iesznina reakcyjna

DIAGNOSTYKA CHOROB 
MITOCHONDRIALNYCH

Elektroforeza „Blue Native" w powiązaniu z 
techniką pom iaru aktywności w żelu i elektrofo­
rezą SDS-PAGE z pow odzeniem  może być w yko­
rzystyw ana w badaniach defektów oksydacyjnej 
fosforylacji w tkankach pacjentów, u których po ­
dejrzewa się chorobę mitochondrialną [3,11,16]. 
Próbki badane z zastosowaniem  elektroforezy 
„Blue Native" mogą pochodzić z różnych tka­
nek, bądź z hodowli komórkowych, np fibrobla- 
stów pacjentów. Po każdym  z etapów procedury 
diagnostycznej otrzymujemy cząstkowe wyniki, 
które zebrane pozwalają stwierdzić z jakiego ro­
dzaju defektem łańcucha oddechowego mamy do 
czynienia. Jedną z zalet elektroforezy „Blue N ati­
ve" (oraz testu aktywności w żelu) jest niewielka 
ilość materiału potrzebna do przeprow adzenia 
procedury diagnostycznej. Przykładowy obraz 
testu aktywności w żelu w ykonany dla kom plek­
su IV wyizolowanego z mięśni szkieletowych 
pacjenta z podejrzeniem  deficytu oksydazy cyto- 
chromowej przedstaw iono na Ryc. 9. Wystarczy 
bowiem około 30 mg mięśnia sercowego, 50 mg 
mięśnia szkieletowego, bądź 30 min fibroblastów 
pacjentów do wyizolowania mitochondriów 
oraz wykonania elektroforezy „Blue Native" i 
testu aktywności w  żelu dla kompleksów I, II, IV 
i V [3,11,16], Procedurę diagnostyczną z wyko-

_____________________ rzystaniem  elektroforezy
„Blue Native" możemy 
podzielić na następujące 
trzy etapy.

3 mM Tris-H C l (pH 7.4), 1 m g NADH, 5 m g nitrotetrazolium  blue 

1.5 mM bufor fosforanowy (pH 7.4), 5 mM EDTA, 10 mM KCN, 0.2 mM 
phenazine m ethasulfate, 50 mM bursztynian  sodu, 5 m g nitrotetrazolium  blue 

50 mM bufor fosforanowy (pH 7.4), 5 m g 3,3 '-diam idobenzidine 
tetrahydrochloride, 200 gg katalazy, 10 m g cytochrom u c, 750 m g sacharozy 

35 mM Tris-HCl, 270 mM glicyna, 14 mM MgSO, (pH 7.8),
0.2% Pb (NO.,),, 8 mM ATP

ETAP I

Obraz otrzymany po 
elektroforezie „Blue N a­
tive" odpowiada na py­
tanie czy w badanych mi­
tochondriach obecne są
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Rycina 9. W ykorzystanie testu aktywności w  żelu w  celach diagnostycznych. Re­
akcja w  żelu w  celu identyfikacji kom pleksu IV. HBM -  m itochondria serca wołu. 
Żel poliakryloam idow y (gradient 5-12%), n-dodecylo-P-D-m altozyd — 1% (wg 
[16], zm odyfikow ane, za zgodą).

wszystkie kompleksy łańcucha oddechowego. Porównanie 
ich lokalizacji w żelu ze standardem  w ykonanym  z mito­
chondriów od osoby zdrowej, wykaże czy posiadają one w 
przybliżeniu odpowiednią masę (zawierają wszystkie pod­
jednostki) oraz czy nie mamy do czynienia z obniżoną ilo­
ścią któregoś z kompleksów.

ETAP II

Pomiar aktywności w żelu pozwala na stwierdzenie czy 
kompleksy łańcucha oddechowego w badanej próbce po­
siadają aktywność enzymatyczną, taką jak materiał kon­
trolny. Może się bowiem zdarzyć, że profil rozdzielonych 
białek nie będzie odbiegał od kontroli (brak istotnych zmian 
w wielkości ani w ilości kompleksu) lecz będzie on mniej, 
bądź wcale nieaktywny.

ETAP III

Elektroforeza SDS-PAGE w ykonana jako „drugi kie­
runek" rozdziału może wskazać przyczynę braku aktyw ­
ności kom pleksów łańcucha oddechowego. Brak którejś z 
podjednostek o małej masie, np. determinującej aktywność 
centrum  katalitycznego kompleksu, może być n iezauw ażo­
ny w obrazie „Blue Native". Jednakże może to być stw ier­
dzone z w ykorzystaniem  techniki W estern Biot. W przy­
padku, kiedy potwierdzi się obecność wszystkich podjed­
nostek wchodzących w skład kom pleksów OXPHOS, brak 5.
aktywności, któregoś z nich może być wynikiem  mutacji. 
Dlatego aby się o tym  przekonać m ożna przeprow adzić 6.
badania genetyczne.

W celu poznania przyczyny obserw ow anego defektu 7'
m itochondrialnego łańcucha oddechow ego procedurę 
d iagnostyczną wzbogaca się, wykonując dodatkow e te- 
sty. Należą do nich np. im m unocytochem ia oraz im m uno- 
histochem ia w ykonana na m ateriale biopsyjnym, a także 
pom iary  oddychania  oraz m itochondrialnego potencjału 
w hodow lach kom órkow ych pochodzących od pacjentów. 9.
Im m unocytochem ia i im m unohistochem ia pozw alają na 
określenie czy zaburzenia  aktywności, bądź  ilości kom ­
pleksów łańcucha oddechow ego dotyczą w szystkich ko­
m órek czy też m am y do czynienia ze zjawiskiem zw anym

heteroplazm ią. W tym  przypadku  nie wszystkie komórki 
mają uszkodzony m itochondrialny łańcuch oddechowy.

UWAGI KOŃCOWE

Szerokie spektrum  metod pozwala na badanie aktyw­
ności kompleksów łańcucha oddechowego w tkankach, 
liniach komórkowych oraz izolowanych mitochondriach, 
co może mieć duże znaczenie w  poznaniu etologii cho­
roby mitochondrialnej. Elektroforeza „Blue Native" jest 
obecnie wykorzystywana jako jedna z metod diagnostycz­
nych w przypadku podejrzenia choroby mitochondrialnej 
związanej z uszkodzeniem  mitochondrialnego łańcucha 
oddechowego. Pozwala ona na jakościowe i ilościowe po ­
miary zarówno poziomu, jak i aktywności poszczególnych 
kompleksów łańcucha oddechowego. Ponadto, może ona 
stanowić pierwszy etap szeregu dalszych, bardziej skom­
plikowanych badań (np. elektroforeza dwukierunkow a, 
preparatyw na, Western biot), prow adzących do poznania 
budow y i składu kom pleksów białkowych znajdujących 
się w  różnych przedziałach komórkowych. Porównanie 
różnych metod izolacji i rozdziału kompleksów łańcucha 
oddechowego pokazało, że jakość i rozdzielczość elektro­
forezy „Blue Native" jest większa niż np. filtracji w żelu 
lub ultrawirowanie w gradiencie sacharozy. Wszystkie 
wymienione zalety oraz łatwość jej w ykonania [17] czyni z 
elektroforezy „Blue Native" niezwykle przydatną techni­
kę, która może być w ykorzystyw ana w wielu aplikacjach 
biologii molekularnej oraz diagnostyce chorób m itochon­
drialnych związanych z uszkodzeniam i łańcucha 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, D epartm ent of Biochemistry, Nencki Institute of Experim ental Biology, 3 Pasteur St., 02-093 W ar­
saw, Poland

'e-mail: m.wieckowski@ nencki.gov.pl

Key words: "Blue N ative" Electrophoresis, m itochondria, m itochondrial respiratory chain complexes, diagnosis of m itochondrial disorders, 
protein interactions

"Blue Native" polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE), originally described by Schägger 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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Kilkuletnie starania o pozyskanie środków finansowych z funduszy strukturalnych UE w okre­
sie 2004-2006 zakończyły się wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii 
„Biotechnologii, Informatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota". W ramach pro­
jektu Wyposażenie Laboratorium Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynow­
anego przez Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego, a realizowanego wspól­
nie z Akademią Medyczną i Uniwersytetem Warszawskim, zrealizowane zostaną inwestycje 
aparaturowe o wartości ponad 15 milionów złotych. Jest to największy tego typu projekt reali­
zowany w ramach SPO WKP 1.4 w Polsce.

konwencjonalny mikroskop 
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mikrotubule w komórce nabłonkowej wyznakowane przeciwciałami 

skoniugowanymi z barwnikiem Atto 647

W ramach projektu zostanie m.in. zakupi­
ony nowoczesny mikroskop konfokalny 
wyposażony w unikatową technikę STED 
(ang. stimulated emission-depletion) 
(Leica), pozwalającą na obserwacje z 
rozdzielczością 90 nm, tzn. 2.5 raza lepszą 
niż tzw. limit Abbego - wartość od ponad 
100 lat uznawana za nieprzekraczalną. 
Ten przełomowy wynalazek jest dziełem 
niemieckiego naukowca, Prof. Stefana 
Helia, pioniera mikroskopii „superro- 
zdzielczej". Urządzenie, które zosta­
nie zakupione przez Instytut Biologii 
Doświadczalnej PAN, jest jednym z 
pierwszych na świecie. Mikroskop będzie 
przystosowany do prowadzenia badań 
przyżyciowych, obrazowania grubych 
preparatów (> 200 pm) oraz badań z zas­
tosowaniem technik FRET i FRAP.

W ramach projektu zostaną również zakupione:

zestaw do badań metodą Tomografii Rezonansu Magnetycznego: pierwszy w Polsce system MRI 
wykorzystujący 32-kanałową technologię RF
mikroskop elektronowy transmisyjny z systemem umożliwiającym obrazowanie rozkładu pier­
wiastków w preparacie biologicznym
stanowisko umożliwiające archiwizację danych obrazowych w formie cyfrowej oraz zaawansowane 
przetwarzanie informacji wizualnej w rozproszonym systemie gridowym
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Poluj na nowe cele:
Topnienie wysokiej rozdzielczości 
i wysokiej wydajności PCR w jednym

Oprogramowanie LightCycler® 480 Gene Scanning 
Software pozwala na wykrycie różnic pomiędzy 
próbkami prezentującymi typ dziki i warianty, poprzez 
grupowanie krzywych HRM. Fragment ludzkiego genu 
LPLH3 z krwi został poddany amplifikacji z zastosowaniem 
LightCycler® 480 High Resolution Melting Master.
Analiza różnic krzywych umożliwia rozróżnienie pomiędzy 
próbkami prezentującymi typ dziki [zielony], homozygot 
mutantów G do T [czerwony] i heterozygot [niebieski].

Tylko do użytku laboratoryjnego. Produkt nie jest przeznaczony do diagnostyki.
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System LightCycler® 480 oferuje nowe narzędzie do analizy mutacji oparte na 
pomiarze topnienia wysokiej rozdzielczości (HRM). To wysoce czuła metoda po 
PCR umożliwia badania SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu) w szerokim 
formacie po znacznie mniejszym koszcie.

■  Odkrywaj zmienność genetyczną -  szybko: wybierz pierwsze w pełni 
zintegrowane rozwiązanie PCR/HRM dla płytek 96- i 384-dołowych.

■  Poszerzaj zakres swoich badań: korzystaj z innowacyjnego oprogramo­
wania oraz nowej mieszaniny reakcyjnej HRM o niezrównanej uniwersalności.

■  Unikaj niepotrzebnego sekwencjonowania: zwiększ efektywność swo­
ich badań dzięki nowej, wysokowydajnej i wygodnej metodzie badania mutacji.

Przenieś poziom swojego PCR na nowe szczyty.
Dowiedz się więcej na stronie www.lightcycler480.com
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