STRESZCZENIE

itochondria tworza w komérce dynamiczna sieé, ktéra ulega ciaglym procesom fuzji i

fragmentacji. Fragmentacja mitochondriéw jest elementem wielu istotnych procesé6w
komérkowych, do ktérych miedzy innymi naleza mitoza, apoptoza czy mitofagia. Glé6wnym
bialkiem bioracym udzial w tym procesie jest Drpl (ang. dynamin related protein 1). Biatko
to posiada zdolnos¢ oligomeryzacji, dzieki czemu tworzy na powierzchni blon mitochon-
drialnych spiralne struktury, ktére w wyniku hydrolizy GTP zaciskaja sie i przerywaja inte-
gralnosé¢ blon prowadzac do fragmentacji mitochondrium. Proces ten jest $ciSle regulowany
poprzez rézne mechanizmy, gléwnie za posrednictwem kontroli aktywnosci biatka Drpl.
Praca ta przedstawia obecny stan wiedzy na temat fragmentacji mitochondriéw ze szczegdél-
nym uwzglednieniem roli i regulacji aktywnosci Drpl w tym procesie.

WPROWADZENIE

Mitochondria stanowia zlozong strukture komérkows, ktéra tworzy skom-
plikowana sie¢ wzajemnych polaczen oraz jest zaangazowana w regulacje wie-
lu proceséw komoérkowych takich jak synteza ATP, apoptoza lub buforowanie
poziomu jonéw wapnia w komoérce [1]. Ewolucyjnie mitochondria powstaly w
drodze wchloniecia komérek a-proteobakterii przez prekursora dzisiejszej ko-
morki eukariotycznej, w wyniku czego powstala struktura komérkowa otoczo-
na podwoéjna blong lipidowa i dysponujaca wlasnym mitochondrialnym geno-
mem (mtDNA) [1,2]. W zewnetrznej blonie mitochondrialnej zakotwiczonych
jest wiele bialek posredniczacych w oddziatywaniach z bialkami cytoplazma-
tycznymi, jak rowniez umieszczone sa kompleksy i kanaty biatkowe odpowia-
dajace za transport czasteczek miedzy cytoplazma i mitochondrium. Silne po-
faldowanie wewnetrznej blony mitochondrialnej zapewnia duza powierzchnie
umozliwiajaca wydajne rozmieszczenie znajdujacych sie w niej kompleksow
taficucha oddechowego. Najbardziej wewnetrzna czes¢ mitochondrium stanowi
macierz mitochondrialna, w ktérej znajduja sie miedzy innymi rybosomy oraz
mtDNA. Pomiedzy wewnetrzng i zewnetrzng blona znajduje sie przestrzeri mie-
dzyblonowa, w ktérej wystepuja biatka regulujace dziatanie komplekséw tan-
cucha oddechowego oraz ruch i modyfikacje czasteczek transportowanych do
mitochondriéw. Dzialanie taricucha oddechowego powoduje wygenerowanie
réznicy potencjatu elektrochemicznego pomiedzy przestrzenig miedzyblonowa
a macierza mitochondrialng. Réznica potencjaléw zapewnia sile napedowa dla
syntezy ATP, umozliwia transport jonéw wapnia do macierzy mitochondrialnej
oraz jest miara prawidtowej funkcjonalnosci mitochondriéw. Zaburzenia rézni-
cy potencjatléw sa zatem sygnalem do naprawy lub wyeliminowania wadliwych
mitochondriéw [1,3].

Mitochondria posiadaja odrebny od jadrowego materiat genetyczny, ktéry
wystepuje w postaci nukleoidéw bedacych kompleksami biatek i mtDNA. Roz-
miar mtDNA jest duzo mniejszy (16x10° par zasad) niz rozmiar genomowego
DNA (3x10° par zasad), jednak wystepuje ono w bardzo wielu kopiach i jest roz-
siane po calej sieci mitochondrialnej [1]. W czesci czasteczek mtDNA wystepuja
mutacje i niewlasciwa proporcja prawidlowego i zmutowanego mtDNA moze
prowadzi¢ do choréb mitochondrialnych [3,4]. Regulacja proceséw komorko-
wych kontrolowanych przez mitochondria jest mozliwa dzieki ich dynamicznej
strukturze, za ktéra odpowiadaja procesy laczenia (fuzji) oraz separacji (frag-
mentacji) obszaréw sieci mitochondrialnej. W ich wyniku sie¢ mitochondrialna
moze podlegaé reorganizacji w zaleznosci od warunkéw, w jakich znajduje sie
komoérka. Procesy fuzji zapewniaja dostep do produktéw ekspresji mtDNA dla
catej sieci mitochondrialnej oraz naprawe uszkodzonych fragmentéw sieci po-
przez wymiane skadnikéw z innymi jej obszarami [2,5]. Fragmentacja generuje
mniejsze mitochondria, ktére tatwiej moga podlegaé¢ transportowi wzdluz cy-
toszkieletu do miejsc o zwigekszonym zapotrzebowaniu na energie, co jest szcze-
gblnie wazne w komorkach nerwowych [6]. Fragmentacja dodatkowo umoz-

Postepy Biochemii 62 (2) 2016

Bernadeta Michalska
Jerzy Duszynski
Jedrzej Szymanski™

Pracownia Bioenergetyki i Bton Biologicznych,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego PAN, Warszawa

“Pracownia Bioenergetyki i Bton
Biologicznych, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul.
Pasteura 3, 02-093 Warszawa;

tel.: (22) 589 23 45,

e-mail: j.szymanski@nencki.gov.pl

Artykul otrzymano 15 maja 2016 r.
Artykul zaakceptowano 19 maja 2016 r.

Stowa kluczowe: Drpl, fragmentacja mito-
chondriéw, kompleks fragmentujacy

Wykaz skrétow: Drpl - dynamin related
protein 1; ER - siateczka $roédplazmatyczna;
Fisl - fission factor 1, GTP - guanozyno-5'-
trifosforan; Mff - mitochondrial fission factor;
MiD49 - mitochondrial division protein of 49
kDa; MiD51 - mitochondrial division protein
of 51 kDa

Podziekowania: Praca powstala w trakcie
realizacji projektu badawczego SYMFONIA
2013/08/W/NZ1/00687 finansowanego ze
srodkéw przyznanych przez NCN.

127



Zewnetrzna

btona
fragmentacja

Przestrzen
miedzybtonowa

Rycina 1. Reorganizacja struktury sieci mitochondrialnej jest mozliwa dzieki pro-
cesom fuzji i fragmentacji. Proces fragmentacji jest niezbedny w wielu procesach
komoérkowych, takich jak (A) utrzymanie funkcjonalnej sieci mitochondrialnej
poprzez eliminacje uszkodzonych fragmentéw sieci w drodze mitofagii, (B) in-
dukowanie apoptozy w wyniku uwolnienia cytochromu ¢ (Ilub innych czynnikéw
proapoptotycznych) z przestrzeni miedzybtonowej, (C) wydajny transport mniej-
szych mitochondriow wzdtuz cytoszkieletu do miejsc komorki wykazujacych
zwigkszone zapotrzebowanie na ATP, (D) réwnomierny rozklad prawidlowego
(zielone pierscienie) i zmutowanego (czerwone pierscienie) mtDNA pomiedzy
rézne obszary sieci powstale w wyniku fragmentacji oraz réwny podzial mito-
chondriéw do komoérek potomnych. Ostatni aspekt jest niezwykle wazny, gdyz
mitochondria nie powstaja w komorce de novo, lecz sa generowane w drodze
wzrostu i podziatu juz wczesniej istniejgcych, odziedziczonych mitochondriéow
(biogeneza mitochondriéw).

liwia kontrole jakosci mitochondriéw poprzez odlaczanie
niefunkcjonalnych fragmentéw sieci mitochondrialnej i ich
eliminacje na drodze mitofagii, inicjowanie apoptozy po-
przez uwolnienie bialek proapoptotycznych z przestrzeni
miedzyblonowej mitochondriéw (np. cytochromu c), a tak-
ze réwny podziat mitochondriéw oraz mtDNA do komoérek
potomnych powstajacych w drodze podzialu komérkowe-
go (Ryc. 1) [3,7,8].

Zaburzenia w procesach fuzji i fragmentacji prowadza
do nieprawidlowego funkcjonowania i morfologii mito-
chondriéw, co ma znaczenie w wielu chorobach neurode-
generacyjnych takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona,
Huntingtona lub jaskra [1,2,9,10]. Niewlasciwa réwnowaga
miedzy procesami fuzji i fragmentacji mitochondriéw zosta-
ta takze powiazana z patofizjologia choréb metabolicznych,
takich jak cukrzyca i otylos¢ [11]. U prostszych organizméw
podziat mitochondriéw przebiega jeszcze w sposéb podob-
ny jak u bakterii, z zaangazowaniem biatka FtsZ, ktére two-
rzy pierscienn od wewnetrznej strony mitochondrium i wy-
znacza miejsce podziatu [1,2]. U wyzszych organizméw na-
stapita adaptacja, w wyniku ktérej aparat odpowiedzialny
za fragmentacje mitochondriéw tworzy sie na zewnetrznej
blonie mitochondrialnej [1]. Fragmentacja mitochondriéw
jest ztozonym procesem podlegajacym precyzyjnej regu-
lacji, w ktérego przebieg zaangazowane sg inne struktury
komorkowe i liczne biatka, a wéréd nich najwazniejsza role
pelni Drp1 bedace produktem genu DNMIL [12].

BIAEKO Drpl

Biatko Drpl nalezy do rodziny dynamin, grupy biatek
o podobnej strukturze, ale réznorodnych funkcjach, ktére
wykazuja aktywnoéé GTPazowa i biorg udzial w procesach
wymagajacych przebudowy struktur blonowych [13]. Drpl
posredniczy nie tylko we fragmentacji mitochondriéw, ale
takze we fragmentacji peroksysomoéw [14].

DOMENY

Drp1, podobnie jak pozostate bialka z rodziny dynamin,
posiada budowe domenowa, w ktérej sktad wchodza 4 do-
meny: GTPazowa (na N-korncu), sSrodkowa (ang. middle do-
main), zmienna (VD, ang. variable domain) zawierajaca insert
B oraz domena efektorowa dla GTPazy (GED, ang. GTPase
effector domain) (Ryc. 2) [15]. Czes¢ zrédet domene zmien-
na nazywa domeng B, podczas gdy inne Zrédla pozostaja

1

. 736aa izoforma 1
. 710aa izoforma 2
. 699aa izoforma 3
. 725aa izoforma 4
. 738aa izoforma 6
. 749aa izoforma 5

domeny

oA wN =

egzony = 1 2 34 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Rycina 2. Poréwnanie sekwengji izoform Drp1 (gérny rysunek): przedstawiono szes¢ izoform, r6znigcych si¢ wystepowaniem wybranych eksonéw (nr 3,16,17): izoforma
1 (736 aa, NP_036192), izoforma 2 (710 aa, NP_036193), izoforma 3 (699 aa, NP_005681), izoforma 4 (725 aa, NP_001265392), izoforma 5 (749 aa, NP_001265393), izoforma
6 (738 aa, NP_001265394). Ponizej izoformy 5 zaznaczono kolorami fragmenty sekwencji biatka Drp1 odpowiadajace jego r6znym domenom. Eksony zaznaczono kolorem
szarym w najnizszym rzedzie. Na schemacie pominigto najkrotsza izoforme 7 (533 aa), ktora powstaje z wykorzystaniem alternatywnego kodonu start. Struktura Drpl
(dolny rysunek) - przedstawienie budowy domenowej dla monomeru (po lewej) oraz dimeru (po prawej) na podstawie struktury krystalograficznej biatka Drp1 (4BE],
PDB). Kolory odpowiadaja domenom zgodnie z opisem na gérnym rysunku. Tylko fragment domeny zmiennej nie jest widoczny w strukturze krystalograficznej, gdyz
zostal w duzej czesci usuniety z biatka rekombinowanego w celu uzyskania krysztatéw biatka.
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przy okreéleniu ,domena zmienna” i wyrézniaja w tym re-
jonie fragment zwany insertem B i wlasnie to nazewnictwo
bedzie uzywane w niniejszym artykule. Domeny GTPazo-
wa, §rodkowa oraz GED wystepuja u wszystkich biatek z
rodziny dynamin, natomiast domena zmienna jest charak-
terystyczna tylko dla Drp1 [16] i jest rejonem odgrywajacym
istotng role w regulacji aktywnosci tego biatka, co zostanie
szerzej opisane. Rola domeny GTPazowej jest hydroliza
GTP, a domena GED wiaze si¢ z domeng GTPazowg, przez
co stymuluje jej aktywnosc¢ [12]. Domena érodkowa bierze
udzial w formowaniu si¢ Drpl w dimery, tetrametry oraz
struktury wyzszego rzedu [12].

[ZOFORMY

Produkty genu DNM1L podlegaja alternatywnemu spli-
cingowi w trzech eksonach (eksony 3, 16, 17) sposréd 21
kodujacych biatko Drpl [17]. Ekson 3 koduje fragment do-
meny GTPazowej, a eksony 16 i 17 koduja rejon insertu B
(Ryc. 2). Wiekszos¢ poszczegolnych izoform Drpl rézni sie
pomiedzy soba liczbg aminokwaséw wystepujaca w inser-
cie B w domenie zmiennej, stad tez wziela si¢ nazwa tej do-
meny. Alternatywny splicing Drpl w trzech eksonach daje
mozliwoé¢ istnienia 2° = 8 izoform tego biatka [17], z czego
wedtug bazy sekwencji referencyjnych (www.ensembl.org,
ludzki gen: DNMIL) wyréznia sie 7 izoform. Jedna spo-
§réd tych 7 izoform (izoforma 2, Ryc. 2) oprécz zdolnosci
do interakgji z mitochondriami, jest w stanie oddzialywa¢
takze z mikrotubulami. Alternatywny splicing Drpl wply-
wa wiec na lokalizacje tego biatka w komoérce i zalezy takze
od rodzaju komérek. Badania przeprowadzone na myszach
wykazaly, ze na przyklad wzoér ekspresji izoform Drpl w
moézgu jest catkowicie inny od wzoru ekspresji genéw ko-
dujacych izoformy tego biatka w nerkach [17]. Poszczegodlne
izoformy Drpl maja wiec rézne znaczenie funkcjonalne dla
komorek. Wielkos¢ izoform Drpl wystepuje w zakresie od
699 do 749 reszt aminokwasowych, co daje mase okoto 80
kDa.

STRUKTURY OLIGOMERYCZNE DRP1

Drpl jest bialkiem cytosolowym, przy czym znaczna
czes¢ tego bialka wystepuje na powierzchni mitochondriow
[18]. Cecha charakterystyczng Drpl jest zdolnosé do oli-
gomeryzacji, co jest niezbedne do uformowania struktu-
ry umozliwiajacej fragmentacje mitochondriéw. Jak do tej
pory nie wiadomo jakie dokladnie struktury Drpl tworzy
w cytosolu. Na podstawie badan in vitro z uzyciem biatka
rekombinowanego sugeruje si¢, ze moga to by¢ dimery
i/lub tetrametry [19-21]. Nie wiadomo takze, jakie struktu-
ry Drpl sa rekrutowane na powierzchnie mitochondriow.
Jeden z modeli proponuje, ze jedynie dimery sa zdolne do
przylaczania sie do mitochondriéw i tworzenia na ich po-
wierzchni funkcjonalnych struktur spiralnych. Zapropono-
wano takze, ze poza dimerami i/lub tetramerami Drp1 two-
rzy w cytosolu takze wieksze oligomery, ktére moga stuzy¢
jako rezerwuar, z ktérego w razie potrzeby odiaczane sa
dimery zdolne do udzialu we fragmentacji mitochondriow
[22]. Wiadomo natomiast, ze Drpl jest w stanie tworzy¢
stabilne dimery, ktére w warunkach fizjologicznych sg naj-
mniejsza jednostka funkcjonalna tego biatka. W celu utwo-
rzenia oligomeréw wyzszego rzedu, dimery Drpl oddzia-
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tuja poprzez inne reszty aminokwasowe niz ma to miejsce
w przypadku tworzenia dimeru [15]. Zaobserwowano, ze
tworzenie okreslonych struktur przez Drpl (dimeréw lub
tetrameréw) zalezy od izoformy w jakiej Drpl wystepuje.
Najkroétsza izoforma Drpl (izoforma 3, 699 aa, brak inser-
tu B, Ryc. 2) w warunkach in vitro tworzy oligomery wyz-
szych rzedow poprzez dolaczanie kolejnych dimeréw [22].
Natomiast najdtuzsza izoforma Drpl (izoforma 5, 749 aa)
wystepuje w roztworze w postaci raczej jednolitej populacji,
skladajacej sie gléwnie z tetrameréw. Oznacza to wiec, ze
w roztworze nastepuje hamowanie tworzenia oligomeréw
wyzszego rzedu przez izoforme 5 Drpl, co nie ma miejsca
w przypadku izoformy 3. Obecnos¢ insertu B jest zatem
negatywnym regulatorem tworzenia funkcjonalnych oli-
gomerdw przez Drpl w warunkach in vitro. Jedna z grup
badawczych zaproponowata, ze zréznicowane zdolnosci do
tworzenia oligomeréw przez rézne izoformy Drp1 oraz od-
mienna geometria oligomerycznych spiral tworzonych na
powierzchni bton moga wyklucza¢ hetero-kopolimeryza-
¢je pomiedzy réznymi izoformami podczas ich koekspresji
in vivo [23]. Jednak wyniki innych badan sugeruja, ze Drpl
jest w stanie tworzy¢ heterooligomery pomiedzy réznymi
izoformami tego biatka [17], co moze pozwalac na regulacje
rozmiaru tworzonych struktur spiralnych.

MECHANIZM DZIALANIA DRP1
WE FRAGMENTACJI MITOCHONDRIOW

Drpl wykazuje zdolnoé¢ do oddzialtywania z zewnetrz-
na blong mitochondrialng. W komoérce biatko to prze-
mieszcza sie pomiedzy cytosolem a siecig mitochondrialng
(Ryc. 3), lecz tylko niewielka czesé populacji tego biatka
zwigzana w danej chwili z mitochondriami jest zaangazo-
wana w proces fragmentacji [18,24]. Po zrekrutowaniu do
miejsca fragmentacji biatko Drpl tworzy strukture spiral-
na, ktéra oplata mitochondrium i wigze GTP [16]. Jeden
z modeli pokazuje, ze to miejsce podziatu jest otoczone
przez okolo 48 tetrameréw Drpl, a piersScierr tworzony
przez Drpl na powierzchni mitochondrium jest podwdjna
spiralg [15]. Wigzanie GTP do oligomeru Drpl powoduje
jego stabilizacje oraz niewielkie zmniejszenie sie jego éred-
nicy wynikajace z uporzadkowania powstatej struktury
poprzez zmiany konformacyjne. Nastepnie ma miejsce hy-
droliza GTP, ktéra umozliwia wytworzenie si¢ energii me-
chanicznej potrzebnej do zaciskania sie pierscienia Drpl
poprzez dalsze zmiany konformacyjne tego biatka, co
prowadzi do przerwania fragmentu sieci mitochondrial-
nej w wyniku reorganizacji struktury bfon mitochondrium
w tym miejscu [16]. Po fragmentacji oligomer Drp1 ulega
rozpadowi na mniejsze elementy, umozliwiajac ponowne
wykorzystanie biatka w tym procesie [25]. Zaobserwo-
wano, ze po zakoriczeniu fragmentacji pewna czes¢ Drpl
przez krotki czas pozostaje zwigzana z obydwoma nowo-
powstatlymi koricami mitochondrium (Ryc. 3) [21,26,27].
Na podstawie tych obserwacji wyrézniono 3 typy struktur,
ktére Drpl tworzy na powierzchni mitochondriéw pod-
czas ich fragmentacji: Drpl zwigzane do mitochondriow
w miejscach ich zmniejszonej érednicy; Drpl zwigzane do
mitochondriéw po fragmentacji, ale unieruchomionych
i wcigz potaczonych za posrednictwem tego biatka, oraz
Drpl zwigzane z rozdzielonymi juz nowopowstalymi kon-
cami tego organellum (Ryec. 4) [21,27]. To sugeruje, ze do
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Rycina 3. Mitochondria tworza w komoérce zlozong sie¢, ktéra moze podlega¢ dynamicznym przeksztalceniom. Po lewej stronie zdjecie komérek HeLa wybarwionych
barwnikiem mitotracker, mitochondria zaznaczono na biato. Obok, z prawej strony, przyklad fragmentacji sieci mitochondrialnej, uchwycony w kilkusekundowych
odstepach czasu (0, 2, 4 sekundy). Biatko Drp1 oznaczono kolorem zielonym, a mitochondria czerwonym. Skale (2 pm) zaznaczono jako biaty pasek w gérnym prawym
rogu kazdego zdjecia. Pomiary wykonano z uzyciem stabilnej linii GFP-Drpl (komoérki HeLa Kyoto), w ktérej mitochondria oznakowano wykorzystujac bialko mito-
-mNeptune. Po prawej stronie przedstawiono schemat ilustrujacy dwa rézne modele fragmentacji mitochondriéw rozwazane w literaturze: (model A) biatko Drpl1 jest
rekrutowane do miejsca podziatu bezposrednio przed zajsciem tego procesu, gdzie tworzy pierécieni, przy pomocy ktérego dokonuje sie nastepnie fragmentacja mito-
chondrium, (model B) biatko Drpl wigze sie¢ na powierzchni mitochondrium, a nastepnie przemieszcza sie po tej powierzchni i tworzy coraz wigksze kompleksy, ktére
w miejscach podzialu mogg doprowadzi¢ do fragmentacji mitochondrium. Niemodyfikowane komorki HeLa Kyoto otrzymano z laboratorium Jana Ellenberga (EMBL
Heidelberg) za zgoda prof. Shuh Narumiya z Uniwersytetu w Kyoto. Zdjecia wykonano przez autoréw artykutu przy uzyciu mikroskopéw Leica SP8 oraz Zeiss Spinning
Disc w Pracowni Obrazowania Struktury i Funkcji Tkankowych w Instytucie Nenckiego. Przy otrzymywaniu stabilnej linii GFP-Drp1 korzystano z urzadzen Pracowni
Cytometrii Instytutu Nenckiego.

Czas

<<

fragmentacji mitochondrium dochodzi posrodku otaczaja- ten zaangazowane sg siateczka $rédplazmatyczna i aktyna
cej to organellum podwdjnej spirali tworzonej przez Drpl (Ryec. 5) [30,31], co zostanie szerzej opisane w dalszej czesci
[15,21,26]. Dodatkowo, Drpl stabilizuje struktury mito- artykutu. W obecnosci GTP i pod wptywem jego hydroli-
chondrium w posrednich etapach procesu fragmentacji, zy $rednica pierscienia tworzonego przez Dnm1 zmniejsza
w ktérych nastepuje unieruchomienie nowopowstatych sie do okolo 70 nm, co, jak juz wspomniano, jest mozliwe
koncow za posrednictwem tego bialka. Rola tej stabilizacji dzieki zmianom konformacyjnym powstatego oligomeru
moze by¢ zmniejszenie energii produktu reakcji fragmen- [16]. Tworzenie przez Drpl struktury podwoéjnej spirali
tacji, po czym dopiero nastepuje separacja nowopowsta- na powierzchni mitochondrium w miejscu fragmentacji
tych koricéw mitochondrium. W separacji i oddalaniu sie prawdopodobnie wynika z tego, ze do zacisniecia i prze-
od siebie nowych koricow mitochondrium bierze udziat rwania integralnosci podwdjnej blony mitochondrium wy-
cytoszkielet komérki [21]. Badania przeprowadzone na magana jest stosunkowo duza sita [15].

drozdzach za pomocg mikroskopii elektronowej wykazaty,
ze $rednica mitochondriéw w miejscu fragmentacji wynosi
okoto 109 nm i jest to warto$¢ zblizona do usrednionego
rozmiaru struktury tworzonej przez Dnm1 (odpowiednik
Drpl u drozdzy) w roztworze z dodatkiem niezdolnego
do hydrolizy analogu GTP [28]. Typowa $rednica mito-
chondriéw wynosi od 500 do 1000 nm, co sugeruje, ze za-
nim Drpl zostanie zrekrutowane do miejsc fragmentacji i
utworzy spiralny oligomer, musi zaj$¢ proces wstepnego
zmniejszenia rednicy mitochondriéw do wczesniej wspo-
mnianej wartosci wynoszacej okoto 100 nm [29]. W proces

Rozwazane sg r6zne modele w ramach ktérych moze po-
wstawaé kompleks odpowiedzialny za fragmentacje mito-
chondrium (Ryc. 3). W pierwszym z nich biatko Drp1 jest re-
krutowane z cytosolu bezposrednio do wyznaczonego miej-
sca podziatu na mitochondrium, a nastepnie po utworzeniu
funkcjonalnego pierécienia dochodzi do fragmentacji. Ten
model zaklada, ze powstawanie kompleksu fragmentujace-
go na mitochondriach nastepuje poprzez dotaczanie dime-
réw Drpl, ktére sa odlaczane za posrednictwem hydrolizy
GTP od wiekszych cytosolowych struktur Drpl stanowig-
cych rezerwuary tego biatka [22]. W drugim
modelu Drp1 oddziatuje

z siecia mitochondrialng w réznych miej-
scach i tworzy oligomery réznych rozmiaréw,
ktére laczac sie ze soba tworza funkcjonalne
spirale zdolne do fragmentacji (Ryc. 3 A i B)

Rycina 4. Etapy fragmentacji mitochondriéw z udziatem Drpl. (1) Uformowanie si¢ podwoéjnej spi- [24] Drugi model moga potwierdzac’ nie tyl-
rali Drpl na zewnetrznej blonie mitochondrium o wstepnie zmniejszonej $rednicy. (2) Zaciskanie ko badania in vivo [24] ale rowniez badania
si¢ spirali Drpl pod wplywem hydrolizy GTP, co powoduje dalsze zmniejszanie si¢ $rednicy mi- . v . ..
tochondrium w tym miejscu. (3) Powstanie nowych koricow sieci mitochondrialnej, ktore sa unie- Przeprowadzone in vitro, ktore sugerujq ze
ruchomione i stabilizowane za posrednictwem Drpl. (4) Separacja nowopowstatych koncéw sieci Drpl pod]ega Cyk]om rozpadania oligomeréw
mitochondrialnej. Czes¢ Drpl pozostaje zwigzana z tym koricami przez pewien czas. i ich ponownego formowania na p owierzchni
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lipidowej matrycy [25]. Zaobserwowano réwniez, ze samo
utworzenie pierécienia Drpl wokot mitochondrium nieko-
niecznie prowadzi do fragmentacji, ktéra zdaje si¢ wyma-
gaé wystapienia dodatkowych sygnaléw, do ktérych moze
naleze¢ formowanie sie filamentéw aktynowych w miejscu
fragmentacji [24].

ROLA DOMENY ZMIENNE] I INSERTU B

Wiele badan jest prowadzonych na temat wptywu dome-
ny zmiennej i wystepujacego w niej insertu B na oddziaty-
wanie Drpl z mitochondriami. Obecnos¢ lub brak insertu B
jak réwniez calej domeny zmiennej w Drpl ma wplyw na
$rednice spiralnych oligomeréw tworzonych przez to biat-
ko. Z badan przeprowadzonych in vitro wynika, ze Drpl z
delecja calego fragmentu domeny zmiennej na powierzchni
blon formuje si¢ w spiralne polimery o $rednicy powyzej
250 nm [25]. Obecnos$¢ domeny zmiennej, ale bez insertu
B, prowadzi do tworzenia spiral Drpl o $rednicy ponizej
200 nm, natomiast obecno$¢ tego insertu w czasteczce Drpl
powoduje zmniejszenie si¢ érednicy tworzonych spiral do
wartosci ponizej 100 nm [23]. Wystepowanie insertu B w do-
menie zmiennej Drp1 jest gtéwnym wyznacznikiem stopnia
zakrzywienia powstajacej struktury spiralnej i mozliwosci
dopasowania jej do ksztaltu blony biologicznej podlegaja-
cej przeksztalceniom [23,25]. Zaobserwowano, ze obecnosé
insertu B hamuje aktywnosé¢ GTPazowa biatka Drp1 [23,26].
Sugeruje sie, ze ta obnizona aktywnosé GTPazowa wplywa
na zahamowanie proceséw fragmentacji mitochondriow
poprzez ostabiong zdolnosé¢ odigczania funkcjonalnych di-
meréw z rezerwuaréw Drpl, co jest procesem zaleznym
od hydrolizy GTP [22,23]. Delecja catego fragmentu dome-
ny zmiennej powoduje nadmierng aktywnosc¢ tego biatka,
ktére w tym wypadku wystepuje w roztworze wylacznie w
postaci dimeréw [32]. W warunkach sprzyjajacych oligome-
ryzacji (w roztworze), brak tej domeny promuje przedwcze-
sne formowanie si¢ Drpl w wieksze struktury. Wykazano,
ze te struktury wyzszego rzedu tworza dobrze uporzad-
kowane filamenty [25]. Zaproponowano wiec, ze domena
zmienna wraz insertem B allosterycznie moduluje zdolnos¢
tworzenia sie oligomeréw Drpl, co moze mie¢ role w ha-
mowaniu nadmiernej oligomeryzacji Drpl in vivo [23,26].
Badania przeprowadzone w komoérkach potwierdzaja hipo-
teze o samohamujacej roli pelnionej przez domene zmien-
na [26]. Usytuowanie domeny zmiennej w przestrzennej
strukturze Drpl blokuje fragment tego biatka, ktory jest
odpowiedzialny za jego oligomeryzacje. Domena ta moze
wiec zapobiega¢ przedwczesnej, nieproduktywnej oligo-
meryzacji, gdy Drpl znajduje sie¢ w cytosolu. Natomiast na
powierzchni mitochondrium oddziatywanie Drp1 z lipida-
mi blony mitochondrialnej moze powodowa¢ zmiane kon-
formacji tego biatka prowadzaca do odstoniecia fragmentu
promujacego oligomeryzacje, ktéra umozliwia formowanie
sie¢ funkcjonalnych spiral prowadzacych do fragmentacji
tego organellum [25]. W zwiazku z tym, Zze w badaniach
in vitro brak domeny zmiennej nie wptywa hamujaco na
tworzenie funkcjonalnych oligomeréw Drpl na powierzch-
ni dwuwarstw lipidowych, wywnioskowano, ze mechano-
enzymatyczny rdzen tego bialka skladajacy sie z domen
GTPazowej, srodkowej oraz GED jest wystarczajacym ele-
mentem potrzebnym do zaci$niecia blon pod wplywem
hydrolizy GTP. Domena zmienna pelni natomiast funkcje

Postepy Biochemii 62 (2) 2016

regulatorowg poprzez kontrole oligomeryzacji Drpl zarow-
no w roztworze jak i na powierzchni blon. Bierze ona udziat
W procesie osiggania przez oligomery Drpl prawidlowej
geometrii na powierzchni mitochondrium, ktéra w dalszym
etapie umozliwia catkowite zaci$niecie blon prowadzace do
ich fragmentacji. Funkcje regulatorowa domeny zmiennej
moze potwierdzac takze fakt, Ze w tej domenie wystepuje
najwiecej miejsc potranslacyjnych modyfikacji Drp1 [15,25].

MODYFIKACJE POTRANSLACY]JNE DRP1

Drpl podlega réznego rodzaju modyfikacjom potran-
slacyjnym, ktére wplywajac na aktywnos¢, lokalizacje oraz
dynamike tego biatka, odgrywaja wazna role w regulacji
procesu fragmentacji mitochondriéw. Jak juz wspomniano,
wiekszo$¢ miejsc potranslacyjnych modyfikacji Drpl miesci
sie¢ w domenie zmiennej [15]. Znaczenie modyfikacji po-
translacyjnych w regulacji aktywnosci Drpl moze podkre-
sla¢ fakt, ze zwykla nadekspresja tego biatka nie prowadzi
do zwiekszenia poziomu fragmentacji mitochondriéw [33].
Modyfikacje te obejmuja fosforylacje, sumoilacje, ubikwity-
lacje oraz S-nitrozylagcje.

Sposréd wymienionych modyfikacji najwiecej wiadomo
o fosforylacji Drpl. Drpl podlega tej modyfikacji w wielu
miejscach, do ktérych nalezg: reszty seryn 616, 637 oraz 693
(numeracja wlasciwa dla izoformy 1 Drpl, o diugosci 736
reszt aminokwasowych), z ktérych pierwsze dwa miejsca
zostaly najlepiej scharakteryzowane. Fosforylacja reszty
seryny 616 przez zalezna od cykliny Bl kinaze 1 (Cdkl,
ang. cyclin dependent kinase 1) powoduje aktywacje Drpl
podczas mitozy, co indukuje fragmentacje mitochondriéw
potrzebng do réwnomiernej dystrybucji tego organellum
do komoérek potomnych [34]. W warunkach stresu oksy-
dacyjnego aktywuje sie¢ inna kinaza - kinaza bialkowa C&
(PKC9, ang. protein kinase C 6), ktéra réwniez posdredniczy
w fosforylacji, reszty seryny 616, co powoduje fragmentacje
oraz nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw, przez
co prowadzi do uszkodzeri mézgu [35]. Poza tym niedaw-
no odkryto, ze fosforylacja reszty seryny 616 Drpl przez
kinaze Erk jest niezbednym, wczesnym etapem procesu in-
dukowanego reprogramowania komoérek do komérek plu-
ripotentnych [36]. Natomiast fosforylacja reszty seryny 637
przez zalezng od cAMP kinaze biatkowa (PKA, ang. protein
kinase A) inaktywuje to bialko, co ma zwigzek miedzy in-
nymi ze zmniejszeniem podatnosci komorki na apoptoze
[37,38]. PKA fosforyluje zaréwno frakcje Drpl wystepujaca
w cytosolu jak i te na zewnetrznej blonie mitochondrialnej.
Fosforylacja cytosolowej frakcji Drpl zapobiega przemiesz-
czeniu si¢ tego biatka do mitochondrium [39]. Natomiast
podczas fosforylacji mitochondrialnej frakcji Drpl, biatko
PKA jest rekrutowane do zewnetrznej blony mitochon-
drium przez wystepujace w tej blonie biatko AKAP1 (ang.
A kinase anchoring protein 1), czego skutkiem jest agregacja
Drpl w duze, wolno poruszajace si¢ kompleksy, niezdol-
ne do fragmentacji mitochondrium [40]. Fosforylacja reszty
seryny 637 Drpl zachodzi takze za posrednictwem biatka
CaMKla (ang. Ca**/calmodulin-dependent protein kinase I a) i
w przeciwienistwie do fosforylacji za posrednictwem PKA
powoduje stymulacje fragmentacji mitochondriow [41]. W
fosforylacji reszty seryny 637 Drpl posrednicza takze biatka
ROCK1 (ang. Rho-associated coiled coil-containing protein kina-
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se 1) [42] oraz AMPK (ang. AMP-activated protein kinase) [43].
ROCKT1 ulega aktywacji podczas hiperglikemii, w wyniku
czego bialko to fosforyluje Drpl, co prowadzi do fragmen-
tacji mitochondriéw, a ostatecznie powoduje nefropatie cu-
krzycowa [42]. Natomiast fosforylacja Drpl za posrednic-
twem AMPK, podobnie jak w przypadku PKA, powoduje
zahamowanie fragmentacji mitochondriéw, co jest elemen-
tem ochrony i poprawy funkcjonowania komorek B trzust-
ki w warunkach stresu metabolicznego [43]. R6znice w za-
chowaniu Drpl pod wplywem fosforylacji w tym samym
miejscu nie zostaly wyjasnione, jednak moga one zaleze¢
od parametréw takich jak typ komorki, jej wiek lub status,
a takze od lokalizacji Drp1 [10]. Defosforylacja reszty sery-
ny 637 przez kalcyneuryne wplywa na wzrost fragmentacji
mitochondriéw w wyniku aktywacji Drp1 [38,39]. Dziatanie
kalcyneuryny jest zalezne od poziomu jonéw wapnia w ko-
morce. Gdy poziom tych jonéw wzrasta, kalcyneuryna jest
aktywowana, co powoduje defosforylacje Drpl, a nastepnie
jego translokacje do mitochondriéw [39]. Fosforylacja reszty
seryny 693 Drpl zachodzi za posrednictwem kinazy GSK3[3
(ang. glycogen synthase kinase 3f) i powoduje obnizenie ak-
tywnosci GTPazowej Drpl, co wplywa na zahamowanie
fragmentacji mitochondriéw i wigze sie z obnizeniem po-
datnosci komoérek na apoptoze [44].

Inna poznang modyfikacja potranslacyjna Drpl jest jego
sumoilacja. Sumoilacja jest procesem polegajacym na dofa-
czeniu biatka SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier) do
biatka modyfikowanego. SUMO naleza do rodziny ubikwi-
tyn i sa kowalencyjnie dotaczane do biatek substratowych
poprzez enzymatyczna kaskade, do ktorej naleza enzymy:
heterodimer E1, ligaza E2 (biatko Ubc9) oraz ligaza E3,
ktéra zapewnia specyficzno$¢ reakcji i przeprowadza jej
konicowy etap. Bialkiem bedacym ligaza E3 dla SUMO, a
wystepujacym w blonie mitochondrialnej jest MAPL (ang.
mitochondrial-anchored protein ligase) [45]. Sumoilacja Drpl
przez MAPL jest odpowiedzig na wzrost poziomu pro-
apoptotycznych bialek Bax/Bak podczas apoptozy, co pro-
wadzi do stabilnego zwigzania sie Drpl z mitochondriami
i aktywagji ich fragmentacji [46,47]. Stan sumoilacji Drpl
wynika z dynamicznej réwnowagi pomiedzy przeciwstaw-
nymi procesami sumoilacji i desumoilacji. W desumoilacji
Drpl posrednicza proteazy cysteinowe SenP3 oraz SenP5
[48]. Desumoilacja Drpl przez SenP5 zachodzi przy przej-
Sciu komorki z fazy G2 do M podczas mitozy, co powoduje
zwigkszenie dostepnej puli Drpl i utatwia zajscie fragmen-
tacji mitochondrium majacej na celu réwnomierng dystry-
bucje tego organellum do komérek potomnych [49]. Pro-
teaza SenP3 bierze udzial w regulacji aktywnosci Drpl w
warunkach stresu komoérkowego. Niski poziom SenP3 po-
zostawia Drpl w formie sumoilowanej, co zapobiega uwol-
nieniu cytochromu ¢ z komérki i apoptozie. Wysoki poziom
SenP3 posredniczy w desumoilacji Drpl, czego wynikiem
jest kierowanie tego biatka do mitochondriéw, gdzie naste-
puje uwolnienie cytochromu c i aktywacja Sciezki apoptozy
[50]. Powyzsze wyniki badan wskazuja, ze sumoilacja Drpl
utatwia badZ hamuje fragmentacje mitochondriéw i wptyw
tej zmiany potranslacyjnej zalezy by¢ moze od jej lokalizacji
w sekwengji Drpl.

Ubikwitynacja jest procesem polegajacym na dofaczeniu
ubikwityny do biatka substratowego i tak samo jak w przy-
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padku sumoilacji, zachodzi przy udziale kaskady enzyma-
tycznej. W ubikwitynacji Drpl posredniczy miedzy innymi
ligaza E3 MARCHS, nazywana takze MITOL [51,52]. Rola
ubikwitynacji Drpl za posrednictwem zakotwiczonego w
zewnetrznej bfonie mitochondrialnej MARCHS5/MITOL nie
zostala jednoznacznie okresélona, gdyz opublikowane jak
dotad wyniki badari sg ze sobg niespdjne [51-53]. MARCHS5/
MITOL moze regulowaé przebieg fragmentacji mitochon-
driéw poprzez pelnienie bardziej ogélnej roli, polegajacej na
ubikwitynacji zmutowanych, nieprawidtowo sfaldowanych
lub uszkodzonych bialek obecnych na mitochondriach, co
prowadzi do ich degradacji w proteasomie [33]. Ostatnio za-
proponowano role posredniczaca dla MARCHS w ubikwi-
tynacji jednego z biatek adaptorowych dla Drpl, ktéra po-
przez hamowanie fragmentacji mitochondriéw ma na celu
ochrone komoérki przed indukowana stresem apoptoza [54].
W ubikwitynacji Drpl posredniczy takze biatko Parkin,
czego skutkiem jest kierowanie Drpl na droge degradacji
proteasomalnej. Sugeruje sig, ze rola Parkin jest kontrola po-
ziomu Drpl w komorce, dzieki czemu mitochondria moga
prawidlowo funkcjonowac [55].

S-nitrozylacja biatka zachodzi w wyniku reakcji tlenku
azotu (NO) z grupa -SH cysteiny. NO jest czasteczka sy-
gnalizacyjna, ale jej nadmiar ma negatywny wplyw na ko-
morki, a w szczeg6lnosci na komoérki nerwowe, czesciowo
poprzez powodowanie fragmentacji mitochondriow [56].
Zwiekszona synteza NO zachodzi w neuronach oséb z
choroba Alzheimera i jest odpowiedzia na nagromadzenie
B-amyloidu. S-nitrozylacja reszty cysteiny 644 Drp1 zacho-
dzi w domenie GED i prowadzi do powstania dimerycznej
formy SNO-Drpl, a takze zwieksza aktywnosé¢ GTPazo-
wa tego bialka i zdolno$¢ do tworzenia oligomeréw. To
prowadzi to zwiekszonej fragmentacji mitochondriéw w
neuronach, czego skutkiem jest utrata potaczen synaptycz-
nych i uszkodzenia tych komorek [56]. Wyniki tych badarn
sq jednak kontrowersyjne, poniewaz inna grupa badawcza
sugeruje, ze S-nitrozylacja Drpl nie wptywa w zaden spo-
sOb na zwiekszenie aktywnosci tego biatka [57].

ZNACZENIE FUNKCJONALNE DRP1

Znaczenie fragmentacji mitochondriéw zaleznej od Drpl
zbadano u myszy z delecja tego bialka oraz w liniach my-
sich embrionalnych fibroblastéw (MEFs, ang. mouse embry-
onic fibroblasts) wyprowadzonych z tych myszy w ekspery-
mentach przeprowadzonych niezaleznie przez dwie grupy
badawcze [58,59]. Brak ekspresji Drpl powodowal $mier¢
mysich zarodkéw po okoto 12 dniach, co bylo wynikiem
wad rozwojowych, a szczegélnie wad przodomoézgowia,
zaburzen tworzenia synaps, stabo rozwinietej watroby oraz
nieprawidlowo funkcjonujacego serca [58,59], co wskazu-
je, ze neurony sa bardzo wrazliwe na defekty wystepujace
w mitochondriach. Myszy z wyciszong ekspresja Drpl
tylko w neuronach rodza sie zywe, jednak umierajg szyb-
ko po urodzeniu w zwigzku w neurodegeneracja [58,59].
Drpl jest wiec niezbednym biatkiem w prawidlowym roz-
woju zarodkéw oraz mézgu u myszy. Pierwotne linie MEF
mozna utrzymaé¢ w hodowli komérkowej, jednak rosna one
wolniej od komérek kontrolnych, pomimo niezmienionego
poziomu ATP [59]. W unie$miertelnionej linii MEF nie za-
uwazono znaczacych zmian w poziomach podstawowych
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parametréw mitochondrialnych w poréwnaniu z komorka-
mi kontrolnymi, co sugeruje, ze Drpl nie jest niezbednym
biatkiem w przezywalnosci i utrzymaniu aktywnych mito-
chondriéw tych komérek [58].

SKEADNIKI ZEWNETRZNE] BLONY
MITOCHONDRIALNE] ODDZIALUJACE Z DRP1

Wsréd sktadnikéw zewnetrznej blony mitochondrialnej,
ktore bezposrednio oddzialuja z Drpl oraz posrednicza
w rekrutacji tego biatka do miejsc fragmentacji, jak réwniez
w samym procesie fragmentacji, wyrézniamy kilka biatek
oraz specyficzny dla mitochondriéw lipid kardiolipine. Do
bialek tych zaliczaja sie: Mff (ang. mitochondrial fission factor),
Fis1 (ang. fission factor 1), MiD49 oraz MiD51 (ang. mitochon-
drial division proteins of 49/51 kDa).

MFF

Mff, podobnie jak Drpl, wystepuje w postaci kilku izo-
form, ktérych poziom ekspresji zalezy od typu komorki
[29,60]. Co najmniej 9 wariantéw splicingowych tego biat-
ka jest kodowanych przez gen MFF, lecz réznice w funk-
cjonalnosci tych izoform nie zostaly poznane [29]. Mff
gromadzi sie w odrebnych skupiskach na powierzchni mi-
tochondrium i kolokalizuje z Drpl. C-koniec tego biatka
jest zakotwiczony w zewnetrznej bfonie mitochondrium, a
N-koniec bierze udziatl w interakcji z Drp1 [29,60]. Biatko
Mff posiada zdolnoé¢ oligomeryzacji i w roztworze wy-
stepuje w postaci tetrameréw [32]. Oddziatywanie Drpl z
mitochondriami jest zaburzone w komoérkach z wyciszona
ekspresja genu kodujacego Mff, co prowadzi do elongacji
tego organellum [29,60,61], a nadekspresja genu koduja-
cego Mff powoduje zwiekszona fragmentacje mitochon-
driéw, co wskazuje na istotna role tego biatka w przebie-
gu tego procesu [60,61]. Mff rekrutuje Drpl niezaleznie
od obecnosci Fisl, gdyz interakcja ta nie jest zaburzona w
komoérkach z wyciszong ekspresja genu kodujacego Fisl
[60]. Wykazano, ze Mff w rézny spos6b reaguje z rézny-
mi izoformami Drpl i wplywa na ich zdolnosé do hydro-
lizy GTP. Nadekspresja genu kodujacego izoforme 3 Drpl
(brak insertu B) w komérkach z wyciszong ekspresja genu
kodujacego endogenny Drpl, powodowala fragmentacje
mitochondriéw w wiekszym stopniu w poréwnaniu do
innych izoform tego bialka, nawet przy braku ekspresji
Mff [23]. Wskazuje to wiec na mniejsze znaczenie Mff we
fragmentacji mitochondriéw za posrednictwem izoformy
3 Drpl. W przypadku izoform Drpl zawierajacych insert B
dodatkowym efektem oddzialtywania z Mff jest zwieksze-
nie aktywnosci GTPazowej Drpl, co ma znaczenie przy in-
dukowaniu zmiany konformacyjnej prowadzacej do zaci-
skania kompleksu fragmentujacego. Mff dziata zatem jako
allosteryczny regulator aktywnosci Drpl, jednak stopieri
tej regulacji zalezy od izoformy Drpl [23]. Uwaza sie, ze
Mff jest w stanie oddzialywac¢ z dimerami Drpl, a wigksze
oligomery nie tworza funkcjonalnych oddziatywan z Mff,
co moze oznaczaé, ze tak jak juz wczedniej wspomniano,
dimery Drp1 sa tymi jednostkami strukturalnymi, ktére sa
funkcjonalnie aktywne w tworzeniu kompleksu fragmen-
tujacego mitochondrium [32]. Gléwnym zadaniem Mff jest
zatem stanowienie rusztowania dla tworzenia oligomeréw
Drpl na powierzchni mitochondrium [32]. Inna grupa ba-
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dawcza stwierdzita jednak, ze Mff jest w stanie selektyw-
nie rekrutowaé Drpl w postaci tetrameréw lub wigkszych
oligomeréw [62]. W kilku pracach zaobserwowano, ze
brak domeny zmiennej lub insertu B wplywa na wzmoc-
nienie oddzialywania pomiedzy Drpl a Mff [26,32,62].
Z dotychczasowych badan jednoznacznie wynika, ze Mff
jest jednym z gléwnych biatek posredniczacych w proce-
sie fragmentacji mitochondriéw i regulujacych aktywnos¢
réznych izoform Drpl, jednak dodatkowe badania sa po-
trzebne w celu wyjasnienia jakie formy oligomeryczne
Drpl sa preferowane w oddzialywaniu z Mff.

FIS1

Fisl jest podstawowym biatkiem adaptorowym dla
Dnm1 u drozdzy i wyciszenie jego genu wplywa znacza-
co na obnizenie poziomu fragmentacji mitochondriow
[61]. U ssakéw biatko to réwniez wystepuje, jednak nie
jest ono niezbednym elementem w tym procesie. Wycisze-
nie ekspresji genu tego biatka nie wplywa znaczaco ani na
proces fragmentacji, ani na oddzialywanie Drpl z mito-
chondriami lub z peroksysomami [60]. Fis1 mimo wszyst-
ko posredniczy we fragmentacji mitochondriéw, jednak
w duzo mniejszym stopniu niz ma to miejsce w przypad-
ku Mff [61]. Podobnie jak Mff, biatko to jest zakotwiczone
w zewnetrznej blonie mitochondrialnej za posrednictwem
C-konica. Poniewaz Fisl nie tworzy kompleksu z Mff w ze-
wnetrznej blonie mitochondrialnej, sugeruje to odmienne
role tych dwoéch bialek w procesie fragmentacji mitochon-
driéw [29]. Zaproponowano udziat Fisl we fragmentacji
mitochondriéw spowodowanej stresem w komorce, ktéra
w zaleznosci od czynnikéw stymulujacych, moze by¢ ele-
mentem procesu apoptozy lub mitofagii. Sugeruje sie takze,
ze Fisl pelni swoja funkcje po zainicjowaniu fragmentacji
mitochondriéw za posrednictwem interakcji pomiedzy Mff
a Drpl. Funkcja ta moze polega¢ na kierowaniu odpowie-
dzina proces fragmentacji w strone $ciezek biochemicznych
bedacych odpowiedzia na stres w komoérce. W zwigzku
z tym Fis1 moze odgrywac swoja role w momencie, w kto-
rym produkty fragmentacji mitochondriéw sg kierowane w
strone utrzymania normalnej mitochondrialnej homeosta-
zy, lub do uruchomienia proceséw apoptozy badz mitofagii
[63].

MID49 I MID51

Biatka MiD49 oraz MiD51 w odréznieniu od Mff i Fisl
wystepuja jedynie na powierzchni mitochondriéw (nie sa
obecne w peroksysomach) [64], gdzie sa zakotwiczone za
posrednictwem N-korica [65]. Z powodu braku tych biatek
na powierzchni peroksysomoéw przypisuje si¢ im role w za-
pewnieniu specyficznodci i selektywnosci fragmentacji mi-
tochondriéw za posrednictwem Drpl [64]. Zaproponowano
model, w ktérym MiD49 i MiD51 sa w stanie oddzialywac
tylko z Drpl w postaci dimeru [62] oraz rekrutowac to bial-
ko do mitochondriéw niezaleznie od bialek Fisl oraz Mff
[61,64]. Inne badania sugeruja jednak, ze dzialanie biatek
MiD jest zalezne od Mff i ze biatka te sg rekrutowane do
miejsc fragmentacji za posrednictwem Mff. W odréznieniu
od Mff, zgromadzenie sie biatek MiD w miejscu fragmentacji
mitochondriéw wymaga obecnoséci Drpl [66]. Jednak wyci-
szenie ekspresji genéw kodujacych biatka MiD49/51 powo-
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duje zmniejszenie oddzialywania Drpl z mitochondrium
i elongacje tego organellum [65]. Mogtoby to wskazywa¢
na wystepowanie mechanizmu, w ktérym MiD wiaza sie
w miejscu oddziatywania Drpl z mitochondriami, co powo-
duje wzrost rekrutacji Drpl w tej lokalizacji. Nadekspresja
genéw kodujacych biatka MiD prowadzi do zwigekszonego
nagromadzenia Drpl na powierzchni mitochondriow, jed-
nak fragmentacja jest zahamowana, co objawia sie wystepo-
waniem wydluzonych mitochondriéw. Oznacza¢ to moze,
ze Drpl zrekrutowane do mitochondriéw jest w tym wy-
padku nieaktywne [61,64]. Przeprowadzone eksperymenty
wykazaly, ze nadekspresja genéw kodujacych MiD49/51
prowadzi do akumulacji na mitochondriach Drpl w formie
fosforylowanej reszty seryny 637, ktéra jest niezdolna do
fragmentacji mitochondriéw. W warunkach in vitro biatka
MiD duzo silniej oddziatuja z Drpl w formie fosforylowa-
nej (reszta seryny 637), niz z biatkiem niefosforylowanym
[61]. Potwierdza to wiec, ze biatka MiD rekrutuja Drpl w
formie nieaktywnych struktur, ktére moga bra¢ udziat w
procesie fragmentacji mitochondrium dopiero po aktywacji
na skutek dziatania dodatkowego bodzZca aktywujacego to
biatko [62]. Na podstawie tych obserwacji zaproponowano,
ze poziomy biatek MiD podlegaja w komorkach precyzyjnej
regulacji, ktéra ma na celu kontrole wystepowania fragmen-
tacji mitochondriow [64].

KARDIOLIPINA

Innym waznym czynnikiem prawidlowego przebie-
gu fragmentacji mitochondrium jest sktad lipidowy bton
mitochondrialnych, ktérego istotnym elementem jest kar-
diolipina. Kardiolipina jest fosfolipidem specyficznym
dla mitochondriéw, ktoéry stanowi 12-17% wszystkich mi-
tochondrialnych fosfolipidéw, z czego w wiekszosci wy-
stepuje w wewnetrznej bfonie mitochondrialnej (14-23%),
a w zewnetrznej blonie stanowi od 3 do 10% lipidéw tam
wystepujacych [7]. W zewnetrznej blonie mitochondrialnej
kardiolipina wystepuje gtéwnie w miejscach kontaktu z bto-
na wewnetrzna [22,67]. Kardiolipina posredniczy we frag-
mentacji mitochondriéw poprzez stymulacje oligomeryzacji
Drp1 oraz aktywnosci GTPazowej tego biatka na powierzch-
ni mitochondrium [22,68]. W celu zwigzania si¢ Drpl do mi-
tochondrium oraz stymulacji jego aktywnosci GTPazowej,
lokalne stezenie kardiolipiny musi przekroczyé pewien
prog oraz musi ona wystepowaé w fazie plynnej umozli-
wiajacej fatwg reorganizacje bfon mitochondrialnych, ktéra
prowadzi do fragmentacji mitochondrium [68]. Wykazano,
ze kardiolipina oddzialuje z Drpl poprzez fragment dome-
ny zmiennej [21,22,67,68]. Zaproponowano, ze rola domeny
zmiennej jest indukowanie formowania sie platform bo-
gatych w kardiolipine w blonie mitochondrialnej. Lokalne
zwigkszenie stezenia kardiolipiny w btonie mitochondrium
w obecnoéci Drpl doprowadza do przejscia fazowego tego
lipidu z ulozenia lamelarnego dwuwarstwowego do nie-
lamelarnego, odwréconego heksagonalnego (faza H,), co
w dalszym etapie poprzez reorganizacje struktury bfon mi-
tochondrialnych prawdopodobnie umozliwia zmniejszenie
sie érednicy mitochondrium w danym miejscu i ostatecznie
prowadzi do fragmentacji. Domena zmienna Drpl odgrywa
takze role w zaleznym od hydrolizy GTP przejsciu fazowym
kardiolipiny z fazy lamelarnej do fazy H, [68]. W rejonie tej
domeny zidentyfikowano 4 reszty lizyny, ktére sa niezbed-

134

ne w oddziatywaniu Drpl z kardioliping. Wprowadzenie
mutacji w tych 4 resztach lizyny prowadzi do zaburzenia
oddziatywania Drp1 z kardioliping in vitro [67], a w komor-
kach powoduje powstanie wydluzonych mitochondriéw,
co oznacza, ze oddziatywanie Drpl z kardioliping jest nie-
zbedne w prawidlowym przebiegu fragmentacji mitochon-
driéw [68]. Zaobserwowano, ze w procesach apoptozy oraz
mitofagii, ktérym towarzyszy fragmentacja mitochondriéw,
nastepuje transport kardiolipiny z wewnetrznej blony mito-
chondrialnej do btony zewnetrznej. Potwierdza to istotna
role kardiolipiny w procesie rekrutacji Drpl do mitochon-
driow [67].

ROLA SIATECZKI SRODPLAZMATYCZNEJ I AKTYNY
WE FRAGMENTACJI MITOCHONDRIOW

SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA

Siateczka $rédplazmatyczna (ER, ang. endoplasmic re-
ticulum) peini w komoérce wiele funkcji, do ktérych moz-
na zaliczy¢ miedzy innymi synteze i modyfikacje bialek,
synteze lipidow a takze magazynowanie oraz uwalnianie
jonow wapnia [69]. ER tworzy liczne miejsca kontaktu z
pozostalymi organellami w komorce, w tym takze z mito-
chondriami, oraz z btona komoérkowa. Miejsca kontaktu
pomiedzy ER a mitochondriami biora udzial w sygnali-
zacji za posrednictwem jonéw wapnia oraz w syntezie
fosfolipidéw [30,69]. Przykladem wspétpracy pomiedzy
ER a mitochondriami jest synteza kardiolipiny. Kwas
fosfatydowy, bedacy prekursorem kardiolipiny, jest
syntetyzowany w ER, a nastepnie jest transportowany
do mitochondriéw, gdzie ulega przeksztalceniom [69].
Miejsca kontaktu ER z mitochondriami sa takze zaanga-
zowane we fragmentacje tego organellum (Ryc. 5) [30].
Analiza miejsc fragmentacji mitochondriéw, przepro-
wadzona w zywych komoérkach za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej, wykazata, ze okoto 90% tych zdarzen
wystepowalo w miejscu kontaktu ER z mitochondria-
mi. W miejscach, gdzie tubule ER otaczaja mitochondria,
$rednica mitochondriéw jest mniejsza niz poza miejsca-
mi kontaktu tych organelli, co moze wskazywaé, ze ER
bierze udzial we wstepnym zaciskaniu btony mitochon-
drium, co w kolejnym etapie moze ulatwia¢ formowanie
sie oligomeru Drpl w tym miejscu [30]. Srednica spiral
tworzonych przez Drpl [28] jest zblizona do érednicy mi-
tochondrium w miejscu otoczonym przez ER, co wspiera
te hipoteze. W miejscach kontaktu tych dwoéch organel-
li gromadzi sie Mff, co pozwala na rekrutacje Drpl, a w
konsekwencji prowadzi do fragmentacji mitochondrium
[30]. W komoérkach z wyciszona ekspresja genéw kodu-
jacych biatka Mff oraz Drpl réwniez obserwuje si¢ miej-
sca kontaktu ER z mitochondriami, w ktérych mitochon-
dria maja zmniejszona $rednice. Oznacza to, Ze siateczka
sroédplazmatyczna niezaleznie od Mff i Drpl wyznacza
w komorce miejsca, w ktérych moze formowac sie kom-
pleks prowadzacy do fragmentacji mitochondrium. ER
prawdopodobnie aktywnie uczestniczy we fragmentacji
mitochondrium, poniewaz pozostaje zwiazane z tym or-
ganellum przez caly okres procesu fragmentacji [30]. Jak
dotad nie poznano mechanizmu, ktéry determinuje loka-
lizacje miejsc kontaktu ER z mitochondriami, a ktére do-
celowo s3 miejscami fragmentacji mitochondriéw.
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Rycina 5. Na rycinie przedstawiono schematyczny rysunek ilustrujacy role ER i
aktyny w procesie fragmentacji mitochondrium. W miejscach kontaktu siatecz-
ki éréodplazmatycznej oraz mitochondriéw dochodzi do polimeryzacji aktyny
za posrednictwem zlokalizowanego w ER biatka INF2 oraz mitochondrialnego
Spire 1C. Powstate wiékna aktynowe moga odgrywac role w procesie budowy
spiralnych struktur tworzonych przez Drpl, jak rowniez w inicjowaniu zmiany
konformacyjnej w Drpl wywolujacej ich zaciskanie.

AKTYNA

W miejscach kontaktu ER z mitochondriami wazna role
we fragmentacji mitochondriéw odgrywa takze aktyna
(Ryc. 5). Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, Ze istot-
nym elementem kompleksu uczestniczacego we fragmen-
tacji mitochondrium jest zlokalizowane w ER biatko INF2
(ang. inverted formin 2), ktére uczestniczy w procesach po-
limeryzacji i depolimeryzacji aktyny. Wyciszenie ekspresji
INF2 w komoérkach prowadzi do zmniejszenia puli Drpl
zwigzanej z mitochondriami, a w konsekwencji do elonga-
¢ji mitochondriéw [31]. Oznacza to, ze INF2 posredniczy
w procesie oddzialywania Drpl z mitochondriami, ale na
drodze zaleznej od aktyny. W miejscach kontaktu ER z mi-
tochondriami biatko INF2 jest aktywowane i prowadzi do
polimeryzacji aktyny, ktéra zachodzi pomiedzy tymi orga-
nellami i jest potrzebna do wstepnego zmniejszenia Sredni-
cy mitochondrium oraz moze tez posredniczyé w tworze-
niu oligomeru Drpl w miejscu fragmentacji [31]. Odkryto
réwniez, ze bialko SpirelC, wystepujace w zewnetrznej
blonie mitochondrialnej, oddzialuje ze zlokalizowanym
w ER INF2. Poprzez oddzialtywanie z INF2 Spire1C induku-
je tworzenie sie filamentéw aktynowych, ktére zacie$niaja
mitochondria. Podobnie jak w przypadku INF2, wyciszenie
ekspresji SpirelC w komorkach prowadzi do elongacji mi-
tochondriéw poprzez zahamowanie ich fragmentacji, a na-
dekspresja tego biatka prowadzi do zwigkszenia poziomu
fragmentacji tego organellum [70].

PODSUMOWANIE

Przedstawione tutaj informacje pokazuja, ze fragmenta-
¢ja sieci mitochondrialnej jest wieloetapowym procesem,
angazujacym wiele biatek oraz organelli, ktérych skoordy-
nowane dzialanie prowadzi do powstania funkcjonalnego
kompleksu. Jednym z giéwnych skiadnikéw tego kom-
pleksu fragmentujacego jest bialko Drpl, ktére podlega re-
gulacji na wielu poziomach. Biatko to wystepuje w postaci
kilku izoform, ktére moga tworzy¢ réznigce sie rozmiarami
struktury oligomeryczne, co pozwala na dopasowanie po-

Postepy Biochemii 62 (2) 2016

wstajacej struktury spiralnej do rozmiaru mitochondrium.
Dodatkowo Drpl podlega licznym zmianom potranslacyj-
nym, wplywajacym na oddzialywania tego biatka z inny-
mi elementami kompleksu fragmentujacego. Do istotnych
elementéw zaangazowanych w proces fragmentacji nale-
za lipid kardiolipina oraz biatka Mff, MD49, MiD51, Fisl,
bedace skladnikami zewnetrznej blony mitochondrialne;j.
Ich dokladna rola pozostaje jeszcze do wyjasnienia, jednak
poprzez réznice w oddzialywaniu z oligomerami Drpl o
réznej funkcjonalnosci moga one mieé¢ znaczenie w rekruto-
waniu aktywnych oligomeréw Drpl do miejsc fragmenta-
qji, jak rowniez w regulowaniu ich zmian konformacyjnych.
Lokalizacja miejsc fragmentacji ma zwigzek z rozkltadem
mtDNA w sieci mitochondrialnej, jak réwniez jest powia-
zana z miejscami oddzialywania ER z mitochondriami. Je-
den z czynnikéw inicjujacych sam proces fragmentacji moze
stanowic¢ aktyna, ktérej akumulacje obserwuje sie w miej-
scach podzialu mitochondrium. Poznanie mechanizméw
regulacji proceséw fragmentacji ma istotne znaczenie dla
zrozumienia istoty wielu choréb neurodegeneracyjnych, w
ktorych obserwuje sie zaburzenia tego procesu. Ilos¢ prac
dotyczacych regulacji procesu fragmentacji, ktéra ukazala
sie¢ w ostatnim roku, pokazuje Ze temat ten jest intensywnie
badany i coraz wiecej elementéw tej skomplikowanej ukla-
danki jest odkrywanych.
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ABSTRACT

In the cell mitochondria constitute a dynamic network undergoing continuous reshaping by fusion and fission. Mitochondrial fission is
involved in several crucial cellular processes such as mitosis, apoptosis and mitophagy. Main mediator of mitochondrial fission is Dynamin
related protein 1 (Drp1). This protein is able to assemble into higher order oligomers, what enables the formation of Drp1 spiral structures on
the surface of mitochondrial network. These spirals constrict thanks to the energy gained from GTP hydrolysis, what results in mitochondrial
fission. Mitochondrial fission process is precisely regulated by different mechanisms, especially by controlling Drp1 activity. This article
presents our current understanding of mitochondrial fission with a particular focus on the role of Drpl1 in this process and mechanisms that

regulate activity of this protein.
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