STRESZCZENIE

adania prowadzone w ciagu ostatniego ¢wieréwiecza pokazaly, ze z chwila wyjasnienia

mechanizméw oksydacyjnej fosforylacji nie zakoniczyl sie okres przelomowych odkryé
zwigzanych z mitochondriami. Miedzy innymi wykazano, ze mitochondria moga tworzy¢
rozbudowana sieé, na skutek odwracalnych procesow fuzji i fragmentacji i ze sie¢ ta moze
Scisle oddzialywaé w znaczeniu funkcjonalnym i strukturalnym z siateczka srédplazmatycz-
na oraz innymi organellami a jej organizacja ma wplyw na przebieg réznych proceséw ko-
moérkowych. W niniejszym artykule uwaga skupiona jest na mitofuzynie 2, jednym z bialek
o kluczowym znaczeniu dla utrzymywania wlasciwej organizacji sieci mitochondrialnej.
Mitofuzyna 2 uczestniczy w regulacji proceséw metabolicznych zachodzacych w mitochon-
driach, kontroli ilosci mtDNA, w utrzymaniu komérkowej homeostazy Ca** a takze regulacji
podzialéw i réznicowania komérek. Mutacje w genie kodujacym mitofuzyne 2 odpowie-
dzialne s3 za wystepowanie neuropatii z kregu choréb Charcot-Marie-Tooh typu 2A, a zabu-
rzenia w ilosci bialka wiaza sie z procesem nowotworzenia, cukrzyca czy choroba rozrostowa
srodbtonka naczyn. Wiele badan wskazuje, ze mitofuzyna 2 jest bialkiem o plejotropowym
dzialaniu w komoérkach.

WPROWADZENIE

Historia badari nad mitochondriami rozpoczela sie pierwszym opisaniem
tych organelli przez Richarda Altmana w 1890 roku a wprowadzona przez Mi-
chaelisa technika barwienia mitochondriéw Zielenig Janusowa pozwolila na wy-
kazanie powszechnego wystepowania tych struktur komérkowych. Rozpoczete
w tamtym okresie badania nad mitochondriami zbiegly sie¢ w czasie z probami
znalezienia odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb komoérki pozyskuja energie.
Kamieniem milowym w tych pionierskich badaniach bylo ustalenie w 1920 roku
przez Otto Warburga, ze procesy oksydacyjne w komorce zachodza w dobrze
wyodrebnionych strukturach i zaproponowanie, ze sa one zwiazane z wykorzy-
staniem tlenu oraz wymagaja udziatu jonéw zelaza. Ta druga sugestia znalazta
potwierdzenie w badaniach prowadzonych przez Keilina i dotyczacych cyto-
chromoéw, ktére chociaz odkryte w 1886 dopiero po 40 latach zostaly docenio-
ne. Kolejne odkrycia wskazujace na NADH jako donora protonéw w reakcjach
oksydoredukeyjnych oraz udzial flawoprotein w reakcjach utleniania i redukcji
zachodzacych miedzy NADH a cytochromami i tlenem pozwolilo na stworzenie
w roku 1940 koncepciji ciggu reakcji zwanych dzisiaj taricuchem oddechowym.
Badania Szent-Gyorgyi, Matiusa i Knoopa doprowadzily Krebsa do opisania w
roku 1937 cyklu kwaséw trikarboksylowych (Nagroda Nobla w 1953 r.). Mniej
wiecej w tym samym okresie ustalono, ze ATP jest przenosnikiem energii uwal-
nianej w procesach oksydacyjnych w komoérce [1].

Badania pozwalajace na pofaczenie mitochondrialnych proceséw oksydore-
dukcyjnych z wytwarzaniem ATP czyli badania, ktérych celem bylo wyjasnienie
mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji zabraty uczonym kolejne dziesieciolecia i
doprowadzily do dwéch przelomowych odkry¢. Jedno z nich stato sie podstawa
teorii chemiczno-osmotycznej sformutowanej przez Petera Michella w 1962 roku
(nagroda Nobla w 1978 r.) a drugie doprowadzito do wyjasnienia mechanizmu
przeksztalcania energii chwilowo zmagazynowanej w postaci potencjalu proto-
nowego wewnetrznej blony mitochondrialnej w taki sposéb, ze jest ona wyko-
rzystywana do fosforylacji ADP poprzez wymuszenie zmiany konformacyjnej
mitochondrialnej ATPazy zwanej tez, ze wzgledu na zasadniczy kierunek za-
chodzacej reakcji ,,syntaza ATP”. To odkrycie, takze wyréznione Nagroda No-
bla (John Walker i Paul Boyer, 1997 r.) zakoriczylo dlugi okres badar wyjasnia-
jacych podstawowe mechanizmy metabolizmu energetycznego mitochondriéw.
Rzecz jasna, wiele szczegétow, dodatkowych zjawisk i proceséw zwigzanych
z mitochondrialnym przeksztalcaniem energii jest przedmiotem nieustajacych
badar, ale fundament tych mechanizméw wydaje sie ustalony w spos6b nie-
podwazalny.
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Rycina 1. Schemat budowy biatka mitofuzyny 2. Mitofuzyna 2 jest biatkiem zlo-
kalizowanym w zewnetrznej blonie mitochondrialnej, w ktérej jest zakotwiczona
za pomocg domeny transblonowej (TM, ang. transmembrane domain). Oba korice
biatka, aminokwasowy i karboksylowy, zwrécone sa do cytoplazmy. Szczegdl-
ne znaczenie dla aktywnosci fuzyjnej bialka ma domena o aktywnosci GTPazy
(GTP). Zaznaczono takze domeny superhelikalne o powtarzajacych sie sekwen-
cjach reszt aminokwasowych o charakterze hydrofobowym (HR1, HR2, ang hep-
tads repeated region), ktére odpowiadaja za oddzialywania pomiedzy mitofuzyna-
mi. Liczby odpowiadajg kolejnym resztom aminokwasowym w tych fragmentach
czasteczki bialka, ktére tworza poszczegdlne domeny [19]. OMM - zewnetrzna
blona mitochondrialna (ang. outer mitochondrial membrane), IMM - wewnetrzna
blona mitochondrialna (ang. inner mitochondrial membrane).

Nie oznacza to jednak, ze z chwilg wyjasnienia mecha-
nizméw oksydacyjnej fosforylacji zakornczyt sie etap prze-
fomowych odkry¢ zwiazanych z mitochondriami. Bada-
nia ostatnich mniej wiecej 30 lat odslonily szereg nowych
zjawisk zwigzanych z mitochondriami o fundamentalnym
znaczeniu dla komorek. Ustalenie Ze mitochondria moga
tworzy¢ rozbudowang sieé, na skutek odwracalnych proce-
sow fuzji i fragmentacji, i ze sie¢ ta moze cisle oddzialywac
w znaczeniu funkcjonalnym i strukturalnym z siateczka
srédplazmatyczna nalezy do najwazniejszych. Zjawiska
te sa przedmiotem intensywnych badan. Do szczegol-
nie istotnych odkry¢ nalezy tez wykazanie kluczowej roli
mitochondriéw w regulacji sygnalizacji i utrzymywaniu
homeostazy wapniowej oraz ich udzialu w inicjowaniu i
wzmacnianiu sygnatu prowadzacego do $mierci komorek
na drodze apoptozy, autofagii albo nekrozy. Intensywne
badania nad genomem mitochondrialnym doprowadzity
do zidentyfikowania szeregu choréb zwanych mitochondri-
alnymi, ktére sa spowodowane mutacjami w obrebie mito-
chondrialnego DNA albo w szerszym znaczeniu, takze w
genach jadrowych kodujacych biatka mitochondrialne. W
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niniejszym artykule uwaga skupiona jest na mitofuzynie 2,
jednym z bialek o kluczowym znaczeniu dla utrzymywaniu
wlasciwej organizacji sieci mitochondrialnej w komérce i
oddziatywania mitochondriéw z innymi strukturami.

ROLA FUZJI MITOCHONDRIOW W UTRZYMANIU
SIECI MITOCHONDRIALNE]J I PRAWIDEOWE]
ZAWARTOSCI MITOCHONDRIALNEGO DNA

Mitochondria w komérce tworza dynamiczna sie¢, ktorej
stopieri ztozonosci zalezy od wzglednych szybkosci proce-
sow ich faczenia sie (fuzji) i fragmentacji [2]. Zachwianie
proporcji miedzy tymi procesami jest przyczyna niewtasci-
wej organizacji sieci mitochondrialnej. O kluczowym zna-
czeniu procesu fuzji mitochondriéw dla komorki swiadczy
fakt, ze przesunieciu réwnowagi miedzy fuzja a fragmenta-
cja w kierunku tej drugiej [2-4] towarzysza liczne zaburze-
nia metaboliczne [5-8].

Fuzja mitochondriéw wydaje sie przeciwdziata¢ nagro-
madzeniu mutacji w mitochondrialnym DNA (mtDNA)
oraz jego degradacji [9]. Podczas taczenia sie mitochon-
driéw mozliwe jest przekazywanie mitochondrialnego
DNA pomiedzy réznymi obszarami rozbudowujacej sie sie-
ci mitochondrialnej, dzieki czemu dopiero znaczny stopieri
uszkodzenia mtDNA lub jego znaczny ubytek, (prowadza-
ce do dysfunkgji 60-90% calkowitej puli mtDNA) wptywa
na metabolizm mitochondriéw [10,11].

Mitochondrialne DNA jest stosunkowo niewielka kolista
czgsteczka kwasu deoksyrybonukleinowego zlokalizowang
w macierzy mitochondrialnej. W pojedynczym mitochon-
drium (chociaz definicja pojedynczego mitochondrium, w
kontekscie sieci mitochondrialnej nie jest oczywista) moze
znajdowac sie bardzo wiele kopii mtDNA. Pojedyncza cza-
steczka mtDNA czlowieka sklada sie z 16569 par zasad,
kodujacych 37 genéw, posrod ktérych 13 koduje biatka
wchodzace w sklad komplekséw laricucha oddechowego i
syntazy ATP, 22 geny koduja tRNA a pozostale 2 - mito-
chondrialne rRNA.

Zwiegkszenie liczby kopii mtDNA towarzyszy proceso-
wi biogenezy mitochondriéw i jest regulowane przez wiele
czynnikéw. Jednym z gtéwnych bialek zaangazowanych
w regulacje liczby kopii mtDNA jest kinaza aktywowana
przez AMP (AMPK, ang. AMP-activated kinase). Aktywnos¢
AMPK zmienia si¢ w odpowiedzi na stan energetyczny ko-
morki i za posrednictwem czynnika transkrypcyjnego PGC-
la, moze wplywaé stymulujaco na ekspresje mitochon-
drialnego czynnika transkrypcyjnego A (Tfam) [12]. Z kolei
Tfam oddzialuje bezposrednio z DNA mitochondrialnym
regulujac jego replikacje i transkrypcje znajdujacych sie tam
genoéw [13].

W badaniach in vitro wykazano, Zze nieprawidlowe pro-
cesy fuzji mitochondriéw, zwigzane z brakiem prawidto-
wej mitofuzyny 2 a takze mitofuzyny 1, ktéra jest biatkiem
homologicznym o podobnej funkcji wplywaja na jakosé
mtDNA. Wykazano, ze w komoérkach pozbawionych Mfn2
roénie liczba mutacji w mtDNA [9]. W badaniach na fibro-
blastach os6b dotknietych chorobg CMT typu 2A, (CMT2A)

spowodowang mutacjami w genie mitofuzyny 2 wykaza-
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no obnizenie efektywnoséci naprawy mtDNA [14], a takze
stwierdzono istnienie zwigzku pomiedzy zaburzeniami
potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej a obnizona
iloscig mtDNA [15].

Oprécz MFN2 w rozwdj neuropatii wrodzonych zaan-
gazowanych jest wiele innych genéw kodujacych biatka
zwigzane z procesem fuzji lub fragmentacji mitochondriéw.
Mutacje w genie GDAP1 kodujacym biatko, ktére posred-
nio uczestniczy w procesie podziatu mitochondriéw [16], sa
czesta przyczyna aksonalnych postaci CMT. Natomiast mu-
tacje w genie OPA-1, kodujacym biatko fuzji wewnetrznej
blony mitochondrialnej, sa przyczyna wrodzonej neuropa-
tii wzrokowej typu Kjera (ADOA) [17]. Postepujace uszko-
dzenie nerwu wzrokowego towarzyszy takze przypadkom
CMT2A [14,18], co dodatkowo wydaje sie podkresla¢ role
wspoldziatania bialek fuzyjnych oraz zaleznos¢ komoérek
nerwowych od prawidlowej dynamiki sieci mitochondrial-
nej.

Przyczyna specyficznoéci wystepowania objawéw ze
strony obwodowego ukladu nerwowego w zwiazku z za-
burzeniami fuzji na skutek dysfunkcji mitofuzyny 2 nie zo-
stala dotad poznana. Przypuszcza sie, ze moze wynikaé ze
stosunkowo niskiej zawartosci Mfn1 (ktéra moze cze$ciowo
kompensowa¢ brak Mfn2) w nerwach obwodowych i ner-
wie wzrokowym, przez co sa one bardziej narazone na skut-
ki mutacji w Mfn?2 [4,14].

MITOFUZYNA 21 JE] UDZIAL W FUZJI
BEONY MITOCHONDRIOW

Mitofuzyna 2 jest biatkiem o aktywnosci GTPazy. U czlo-
wieka gen MFN2 znajduje si¢ w locus 1p36.22 i koduje bial-
ko sktadajace si¢ z 757 reszt aminokwasowych w, w ktérym
wyréznia sie kilka funkcjonalnych domen [19]. Mitofuzyna 2
jest zakotwiczona w zewnetrznej blonie mitochondrialnej a
jej domena transblonowa zlozona jest z dwéch fragmentow:
TM1 i TM2 [20]. Oba korice mitofuzyny 2, karboksylowy i
aminowy, skierowane sa do cytoplazmy. Domena o aktyw-
nosci GTPazy znajduje sie na koricu aminowym. Na obydwu
koricach biatka wystepuja domeny superhelikalne CC1i CC2
(ang. coiled-coil regions), zawierajace powtérzenia 7 hydrofo-
bowych aminokwaséw, nazywane réwniez domenami HR1
i HR2 (ang. heptad repeats). Domeny te odgrywaja kluczowa
role w fuzji blon mitochondrialnych, umozliwiajac tworzenie
homo- i heterodimeréw pomiedzy mitofuzynami [3,21], jak
réwniez umozliwiajac ich oddziatywanie z innymi biatkami,
m.in. Opa-1 [22]. Szczegblne znaczenie ma obszar mitofuzy-
ny 2 oddziatujacy z biatkami Ras. Jest on konieczny m.in. do
oddzialywan mitochondriéw z siateczka srédplazmatyczna
(ER) oraz warunkuje prawidiowa morfologie ER [23] a przez
to jest kluczowy dla utrzymywania homeostazy wapniowej
w komorece.

Przewiduje sie, ze na skutek réznego skladania mRNA
Mfn2, u ludzi moze réwniez wystepowac krétsza izoforma
2 biatka Mfn2, zlozona z 436 aminokwaséw pozbawiona
302 reszt aminokwasowych na koricu aminowym.

U ssakéw, w tym takze u czlowieka, wystepuja dwa typy
mitofuzyny, Mfn1 i Mfn2, wykazujace znaczny stopien po-
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dobienistwa budowy i funkcji [22]. Gen Mfnl znajduje sie
na chromosomie trzecim w pozycji 3q25-q26, a pomiedzy
biatkiem Mfn1 i Mfn2 wystepuje ok. 60% homologii. Obie
mitofuzyny uczestnicza w procesie fuzji mitochondriéw,
poprzez tworzenie homo- i heterodimeréw na powierzchni
sasiadujacych mitochondriéw. Jednak wiele badan in vitro
dowodzi, ze Mfn2 pelni tez inne funkcje niezwigzane bez-
posrednio z jej aktywnoscia fuzyjng, ktérych nie wykazano
dla Mfn1, co szerzej przedstawiono w kolejnych podroz-
dziatach.

Podstawowa funkcja Mfn2 jest udzial w procesie fuzji
mitochondriéw. Na zjawisko fuzji mitochondriéw skladaja
sie dwa procesy: fuzja wewnetrznej blony mitochondrial-
nej, w ktorej uczestniczy biatko Opal oraz fuzja blony ze-
wnetrznej, w ktorej posrednicza Mfnl i Mfn2. W procesie
tym mitofuzyny obecne na powierzchni sasiadujacych mi-
tochondriéw tworza homo- i heterodimery. Oddzialywania
pomiedzy mitofuzynami maja charakter hydrofobowy i sg
mozliwe dzigki domenom HR. Jednoczesnie, aktywnoscé
GTPazowa mitofuzyny jest niezbedna do przeprowadzenia
fuzji zewnetrznej blony mitochondrialnej [20,24]. Mfn1 wy-
kazuje wiekszg aktywnos¢ hydrolizy GTP niz Mfn2, i dlate-
go zapewne, wieksza aktywnos¢ w procesie fuzji mitochon-
driéw [25]. O wiekszej aktywnosci fuzyjnej Mfnl swiadczy
réwniez fakt, ze zmutowana Mfn2 moze posredniczy¢ w
fuzji mitochondriéw poprzez oddziatywanie z prawidtowa
Min1, ale nie Mfn2 [4]. Ponadto w regulacji fuzji mitochon-
driéw wazna role odgrywaja dwa enzymy o aktywnosci
deubwikwitynaz (Ubp2 i Ubpl2, ktére katalizuja odlacza-
nie ubikwityny (ubq) przylaczonej do utrwalonych ewolu-
cyjnie reszt lizyny w czasteczce Mfn2. Ubp2 odlaczajac je-
den z taficuchéw Ubq hamuje proteolize Mfn2 i nasila fuzje.
Ubpl2 rozpoznaje i hydrolizuje inny taiicuch Ubq, ktéry
stabilizuje Mfn2 gdy biatko wystepuje w formie oligome-
ru, ktéry tworzy sie w trakcie fuzji bton, a zatem aktywnosé
Ubpl2 obserwowana jest po oligomeryzacji i prowadzi do
hamowania fuzji [26].

Mitofuzyna 1 oddziatuje takze z biatkiem Opal odpo-
wiedzialnym za fuzje wewnetrznej blony mitochondrialnej,
uczestniczac tym samym w koordynaciji fuzji obu bton mito-
chondrialnych. Oddziatywanie Mfn1 z Opal jest konieczne
zaréwno do utrzymania prawidlowej struktury mitochon-
driéw, jak i tworzenia prawidlowej sieci mitochondrialnej
[27]. Co wiecej, wykazano, ze zaburzenia fuzji i metaboli-
zmu mitochondriéw towarzyszace zahamowaniu ekspre-
sji Opal, jak i obu mitofuzyn jednoczesnie [27] sa bardzo
zblizone, co potwierdza wspoétdziatanie tych biatek.

UDZIAE MITOFUZYNY 2 W TWORZENIU
POEACZEN POMIEDZY MITOCHONDRIAMI
A SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA

Zjawisko tworzenia dimeréw przez mitofuzyny ma réw-
niez znaczenie dla wspoétwystepowania i oddzialywania
mitochondriéw z siateczka érédplazmatyczna. W przeci-
wienistwie do mitochondriéw zawierajacych obie formy
mitofuzyny (Mfn2 i Mfnl) w siateczce Srédplazmatycznej
wystepuje tylko Mfn2. Wydaje sie, ze o ile rola Mfn1 jest
szczegoblnie istotna w procesie fuzji mitochondriéw, to Mfn2
ma szereg innych funkcji w komoérce [28].
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Min?2 jest niezbedna zaréwno dla zachowania prawi-
dlowej morfologii siateczki Srédplazmatycznej, jak i jej
umiejscowienia wzgledem mitochondriéw, czyli wzajem-
nego oddziatlywania tych dwoéch organelli [23]. Wykazano,
ze obszar Mfn2 oddzialujacy z biatkami Ras jest niezbed-
ny aby Mfn2 mogta posredniczy¢ w tworzeniu polaczen
pomiedzy mitochondriami a ER, a brak Mfn2 objawia sie
zaburzeniami struktury ER (powstawanie agregatow i sku-
pisk) oraz znacznym obnizeniem efektywnosci pobierania
jonéw wapnia przez mitochondria w odpowiedzi na ak-
tywacje receptora inozytolo-1,4,5-trisfosforanu w siateczce
srédplazmatycznej [23]. Mutacje w genie Mfn2 prowadza
do zaburzenia oddzialywania pomiedzy blonami ER i bfo-
nami mitochondriéw [29], co moze powodowacé zaburzenie
dynamiki, a zatem czasu trwania i intensywnosci lokalnego
sygnatu wapniowego w komorce [28].

Co wazne, niektére mutacje w obrebie rejonéw HR2 mito-
fuzyny 2, zwigzane z CMT2A, a zatem interesujace z punktu
widzenia patofizjologii tej choroby, zaburzaja oddziatywania
miedzy mitochondriami i ER oraz istotnie zmieniajq archi-
tekture siateczki srédplazmatycznej. To powoduje oddalenie
sie tych struktur od siebie i wptywa na intensywnos¢ i profil
sygnalu wapniowego. W efekcie moze to by¢ przyczyna nie-
wlasciwej transmisji synaptycznej [21]. Buforowanie Ca** jest
jedna z waznych funkcji mitochondriéw, ktéra ma kluczowe
znaczenie w regulacji lokalnego stezenia tych jonéw. Bliskie
sasiedztwo i oddzialywanie magazynéw wapniowych w sia-
teczce srédplazmatycznej i z mitochondriami, wymagajace
obecnosci prawidlowej mitofuzyny 2 jest warunkiem wydaj-
nego pobierania Ca?* uwalnianego z magazynéw wapnio-
wych, co moze sprzyja¢ ich opréznianiu. Jest to warunkiem
koniecznym do aktywagji tzw. naplywu pojemnosciowego
jonéw wapnia do komérki. Podobnie buforowanie Ca** wni-
kajacych do komorki, zapobiega zwrotnemu hamowaniu
kanatu wapniowego w blonie plazmatycznej przez nagroma-
dzajace sie w jego poblizu jony Ca* i podtrzymuje naptyw
pojemnosciowy [30]. Jednakze samo buforowanie Ca** (obok
oczywistego dla utrzymywania homeostazy wapniowej wy-
twarzania ATP) chociaz niewatpliwie istotne nie wyczerpuje
wszystkich mozliwosci wplywania mitochondriéw na home-
ostaze wapniowa komorki. W przypadku naplywu pojem-
nosciowego kluczowymi etapami sa: (i) opréznienie maga-
zynéw wapniowych prowadzace do horyzontalnego prze-
mieszczania sie biatka STIM1 w blonie siateczki sré6dplazma-
tycznej i tworzenia agregatow; (ii) przemieszczenie sie tych
agregatow do miejsc kontaktu ER i blony plazmatycznej; (iii)
oddzialywanie biatka STIM1 z biatkiem Orai w blonie pla-
zmatycznej, co powoduje otwarcie kanaléw wapniowych w
PM. Obecnie wydaje sie, ze drugi z tych etapéw czyli migra-
gja agregatow STIM1 w blonie siateczki srédplazmatycznej
wymaga udzialu Mfn2 w mitochondriach oraz jest zalezny
of potencjalu blony mitochondrialnej, natomiast nie zalezy
ani od ATP ani od zdolnosci mitochondriéw do buforowania
jonéw wapnia [31].

W  mieéniach szkieletowych charakteryzujacych sie
szczegélnym uporzadkowaniem mitochondriéw warun-
kowa eliminacja Mfn 2 powoduje zaburzenia ich lokalizacji
i morfologii a takze metabolizmu, co w efekcie prowadzi
do zmniejszenia potencjalu blony mitochondrialnej oraz
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w efekcie ostabionego pobierania Ca** przez mitochondria
[32].

Oddziatlywania miedzy mitochondriami i innymi orga-
nellami z udzialem Mfn2 nie ograniczaja sie do siateczki
srodplazmatycznej. Wykazano bowiem, ze Mfn2 uczestni-
czy w oddzialywaniach z melanosomami i powstawanie
takich oddziatywan, podobnych w swojej strukturze do
oddzialywan mitochondriéw z siateczka srédplazmatyczng
jest zwigzane z biogeneza tych organelli. Niewykluczone,
ze rola mitochondriéw podobnie jak w przypadku ich od-
dzialywar z ER polega na buforowaniu Ca** uwalnianego z
melanosoméw w czasie ich dojrzewania. Pozbawienie genu
mitofuzyny 2 (podobnie jak zahamowanie wytwarzania
ATP w mitochondriach) uniemozliwia tworzenie takich od-
dzialywar i dojrzewanie melanosoméw [35, 36].

WPLYW MITOFUZYNY 2 NA TEMPO PODZIALU
I PROCES ROZNICOWANIA KOMOREK

Obecnoé¢ obszaru oddziatujagcego z biatkami Ras w
strukturze Mfn2 wskazuje na udzial tego biatka w szlakach
sygnatowych zwigzanych z cyklem komérkowym, co po-
twierdzajg badania in vitro i in vivo. U szczuréw szczepu
SHR (ang. spontaneously hypertensive rat) zaobserwowano,
ze rozrostowi miesni gladkich naczyn krwionosnych towa-
rzyszy zmniejszona ekspresja genu mitofuzyny 2 podczas
gdy nadekspresja tego genu powodowala zmniejszenie
tempa proliferacji, natomiast zwiekszata proapoptotyczny
wplyw H O,. Pierwotnie, gen mitofuzyny 2 badany byt w
kontekscie patologii nadciénienia tetniczego i znany byt pod
nazwa HSG (ang. hyperplasia suppressor gene) [37].

Antyproliferacyjne dzialanie mitofuzyny 2 zwigzane
jest z hamowaniem szlaku kinaz ERK/MAPK i moze by¢
niezalezne od aktywnosci fuzyjnej tego biatka [37]. Co wie-
cej, wptyw Mfn 2 na ten szlak wymaga udziatlu zaréwno
korica aminowego, jak i karboksylowego mitofuzyny 2. Ko-
niec aminowy moze oddzialtywac z biatkiem Raf-1 i efekt
ten wydaje sie niezalezny od lokalizacji biatka w komorce.
Natomiast koniec karboksylowy moze zmienia¢ aktywnosc¢
szlaku ERK/MAPK poprzez oddzialywanie z biatkiem Ras
[38].

Wykazano, ze oddzialywanie Mfn2 z bialkiem Ras od-
grywa znaczaca role w miogenezie zaleznej od insuliny.
Na skutek aktywacji kinazy PI3-K dochodzi do wzmozonej
aktywnosci mitochondriéw i nasilenia ich fuzji. Insulina
wydaje sie stymulowac ekspresje genu Mfn2, ktéra poprzez
zwiazanie z bialkiem Ras hamuje szlak sygnalowy zalezny
od kinazy MEK, co w efekcie powoduje zahamowanie po-
dzialu mioblastéw i ich ukierunkowanie na réznicowanie

[39].

Zmiany ekspresji genu kodujacego Mfn2 towarzysza
takze rozrostowi nowotworéw. W 2010 roku wykazano,
metoda analizy informatycznej sekwengcji genu i bialka po-
partej badaniami in vitro i in vivo, ze biatko p53 moze od-
dzialywacé z promotorem genu mitofuzyny 2, wptywajac na
jego ekspresje [40]. W ostatnich latach zaobserwowano, ze
w komorkach nowotworowych ekspresja genu Mfn2 jest
obnizona [41], a jej przywrécenie hamuje wzrost guzéw co
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obserwowano zaréwno w hodowlach in vitro [42] jak i w
ukladzie in vivo u myszy [43].

Badania ostatnich lat wykazaly réwniez udzial mitofuzy-
ny w procesie réznicowania komérek macierzystych. Poka-
zano, ze zahamowanie ekspresji obu mitofuzyn powoduje
odréznicowanie komoérek somatycznych poprzez oddziaty-
wanie ze szlakiem p53-p51, a przemianom tym towarzyszy
zmiana metabolizmu energetycznego komorki z fosforylacji
oksydacyjnej na glikolityczny, co odbywa sie poprzez zmia-
ny aktywnosci szlaku Ras-Raf oraz z udzialem czynnika
HIF-1a [44].

Udziat Mfn2 w tworzeniu oddziatywar mitochondriéw
z siateczka Srédplazmatyczng i w efekcie w buforowaniu
jonéw wapnia ma istotne znaczenie w regulacji aktywno-
Sci czynnika NFAT w komoérkach uktadu odpornosciowe-
go. Dysfunkcja Mfn2 powoduje nadmierny wzrost stezenia
Ca*" w cytosolu, aktywacje kalcyneuryny i w efekcie NFAT,
co sprzyja réznicowaniu komoérek hematopoetycznych. A
zatem, Mfn2 ma kluczowe znaczenie w procesie hemato-
poezy i w utrzymaniu puli hematopoetycznych komoérek
macierzystych o zachowanym potencjale do réznicowania
w limfocyty. W komérkach tych wiasciwy poziom ekspresji
genu Mfn2 jest utrzymywany dzieki krotkiej formie koak-
tywatora transkrypcji Prdm 16, ktéry jest selektywnie wy-
twarzany w macierzystych komoérkach hematopoetycznych
[32].

ROLA MITOFUZYNY 2 W TRANSPORCIE
MITOCHONDRIOW

Wykazano, ze Mfn2 umozliwia kotwiczenie mitochon-
driéw do komérkowego systemu transportujacego oparte-
go o bialka motoryczne: kinezyne i dyneine. Transport mi-
tochondriéw wzdluz neurofilamentéw odbywa sie poprzez
oddzialywanie mitofuzyny z kompleksem biatek Miro i
Milton [45]. Wydaje sig, ze obie mitofuzyny moga oddzia-
tywac¢ z biatkami transportujacymi, jednak w neuronach
wykazano, ze zaburzenia ekspresji genu Mfn2 w wiekszym
stopniu uposledzaty ruchliwo$¢ mitochondriéw. Podejrze-
wa sie, ze mniejsza rola Mfnl w transporcie mitochondriéw
w aksonach moze wynikac z jej stosunkowo niskiej ekspresji
w nerwach obwodowych [4, 45].

Zaburzenia transportu mitochondriéw wykazano takze
in vitro w hodowli neuronéw czuciowych obwodowego
ukladu nerwowego, w ktérych wywolano nadekspresje
genu kodujacego Mfn2 z mutacja sprawcza CMT2A [46].
Obserwowano obnizenie ruchliwosci mitochondriéw, ich
agregacje oraz zaburzenia w rozlokowaniu, zaréwno w cie-
le komorki nerwowej, jak i w aksonie. Nieréwnomierne roz-
mieszczenie mitochondriéw obserwowano takze w biop-
sjach nerwéw chorych z CMT2A. Skupiska mitochondriéw
obserwowano we wszystkich obszarach komoérek nerwo-
wych, z tym, Ze najsilniej byly one zaznaczone w miejscach
tworzenia potaczen nerwowych [19].

WPLYW MITOFUZYNY 2 NA METABOLIZM

Pomimo duzej homologii w budowie pomiedzy Mfnl i
Mfn2, wykazano, ze Mfn2 moze pelni¢ dodatkowe funk-
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¢je, nie zwigzane z jej funkcja fuzyjna [47]. Zwigzek mie-
dzy Mfn2 a metabolizmem zaproponowat po raz pierwszy
Zorzano w kontekscie badan nad cukrzyca [5]. Obnizenie
ekspresji genu Mfn2 opisano zaréwno u otylych szczuréw,
jak i u chorych z cukrzyca typu II. Zahamowaniu aktyw-
nosci Mfn2 w watrobie szczuréw towarzyszyly zaburzenia
metaboliczne objawiajace si¢ m. in. nietolerancja glukozy i
nasilona glukoneogeneza oraz zaburzeniem proceséw regu-
lowanych przez insuline [8].

W komorkach mieéni szkieletowych, ktérych metabolizm
jest szczegdlnie wazny dla utrzymywania wiasciwego ste-
zenia glukozy w osoczu, zmniejszenie ekspresji genu Mfn2 i
zwiazane z tym nieprawidlowe funkcjonowanie mitochon-
driéw powoduja zwiekszenie wytwarzania H,O,, zaburze-
nie homeostazy wapniowej, co w efekcie doprowadza do
rozwoju stresu siateczkowego, aktywacji kinazy JNK oraz
insulinoopornoéci [8]. Istotnie, obnizona ekspresje Mfn2
opisano takze w mieéniach szkieletowych i w watrobie w
warunkach cukrzycy typu 2 [8,33,38]. Uwaza sie takze, ze
zmniejszone oddzialywanie siateczki srédplazmatycznej i
mitochondriéw moze by¢ przyczyna apoptozy oraz zabu-
rzonej syntezy lipidéw, przekaznictwa synaptycznego i in-
nych procesow, ktérych przebieg zalezy od jonéw wapnia
[8, 34]. Powyzsze przyklady i cytowane prace wskazuja na
bardzo zlozone relacje pomiedzy mitochondriami a ER ko-
nieczne dla zachowaniu homeostazy wapniowej i powazne
skutki ich zaburzenia.

W komoérkach, w ktoérych ekspresja genu Mfn2 byla zaha-
mowana obserwowano obnizenie wartosci potencjalu we-
wnetrznej btony mitochondrialnej oraz aktywnosci cyklu
Krebsa, dodatkowo obserwowano zmniejszenie utleniania
glukozy oraz wykorzystania tlenu [7]. W komérkach mie-
$ni szkieletowych stan ten sprzyjal nasileniu beztlenowej
glikolizy w odpowiedzi na energetyczne zapotrzebowanie
komorki oraz znacznie zmniejszal utlenianie glukozy, po-
tencjal blony mitochondrialnej, zuzycie tlenu, wywotane
brakiem Mfn2 [5].

Poprzez udzial w tworzeniu prawidtowej sieci mitochon-
drialnej oraz posredniczenie w oddzialywaniu mitochon-
driéw z siateczka srédplazmatyczna mitofuzyna 2 jest istot-
na w regulacji proceséw bioenergetycznych. Mfn2 moze
réwniez wplywaé na procesy bioenergetyczne niezaleznie
od udzialu w fuzji mitochondriéw, m.in. poprzez wpltyw na
ekspresje genéw kodujacych w genomie jadrowym biatka
taficucha oddechowego [7]. W badaniach in vitro wykazano,
ze brak Mfn2 znaczgco obniza synteze kodowanych jadro-
wo biatek podjednostek komplekséw 1, II, 111 i V, natomiast
nadekspresja jej genu powoduje zwigekszona synteze bialek
kompleksu I, IV i V, pozostajac bez wptywu na kompleks II
i III. Mechanizm tej zaleznosci nie zostat w pelni poznany.

Wykazano, ze mitochondria izolowane z mézgéw my-
szy transgenicznych zawierajacych ludzka Mfn2 z mutacja
R49Q stwierdzana u chorych na CMT charakteryzuja sie
zmniejszeniem aktywnosci komplekséw oddechowych 1II i
Vi w efekcie zmniejszona wydajnoscia oksydacyjnej fosfo-
rylacji. Intrygujaca obserwacja bylo cofanie tych efektéw w
obecnosci inhibitora mitochondrialnego kanatu potasowe-
go hamowanego ATP (mKATP) a takze ich wywolywanie

153



przez podanie aktywatora tego kanatu niezaleznie od mu-
tacji w genie mitofuzyny 2. Obserwacje te nie tylko suge-
ruja Scisle oddziatywanie miedzy kompleksami laricucha
oddechowego i mKATP, ale takze rzucaja nowe $wiatlo na
patogeneze choroby CMT [27]

W badaniach na fibroblastach chorych z CMT2A réwniez
obserwowano zaburzenia aktywnosci komplekséw odde-
chowych oraz wynikajace z tego obnizZenie potencjatu bto-
nowego mitochondriéw [15]. Ponadto wiele badan potwier-
dza, ze wplyw Mfn2 na metabolizm moze by¢ niezwigzany
z jej aktywnoscig fuzyjng. Wykazano to m. in. w badaniach
z udziatem zmodyfikowanej Mfn2, pozbawionej domen ko-
twiczacych to biatko w blonie mitochondrium. Mitofuzyna
2 pozbawiona domeny transblonowej nie moze posredni-
czy¢ w fuzji mitochondriéw, jednak wykazano zwiazek po-
miedzy ekspresja genu tak zmodyfikowanej mitofuzyny 2 a
nasileniem metabolizmu komérkowego [48].

UDZIAL MITOFUZYNY 2 W KONTROLI
JAKOSCI MITOCHONDRIOW I MITOFAGII

Procesem przeciwnym z punku widzenia skutkéw do
biogenezy mitochondriéw jest mitofagia. Jest to proces pro-
wadzacy do eliminacji wadliwych mitochondriéw poprzez
ich polaczenie z autofagosomem. Rozwazania o zalezno-
Sciach dynamiki mitochondriéw i kontroli ich jakosci moz-
na znalezé w pracy przegladowej [49]. Najlepiej poznanym
mechanizmem mitofagii u ssakéw jest eliminacja mitochon-
driéw z udzialem kinazy PINK1 (ang. PTEN-induced kina-
se 1) oraz zaleznej od PINKI rekrutacji ligazy E3 ubikwi-
tyny, Parkiny. Kinaza PINK1 ma domene kierujaca biatko
do mitochondriéw w zwiazku z czym jest transportowana
przez blony mitochondrialne a nastepnie degradowana.
Natomiast w mitochondriach o zaburzonym potencjale bto-
nowym, kinaza PINK1 kumuluje sie w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Kinaza PINK1 rekrutuje Parkine, ktéra
po ufosforylowaniu przez PINK1 odpowiada za ubikwity-
nylacje wybranych biatek na powierzchni mitochondrium,
a powstale laficuchy ubikwityny sa sygnatem do dalszych
etapow degradacji w systemie UPS (ang. ubiquitin proteaso-
me system).

Do niedawna sadzono, ze w procesie mitofagii mitofu-
zyna 2 podlega ubikwitynylacji przez aktywowana przez
PINK1 Parkine, podobnie jak szereg innych bialek ze-
wnetrznej blony mitochondrialnej. Badania ostatnich lat
wykazaly jednak szczegdlng role Mfn2 w tym procesie. W
poczatkowym etapie mitofagii, PINK1 fosforyluje reszty
treoniny 111 i seryny 442 w czasteczce Mfn2, ktéra w tej for-
mie bezposrednio uczestniczy w przytaczeniu Parkiny, sta-
nowiac niejako jej receptor, a catkowity brak Mfn2 hamuje
translokacje Parkiny do mitochondriéw [50].

Jak wykazano w badaniach kardiomiocytéw in wvitro,
mozliwoé¢ eliminacji mitochondriéw na drodze mitofagii
jest istotna w przemianie metabolicznej komorek o charak-
terze ptodowym, ktére pozyskuja energie gtéwnie z meta-
bolizmu weglowodanéw w dojrzate kardiomiocyty wyko-
rzystujace metabolizm kwaséw ttuszczowych [51]. O zna-
czeniu prawidlowego procesu mitofagii dla losow komo-
rek swiadczy wiele zjawisk, m.in. fakt, Ze mutacje w genie

154

PINKT1 oraz Parkiny sa bezposrednia przyczyna rodzinnych
postaci choroby Parkinsona [52].

MFN2 W KARDIOPROTEKCJI I NEUROPROTEKC]JI

W innych badaniach z udziatem kardiomiocytéw wyka-
zano, ze calkowite usunigcie Mfn2 z mitochondriéw op6z-
nia otwarcie megakanatu mitochondrialnego (MPTP) oraz
zwieksza tolerancje komorek dla wysokich stezeni jonow
wapnia i reaktywnych form tlenu. W efekcie przezywal-
noé¢ tych komoérek po epizodzie ischemiczno-reperfuzyj-
nym jest znaczgco zwiekszona. Doswiadczenia prowa-
dzono na izolowanych mitochondriach w zwiazku z czym
przypuszcza sig, ze udzial oddzialywan mitochondriow
z siateczka $roédplazmatyczna ma niewielki udziat w tym
zjawisku. Natomiast wplyw Mfn2 na utworzenie mega-
kanalu mitochondrialnego, a jednoczeénie regulowanie
stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie oraz tworzeniu re-
aktywnych form tlenu, moze stanowi¢ element miedzy mi-
tochondrialnego przekazywania sygnatu, umozliwiajacy
skoordynowanie mitochondrialnego potencjatu btonowe-
go z calym szeregiem zjawisk komérkowych np. depola-
ryzacja blony komoérkowej. Poniewaz Mfn2 nie musi bez-
posrednio uczestniczy¢ w powstaniu MPTP przypuszcza
sie, ze jej modulujacy wplyw na powstanie megakanalu
mitochondrialnego moze wynikaé posrednio z jej funkcji
fuzyjnej i modelujacej blone mitochondrialna. Mfn2 moze
takze oddzialywacé z biatkami Bax i Bad, ktére uczestnicza
w powstaniu poréw w zewnetrznej blonie mitochondrial-
nej (MOMP, ang. mitochondria outer membrane pearmabiliza-
tion) [53].

Natomiast przeciwny, anty-apoptotyczny efekt mi-
tofuzyny 2 wykazano w badaniach na komérkach hipo-
kampa [54,55]. W modelach in vivo i in vitro wykazano,
ze na skutek hipoksji dochodzi do obnizenia ekspresji
genu Mfn2 oraz aktywagji szlaku sygnatowego zaleznego
od kinazy ERK1/2. Nadekspresja genu kodujacego Mfn2
w neuronach hipokampa zwiekszata przezywalnosé ko-
morek, czemu towarzyszylo zahamowanie fragmentacji
mitochondriéw oraz wzrost stosunku biatek Bcl-2/Bax,
ktéry ulega obnizeniu na skutek hipoksji. Dodatkowo
wykazano, ze Mfn2 w komérkach HEK293 bezposrednio
oddziatuje z biatkami z rodziny Bcl-xI, co moze sugero-
wad, ze anty-apoptotyczna rola Mfn2 odbywa sie poprzez
jej oddziatywanie z biatkami rodziny Bcl-2 [55].

Powyzsze obserwacje wyraznie wskazuja, ze wplyw
Mfn2 na proces apoptozy jest bardzo zloZony i zalezy od
wielu czynnikéw, m.in. typu komorki. Jednoczesnie prace
ostatnich lat rzucaja nowe $wiatlo zaréwno na role Mfn2 w
mitofagii jak i neuroprotekcyjna role mitofagii w uszkodze-
niu niedokrwiennym.

Przypuszcza sig, ze neuroprotekcyjny efekt mitofa-
gii moze wynikaé z eliminacji uszkodzonych mitochon-
driéw, dzieki czemu ograniczeniu ulega wyplyw cy-
tochromu ¢ z mitochondriéw, a co za tym idzie ograni-
czenie aktywacji zaleznej od mitochondriéow apoptozy.
Jednoczesnie rola bialek zaangazowanych w dynamike
sieci mitochondrialnej m.in. Mfn1 i Mfn2 oraz Drpl (ang.
dynamin related protein 1) w uszkodzeniu ischemiczno-re-
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perfuzyjnym moézgu jest intensywnie badana, biorgc pod
uwage fakt, ze podzial mitochondriéw sprzyja inicjacji
mitofagii i moze by¢ elementem neuroprotekcyjnym. A
zatem lepsze poznanie mechanizméw mitofagii w ische-
micznym uszkodzeniu moézgu, jak réwniez roli Mfn2 w
tym procesie moze przyczynic sie do opracowania strate-
gii terapeutycznych.

MUTACJE W GENIE MITOFUZYNY 2

Locus genu Mfn2 w genomie jadrowym cztowieka zlo-
kalizowano, na krétkim ramieniu chromosomu pierwszej
pary (w pozycji 1p36.22). Zawiera on 19 obszaréw koduja-
cych (eksonéw), ktérych sekwencja nukleotydowa jest za-
chowana ewolucyjnie.

Mitofuzyna 2, wraz ze swoim analogiem, mitofuzyna
1, stanowia odpowiednik (ortolog) biatka Fzol (ang. Fuz-
zy Omion Protein) drozdzy oraz biatka Fzo muszki owo-
cowki Drosophila melanogaster [20]. Stwierdzono takze
wysoki stopient podobiefistwa genu Mfn2 u ludzi i gryzo-
ni, wynoszacy odpowiednio 95% w odniesieniu do genu
Mfn2 szczura [5] oraz 90% w odniesieniu do genu Mfn2
myszy [56].

Dotychczas zidentyfikowano ponad 100 mutacji w genie
Mfn2 o prawdopodobnym charakterze patogennym [57].
Wiekszos¢ z nich jest mutacjami punktowymi zmiany sen-
su, prowadzacymi do zamiany jednego z aminokwaséw
budujacych biatko Mfn2. Zdecydowana wiekszo$¢ mutacji
spotykanych u ludzi w genie Mfn2 lokalizuje si¢ w dome-
nie hydrolizujacej GTP [22]. Najczesciej spotykana mutacja
wéréd niespokrewnionych chorych z CMT2A jest mutacja
94-ego kodonu, czyli argininy. Kodon ten znajduje si¢ na
skraju domeny GTPazowej, w regionie ewolucyjnie zacho-
wanym.

Mutacje w genie Mfn2 sa dziedziczone w sposéb auto-
somalny dominujacy. Jednak w ostatnich latach opisano
pojedyncze niespokrewnione rodziny, w ktérych dziedzi-
czenie mutacji Mfn2 odbywa si¢ w sposéb recesywny lub o
domniemanym recesywnym charakterze [58].

Jak dotad nie udalo sie stwierdzi¢ prawidiowosci po-
miedzy rodzajem i miejscem wystgpienia mutacji a nasile-
niem objaw6éw choroby CMT2A. Zaobserwowano, ze formy
CMT2A, w ktérych na skutek mutacji w genie Mfn2 docho-
dzi takze do uszkodzenia nerwu wzrokowego charaktery-
zuje ciezszy przebieg [18]. Z kolei u wszystkich rodzin, u
ktérych stwierdzono recesywny sposéb dziedziczenia mu-
tacji Mfn2, notowano wczesne pojawienie si¢ pierwszych
symptoméw choroby [58].

Z uwagi na brak prawidlowosci pomiedzy typem
mutacji a obrazem klinicznym nie mozna wykluczyé¢, ze
do uszkodzenia aksonalnego towarzyszacego chorobie
CMT2A przyczyniaja sie rézne zjawiska, wynikajace za-
réwno z zaburzenia sieci mitochondrialnej, metabolizmu
mitochondriéw, jak i ich transportu wzdtuz aksonéw.
Niemniej jednak, specyficznos¢ objawéw ograniczona do
nerwoéw obwodowych sktania do poszukiwan wspdlnego
mechanizmu uszkodzenia.
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PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej przyklady nie wyczerpuja
wszystkich procesow komérkowych, w ktérych uczestni-
czy mitofuzyna 2. Celem byto wskazanie, ze mitofuzyna 2
jest bialkiem o wielu funkcjach. Wiekszo$¢ z nich, ale nie
wszystkie, jest zwiazanych z jej udzialem w fuzji mitochon-
driéw, tworzeniem sieci mitochondrialnej i jej oddziatywa-
niem z siateczka §rédplazmatyczna, co écisle wiaze sie z ho-
meostazg wapniowa komorki. Udzial mitofuzyny 2 w prze-
biegu CMT typu 2A oraz w innych stanach chorobowych
nie bedacych neuropatiami podkresla znaczenie tego bial-
ka w komoérkach réznych typéw. Jego badanie moze mie¢
istotne znaczenie dla poznania patofizjologii wielu choréb.
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ABSTRACT

Results of an intensive research performed during last 25 years have revealed that an understanding of biochemical and molecular principles
of oxidative phosphorylation has not finished the streak of ground-breaking discoveries of newly identified mitochondrial functions in nu-
merous cellular processes. Among other things it has been shown that mitochondria undergo reversible fission and fusion processes, and may
form a complex network which functionally and structurally interacts with the endoplasmic reticulum membranes and probably also other
organelles. An organization of mitochondrial network is closely controlled and is of high importance for numerous intracellular processes to
occur properly. In this review, mitofusin 2 - one of a few proteins involved in a maintenance of an appropriate mitochondrial architecture, and
in the consequence in the regulation of mitochondrial metabolism and calcium signalling, the controlling of the mitochondrial DNA level,
and the regulation of cell proliferation and differentiation is the focus. Mutations within mitofusin 2-encoding gene are a cause of Charcot-
-Marie-Tooh 2A - type neuropathies while an affected expression of this protein seems to be related to neoplasia, type 2 diabetes, or vascular
hyperplasia. Numerous experimental data confirm pleiotropic effects of mitofisin 2 in animal cells.
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