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STRESZCZENIE

Poza produkcja ATP mitochondria reguluja wiele proceséw, miedzy innymi apoptoze,
neurodegeneracje, kancerogeneze i starzenie. Genom mitochondrialny ssakéw ma za-
ledwie 16,5 kb i koduje mniej niz 20 polipeptydéw i zestaw rRNA i tRNA. Pozostale geny
kodujace bialka mitochondrialne znajduja sie¢ w jadrze komérki. Prawidlowy metabolizm
wymaga stalej komunikacji pomiedzy mitochondriami a jadrem. Niniejszy artykul przed-
stawia nowe odkrycia dotyczace komunikacji jadrowo-mitochondrialnej: import regulatoro-
wych miRNA z cytosolu do wnetrza mitochondriéw, eksport RNA z mitochondriéw, nowe
3 peptydy kodowane przez genom mitochondrialny oraz transfer DNA mitochondrialnego
do genomu jadrowego. Mechanizmy i znaczenie tych proceséw nie sa do korica poznane i
stanowia kolejne wyzwanie dla wspélczesnej biologii molekularnej.

WPROWADZENIE

Mitochondria sa potomkami dawnych prokariotycznych organizméw, po-
dobnych do wspoélczesnych alfa-proteobakterii, ktére zasiedlily niegdys$ wne-
trze komorki proto-eukarionta i ustanowily Scisla symbioze, trwajaca miliardy
lat. W ciagu tego czasu genom mitochondrialny zostal zredukowany i wiekszos¢
genéw przeniosta sie do jadra komérkowego. Pozostalo jedynie kilkanascie ge-
néw kodujacych biatka faricucha oddechowego, oraz komplet tRNA i dwa rybo-
somalne RNA. U ssakéw mitochondrialny DNA ma zaledwie 16,5 kb.

WSPOELPRACA JADROWO-MITOCHONDRIALNA

Ze wzgledu na miniaturowe rozmiary genomu mitochondrialnego, biogene-
za mitochondriéw wymaga ekspresji 1000-1500 genéw jadrowych. Ekspresja ta
jest regulowana tkankowo-specyficznie, zalezna od stadium rozwoju organizmu
oraz od réznorodnych wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych bodzcow. Tak wiec
oba genomy, jadrowy i mitochondrialny, musza ze soba $cisle wspélpracowac,
aby utrzymaé homeostaze komérki. Sciezki sygnalowe regulacji jadrowo-mito-
chondrialnej biegng w dwéch kierunkach: od mitochondriéw do jadra (tzw. re-
gulacja retrograde) oraz od jadra do mitochondriéw (tzw. regulacja anterograde).

Pionierem badania regulacji typu retrograde byt Ronald A. Butow, ktéry sko-
rzystal z faktu, ze drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisine moga przezywac
bez genomu mitochondrialnego, uzyskujac ATP z procesu fermentacji. Badajac
w latach 80" i 90" XX wieku, ktére geny jadrowe zmieniajg ekspresje u drozdzy
po usunieciu genomu mitochondrialnego, R.A. Butow uzyskat pierwsze dane na
temat regulacji typu retrograde. P6Zniejsze badania na modelach komérek ssa-
czych wykazaly, ze regulacja retrograde jest zwigzana ze Sciezkami sygnalowymi
TOR, a takze ze $ciezkami sygnalowymi Ca?" aktywujacymi NFkappaB, NFAT i
ATEF [1] W dalszym ciagu jednak precyzyjny model regulacji jadrowo-mitochon-
drialnej nie jest opracowany.

Regulacja funkcji komérkowych przez mitochondria ma podstawowe znacze-
nie dla wielu proceséw biologicznych. Mysie modele sugeruja, Ze starzenie sie
ssakow jest zalezne of funkcji mitochondriéw [2], z kolei uposledzenie aktywno-
$ci mitochondriow powoduje zmiane komoérek rakowych w bardziej agresywne
i dajace przerzuty [3]. Nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw spowo-
dowane mutacjami w mtDNA jest przyczyna ciezkich i nieuleczalnych choréb
(wiecej w artykule Ewy Bartnik w tym wydaniu Postepéw Biochemii).

Z powyzszych przyczyn badanie wzajemnej regulacji ekspresji genéw jadro-
wych i mitochondrialnych ma fundamentalne znaczenie dla rozwoju biologii i
medycyny. Ostatnie lata przyniosty wiele nieoczekiwanych odkry¢ w tej dzie-
dzinie, gléwnie dotyczacych nieoczekiwanych wedréwek mitochondrialnych
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bialek, RNA i DNA. Niniejszy artykul skupia sie na takich
nowych aspektach regulacji.

WEDROWKI BIALEK

Prawie wszystkie biatka mitochondrialne sa kodowane
przez genom jadrowy i syntetyzowane w cytosolu, a na-
stepnie transportowane do wnetrza mitochondriéw. Wiek-
sz0s¢ tych biatek posiada na N-koricu sekwencje sygnalowa,
ktéra tworzy kilkadziesigt aminokwaséw, a ktéra jest roz-
poznawana przez mitochondrialny system importu biatek.
Ostatnie lata przyniosty jednak wiele danych na temat nie-
oczekiwanej obecnosci niektérych biatek w mitochondriach.
Biatka takie nie posiadaja sekwencji sygnatowej, a jednak w
okreslonych stanach fizjologicznych moga znalez¢ sie¢ w mi-
tochondriach: naleza tu miedzy innymi TP53, telomeraza
czy biatko Ago2 (Argonaute). Ich funkcje w mitochondriach
sq przedmiotem intensywnych badan. Taka podwdjna lo-
kalizacja, zwana ,dual targeting” czy ,moonlighting”, jest
stwierdzana dla coraz wiekszej liczby biatek, uprzednio
uwazanych za wytacznie cytosolowe lub jadrowe [4].

W 2015 roku opublikowano przelomowa prace na temat
eksportu bialek z przestrzeni miedzyblonowej mitochon-
driéw do cytosolu [5]. Odkrycie to uwodnilo istnienie me-
chanizmu regulujacego wyrzucanie nieprawidlowo sfat-
dowanych biatek po ich uprzednim imporcie poprzez ze-
wnetrzna btone mitochondrialng. Szczegély znajdzie Czy-
telnik w artykule Wasilewskiego i wsp., opublikowanym w
niniejszym zeszycie Postepéw Biochemii.

WEDROWKI RNA

IMPORT RNA DO MITOCHONDRIOW

Mitochondria otoczone sa podwéjna btona bialkowo-lipi-
dowg, uwazang dawniej za nieprzepuszczalng dla kwasow
nukleinowych. Jednak od wielu lat znany byl fakt importu
do wnetrza mitochondriéw kilku rodzajéw RNA: na przy-
ktad mitochondria roslinne wymagaja kilku tRNA, ktére nie
sq kodowane w mtDNA, za$ mitochondria wszystkich ga-
tunkéw importuja cytosolowy rybosomalny 5SRNA, ktory
najprawdopodobniej nie wchodzi w sktad mitochondrial-
nych rybosomoéw, a jego rola w mitochondriach jest niejasna
([6]; N. Entelis, informacja ustna).

Fakt importu niektérych RNA z cytosolu do mitochon-
driéw oznaczal koniecznoé¢ istnienia systemu zdolnego
do translokacji RNA przez blony mitochondrialne. Kluczo-
wym elementem takiego systemu okazalo sie biatko PNP
(PNPaza, fosforylaza polinukleotydowa), enzym o aktyw-
noéciach rybonukleazy i syntetazy ogonéw poliA [7]. PNPa-
za ma podwdjna funkcje w ludzkich mitochondriach, razem
z helikaza hSuv3 enzym ten jest bowiem czescig kompleksu
zwanego degradosomem mitochondrialnym, ktéry lokali-
zuje sie w macierzy mitochondrialnej [8,9].

Ostatnie lata przyniosty nowe dane na temat impor-
tu RNA z cytosolu do mitochondriéw. Okazatlo sie, ze
czateczki cytosolowego mikro RNA (miRNA) sg w sta-
nie wnika¢ do mitochondriéw i regulowac ekspresje nie-
ktérych genéw mitochondrialnych. miRNA sg matymi,
niekodujacymi czasteczkami RNA o dlugosci ok. 18-25
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nukleotydéw, ktére reguluja potranskrypcyjng ekspresje
gendéw poprzez komplementarne oddzialywanie z cza-
steczkami mRNA. Wyciszenie konkretnych mRNA po-
przez miRNA moze odbywacé sie poprzez destabilizacje
mRNA lub zahamowanie translacji. Ludzki genom jadro-
wy koduje ok. 1000 miRNA, z ktérych kazdy moze mieé
wiele docelowych czasteczek mRNA, w ten sposéb ok.
60% genéw moze ulegac regulacji poprzez miRNA. Nie-
prawidtowosci w regulacji poprzez konkretne miRNA sg
zwigzane z wieloma stanami patologicznymi, jak nowo-
twory, choroby serca, cukrzyca, choroby neurodegenera-
cyjne i immunologiczne.

Odkrycie w mitochondriach ludzkich obecnosci wie-
lu miRNA, ktére sa importowane z cytosolu byto duzym
zaskoczeniem. Barrey i wsp. [10] wykazali obecnosé w
mitochondriach miR : Let-7b, miR-365, pre-Let-b oraz pre-
-miR-302a. Lakshmi Sripada i wsp. [11] na podstawie tzw.
glebokiego sekwencjonowania RNA zidentyfikowali 428
znanych i 196 nowych miRNA w mitochondriach ludzkiej
linii komérkowej HEK293 oraz 327 znanych i 13 nieznanych
miRNA w mitochondriach komérek HeLa. Ponadto wykryli
oni w mitochondriach populacje matych RNA pochodzenia
jadrowego, nalezacych do klas snRNA i snoRNA. Nieocze-
kiwane bylo takze znalezienie piRNA, ktérym dotychczas
przypisywano jedynie role w supresji retrotranspozonéw
podczas spermatogenezy.

Jakie sa funkcje importowanych czgsteczek RNA do mi-
tochondriéw? Na drodze analiz informatycznych uzyskano
dane na temat mozliwych sekwencji docelowych dla miR-
NA w mitochondriach [10,11]. Réwnocze$nie z tymi bada-
niami uzyskano dane na temat obecnosci w mitochondriach
biatka Ago2 i Ago3, ktdre sa posrednikami w potranskryp-
cyjnej regulacji poprzez mikro RNA. Wreszcie uzyskano
dane na temat regulacji konkretnych genéw mitochondrial-
nych poprzez miRNA translokowane do mitochondriow:
w kardiomiocytach szczura miR-181c hamowal specyficz-
nie translacje mRNA genu COX1 (podjednostka oksyda-
zy cytochromowej) [12]. Nieoczekiwanym wynikiem byla
obserwacja, ze w mioblastach mysich miR-1 stymulowal
translacje mitochondrialnych genéw ND1 i COX1 [13]; jest
to dotychczas jedyny przypadek podwyzszania ekspresji
genu poprzez mikro RNA. Mechanizm tego zjawiska jest
dotychczas niewyjasniony.

Dane uzyskane w ostatnich kilku latach nie pozostawiaja
watpliwosci, ze cytosolowe RNA sa w stanie regulowac eks-
presje genéw mitochondrialnych. Obraz jest bardzo zlozo-
ny, nie jest jasne jakie biatka uczestnicza w imporcie matych
RNA do mitochondriéw. Wstepne dane sugeruja, Ze mito-
chondria réznych tkanek maja specyficzne dla siebie profile
matych, importowanych RNA.

EKSPORT RNA Z MITOCHONDRIOW

Mitochondria nie tylko sa w stanie importowa¢ RNA
z cytosolu, ale takze moga eksportowaé¢ RNA kodowane
przez genom mitochondrialny. Analiza informatyczna 16,5
kb mitochondrialnego DNA ujawnila sekwencje prekurso-
rowe, ktére moga kodowaé miRNA. Pierwsza taka analiza
zostata opublikowana przez Barreya i wsp. [10], nasze dane
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uzyskane z wykorzystaniem nowszych algorytmow suge-
ruja, ze takich presekwencji jest 25 (R. Jaksik, J. Rzeszowska
i P. P. Stepieni; dane nieopublikowane). Udowodnienie, ze
eksport takich miRNA rzeczywiécie zachodzi jest bardzo
trudne technicznie (wedtug ustnych informacji E. Barreya
z201571.).

Najciekawszym przykladem funkcjonowania mito-
chondrialnego RNA poza mitochondriami jest szpilka
mt16SrRNA odkryta przez grupe Luisa O. Burzio z Chile
[14,15]. Czasteczka ta jest zbudowana z antysensownego
fragmentu mitochondrialnego 16SrRNA kowalencyjnie
zlaczonego z sensownym fragmentem mt16SrRNA. Kom-
plementarnosé tych sekwencji RNA powoduje utrzymy-
wanie struktury szpilki do wloséw z petla. Sposéb po-
wstawania tej czasteczki jest niejasny, sugerowano nawet
udzial zmieniajacej matryce RNA-zaleznej polimerazy
RNA [16]. Wyciszenie tego hybrydowego RNA powo-
duje apoptoze komoérek nowotworowych, bez zadnego
wplywu na zywotnosé komoérek normalnych. Obserwacja
ta stala sie podstawa do opracowania leku przeciwnowo-
tworowego. W 2015 roku FDA zezwolita na przeprowa-
dzenie pierwszej fazy badan klinicznych. Dwuniciowy
fragment szpilki wydaje sie by¢ substratem do powsta-
wania trzech mikroRNA regulujacych proliferacje komo-
rek [16].

Innym, nie mniej fascynujacym transkryptem mitochon-
drialnym jest LIPCAR, ktory jest fuzja dwoéch antysensow-
nych fragmentéw mitochondrialnych RNA: pochodzacych
z genéw CytB i COX2. LIPCAR ma dlugosé¢ 781 nt, zas ko-
dujace go loci na mitochondrialnym DNA sa odlegte o ok.
8 kbp. Tak wiec sposoéb powstawania tej niewielkiej anty-
sensownej hybrydowej czasteczki RNA jest nieznany. Jedna
z mozliwosci jest transkrypcja w jadrze komérkowym, na
matrycy sekwencji mtDNA, ktére sa tam obecne w licznych
kopiach (zwane NUMTS, patrz ponizej). LIPCAR wystepu-
je w krwi obwodowej pacjentéw z choroba niedokrwienna
serca i moze by¢ istotnym czynnikiem prognostycznym [17,
18].

DNA MITOCHONDRIALNE W GENOMIE JADROWYM

Prastara ewolucyjnie $ciezka transferu genéw mitochon-
drialnych do jadra komérkowego jest ciggle czynna. Wyni-
kiem jej dziatania sg liczne miejsca w genomie jadrowym,
zasiedlone przez wigksze lub mniejsze fragmenty DNA mi-
tochondrialnego. W genomie czlowieka takich loci zwanych
NUMT (ang. nuclear mitochondrial) jest 755, niektére repre-
zentuja ponad 90% sekwencji mtDNA [19]. Znane sa nielicz-
ne przypadki choréb zwigzanych z transferem de novo mi-
tochondrialnego DNA do genomu jadrowego: przykiadem
jest pacjent z polidaktylig z obszaru dotknietego katastrofa
w Czarnobylu [20].

Generacja nowych NUMTs odbywa sie takze w komor-
kach nowotworowych, jednak znaczenie tego procesu jest
niejasne [19]. Panuje poglad, ze NUMTS sa nieaktywnymi
pseudogenami, jednak problem ten wymaga dalszych ba-
dan, szczegdlnie w kontekscie kontrowersji na temat jadro-
wego czy mitochondrialnego pochodzenia bialka zwanego
humaning (omawianego ponizej).
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NOWO ODKRYTE POLIPEPTYDY KODOWANE
PRZEZ GENOM MITOCHONDRIALNY

Przez kilkadziesiat lat wydawalo sie, ze mitochondrialny
DNA ssakéw koduje jedynie 13 polipeptyddéw, niezbednych
do prawidiowego funkcjonowania faricucha oddechowego.
W ostatnich latach okazalo sie, Ze istniejg jeszcze dodatko-
we trzy krétkie polipeptydy pochodzenia mitochondrialne-
go: humanina, Gau i MOTS.

HUMANINA

Humanina jest peptydem o diugosci 24 reszt amino-
kwasowych, ktéry jest kodowany przez krétki ORF w
obrebie mitochondrialnego genu kodujacego 16S ryboso-
malny RNA. Z uwagi na wystepowanie takich ORFow w
NUMTs, czyli jadrowych sekwencjach przypominajacych
mitochondrialne, miejsce transkrypcji i translacji humani-
ny jest przedmiotem kontrowersji. Humanina zostata od-
kryta w 2001 u pacjenta z choroba Alzheimera. Okazato
sie pézniej, ze peptyd ten wystepuje w wielu tkankach
oraz w plynach ustrojowych. Humanina ma dzialanie
cytoprotekcyjne, ochrania komérki przed stresem oksy-
dacyjnym, neurodegeneracja, stanami zapalnymi, wspo-
maga wrazliwoé¢ komoérek na insuline, hamuje apoptoze,
dziala takze bezposrednio na mitochondria powodujac
wzrost syntezy ATP [21,22]. Z drugiej strony, podwyz-
szone poziomy humaniny stwierdzano w chtoniaku skoér-
nym T-komérkowym (ang. cutaneous T-cell lymphoma) [23]
i sugerowano role humaniny w powstawaniu i przezywa-
niu komorek rakowych. Mozliwe efekty terapeutyczne
humaniny sa przedmiotem badar.

GAU (GENE ANTISENSE UBIQUITOUS)

Nowo odkrytym polipeptydem kodowanym przez ge-
nom mitochondrialny jest GAU, ktérego ORF znajduje
sie¢ w mitochondrialnym genie COX1. Sekwencja kodu-
jaca ten polipeptyd obecna jest na antysensownym RNA
COX1. Taki mRNA jest poliadenylowany i koduje poli-
peptyd o dlugosci 33 reszt aminokwasowych, lokalizuja-
cy sie¢ w mitochondriach. Sekwencja GAU jest zachowa-
na w ewolucji na poziomie biatka u Protista, grzyboéw,
roslin, i u Metazoa. Fakt ten jest podstawa spekulacji na
temat istotnosci funkcji GAU, ktéra jednak pozostaje nie-
znana [24].

MOTS-C

Peptyd MOTS-c jest kodowany przez ORF w obrebie mi-
tochondrialnego genu 125rRNA. Peptyd ten reguluje wraz-
liwosé¢ komorek na insuline. Co ciekawe, istnieje korelacja
wariantu jego sekwengji z dlugowiecznoscia obserwowang
w populagji Japoriczykéw. [25]

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, badania ostatnich lat przyniosty wiele
ciekawych danych na temat wzajemnej regulacji jadrowo-
-mitochondrialnej. Mitochondria stanowia ciagle fascynuja-
cy obiekt dla biologii molekularne;j.
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ABSTRACT

Mitochondria are not only ATP producing organelles, but they play pivotal roles in apoptosis, neurodegeneration, cancer and aging. Mamma-
lian mitochondrial genome is a small DNA molecule of about 16.5 kb, encoding less than 20 polypeptides and a set of ribosomal RNAs and
tRNAs. In order to ensure proper cell functioning a continous communication between cell nucleus and mitochondria must be maintained.
This review presents novel developments in the field of nucleo-mitochondrial communications. We discuss the import of regulatory cytosolic
miRNAs into mitochondria, export of RNA from mitochondria, the existence of novel 3 polypeptides encoded by the mitochondrial genome
and the transfer of mitochondrial DNA to nuclear genomes. Mechanisms of these processes and their significance for cellular homeostasis are

poorly known and present an important challenge for molecular biology.
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