STRESZCZENIE

poradyczna forma choroby Parkinsona (sPD) jest jedna z najczesciej wystepujacych

choréb neurodegeneracyjnych. Objawem charakterystycznym dla sPD jest degeneracja
neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej i prazkowiu mézgu. Liczne prace wskazu-
ja, ze neurodegeneracja w sPD zwiazana jest z zaburzeniami w funkcjonowaniu mitochon-
driéw zwiazanymi z hamowaniem I kompleksu laficucha oddechowego, prowadzaca do
stresu oksydacyjnego. Mitochondria to organelle dynamiczne, tworzace sie¢, podlegajaca
nieustannym procesom fuzji i fragmentacji w zaleznosci od potrzeb komoérki i wplywow
srodowiska zewnetrznego. W ostatnich latach ukazaly sie liczne prace, wskazujace na
udzial zmian dynamiki mitochondriéw w rozwoju sPD. Niniejsza praca stanowi zestawie-
nie najnowszych badan dotyczacych zmian organizacji sieci mitochondrialnej, obserwo-
wanych w reakcji na stres oksydacyjny w modelach sPD.

WPROWADZENIE - CHOROBA PARKINSONA

Choroba Parkinsona (PD, ang. Parkinson’s disease) jest jedna z najczesciej wy-
stepujacych choréb neurodegeneracyjnych. Dotyka okoto 1% populacji 0s6b po-
wyzej 65 roku zycia. Czestos¢ zachorowar: wzrasta do okoto 4% o0séb powyzej
85 roku zycia [1,2] .

PD wystepuje w dwoéch formach, rodzinnej oraz sporadycznej. Forme rodzin-
na diagnozuje sie u 5-10% chorych. Znaczng wiekszoé¢ przypadkéw zachoro-
warn, 90-95%, stanowia osoby u ktérych wystapila sporadyczna forma PD (sPD,
ang. sporadic Parkinson’s Disease). W przypadku sPD czynniki prowadzace do
rozwoju choroby, czesto nie sa precyzyjnie zdefiniowane [3] .

Objawem charakterystycznym zaréwno dla sporadycznej, jak i rodzinnej
formy choroby Parkinsona jest degeneracja neuronéw dopaminergicznych w
istocie czarnej oraz w prazkowiu mézgu. U czesci chorych, cierpigcych na PD
stwierdza sie ponadto obecnos¢ agregatéow biatkowych, nazywanych cialami
Lewy’ego lokalizujacych sie w ciele przetrwalych neuronéw [4]. Konsekwencja
utraty neuronéw dopaminergicznych sg zaburzenia czynnosci motorycznych:
spowolnienie ruchéw, problemy z utrzymaniem wlasciwej postawy ciala oraz
psychiczne - depresja, zaburzenia funkcji poznawczych, problemy ze snem [4,5].

Pierwsze objawy PD sg zauwazalne, gdy okoto 80% neuronéw z prazkowia i
50% z istoty czarnej ulegnie degeneracji, zatem diagnoza moze nastapic dopiero,
gdy choroba jest juz w bardzo zaawansowanym stanie [2]. Dlatego tez, bada-
nia prowadzace do wyjasnienia patogenezy i rozpoznania wczesnych objawéw
PD sa niezwykle istotne. Liczne dane, wskazuja na zaburzenia funkcjonowania
mitochondriéw zaréwno w sporadycznej, jak i genetycznej postaci choroby Par-
kinsona [6-8].

ROLA MITOCHONDRIOW W NEURODEGENERAC]I

Wtasciwe funkcjonowanie mitochondriow jest kluczowe dla prawidtowego
funkcjonowania komérki. Mitochondria to organelle zbudowane z dwéch bton,
posiadajace wlasne, koliste DNA (mtDNA), kodujace 13 biatek mitochondrial-
nych. Mitochondria sg organellami wielofunkcyjnymi, odgrywaja istotng role
procesach metabolicznych takich jak -oksydacja kwaséw tluszczowych i cykl
Krebsa. Sa miejscem syntezy steroidéw i hemu. Organelle te sa niezbedne do
regulacji proceséw termogenezy, uczestnicza takze w procesie starzenia sie ko-
morki i apoptozy [9].

Gloéwna funkcja mitochondriéw jest generowanie energii, magazynowanej
w postaci ATP. ATP powstaje na drodze fosforylacji oksydacyjnej, szeregu re-
akeji, zachodzacych dzieki aktywnosci pieciu komplekséw biatkowych, taricu-
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Rycina 1. Fuzja i fragmentacja mitochondriéw. Gwiazdkami oznaczono gléwne biatka zaangazowane w te procesy. Szczegétowy opis proceséw fuzji i fragmentacji znaj-

duje sie w tekscie artykutu.

cha przenos$nikéw elektronéw oraz syntazy ATP, zlokali-
zowanych w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Czesé
elektronéw bioracych udzial w procesie fosforylacji oksy-
dacyjnej wymyka sie z taricucha oddechowego i moze od-
dzialywaé z czgsteczkami tlenu, tworzac reaktywne formy
tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species). Niewielkie ilosci
reaktywnych form tlenu sa istotne dla komoérki, poniewaz
biora udzial w przekazywaniu sygnatu, natomiast nadmiar
reaktywnych form tlenu wywotluje stres oksydacyjny w ko-
morce. Stres oksydacyjny jest przyczyna uszkodzen biatek,
lipidéw i kwaséw nukleinowych [10-12].

Wtasciwe funkcjonowanie mitochondriéw jest szczegdl-
nie istotne dla komérek o wysokim zapotrzebowaniu ener-
getycznym, takich jak neurony. W komoérkach nerwowych,
znaczna cze$¢ puli ATP jest wykorzystywana do utrzymania
i odnawiania gradientéw jonowych, zmieniajacych sie pod-
czas przekazywania sygnalow wewnatrz komorki oraz do
pobierania i przeksztalcania neurotransmiteréw [13]. Aby
neuron moégt komunikowacé sie z sasiednimi komérkami,
konieczna jest obecnos¢ mitochondriéw w zakoriczeniach
nerwowych. Scisle okreslona lokalizacja mitochondriéw w
neuronie jest takze kluczowa, by regulowa¢ zmiany lokal-
nych stezeri jonéw wapnia. Wykazano ponadto, ze transla-
¢ja biatek mitochondrialnych jest konieczna do utrzymania
struktury drzewa dendrytycznego (rozgalezien dendrytu)
[13,14].

Mitochondria tworza w komorce sie¢, ktorej ksztalt pod-
lega ciggtym modyfikacjom. Organizacja sieci mitochon-
drialnej ulega zamianom, dzieki procesom fuzji i fragmen-
tacji. Szczegdlny ksztalt neuronu, duze oddalenie pomiedzy
ciatem komorki, a jej czeSciami dystalnymi (zakoriczeniami
nerwowymi), sprawia, ze procesy fuzji i fragmentacji (dy-
namiki) mitochondriéw, umozliwiajace ich transport musza
by¢ scisle regulowane. Dlatego tez okreslenie zmian dyna-
miki mitochondriéw jest istotnym elementem badan, maja-
cym na celu charakteryzacje czynnikéw majacych wplyw na
rozwoj PD.

DYNAMIKA SIECI MITOCHONDRIALNE]

Procesy fuzji i fragmentacji sieci mitochondrialnej sa kon-
trolowane przez biatka nalezace do rodziny GTPaz, ktére
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modyfikuja ksztalt sieci, w zaleznosci od potrzeb metabo-
licznych komorki, a takze od aktywnosci bialek reguluja-
cych cykl komérkowy i proces apoptozy (Ryc. 1) [14-16].

FUZJA MITOCHONDRIOW

Fuzja mitochondriéw pozwala na wymiane metabolitow
i bialek powstajacych w macierzy mitochondrialnej oraz
réwnomierna dystrybucje tych zwigzkéw w calej sieci mi-
tochondrialnej. Proces fuzji daje takze mozliwo$¢ wymiany
mtDNA pomiedzy mitochondriami, co przeciwdziata aku-
mulacji zmutowanych genéw mitochondrialnych. Ponad-
to fuzja daje mozliwoé¢ naprawy sieci mitochondrialnej:
wykazano, ze integracja prawidiowo funkcjonujacych mi-
tochondriéw do uszkodzonej sieci, umozliwia odzyskanie
prawidlowych funkcji mitochondriéw. Zaburzenia fuzji
prowadza do obnizenia potencjalu wewnetrznej blony mi-
tochondrialnej oraz obnizenia aktywnosci taricucha odde-
chowego [17,18].

Fuzja jest procesem dwuetapowym. Obejmuje polacze-
nie zewnetrznej blony mitochondrialnej, po ktérym naste-
puje fuzja wewnetrznej blony mitochondrialnej. Procesy
fuzji zewnetrznej i wewnetrznej blony mitochondrialnej
sq regulowane przez odrebne biatka. Za fuzje zewnetrz-
nej btony mitochondrialnej odpowiadaja mitofuzyna 1
(Mfn1) i mitofuzyna 2 (Mfn2), ktére sg zakotwiczone w
zewnetrznej blonie mitochondrialnej za pomoca dwucze-
Sciowej domeny transbtonowej, zlokalizowanej na C-kon-
cu biatka. Oba korice mitofuzyny sa skierowane w strone
cytosolu. Na C-kornicu znajduje sie superhelikalny region
zbudowany z 7 hydrofobowych reszt aminokwasowych
(HR2, ang. coiled-coil heptad repeat). Fragment ten posred-
niczy w pierwszym etapie fuzji mitochondriéw. Ma za
zadanie formowanie podwoéjnych, skierowanych w prze-
ciwnych kierunkach helis (ang. dimeric antiparallel coiled-
-coil). Dimery tworzone w ten sposéb przez mitofuzyny
moga by¢ homotypiczne (Mfn1-Mfnl or Mfn2-Mfn2) lub
heterotypiczne (Mfn1-Mfn2). Na N-koficu mitofuzyny
znajduje sie¢ domena wiazaca i hydrolizujaca GTP. Jej
obecnoéc jest konieczna by mogla zajs¢ fuzja bton mito-
chondrialnych. Hydroliza GTP powoduje zmiany konfor-
macyjne, prowadzace do destabilizacji warstw bilipido-
wych i w konsekwencji ich fuzji. Opréocz udzialu w fuzji
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Tabela 1. Modyfikacje Drpl. Zastosowane skréty: mt - mitochondria. Na postawie [21].

Rodzaj modyfikacji Enzym modyfikujacy

modyfikacja nieenzymatyczna

S-nitrozylacja powodowana przez

nadmiar NO w komorce

Sumoilacja

Zniesienie Sumoilacji SENP5 (proteaza SUMO)

Ubikwitylacja E3 ligaza ubikwitynowa)

Fosforylacja reszty seryny 616

kinaza A (PKA)
Fosforylacja reszty seryny 637
Pim1

Defosforylacja (S637) kalcyneuryna

MAPL (E3 - mitochondrialna ligaza SUMO)
Ubc9 (E2 - enzym koniugujacy)

MARCH-V (mitochondrialna

Cdk1/cyclin B (kinaza zalezna od cykliny B)

kinaza zalezna od kalmoduliny

Wplyw na dynamike sieci mitochondrialnej
indukcja dimeryzacji Drpl

1 aktywnosci GTPazowej Drpl

1 fragmentacji mt

stabilizacja Drp1 na powierzchni mitochondriéw
1 fragmentacji mt

| fragmentacji

translokacja Drpl do mitochondriéw
1 fragmentacji

asocjacja Drpl z mt

1 fragmentacji

hamowanie funkgji Drpl
| fragmentacji

przylaczanie Drpl do mt
1 fragmentacji

mitochondriéw, mitofuzyny peinia takze inne funkcje,
ktére czesciowo sie pokrywajg, nadekspresja genu Mfnl
moze kompensowaé brak Mfn2. Wykazano, ze Mfn2 mo-
duluje niektére funkcje siateczki srédplazmatycznej (ER)
oraz uczestniczy w odpowiedzi siateczki $rédplazma-
tycznej na niesfaldowane biatka (UPR, ang. unfolded pro-
tein response). Biatko to uczestniczy takze w transporcie
mitochondriéw [18-20].

Aktywnos¢é mitofuzyn jest regulowana przez mody-
fikacje potranslacyjne. Mfnl i Mfn2 sa ubikwitylowane
przez biatko Parkin, co prowadzi do ich degradacji. W
konsekwencji nastepuje fragmentacja sieci mitochon-
drialnej. Proces ubikwitylacji mitofuzyn jest zwigzany
takze z procesem mitofagii (usuwania uszkodzonych mi-
tochondriow) [21-23].

Fuzja wewnetrznej blony mitochondrialnej jest mozli-
wa dzieki aktywnosci biatka Opal (ang. Optic atrophy 1).
W N-koricowej czesci biatka znajduje si¢ sekwencja po-
zwalajaca na jego zakotwiczenie w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej. Istnieje 8 izoform Opal, ktére powstaja
podczas obrobki potranskrypcyjnej (alternatywne ciecie i
skltadanie pierwotnego transkryptu, and. alternative spli-
cing) oraz potranslacyjnej. W wyniku proteolizy powstaja
dtugie (L-Opal, ang. long Opal) i krétkie (S-Opal, ang.
short Opal) formy biatka, ktére pelnia odmienne funk-
cje w regulacji dynamiki mitochondriéw [24]. Obecnos¢
dtugich form Opal jest konieczna by mogla zajs¢ fuzja
wewnetrznej blony mitochondrialnej. Kroétkie formy
Opal sa produktem proteolizy form dlugich. Przewaga
krotkich form biatka sprzyja fragmentacji sieci mitochon-
drialnej. Zachowanie réwnowagi pomiedzy poziomem L-
i S5-Opal jest istotne do utrzymania ksztattu grzebieni mi-
tochondrialnych (wpuklenh wewnetrznej btony mitochon-
drialnej). Aktywnosé Opal jest regulowana przez dwie
proteazy YMEI1L oraz OMA1. Bialka te sg zlokalizowane
w wewnetrznej blonie mitochondrialnej [24].

YMELIL jest proteaza zalezng od ATP, ktérej aktywnosé

promuje utrzymanie tubularnego ksztaltu mitochon-
driéw. Proteaza YMEIL ulega degradacji w warunkach
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stresu mitochondrialnego, przy obnizeniu potencjalu
wewnetrznej blony mitochondrialnej (czemu towarzyszy
spadek poziomu ATP w komorce). W takich warunkach
aktywowana jest proteaza OMA1, ktoéra tnie biatko Opal,
indukujac fragmentacje mitochondriow [24,25].

FRAGMENTACJA (ROZSZCZEPIENIE)
SIECI MITOCHONDRIALNE]

Rozszczepienie mitochondriéw jest konieczne, by
umozliwi¢ ich transport w komoérce. Fragmentacja sieci
mitochondrialnej daje takze mozliwo$é réwnomiernej se-
gregacji mitochondriéw do komérek potomnych podczas
podzialu, jest takze potrzebna, by mogta zajé¢ mitofagia
[21,24].

Fragmentacja mitochondriéw jest mozliwa dzieki aktyw-
nosci cytosolowego biatka Drpl (ang. dynamin-related prote-
in). Oddzialywanie Drpl z mitochondriami jest zalezne od
jego modyfikacji potranslacyjnych (zostaly przedstawione
w tabeli 1), ktére umozliwiaja rekrutacje do biatek adapto-
rowych, zlokalizowanych w zewnetrznej blonie mitochon-
drialne;j.

Gtéwnymi biatkami adaptorowymi dla Drpl sa Mff
(ang. mitochondrial fission factor) oraz Fisl (ang. mitochon-
drial fission protein 1). Fis1 moze regulowac fragmentacje
mitochondriéw niezaleznie od Mff. Badania wskazuja, ze
zmiany morfologii mitochondriéw, zwiazane z obnize-
niem lub podwyzszeniem poziomu biatka Fisl sa mniej
wyrazne, niz przeksztalcenia morfologii sieci mitochon-
drialnej spowodowane zmianami poziomu Mff, co $wiad-
czy o dominujacej roli pelnionej przez Mff. W komoérkach
o obnizonej ekspresji genéw kodujacych Mff i Fisl role
adaptoréw Drpl moga takze pelni¢ biatka MiD49 i 51,
ale rola tych biatek w regulacji dynamiki mitochondriow
nie zostala dotychczas w pelni okreslona [21,26-28]. Od-
dzialywanie z biatkami adaptorowymi daje oligomerom,
formowanym przez Drpl, mozliwoé¢ tworzenia pierscie-
nia wokoét mitochondriéw. Pierdcier zaciskajac sie (co jest
mozliwe dzieki aktywnosci GTPazowej Drpl) prowadzi
do fragmentacji mitochondriéw [21,24]
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MITOCHONDRIA W CHOROBIE PARKINSONA

Rola jaka odgrywaja mitochondria w rozwoju PD jest
przedmiotem badan od lat 80. XX wieku. Pierwszych
obserwacji wskazujacych na udzial nieprawidlowego
funkcjonowania mitochondriéw w rozwoju objawéw PD
(parkinsonizmu) dokonano, analizujac biopsje pobra-
ne z moézgéw osoéb, u ktérych stwierdzono wystapienie
objawoéw choroby Parkinsona spowodowane dzialaniem
MPTP  (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna).
MPTP jest prekursorem neurotoksyny MPP+. Substan-
cja ta, za posrednictwem transporteréw dopaminowych
(DAT) trafia do neuronéw, gdzie akumuluje si¢ w mito-
chondriach. MPP+ jest inhibitorem I kompleksu faricucha
oddechowego. Dzialanie toksyny prowadzi do obnize-
nia poziomu ATP oraz indukuje produkcje reaktywnych
form tlenu, powodujac stres oksydacyjny [29-32].

Obecnie uwaza sie, ze na rozw¢j parkinsonizmu ma
wplyw kombinacja czynnikéw genetycznych (w szczegol-
noéci mutacje mitochondrialnego DNA, kumulujace sie w
trakcie zycia) oraz czynniki srodowiskowe. Scharaktery-
zowano wiele substancji, ktéore powoduja rozw6j parkin-
sonizmu. Toksyny, takie jak rotenon i MPTP s stosowa-
ne celem uzyskania zwierzecych i komérkowych modeli
sPD. W indukowanych za pomoca wymienionych toksyn
modelach sPD opisano nastepujace nieprawidlowosci
w funkcjonowaniu mitochondriéw: obnizenie aktywno-
Sci taricucha oddechowego, w szczegolnosci aktywnosci
kompleksu I oraz stres oksydacyjny i nitracyjny. Zmia-
ny zwigzane z opisanymi zaburzeniami pracy mitochon-
driéw zostaly takze scharakteryzowane w komoérkach (fi-
brolastach, limfocytach) pobranych od pacjentéw oraz w
pobranych post mortem biopsjach mézgéw. Wykazano, ze
zaburzeniom funkcjonowania mitochondriéw, towarzy-
sza réznice pozioméw bialek regulujacych fuzje i frag-
mentacje mitochondriéw oraz zwiazane z nimi, zmiany
organizacji sieci mitochondrialnej [6-9,29].

Nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw za-
obserwowano takze w modelach rodzinnej (genetycznej)
formy choroby Parkinsona. Polowa, sposréd, dotych-
czas opisanych 18 genéw, ktérych mutacje sa zwigzane
z rozwojem rodzinnej formy choroby Parkinsona (genéw
PARK), koduje bialka regulujace funkcjonowanie mito-
chondriéw [7-9]. Wykazano, ze mutacje genéw PARK
prowadza do obnizenia aktywnosci I i IV kompleksu
tancucha oddechowego, spadku poziomu ATP, zaburzen
mitofagii, a takze zmian organizacji sieci mitochondrial-
nej [7-9]. Szczegdlowy opis wykracza jednak poza tema-
tyke niniejszej pracy, ktoérej celem jest przedstawienie
aktualnego stanu wiedzy na temat zmian dynamiki mi-
tochondriéow w odpowiedzi na stres mitochondrialny w
modelach sporadycznej formy Choroby Parkinsona.

DYNAMIKA MITOCHONDRIOW W sPD

W 2006 roku przedstawiono pierwsze wyniki badan
prowadzonych na zywych neuronach dopaminergicz-
nych w ktérych okreslano zmiany dynamiki mitochon-
driéw pod wplywem stresu oksydacyjnego, niezwigza-
nego z mutacjami w jadrowym DNA. Badania, prowa-
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dzone na linii szczurzych neuronéw dopaminergicznych
N27 wykazaty, ze hamowanie kompleksu I spowodowa-
ne podaniem MPP+ i zwigzany z nig stres oksydacyjny,
prowadza do fragmentacji sieci mitochondrialnej w catej
komorce [32]. Podobne zmiany dynamiki mitochondriéw
zaobserwowano w modelach komoérkowych indukowa-
nych za pomocg inhibitora kompleksu I - rotenonu. Rote-
non jest pestycydem, w 2011 roku opisano dodatnia kore-
lacje miedzy jego obecnoscig w srodowisku, a czestoscig
wystapierr sPD u ludzi [33] .

Fragmentacja mitochondriéw pelni funkcje ochronna,
umozliwia usuwanie nieprawidlowo funkcjonujacych
elementow sieci. Jednakze, badania na komoérkach ludz-
kiej neuroblastomy (SH-SY5Y) i pierwotnych szczurzych
neuronach dopaminergicznych, traktowanych MPP+
wykazaly, Ze nadmierna, dlugotrwala fragmentacja,
powoduje obnizenie potencjalu wewnetrznej btony mi-
tochondrialnej, zwiazany z tym spadek poziomu ATP
w komorce, zaburzenia regulacji stezenia jonéw Ca®* w
cytoplazmie i sprzyja nadprodukcji reaktywnych form
tlenu [30]. Zaburzenia homeostazy wapniowej i deficyty
energetyczne prowadza do zaburzen transmisji synap-
tycznej, zmian aktywnoséci pomp i kanaléw jonowych,
oraz zaburzen transportu mitochondriéw, co prowadzi
do $mierci neuronu [30] .

Jak wykazaly badania przeprowadzone na modelu sPD
indukowanym za pomocg MPP+, fragmentacja mitochon-
driéw w reakcji na stres oksydacyjny, jest zalezna od rekru-
tacji biatka Drpl do mitochondriéw. Hamowanie I kom-
pleksu taricucha oddechowego prowadzi do stresu oksy-
dacyjnego, ktéremu towarzyszy podwyzszenie iloéci biatka
rekrutowanego do mitochondriéw oraz podwyzszenie po-
ziomu Drpl w komorce. Wykazano, ze przesuniecie ba-
lansu dynamiki mitochondriéw w kierunku fuzji (poprzez
wyciszenie ekspresji genu Drp 1, nadekspresje genéw Mfn1
lub dominujacej, nieaktywnej formy Drpl) chroni komor-
ki przed skutkami stresu oksydacyjnego, przeciwdzialajac
$mierci neuronu, poniewaz daje mozliwosé utrzymania
wysokiego potencjalu wewnetrznej bfony mitochondrial-
nej, wymiany zniszczonych (przez reaktywne formy tlenu)
bialek, lipidéw oraz utrzymania prawidlowej ilosci niezmu-
towanych czasteczek mtDNA [22,30].

Zmiany poziomu Drpl w odpowiedzi na stres mito-
chondrialny byty obserwowane takze z wykorzystaniem
zwierzecego modelu sPD. Badania przeprowadzone na
szczurach, ktérym podawano przez dlugi okres czasu ni-
skie stezenia rotenonu (wywolujac stres chroniczny), po-
zwolily na okreslenie wplywu stresu oksydacyjnego na
zmiany poziomu Drpl i ich zwigzek z pojawieniem sie
objawoéw sPD. Wykazano, ze chroniczny stres mitochon-
drialny, zwigzany z hamowaniem kompleksu I, prowa-
dzi do rozwoju objawéw parkinsonizmu u szczuréw. U
zwierzat tych obserwuje sie zaburzenia ruchu i obnizenie
poziomu dopaminy w istocie czarnej oraz prazkowiu mo-
zgu. Zmiany te wiazg sie podwyzszeniem poziomu Drpl.
Wykazano, ze podanie zwierzetom substancji o dzialaniu
antyoksydacyjnym, N-acetylocysteiny (NAC) zapobiega
objawom neurodegeneracji, powodowanej przez rotenon,
przeciwdziatajac nadekspresji genu Drpl [34].

www.postepybiochemii.pl



Sugeruje sig, ze fragmentacja sieci mitochondrialnej,
zwigzana z rekrutacja Drpl do mitochondriéw, jest proce-
sem, ktéry moze prowadzi¢ do dalszych zaburzen bioener-
getyki neuronu. Zaburzenia organizacji sieci mitochondrial-
nej sa jednymi z pierwszych oznak stresu mitochondrialne-
go i moga by¢ obserwowane znacznie wczesniej, niz pierw-
sze oznaki $mierci komorki [30] .

Szybkie zmiany organizacji mitochondriéw, w reakcji
na stres oksydacyjny sa zwiazane ze wzmozona rekru-
tacja Drpl do mitochondriéw, ale nie wymagaja pod-
wyzszenia poziomu Drpl w komoérce. Wskazuja na to
badania przeprowadzone na komérkach ludzkiej neuro-
blastomy SH-SY5Y, w ktérych stres oksydacyjny induko-
wano 6-hydroksydopaming (inhibitorem kompleksu I,
powstajacym takze w warunkach stresu oksydacyjnego
poprzez hydroksylacje neuroprzekaznika, dopaminy).
Zaobserwowano, ze fragmentacji sieci mitochondrialnej
w pierwszych godzinach traktowania komoérek 6-OHDA,
nie towarzyszy podwyzszenie poziomu Drpl, a jedynie
wzmocnienie lokalizacji tego biatka na powierzchni mito-
chondriéw. Badania te sugeruja, ze Drpl jest stale obecne
w cytoplazmie i moze by¢ szybko rekrutowane do mito-
chondriéw w odpowiedzi na sygnaly docierajace ze $ro-
dowiska [35,36].

Mozliwos¢ rekrutacji Drpl do mitochondriéw zalezy
od modyfikacji potranslacyjnych tego bialka. Jedng z mo-
dyfikacji wplywajacych na oddzialywanie Drpl z mito-
chondrialnymi biatkami adaptorowymi jest fosforylacja.
Przytaczenie reszty fosforanowej do reszty seryny 637,
Phospho-DRP1 (Ser637), prowadzone przez kinaze A, ha-
muje rekrutacje Drpl do mitochondriéw, co prowadzi do
zahamowania procesu fragmentacji sieci mitochondrial-
nej. Defosforylacja Phospho-DRP1 (Ser637), prowadzo-
na przez kalcyneuryne, przywraca mozliwos¢ rekrutaciji
biatka do mitochondriéw, umozliwiajac fragmentacje
sieci [37,38]. Na zwiazek zmian poziomu Phospho-Drpl
(Ser637) z neurodegeneracja w sPD, wskazuja badania
prowadzone z wykorzystaniem linii HT-22 (wyprowa-
dzonej z mysich neuronéw hipokampu) poddanej dziala-
niu cytrynianu zelazowo-amonowego, Zrédta jonow zela-
za. Akumulacja jonow Fe ** istocie czarnej mézgu jest wy-
mieniana jako jedna z przyczyn neurodegeneracji w sPD.
W badanym modelu zaobserwowano, ze stres oksydacyj-
ny zwiazany z akumulacja Fe * prowadzi do fragmen-
tacji sieci mitochondrialnej, ktorej towarzyszy obnizenie
poziomu Phospho-DRP1 (Ser637). Wykazano, ze utrzy-
manie statego poziomu fosforylacji Drpl, poprzez zablo-
kowanie aktywacji kalcyneuryny lub wprowadzenie do
komoérek fosfomimetycznej formy Drpl S637D, blokuje
rekrutacje Drpl do mitochondriéw, co chroni neurony
przed indukowana przez stres oksydacyjny fragmentacja
sieci mitochondrialnej i zwigzana z nig apoptoza [39].

Jednym ze skutkéw nadmiernej fragmentacji sieci mi-
tochondrialnej jest uniemozliwienie wymiany mtDNA
pomiedzy mitochondriami, co moze by¢ przyczyna aku-
mulacji zmutowanego mtDNA [37]. O zwiazku akumula-
cji mutacji mtDNA ze stresem oksydacyjnym i zmianami

Postepy Biochemii 62 (2) 2016

dynamiki mitochondriéw w sPD é§wiadcza badania prze-
prowadzone na cybrydach. Cybrydy to komoérki powsta-
te poprzez wprowadzenie mtDNA izolowanego z krwi
pacjentéw do komorek linii Rho0 (neuronéw linii neu-
roblastomy, pozbawionych wtasnego mtDNA). Wykaza-
no, ze cybrydy z mtDNA pacjentéw sPD sa narazone na
stres mitochondrialny, cechuje je podwyzszony poziom
reaktywnych form tlenu, a takze obnizZenie potencjatu
wewnetrznej blony mitochondrialnej oraz poziomu ATP,
w poréwnaniu z komoérkami z mtDNA oséb zdrowych.
Zmiany te s3 spowodowane akumulacja mutacji mtDNA
w komorkach sPD [40,42]. Stresowi mitochondrialnemu
w cybrydach sPD towarzyszy podwyzszenie poziomu
Phospho-DRP1 (Ser616) (promujacego fragmentacje mi-
tochondriow) w ekstraktach mitochondrialnych, ale po-
ziomy bialek, zaangazowanych w regulacje dynamiki
sieci mitochondrialnej, Opal, Mfn1, Mfn2, Fis1, Phospho-
-DRP1 (Ser616), sa poréwnywalne w catkowitych ekstrak-
tach cybryd sPD i komérek kontrolnych. Podwyzszenie
poziomu Phospho-Drpl (Ser616) ma wplyw na zmiane
organizacji sieci mitochondrialnej w cybrydach sPD. Ba-
dania wskazuja, ze przylaczenie Phospho-DRP1 (Ser616)
do mitochondriéw jest glownym czynnikiem prowadza-
cym do fragmentacji mitochondriéw. Mitochondria w cy-
brydach sPD réznia si¢ od mitochondriéw w komérkach
kontrolnych nie tylko stopniem usieciowania, ale takze
lokalizacjg, skupiaja sie¢ w poblizu jadra [41]. Autorzy
pracy, sugeruja tez, ze podwyzszenie stopnia fragmen-
tacji oraz zmiana lokalizacji mitochondriéw w komorce,
obserwowane w cybrydach sPD, moga mie¢ zwiazek z
aktywacja procesu mitofagii, ale doktadne znaczenie tych
zmian wymaga dalszych badan.

Badania prowadzone przez dwie inne grupy dostar-
czaja wynikow sprzecznych z powyzszymi. Autorzy
wskazuja, ze akumulacja mutacji mtDNA w sPD moze
mie¢ zwiazek z zaburzeniami procesu mitofagii. Obser-
wacje, prowadzone na cybrydach sPD wykazaly obec-
noé¢ spuchnietych, zaokraglonych fragmentéw sieci
mitochondrialnej, a morfologia sieci mitochondrialnej
jest porownywana do ,koralikéw na sznurku”, obsza-
ry rozszerzone sa przeplatane z odcinkami o normalnej
morfologii. Niektére sposréd obserwowanych komérek
sPD cechuje takze zwiekszona ilos¢ powiekszonych mi-
tochondriow. W tych cybrydach sPD nie zaobserwowano
natomiast fragmentacji sieci mitochondrialnej [42,43].

Sprzecznosé¢ wynikéw otrzymanych w przedstawio-
nych powyzej badaniach, moze wskazywaé na to, ze
degeneracja neuronéw dopaminergicznych moze mie¢
odmienne podloze u réznych pacjentéow sPD. Jednakze
nalezy zauwazy¢, ze cecha wspodlng jest wystepowanie
zaburzern dynamiki mitochondriéw. Mozliwa przyczy-
na niezgodnosci otrzymanych wynikéw moga by¢ takze
réznice poziomu heteroplazmii (ilosci czasteczek zmu-
towanego mtDNA w catkowitej puli mtDNA, ktére sa z
kolei zalezne, od wieku pacjenta i stanu zaawansowania
choroby) badanych komoérek. Zwiekszona iloé¢ zmuto-
wanego mtDNA, moze prowadzi¢ do silniejszego stresu
mitochondrialnego, skutkujacego odmienna organizacja
sieci mitochondrialnej [21,42,43].
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ZMIANY DYNAMIKI MITOCHONDRIOW
PODCZAS STRESU CHRONICZNEGO

Przedstawione powyzej wyniki badann wskazuja, ze
morfologia sieci mitochondrialnej komoérek narazonych
na silny i nagly stres (np. kontakt z wysoka dawka in-
hibitora I kompleksu taricucha oddechowego) moze by¢
odmienna niz organizacja mitochondriéw pozostajacych
pod wplywem stresu chronicznego (zwiazanego czesto z
akumulacja mtDNA) .

W badaniach, w ktérych poréwnywano morfologie
sieci mitochondrialnej w dwéch réznych modelach stre-
su mitochondrialnego, cybrydach sPD oraz cybrydach
z mtDNA oséb zdrowych, wykazano, ze podczas gdy
chroniczny stres mitochondrialny prowadzi do lokalnego
zwiekszenia fragmentacji oraz lokalizacji mitochondriow
w poblizu jadra komoérkowego, silny (ale krétkotrwaly)
stres indukowany przez traktowanie cybryd z mtDNA
komoérek kontrolnych MPP+, powoduje wyrazng frag-
mentacje sieci w calej komoérce. Fragmentacji mitochon-
driéw indukowanej przez MPP+, towarzyszy takze zna-
czaca zmiana morfologii oderwanych od sieci mitochon-
driéw - pojedyncze mitochondria przyjmuja zaokraglo-
ny, punktowy ksztatt, natomiast mitochondria w komér-
ce poddanej stresowi chronicznemu, mimo zwiekszonej
fragmentacji, zachowuja wydiuzony ksztalt [41].

Réznice morfologii sieci mitochondrialnej, obserwo-
wane pomiedzy komérkami poddanymi silnemu streso-
wi, a komoérkami w ktérych dysfunkcje mitochondriow
sa spowodowane stresem chronicznym, sa zwigzane z
odmiennymi poziomami biatek regulujacych dynamike
mitochondriéw. Traktowanie cybryd (z mtDNA pocho-
dzacym oséb zdrowych - kontroli) MPP+ prowadzi do
obnizenia poziomu Phospho-Drp1(Ser616) (promujacego
fragmentacje) i mitofuzyny 2 (odpowiadajacej za fuzje
mitochondriéw), a takze konwersji (proteolizy) dlugich,
odpowiadajacych za fuzje wewnetrznej blony mitochon-
drialnej form biatka Opal do form krétkich, natomiast
komoérki narazone na stres chroniczny nie wykazuja zna-
czacych réznic pozioméw biatek regulujacych dynamike
mitochondriéw (mierzonych w catkowitych ekstraktach),
w poréwnaniu z kontrolami [41].

Istotnych informacji dotyczacych zmian morfologii sie-
ci mitochondrialnej pod wplywem réznych rodzaju stresu
dostarczaja badania przeprowadzone na komérkach trak-
towanych rotenonem. Podobnie jak miato to miejsce w
opisanych powyzej badaniach z wykorzystaniem MPP+,
w modelu rotenonowym, zaobserwowano, ze silny stres
prowadzi do fragmentacji sieci w catej komérce i skutkuje
szybka $mierciag neuronu. Podawanie przez dlugi okres
czasu rotenonu, pozwolilo natomiast przesledzi¢ stop-
niowe zmiany morfologii sieci mitochondrialnej w czasie
oddziatlywania stresu chronicznego. Zaobserwowano, ze
poczatkowa odpowiedzia sieci mitochondrialnej na stres
chroniczny jest fuzja. Laczenie sie mitochondriow jest,
zdaniem autoréw pracy mechanizmem kompensacyj-
nym, umozliwiajacym wymiane i naprawe zniszczonych
biatek mitochondrialnych i mtDNA. W pierwszym okre-
sie dzialania rotenonu obserwuje si¢ takze zwiekszenie
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czestosci nastepujacych po sobie wydarzen fuzji i rozla-
czania sie mitochondriéw, co moze by¢ czescig mechani-
zmu majacego na celu naprawe dysfunkcyjnej sieci. Fuzja
i zwigkszenie gestosci mitochondriéw w reakcji na stres
chroniczny, sa poczatkowo zauwazane w czesciach dy-
stalnych neurytu, a dopiero po pewnym czasie, w prok-
symalnym odcinku neurytu i w ciele komérki. Przedtu-
zajacemu sie dziataniu stresu chronicznego towarzyszy
przesuniecie balansu dynamiki mitochondriéw w kie-
runku rozszczepiania sieci mitochondrialnej i zintensy-
fikowanie transportu mitochondriéw do ciala komorki.
Jednoczes$nie morfologia poszczegdélnych mitochondriéw
nie ulega istotnym zmianom, obserwuje si¢ zwiekszenie
ich ilosci, ale pozostaja one wydtuzone. Autorzy badan
sugeruja, ze rozszczepianie sieci jest nieprawidlowa od-
powiedzig na przedluzajacy sie stres mitochondrialny.
Wykazano, ze zablokowanie mozliwosci rozszczepiania
mitochondriéw, chroni komoérke przed utrata neurytu,
spowodowana przez indukowany rotenonem stres chro-
niczny w zréznicowanym neuronie dopaminergicznym
[44].

Mechanizm 1aczacy stres chroniczny i zmiany dyna-
miki mitochondriéw nie jest w pelni poznany, badania
prowadzace do wyjasénienia tych zaleznosci dostarczajq
jednak istotnych informacji dotyczacych zmian dynamiki
mitochondriéw w neuronie podczas przedtuzajacego sie
stresu oksydacyjnego.

ZMIANY STRUKTURY WEWNETRZNE] BEONY
MITOCHONDRIALNE] W MODELACH sPD

Zmianom organizacji sieci mitochondrialnej, obserwo-
wanym w modelach sPD towarzysza zaburzenia integral-
noéci wewnetrznej blony mitochondrialnej. Badania pro-
wadzone na szczurzych neuronach korowych (w ktérych
stres nitracyjny i oksydacyjny indukowano za pomoca
S-nitrocysteiny, zrédta NO, ktéry w reakcji z anionem
ponadtlenkowym tworzy neurotoksyczny peroksynitryt)
wskazuja, ze silny stres oksydacyjny prowadzi do zmian
struktury grzebieni mitochondrialnych. Zmiany te sa za-
uwazalne wczesniej niz modyfikacje struktury neurytu i
aktywacja Sciezek apoptotycznych [32].

Obserwacje prowadzone na cybrydach sPD oraz neu-
ronach istoty czarnej, pobranych post mortem od pacjen-
tow sPD, wskazujg, ze zmiany struktury wewnetrznej
btony mitochondrialnej (utrata grzebieni mitochondrial-
nych, integralnosci wewnetrznej blony mitochondrialnej
i obnizenie gesto$¢i macierzy mitochondrialnej) moga
by¢ takze spowodowane stresem chronicznym - zwiaza-
nym z akumulacja mutacji mtDNA [40-42,45,46].

Wykazano, ze zmiany organizacji wewnetrznej btony
mitochondrialnej, obserwowane w modelach sPD, wiaza
sie z zaburzeniami oligomeryzacji biatka Opal, ktérego
funkcja (oprécz fuzji wewnetrznej blony mitochondrial-
nej) jest utrzymanie struktury grzebieni mitochondrial-
nych. W zdrowych komérkach oligomery Opal, utrzymu-
jace strukture grzebieni mitochondrialnych, powstaja po-
przez heterodimeryzacje rozpuszczalnych, znajdujacych
sie w przestrzeni mitochondrialnej form Opal z formami

www.postepybiochemii.pl



1ROS
AW

STRES |ATP

CHRONICZNY 1ca?*

T T

11 ROS 111ROS
. | LAWY $.L{ AW
p.rze_dtuzaja.ce' sie dziatanie | LATP 4 11l |ATP @
niskich stezen inhibitora cx | 11Ca2+ 111Ca2+
akumulacja mutacji r— » APOPTOZA
mtDNA
Inne czynniki Zaburzenia integralnosci

Fragmentacja wewnetrznej blony mt

1ROS
AY
Wysokie stezenie j ATP
inhibitora cx | 1ca2
@ STRES
SILNY STRES

Rycina 2. Regulacja dynamiki mitochondriéw w warunkach stresu chronicznego oraz pod wplywem silnego, nagltego stresu. Pierwsza reakcja mitochondriéw na stres o
umiarkowanym natezeniu (1) jest fuzja. Stres chroniczny (2) prowadzi do nadmiernej fragmentacji, co powoduje obnizenie potencjalu wewnetrznej btony mitochondrial-
nej, poziomu ATP oraz podwyzszenie ilosci reaktywnych form tlenu w komoérce, a w konsekwencji $miercig komorki (4). Silny stres (3) prowadzi do fragmentacji oraz
zmian morfologicznych mitochondriéw, stresu oksydacyjnego i w konsekwencji prowadzi do $mierci komoérki (4). Zastosowane skroty: Ay - potencjat wewnetrznej blony
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mitochondriéw

oddechowego.

zakotwiczonymi w wewnetrznej bfonie mitochondrialne;.
Wykazano, ze stres oksydacyjny, spowodowany hamo-
waniem I kompleksu taricucha oddechowego, prowadzi
do zaburzen oligomeryzacji Opal, czego skutkiem sa
zmiany struktury wewnetrznej btony mitochondrialnej,
utrata grzebieni mitochondrialnych, obnizenie gestosci
macierzy mitochondriéw i napecznienie mitochondriéw.
Z tymi zmianami zwigzane jest zwiekszenie ilosci cyto-
chromu ¢, uwalnianego z grzebieni mitochondrialnych
do przestrzeni miedzyblonowej mitochondriéw, ktéry po
przedostaniu sie do cytosolu, moze uczestniczy¢ w proce-
sie inicjacji apoptozy [47].

Badania wskazujg, ze podwyzszenie poziomu biatka
Opal ma dziatanie neuroprotekcyjne, poniewaz umozli-
wia utrzymanie struktury wewnetrznej blony mitochon-
drialnej, co przeciwdziala uwalnianiu cytochromu c i ak-
tywacji procesu apoptozy w reakcji na stres oksydacyjny
(Ryc. 2) [47].

PODSUMOWANIE

Degeneracja neuronéw dopaminergicznych, prowa-
dzaca do wystapienia objawéw sPD jest zwigzana z nie-
prawidlowym funkcjonowaniem kompleksu I taricucha
oddechowego i spowodowanym przez to stresem mito-
chondrialnym. Dysfunkcje kompleksu I faricucha odde-
chowego moga by¢ efektem dziatania silnego stresu (ta-
kiego jak kontakt z wysokim stezeniem inhibitora), jak
réwniez stresu chronicznego (w przypadku sPD najcze-
Sciej zwigzanego z akumulacja mutacji mtDNA oraz sta-
ta obecnoscig niewielkich stezeri toksyn w Srodowisku).
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Przedstawione w niniejszej pracy badania wskazuja, ze
stresowi mitochondrialnemu w modelach sPD, towarzy-
sza zmiany organizacji sieci mitochondrialnej.

Mechanizm tych zmian w patogenezie nie zostal do-
tychczas w pelni wyjasniony. Wiadomo jednak, ze r6zni
sie w zaleznosci od czynnika prowadzacego do neurode-
generacji. Podczas gdy, narazenie na kontrakt z wysoki-
mi stezeniami toksyn mitochondrialnych, w pierwszym
etapie, prowadzi do szybkiej fragmentacji sieci mitochon-
drialnej i apoptozy, zmiany zachodzgce pod wplywem
stresu chronicznego nastepuja stopniowo. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze zaréwno dzialanie silnego stresu, jak i stre-
su chronicznego, prowadzi do nadmiernej fragmentacji
sieci mitochondrialnej oraz zaburzen integralnosci we-
wnetrznej blony mitochondrialnej. Zmiany te prowadza
do poglebienia nieprawidlowosci w funkcjonowaniu
mitochondriéw, podwyzszenia produkcji reaktywnych
form tlenu, powodujac jeszcze wigeksze, czesto nieodwra-
calne, zniszczenia oksydacyjne bialek, lipidéw i mtDNA i
w dalszym etapie $mier¢ komorki.

Okreslenie mechanizmu i znaczenia zmian dynami-
ki mitochondriéw w rozwoju sPD jest utrudnione ze
wzgledu na zlozong etiologie choroby, niedoskonatosé
stosowanych modeli, a w przypadku tkanek i komérek
ludzkich, ograniczong dostepnos¢ materialu do badan.
Niemniej jednak, dotychczas uzyskane dane, wskazuja,
Ze zmiany organizacji sieci mitochondrialnej, nastepuja
juz we wczesnych etapach sPD i maja wptyw na jej dal-
szy rozw¢j. Poznanie proceséw regulujacych dynamike
mitochondriow w odpowiedzi na stres mitochondrialny
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w sPD jest zatem istotnym elementem badan, umozliwia-
jacych efektywna, wczesna diagnostyke i leczenie spora-
dycznej formy choroby Parkinsona.
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ABSTRACT

Sporadic Parkinson’s disease (sPD) is one of the most common neurodegenerative diseases. Degeneration of dopaminergic neurons in the
substantia nigra and the stratium, are the hallmarks of the disease. Numerous studies have shown that dysfunctions of mitochondrial respira-
tory chain complex I and oxidative stress are associated with sPD development. Mitochondria are dynamic organelles, constantly undergoing
processes of fusion and fission. Shape of mitochondrial network is modified in accordance to cellular needs and external stimuli. Growing
number of evidence show the presence of disturbances of mitochondrial dynamics in sPD. The aim of this article is to summarize recent data

concerning role of mitochondrial dynamics in sPD pathogenesis.
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