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STRESZCZENIE

undamentalna rola mitochondriéw w procesach wytwarzania energii oraz integracji

wielu istotnych szlakéw metabolicznych i sygnalowych sprawia, ze sa one kluczowe dla
funkcjonowania komérki. Optymalne dzialanie mitochondriéw zalezy od jakosciowego i
ilosciowego skladu biatkowego tego organellum - proteomu. Aby utrzymaé odpowiednia
homeostaze proteomu, w mitochondriach wyksztalcit sie system kontroli jakosci i ilosci bia-
lek, ktory obejmuje mechanizmy dzialajace na poziomach: molekularnym, organellarnym i
komérkowym. Kluczowym elementem tego systemu jest grupa proteaz zaleznych od ATP.
W jej sklad wchodza enzymy macierzy mitochondrialnej - Lon/PIM1 i ClpXP oraz zlokali-
zowane w blonie wewnetrznej proteazy AAA. Degraduja one niesfaldowane, uszkodzone i
niezasocjowane bialka. Enzymy te zaangazowane sa réwniez w zlozone mechanizmy regula-
cyjne determinujace m.in. translacje mitochondrialng, procesy fuzji oraz odpowiedz na stres.
Brak zaleznych od ATP proteaz prowadzi do dysfunkcji mitochondriéw i rozwoju wielu
powaznych choréb u ludzi. Niniejsza praca podsumowuje obecny stan wiedzy dotyczacy
zaleznych od ATP proteolitycznych systeméw kontroli jakosci w mitochondriach réznych
organizmow.

WPROWADZENIE

Mitochondria odgrywaja fundamentalna role w funkcjonowaniu komorki
eukariotycznej. Organelle te, nie tylko stanowia gléwne zrédlo energii niezbed-
nej do przeprowadzania proceséw komoérkowych, ale sa tez miejscem wielu
kluczowych dla zycia komoérki szlakéw metabolicznych [1-4]. Funkcjonowanie
mitochondriéw zalezy od jakosciowego i ilosciowego skiadu biatkowego tego
organellum (proteomu). Proteom mitochondrialny ulega ciggtym zmianom w
zaleznosci od stadium rozwoju organizmu oraz warunkéw srodowiskowych.
Mitochondria sg organellami péfautonomicznymi. Ogromna wiekszoé¢ bia-
tek mitochondrialnych jest kodowana przez genom jadrowy, syntetyzowana
w cytosolu i potranslacyjnie importowana do organellum. Natomiast, genom
mitochondrialny koduje okoto 1% bialek, ktore sa syntetyzowane dzieki mito-
chondrialnemu systemowi translacji [5]. Jedna z wazniejszych funkcji mitochon-
driéw, wytwarzanie ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS, ang.
oxidative phosphorylation) zalezy od aktywnosci zlozonych komplekséw biono-
wych, ktérych skladowe kodowane sa przez oba genomy. Biogeneza komplek-
sow OXPHOS wymaga zatem Scistej koordynacji ekspresji genomu mitochon-
drialnego i jadrowego [6]. Ponadto, podczas fosforylacji oksydacyjnej dochodzi
do powstawania reaktywnych form tlenu (RFT), ktérych akumulacja moze pro-
wadzi¢ do peroksydaciji lipidéw oraz utleniania biatek. Aby zapobiec szkodliwej
akumulacji biatek uszkodzonych, niesfatdowanych czy tez niewykorzystanych
w biogenezie komplekséw OXPHOS oraz aby utrzymac optymalny skiad pro-
teomu, w mitochondriach wyksztalcit sie system kontroli jakosci biatek (MQC,
ang. mitochondrial quality control) [3,4,7,8]. System ten obejmuje mechanizmy
dziatajace na poziomach: molekularnym, organellarnym i komérkowym. Ni-
niejsza praca charakteryzuje grupe proteaz zaleznych od ATP jako kluczowego
elementu systemu kontroli jakosci biatek mitochondrialnych na poziomie mole-
kularnym, podkreslajac réwniez ich zaangazowanie w kontrole jakosci na pozo-
stalych poziomach, m.in. poprzez udzial w mitochondrialnej fuzji lub aktywacji
Sciezek sygnatowych indukowanych stresem.

PROTEAZY ZALEZNE OD ATP - CHARAKTERYSTYKA OGOLNA

W zwiazku z endosymbiotycznym pochodzeniem mitochondriéw, zidentyfi-
kowane u organizméw eukariotycznych proteazy zalezne od ATP s3 ortologami
odpowiednich enzyméw bakteryjnych. Naleza one do trzech rodzin: zlokalizo-
wanych w macierzy mitochondrialnej proteaz Lon i Clp oraz zwigzanych z mi-
tochondrialng bfong wewnetrzna proteaz FTSH (Tab. 1). Proteaza Lon wziela
swoja nazwe od fenotypu jaki wykazywaty mutanty lon Escherichia coli tworzace
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Tabela 1. Proteazy zalezne od ATP zidentyfikowane w mitochondriach drozdzy, ssakow i roslin.
Podwdjna lokalizacja biatek: M/ CH - mitochondria/chloroplasty; M/P - mitochondria/ peroksysomy.
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dtugie (ang. long) niepodzielone filamenty [9]. Enzym ten u
drozdzy nosi nazwe PIM1 (ang. proteolysis in mitochondria).
Historia odkrycia proteazy typu Clp siega lat 80. XX wieku,
kiedy zidentyfikowano w E. coli proteaze ClpAP, zlozong
z podjednostki ATPazowej ClpA oraz proteolitycznej ClpP
[10]. Dalsze badania wykazaly, ze ClpP moze wspoétdzialaé
réwniez z innym biatkiem ClpX tworzac ClpXP, o innej niz
ClpAP specyficznosci substratowej [10]. Udokumentowa-
no, ze w mitochondriach wystepuje typ ClpXP, z wyjatkiem
drozdzy gdzie zidentyfikowano jedynie podjednostke ClpX
[11]. W roku 1975 pojawila si¢ natomiast pierwsza wzmian-
ka o biatku FtsH (ang. Filamentous temperature sensitive H) i
byla zwigzana z uzyskaniem w wyniku chemicznej muta-
genezy mutantéw E. coli wrazliwych na wysoka tempera-
ture, wykazujacych zaburzenia proceséw podziatu komor-
ki i wzrostu [12]. Mitochondrialne enzymy FTSH sa czesto
okreélane jako proteazy AAA.

U wiegkszosci eukariontéw, szczegolnie u roslin, doszlo
do multiplikacji genéw kodujacych omawiane enzymy
(Tab. 1). Przykladowo, w genomie Arabidopsis thaliana iden-
tyfikuje sie az 12 genéw kodujacych biatka typu FTSH, z
ktoérych trzy posiadaja lokalizacje wytacznie mitochondrial-
na (ATFTSH3,10,4), jedno kierowane jest do mitochondriéw
oraz chloroplastéw (ATFTSH11) (Tab. 1), a pozostale to
enzymy chloroplastowe [13]. Podobng sytuacje obserwuje
sie w przypadku proteaz Lon, gdzie sposrod czterech bia-
tek, proteazami mitochondrialnymi sa Lonl i Lon 4 (Tab.
1), z tym ze obie wykazuja podwdjna lokalizacje - oprocz
mitochondriéw pierwsza z nich kierowana jest réwniez
do peroksysomoéw, a druga do chloroplastow [14]. Jeszcze
wieksza liczbe biatek identyfikuje sie u Arabidopsis w przy-
padku rodziny proteaz Clp [13,15]. Mianowicie stwierdzo-
no obecnoéé 9 podjednostek ATPazowych, 6 posiadajacych
aktywnos¢ proteolityczna oraz 4 nieaktywnie katalitycznie
formy ClpP zwane ClpR. Sposrdd tych biatek lokalizacje mi-
tochondrialng wykazuja: 4 biatka o aktywnosci opiekuriczej
ClpB4 i ClpX1-3 oraz jedna proteolityczna podjednostka
ClpP2 (Tab. 1). W odréznieniu od tak licznej reprezentacji
biatek ClpP u Arabidopsis, nizsze eukarionty, w tym Saccha-
romyces cerevisiae, wcale nie posiadaja aktywnego proteoli-
tycznie bialka tej rodziny. U tych organizméw stwierdzo-
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wiagzanie i hydro-
lize ATP [13,16]
(Ryc. 1A). U niektorych bialek z tej rodziny obecny jest
dodatkowo motyw nazwany wtérnym regionem homolo-
gii (SRH, ang. second region of homology), co decyduje o ich
przynaleznosci do grupy proteaz AAA/FTSH. Charakte-
rystyczna wspoélna cecha proteaz z rodziny AAA+ jest ich
podwdjna aktywnosé, biatka opiekuniczego (ATPazowa)
i proteolityczna, wynikajaca z obecnosci odpowiednio
domeny AAA+ oraz proteolitycznej [7,17]. Proteazy typu
Lon i ClpP sa proteazami serynowymi. Lon nalezy do ro-
dziny S16 proteaz serynowych z centrum katalitycznym
w postaci diady Ser-Lys, natomiast proteaza ClpP posia-
dajaca katalityczng triade ztozong z His-Asp-Ser klasyfi-
kuje sie do rodziny S14. Proteazy AAA/FTSH posiadaja
opréocz domeny ATPazowej, domene proteolityczng z
unikalnym motywem HEXXH charakterystycznym dla
zaleznych od cynku metaloproteaz z rodziny termolizyn
M41 (Ryc. 1A). W przypadku proteaz Lon i FTSH domena
katalityczna oraz domena AAA+ znajduja sie w obrebie
tego samego lanicucha polipeptydowego, inaczej niz u
ClpXP, gdzie domeny te umiejscowione sa w dwéch réz-
nych tanficuchach polipeptydowych, nalezacych do dwéch
réznych biatek wspéttworzacych enzym [7] (Ryc. 1A).
Proteazy ClpXP i Lon to enzymy zlokalizowane w ma-
cierzy mitochondrialnej, natomiast proteazy AAA/FTSH
zwigzane sg z blong wewnetrzna poprzez domeny trans-
btonowe, ktérych ilos¢ determinuje topologie tych biatek
w blonie (Ryc. 1B). Proteazy i-AAA posiadajg jeden rejon
transblonowy i eksponuja swoje centrum katalityczne do
przestrzeni miedzybtonowej, podczas gdy katalityczna
czed¢ proteaz m-AAA, zawierajacych dwa rejony trans-
blonowe, zorientowana jest w strone macierzy mitochon-
drialnej [17].

Mitochondrialne proteazy zalezne od ATP sa enzymami
oligomerycznymi, co oznacza, ze zorganizowane sa w duze
kompleksy ztozone z identycznych podjednostek (homo-
oligomery: Lon, i-AAA, m-AAA) lub biatek blisko spokrew-
nionych (hetero-oligomery: m-AAA). Warto podkresli¢
szczegblng réznorodnoéé komplekséw tworzonych przez
mitochondrialne proteazy m-AAA. Wykazano, ze posiadaja
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Rycina 1. Schemat obrazujacy strukture domenowg mitochondrialnych proteaz zaleznych od ATP oraz topologie w blonie wewnetrznej proteaz AAA. A) budowa dome-
nowa z zaznaczonymi charakterystycznymi regionami: MTS - sekwencja kierujaca do mitochondriéw; AAA - domena AAA+; SRH - wtérny region homologii; Ser-His-
-Asp, Ser-Lys, HEXXH - charakterystyczne dla poszczegolnych proteaz centra katalityczne domen proteolitycznych; B) topologia blonowa mitochondrialnych proteaz
AAA. Determinowana iloécig domen transmembranowych topologia biatka w btonie wewnetrznej decyduje o przynaleznosci do proteaz m-AAA (centrum katalityczne
skierowane do macierzy mitochondrialnej) lub i-AAA (centrum katalityczne skierowane do przestrzeni miedzybtonowej).

one zdolnoé¢ do zmian charakteru tworzonego kompleksu i
w zaleznosci od warunkéw lub rodzaju tkanki moga ulegac
homo-lub hetero-oligomeryzacji [18,19].

Informacje dotyczace struktury molekularnej oraz me-
chanizmu dzialania proteaz zaleznych od ATP pochodza
glownie z badan nad proteazami bakteryjnymi [20,21].
Wskazuja one na heksameryczng budowe komplekséw
Lon i proteaz AAA, w ktérych czes¢ ATPazowa przybie-
ra ksztalt pierécienia, natomiast proteolityczna przypo-
mina barylke. W przypadku proteazy ClpXP podjednost-
ki opiekuricze (ClpX) formuja réwniez heksameryczny
pierécienr, natomiast peptydaza (ClpP) tworzy strukture
14-podjednostkowa zlozona z dwoéch heptamerycznych
pierscieni [10]. Centrum katalityczne omawianych en-
zymow ukryte jest we wnetrzu kompleksu, do ktérego
prowadzi ciasny tunel uniemozliwiajacy przedostanie sie
do komory katalitycznej bialek w formie natywnej. Dlate-
go tez substraty musza by¢ najpierw rozfaldowane przez
domene ATPazowgq i przetransportowane do czedci w
ktorej zachodzi wlasciwa degradacja [16,22]. Innymi sto-
wy, do degradacji wymagane jest ATP, jednakze energia
pochodzaca z jego hydrolizy nie jest wykorzystywana do
ciecia proteolitycznego, ale do rozfaldowania substratu i
jego translokacji. Badania wskazuja réwniez, ze wiazanie
ATP, bez jego hydrolizy, wymagane jest do utrzymania
integralnosci komplekséw proteaz AAA oraz, w przy-
padku ClpX, do funkcjonalnego potaczenia obu multime-
rycznych struktur w jeden kompleks [10]. Mitochondrial-
ne proteazy zalezne od ATP dzialaja w sposéb procesyw-
ny, degradujac biatka do krotkich peptydéw uwalnianych
na zewnatrz przez pory komory katalitycznej [21,22].
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FUNKCJE MOLEKULARNE PROTEAZ
ZALEZNYCH OD ATP

DEGRADACJA BIALEK NIEFUNKCJONALNYCH

Degradacja biatek niefunkcjonalnych - niesfatdowanych,
uszkodzonych (np. utlenionych) lub obecnych w nadmia-
rze - to jedna z gléwnych funkcji molekularnych proteaz
mitochondrialnych zaleznych od ATP [11,16,17] (Ryc. 2A).
Enzymy te trawig biatka niefunkcjonalne do peptydoéw,
ktore nastepnie sg rozkladane do pojedynczych aminokwa-
s6w z udzialem mitochondrialnych oligopeptydaz [23,24].
Produkty dzialania proteaz zaleznych od ATP moga by¢
réwniez eksportowane poza organellum doprowadzajac w
konsekwengcji do aktywacji ekspresji genéw jadrowych ko-
dujacych m.in sktadowe systemu mitochondrialnej kontro-
li jakosci biatek. Taki mechanizm nosi nazwe odpowiedzi
mtUPR (ang. mitochondrial Unfolded Protein Response) i jest
opisany w dalszej czesci pracy.

Kluczowe znaczenie w usuwaniu bialek niesfaldowa-
nych oraz utlenionych w macierzy mitochondrialnej peini
proteaza Lon (u drozdzy nazywana PIM1) [25]. Wykazano
znaczne zwiekszenie jej syntezy podczas trwania stresu
oksydacyjnego w komorkach zaréwno drozdzy jak i zwie-
rzat, co przemawia za jej szczeg6lna rola w zabezpieczeniu
mitochondriéw przed jego skutkami [25-27]. Udokumen-
towano, ze brak proteazy PIM1 doprowadza do tworzenia
nierozpuszczalnych agregatéow zlozonych z biatek utlenio-
nych [28]. Wséréd substratow PIM1 zidentyfikowano duza
grupe utlenionych biatek tj. Hsp60, SOD2, Pdbl, Lpdl,
Atp2 oraz Ilv5 [29]. Jako preferencyjnie degradowane przez
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DEGRADACJA BIALEK
NIEFUNKCJONALNYCH
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BIALKA OPIEKUNCZEGO
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Rycina 2. Funkcje molekularne proteaz zaleznych od ATP w regulacji proceséw mitochondrialnych. A) degradacja bialek niefunkcjonalnych macierzy mitochondrialnej
oraz blony wewnetrznej; B) rola aktywnosci biatka opiekuriczego w biogenezie kompleksow OXPHOS; C) wplyw na synteze bialek mitochondrialnych poprzez udziat
w obrébce biatka MrpL32; D) regulacja dynamiki mitochondriéw poprzez obrébke biatka OPA1 zwigzanego z procesami fuzji i podziatow (ssaki); E) udziat w procesie
mitofagii poprzez obrébke biatka Atg32 (drozdze); F) udziat w biogenezie kardiolipiny (CL) (drozdze); G) udzial w mitogafii poprzez degradacje bialka PINK (ssaki); H)
regulacja metabolizmu mtDNA poprzez degradacje czynnika transkrypcyjnego TEAM (ssaki).

PIM1 wymienia sie tez utlenione biatka zaangazowane w
utrzymanie stabilnoéci mitochondrialnego DNA, co suge-
ruje ochronna role tej proteazy przed uszkodzeniami geno-
mu [26,30] Wyciszenie ekspresji proteazy Lon w ssaczych
liniach komoérkowych réwniez prowadzi do akumulacji
bialek uszkodzonych przez utlenienie [26]. Wykazano, Ze
wéréd substratéw ssaczej proteazy Lon jest kluczowy en-
zym cyklu Krebsa - akonitaza. Stwierdzono, ze oczyszczo-
na proteaza Lon wykazuje wieksza aktywnos¢ w stosunku
do utlenionej akonitazy, w poréwnaniu do jej formy natyw-
nej [31]. Nie u wszystkich organizméw brak funkcjonalnej
proteazy Lon wiaze sie z akumulacja bialek utlenionych.
Nie zaobserwowano takiego zjawiska w przypadku roslin-
nych mutantéw lonl [32], co moze sugerowaé¢ odmienna
funkcje mitochondrialnej proteazy Lon lub alternatywnie
wyksztalcenie przez te organizmy skuteczniejszych mecha-
nizméw kompensacyjnych. U wyzszych eukariontéw, obok
proteazy Lon, niefunkcjonalne biatka macierzy mitochon-
drialnej usuwane sa dzieki aktywnosci ClpXP [10,33]. Zaob-
serwowano zwiekszona ekspresje genéw mitochondrialnej
ClpP2 u ryzu podczas naturalnego procesu starzenia sie
lisci i w odpowiedzi na dzialanie kwasu abscysynowego,
hormonu przyspieszajacego starzenie [34]. Ekspresja genu
tej proteazy jest zwiekszona réwniez w warunkach stresu
proteotoksycznego. Proteoliza zalezna od proteazy ClpP
pelni kluczowa role w procesie adaptacji komoérki w odpo-
wiedzi na akumulacje niepoprawnie zwinietych biatek w
mitochondriach, tj. w odpowiedzi mtUPR [35].
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Btona wewnetrzna wymaga szczegdlnej kontroli jakosci
jako miejsce wystepowania waznych z punktu bioenerge-
tyki wielopodjednostkowych komplekséw oksydacyjnej
fosforylacji. Wspdlna cecha mutantéw pozbawionych pro-
teaz zaleznych od ATP jest obnizenie kompetencji odde-
chowych komoérki w wyniku zaburzenie biogenezy kom-
plekséw OXPHOS [36-38]. Aktywnos¢ degradujaca pro-
teaz AAA w stosunku do niezasocjowanych skladowych
komplekséw OXPHOS wigze si¢ z prawidlowym sktada-
niem tych komplekséw oraz utrzymaniem integralnosci i
stabilnosci blony wewnetrznej. Wéréd zidentyfikowanych
substratow drozdzowej proteazy i-AAA (Ymel) znajduja
sie niezasocjowana podjednostka II oksydazy cytochromu
¢ (Cox2) oraz podjednostka I kompleksu dehydrogenazy
NADH (Ndelp) [11,17,23,39]. Do bialek, ktore zidentyfiko-
wano jako fizjologiczne substraty ludzkiej YMEIL naleza
btonowe podjednostki komplekséw taricucha oddechowe-
go jak Cox4, Ndufb6 [40]. Drozdzowy przedstawiciel pro-
teaz m-AAA, heterooligomeryczny kompleks Ytal0/Ytal2
degraduje niezasocjowane mitochondrialnie kodowane
podjednostki kompleksu bcl (Cob), kompleksu oksydazy
cytochromu ¢ (Cox1, Cox3) oraz kompleksu V, syntazy
ATP (ATP6,8,9) [41]. Przykladem innego rodzaju substra-
tow degradowanych przez proteaze i-AAA sa zlokalizo-
wane w przestrzeni miedzyblonowej mate biatka Tim,
ktére w formie blednie zwinietej sa degradowane przez
drozdzowa Ymel [42].
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DEGRADACJA BIALEK REGULATOROWYCH

Kontrola nad obrotem metabolicznym krétko Zyjacych
biatek regulatorowych to aktywnosé¢, ktéra mocno rozsze-
rza znaczenie omawianych proteaz w regulacji zlozonych
proceséw wewnatrzmitochondrialnych (Ryc.2). Jeden z
najbardziej znanych przykladéw dotyczy drozdzowej pro-
teazy i-AAA/Ymel i jej wplywu na metabolizm fosfolipi-
déw w blonie mitochondrialnej. Wykazano, ze proteaza
Ymel zaangazowana jest w mechanizm regulacji poziomu
waznych dla funkcjonowania mitochondriéw fosfolipidow:
kardiolipiny (CL) oraz fosfatydyloetanoloaminy (PE) [1,43].
Kardiolipina wykazuje plejotropowy wplyw na funkcje
mitochondriéw. Stabilizuje genom mitochondrialny, kom-
pleksy i superkompleksy OXPHOS, kompleksy przenosni-
kowe ADP/ATP oraz translokaze TIM23 [44]. Wsrod biatek
zasadniczych dla biogenezy CL u drozdzy znajduja sie re-
gulatorowe biatka rezydujace w przestrzeni miedzybtono-
wej Upsl i Ups2. Regulacja czasu poéttrwania tych biatek
kontrolowana jest przez proteaze Ymel oraz w przypadku
biatka Upsl dodatkowo przez proteaze ATP23 [43] (Ryc.
2F). Ponadto stwierdzono, ze proteaza i-AAA determinuje
stabilnoé¢ dekarboksylazy fosfatydyloseryny (Psdl), ktéra
posredniczy w konwersji fosfatydyloseryny do PE [45].

Zlokalizowana w macierzy mitochondrialnej proteaza
Lon wplywa natomiast na biosynteze hormonéw steroido-
wych w komoérkach kory nadnercza, fozyska oraz gonad
poprzez utrzymanie odpowiedniej ilosci regulatorowego
biatka StAR, posredniczacego w transporcie cholesterolu z
cytosolu do mitochondriéw [46]. Stwierdzono tez, Ze prote-
aza Lon reguluje metabolizm mtDNA poprzez specyficzna
degradacje mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego
A (TFAM) (Ryc. 2H). Sugeruje sig, ze proteaza Lon kontro-
luje prawidlowy stosunek ilosci czynnika transkrypcyjnego
do mtDNA przez co reguluje mitochondrialng transkrypcje
[47].

Wsréd potencjalnych substratéw ClpXP znalazly sie nie-
mal wszystkie podjednostki kompleksu dehydrogenazy pi-
rogronianowej (PDH), enzymy cyklu kwaséw trikarboksy-
lowych, enzymy metabolizujace aminokwasy i kwasy ttusz-
czowe, a takze biatka wigzace centra zelazo-siarkowe [48].

Bardzo interesujace sa doniesienia wskazujgce na praw-
dopodobne zaangazowanie proteaz zaleznych od ATP we
wczesne etapy regulacji procesu mitofagii. Proces ten jest
kluczowym elementem systemu kontroli jakosci biatek na
poziomie organellarnym [1,3,4,49]. W trakcie mitofagii mi-
tochondria sg transportowane do lumen lizosoméw /waku-
ol i tam rozkladane. Sugeruje sig, ze proteazy ClpXP, Lon
oraz m-AAA uczestnicza w obrocie metabolicznym kinazy
biatkowej PINK1 [1,50] (Ryc. 2G). W warunkach fizjologicz-
nych biatko to jest importowane do mitochondriéw i wbu-
dowywane w blone wewnetrzng, a jego staly odpowiedni
poziom jest pod kontrolg proteaz zaleznych od ATP. Pod-
czas stresu, kiedy wydajnos¢ importu bialek jest obnizona,
PINK1 akumuluje si¢ na powierzchni mitochondriéw i ak-
tywuje biatko Parkin, ktére poprzez poliubikwitylacje bia-
tek blony zewnetrznej uruchamia proces degradacji mito-
chondriéw, mitofagii [50].
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Aktywnos¢ proteolityczna proteaz zaleznych od ATP to
nie tylko degradacja bialek do peptydéw. Proteazy te moga
réwniez przetwarzac biatka poprzez ograniczong proteoli-
ze, prowadzac do ich aktywagji (Ryec. 2).

Jeden z najlepiej udokumentowanych przyktadéw
ograniczonej proteolizy dotyczy drozdzowej proteazy m-
-AAAibiatka duzej podjednostki mitorybosméw MrpL32
[61]. Wykazano, ze proteaza m-AAA jest odpowiedzialna
za odciecie N-koricowej sekwencji sygnalnej importo-
wanego do mitochondrium biatka MrpL32 (Ryc. 2C). W
rezultacie proteaza m-AAA, poprzez aktywacje tej pod-
jednostki, reguluje biogeneze mitorybosoméw i wpltywa
na wydajnos¢ translacji mitochondrialnej. Zaburzenia w
procesie translacji mitochondrialnej skutkuja brakiem
kodowanych mitochondrialnie sktadowych OXPHOS i
uniemozliwiajg formowanie komplekséw oddechowych.
Okazalo sig, ze istotnym elementem w rozpoznaniu biatka
MrpL32 jako substratu ograniczonej proteolizy jest jego
charakterystyczny zachowany w ewolucji motyw CXXC-
X,-CXXC [52]. Mutacja w obrebie jego sekwencji zmienia
MrpL32 z substratu ulegajacego tylko obrébce na substrat
degradowany przez m-AAA. Motyw ten zapewnia przy-
branie przez biatko odpowiedniej natywnej konformacji,
ktéra uniemozliwia catkowita degradacje, ale daje moz-
liwosé odciecia sekwencji sygnalnej [52]. Proces dojrze-
wania biatka MrpL32 odréznia go od wiekszosci biatek
importowanych i aktywowanych przez typowa proteaze
procesujaca MPP. Funkcja proteazy m-AAA w regula-
cji biogenezy rybosoméw i mitochondrialnej translacji
jest najprawdopodobniej zachowana réwniez u roslin, o
czym $wiadcza wyniki komplementacji mutantow ytal0/
ytal2 przez proteaze PsFTSH grochu (Pisum sativum) [53].

U ssakéw proteaza i-AAA odpowiada za obrébke
wystepujacej w wewnetrznej blonie dynamino-podob-
nej GTPazy OPAL1 (ang. opticatrophy 1 protein) [54] (Ryc.
2D). W wyniku dzialania i-AAA powstaje forma dluga
biatka tzw. L-OPA1. W warunkach stresu aktywacji ule-
ga inna metaloproteaza blony wewnetrznej OMA1, ktéra
przeprowadza konwersja diuzszych form biatka OPA1
(L-OPA1) do jej krétszych wersji (S-OPA1). Akumulacja
S-OPALl jest rownoznaczna z zapoczatkowaniem frag-
mentacji organellum. Odpowiednia forma biatka OPA1
warunkuje utrzymanie balansu pomiedzy procesami fu-
zji i podzialéw [1,45,54,]. Z kolei stosunek fuzji do po-
dzialéw decyduje o wlasciwej morfologii mitochondriéw,
ich liczbie, ruchliwosci, segregacji podczas podzialéw
komorki, stabilnosci mtDNA czy w kornicu zdolnosciach
oddechowych. Podobne mechanizmy angazujace prote-
azy zalezne od ATP w kontrole dynamiki mitochondriow
obserwowane sa u drozdzy, gdzie homologiem biatka
OPA1 jest Mgm1[3].

Dla drozdzowej proteazy Ymel wykazano, ze prowa-
dzona przez nia obrébka proteolityczna receptorowego
biatka btony zewnetrznej Atg32, wplywa na uruchomie-
nie i efektywny przebieg procesu mitofagii [55] (Ryc. 2E).
Zahamowanie ciecia C-koricowej sekwencji sygnalnej
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Atg32 wiazato sie z duzymi zaburzeniami tego procesu
[55].

Inny przyklad aktywnosci przetwarzajacej zaleznych
od ATP proteaz jest zwigzany z procesem usuwania in-
tronéw w transkryptach mitochondrialnych. Stwierdzo-
no, ze wspolnym substratem dla aktywnosci przetwarza-
jacej proteaz PIM1 oraz m-AAA jest maturaza RNA, kata-
lizujaca wyciecie intronéw transkryptéw genéw cox1 i cob
[56]. Poprzez aktywacje maturazy enzymy te biorg udziat
w regulacji ekspresji genéw mitochondrialnych.

FUNKCJE ZWIAZANE Z AKTYWNOSCIA
BIALKA OPIEKUNCZEGO

Dane literaturowe wskazuja, ze niektére z funkcji pel-
nionych przez proteazy zalezne od ATP opieraja sie jedy-
nie na ich aktywnosci biatka opiekuniczego, bez udzialu
proteolizy. Dobrym przykladem jest proces dojrzewania
peroksydazy cytochromu c (Ccpl, bialka chroniacego
przed stresem oksydacyjnym) u drozdzy [57]. Stwierdzo-
no, ze m-AAA uczestniczy w zaleznej od ATP dyslokacji
Ccpl w celu zapewnienia wlasciwej pozycji tego biatka
w blonie umozliwiajacej przeprowadzenie wewnatrzblo-
nowego ciecia przez inna proteaze zwana romboidem
[57]. Kolejny przykiad funkcji niezwigzanych z aktyw-
noscia proteolityczng dotyczy drozdzowej proteazy i-
-AAA oraz procesu dojrzewania PNPazy (fosforylazy
polinukleotydowej), bialka przestrzeni miedzyblonowej
zwiazanego z importem RNA [58]. Aby nastapita obréb-
ka proteolityczna PNPazy, jej prekursor musi dosta¢ sie
do macierzy mitochondrialnej, gdzie MPP przeprowadzi
ciecie N-konicowej sekwencji sygnalnej. Nastepnie biatl-
ko to powinno z powrotem zostaé przetransportowane
przez blone wewnetrzng do przestrzeni miedzybtono-
wej. Zahamowanie translokacji bialka i jego akumulacje
w macierzy mitochondrialnej obserwuje si¢ podczas he-
terologicznej ekspresji zwierzecego homologa PNPazy w
mutantach drozdzowych ymel z wylaczona aktywnoscia
domeny ATPazowej. Wynik ten wskazuje na role funkcji
biatka opiekuniczego Ymel podczas translokacji PNPazy
przez btone wewnetrzna [58].

Badania wskazuja réwniez, ze niezalezna od aktywno-
Sci proteolitycznej funkcja biatka opiekuniczego proteaz
AAA jest wymagana podczas formowania kompleksu
syntazy ATP u drozdzy (Ryc. 2B). Powstawanie zlozo-
nych z ATP9 i ATP6 intermediatéw, tworzacych nastep-
nie blonowg czes¢ kompleksu V (F)), zalezy od proteaz
m-AAA, ale nie jest zwiazane z ich funkcjg proteolityczna
[59]. Role aktywnosci ATPazowej w tworzeniu syntazy
ATP opisano réwniez dla biatka Ymel [60,61]. Inna pro-
teaza wykorzystujaca w procesie sktadania kompleksow
OXPHOS funkcje biatka opiekuniczego jest proteaza ma-
cierzy mitochondrialnej Lon [62]. Stwierdzono, ze nade-
kspresja jej genu prowadzona w mutantach drozdzowych
m-AAA w duzym stopniu przywraca zdolnosci oddecho-
we i stopieni ztozenia komplekséw oddechowych, ale nie
wplywa na poziom biatek zakumulowanych w mutancie
ytal0/12. Efekt supresji nasila sie podczas ekspresji genu
Lon z wylaczona aktywnoscia domeny proteolitycznej
[62].
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UDZIAE PROTEAZ ZALEZNYCH
OD ATP W ODPOWIEDZI NA STRES

W ostatnim czasie intensywnie pracuje si¢ nad zrozu-
mieniem dzialajacych w mitochondriach mechanizméw
majacych na celu dostosowanie skladu oraz aktywnoscé
mitochondrialnej maszynerii importu biatek oraz systemu
kontroli jakosci biatek (proteaz i bialek opiekuniczych) do
zaistnialego zapotrzebowania komoérki [63-65]. Procesy te
polegaja na zwigzanej ze stresem aktywacji odpowiednich
Sciezek sygnatowych skutkujacych indukcja transkrypcji
genow jadrowych kodujacych mitochondrialne biatka, ktére
pomogtyby w przywréceniu homeostazy mitochondrialne;j.

Najlepiej poznang Sciezka sygnatowa, ktéra aktywowa-
na jest poprzez stres proteotoksyczny w mitochondriach,
jest odpowiedZz mtUPR (ang. mitochondrial Unfolded Protein
Response) [35,66-68]. Stanowi ona podstawowy mechanizm
przeciwdzialajacy akumulacji niepoprawnie zwinietych
biatek. Chociaz éciezka ta zostala odkryta w systemie ssa-
czym, molekularne podstawy jej dzialania zostaly zrozu-
miane na podstawie badan przeprowadzonych na modelo-
wym organizmie Caenorhabditis elegans [69]. Newralgiczng
role w aktywacji $ciezki mtUPR pelnia mitochondrialne
proteazy zalezne od ATP. U C. elegans, peptydy powsta-
te w wyniku degradacji przez proteaze Clp niesfaldowa-
nych bialek gromadzacych sie¢ w macierzy mitochondrium,
transportowane sa do cytoplazmy z udzialem transportera
HAF-1, nalezacego do transporteréw typu ABC. Nastepnie
peptydy te biora udziat w aktywacji ekspresji genéw jadro-
wych kodujacych m.in skladniki systemu mitochondrialnej
kontroli jakosci biatek [67,68]. OdpowiedzZ jadra wymaga
utworzenia kompleksu czynnika transkrypcyjnego DVE-
1 z bialkiem ubikwitynopodobnym UBL-5 oraz aktywacji
czynnika transkrypcyjnego (ATFS-1). ATFS-1 posiada sy-
gnat kierujacy do jadra oraz do mitochondriéw. W warun-
kach optymalnych, ATFS-1 jest importowany do macierzy
mitochondrialnej, gdzie jest szybko degradowany przez
proteaze Lon. Podczas stresu, szczegdlnie proteotoksyczne-
g0, wydajnos¢ importu biatek do mitochondriéw spada, co
powoduje akumulacje ATFS-1 w cytosolu i jego migracje do
jadra, gdzie aktywuje ekspresje bialek opiekunczych oraz
proteaz mitochondrialnych [66].

Stwierdzono, ze do indukcji Sciezki mtUPR moze do-
chodzi¢ nie tyko na drodze zwiazanej z aktywnoscia prote-
azy Clp, ale réwniez poprzez zmiany ilosciowe kluczowej
podjednostki translokazy biatkowej TIM23, biatka Tim17A.
Obnizony poziom tego biatka wywoluje zmniejszenie efek-
tywnosci importu biatek prekursorowych do organellum,
co aktywuje sciezke mtUTR [70].

CHOROBY WYWOLANE BRAKIEM AKTYWNOSCI
PROTEAZ ZALEZNYCH OD ATP

Biorac pod uwage réznorodne funkcje molekularne, a w
konsekwengcji réznorodnoéé¢ proceséw w ktérych uczest-
niczg mitochondrialne proteazy zalezne od ATP mozna
stwierdzi¢, ze pelnig one kluczowa role w utrzymywaniu
puli funkcjonalnych mitochondriéw. Dane literaturowe
wskazuja, ze zaburzone dziatanie tych proteolitycznych
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Tabela 2. Choroby dziedziczne wywolywane przez mutacje w genach kodujgcych mitochondrialne proteazy zalezne od ATP.

Gen Biatko Locus Choroba Dziedziczenie Pigmiennictwo
AFG3L2  podjednostka proteazy mAAA 18pll  Ataksja mézdzkowo-rdzeniowa SCA28 Zum?o“?alne [71,74]
ominujgce
AFG3L2  podjednostka proteazy mAAA 18p11 Zespot spastycznej ataksji - neuropatii R [77]
recesywne
SPG7 podjednostka proteazy mAAA 16924 Dziedziczna papraplegia spastyczna autosomalne [37,73]
recesywne
SPG7 podjednostka proteazy mAAA SPG7 Azt przew e poste.pu)qce] N/D [72]
zewnetrznej oftalmoplegii
Zesp6t mézgowo-oczno-zebowo- autosomalne
LON proteaza Lon 19p13 uszno-szkieletowy (CODAS) recesywne [81]
CLPP podjednostka proteolityczna 19p13 Zespél Perraulta autosomalne [84]
proteazy Clp recesywne

maszynerii bialkowych jest zwigzane z chorobami neuro-
logicznymi, degeneracyjnymi, metabolicznymi, multisyste-
mowymi oraz nowotworowymi u ludzi (Tab. 2). Te patolo-
giczne stany moga by¢ konsekwencja dziedzicznej mutacji
w genie kodujacym proteaze. Choroba moze rozwinac sie
réowniez w efekcie zaburzenia réwnowagi elementéw sys-
temu kontroli jakosci np. poprzez nieoptymalne zmiany w
syntezie proteazy.

Wiele przestanek wskazuje, ze proteaza m-AAA odgry-
wa niezbedna role w funkcjonowaniu komoérek nerwowych.
Mutacje w genach AFG3L2 i SPG7, ktére koduja podjednost-
ki proteazy m-AAA u ludzi, powoduja kurczowe porazenie
koniczyn dolnych oraz niezbornoé¢ ruchows [37,71]. Muta-
cje w SPG7 réwniez sa przyczyna przewleklej oftalmoplegii
[72]. Myszy pozbawione m-AAA wykazuja szereg neurolo-
gicznych defektéw, ktére przypominaja stany chorobowe
charakteryzujace si¢ degeneracja aksonéw [73,74]. AFG3L2
jest mitochondrialnym biatkiem kluczowym dla funkcjono-
wania komoérek Purkinjego [75]. Zaburzenia w aktywnosci
AFG3L2 indukuja zalezng od mitochondriéw degeneracje
komoérek Purkinjego, zmiany w transporcie mitochondriéw
i hiperfosforylacje biatka tau, co jest powigzane z neurode-
generacja i demencja [74,76,77].

Defekty i mutacje w genach kodujacych mitochondrialne
proteazy zalezne od ATP w konsekwencji prowadzg row-
niez do choréb metabolicznych oraz multisystemowych.
Przykladem sa polimorfizmy pojedynczego nukleotydu w
genie SPG7, dla ktérych wykazano zwigzek m.in. z cukrzy-
ca typu 2 oraz choroba wieficowa obydwojga pici oraz dys-
genezja jajnikéw (u kobiet) [78].

Regulacja aktywnosci mitochondriéw, poprzez wptyw
tych organelli na metabolizm i energetyke catej komérki, ma
kluczowe znaczenie w procesie nowotworzenia [79]. Wiele
danych wskazuje na wazna role mitochondrialnej proteazy
LON w procesie transformacji nowotworowej. LON uczest-
niczy w reorganizacji metabolizmu komérkowego oraz
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chroni komoérki przed akumulacjg czynnikéw indukujacych
starzenie [1]. Wykazano, iz obnizenie aktywnosci tej pro-
teazy w komorkach rakowych, obniza ich nowotworowe
wlasciwosci. Natomiast zwiekszenie aktywnosci LON uod-
parnia komoérki na warunki stresu i chroni je przed apopto-
za [1,80]. Dysfunkcja proteazy Lon jest przyczyna zespolu
zaburzen rozwojowych tzw. syndromu CODAS [81]. LON
uczestniczy rowniez w zaleznej od czynnika indukowanego
przez hipoksje-1 adaptacji mitochondriéw do warunkéw
niedotlenienia, ktére sa charakterystyczne w przypadku
zlosliwych guzow [82].

Homozygotyczna delecja genu CLPP u myszy prowadzi
do nagromadzenia podjednostki CLPX, mitochondrialnego
DNA i mediatoréw odpowiedzi zapalnej [83]. Brak funk-
cjonalnej CLPP wiaze sie¢ z zahamowanym wzrostem, bez-
plodnoscia oraz utratg stuchu [84]. CLPP jest atrakcyjnym
celem w terapii skierowanej przeciwko ostrej biataczce mie-
loblastycznej. W komorkach tej formy biataczki obserwuje
si¢ znaczne podwyzszenie poziomu CLPP. Genetyczne lub
indukowane chemicznie obnizenie aktywnosci CLPP zabu-
rza funkcjonowania mitochondriéw w tych komérkach, co
koreluje z ich zwigekszona umieralnoscia [85].

PODSUMOWANIE

Badania nad proteazami mitochondrialnymi zaleznymi
od ATP, ktére prowadzone sg juz od niemal pét wieku, uka-
zuja bardzo szeroki zakres aktywnosci tych intrygujacych
maszynerii biatkowych. Proteazy zalezne od ATP reguluja
funkcjonowanie mitochondriéw na wielu plaszczyznach.
Niewatpliwie podstawowa rola tych proteaz jest zapobie-
ganie akumulacji niefunkcjonalnych, btednie zwinietych
bialek w tym organellum poprzez ich degradacje. Z drugiej
strony, proteazy te moga réwniez wykazywac wysoka spe-
cyficznos¢ substratowq i przeprowadza¢ precyzyjne ciecie
okreslonych biatek czy kontrolowac stabilnosé¢ krétkozyja-
cych, natywnie zwinietych bialek regulatorowych. Dzieki
tym wlasciwosciom proteazy zalezne od ATP kontroluja
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wiele proceséw kluczowych dla funkcjonowania mitochon-
driéw wliczajac w to m.in. mitochondrialng translacje, bio-
geneze fosfolipidow, fuzje oraz autofagie mitochondriéw.
Proteazy te zaangazowane sg réwniez w mechanizmy mi-
tochondrialnej odpowiedzi na stres np. mtUPR. Kluczowa
role proteaz zaleznych od ATP w prawidtowym funkcjono-
waniu mitochondriow dodatkowo podkresla fakt, iz muta-
¢je w genach kodujacych podjednostki tych proteaz prowa-
dza do wielu choréb o podlozu metabolicznym, zapalnym
oraz neurodegeneracyjnym. Stad, proteazy zalezne od ATP
s interesujgcymi celami terapeutycznymi w leczeniu wielu
schorzer. W zaleznosci od przyczyn zaistnialego stanu pa-
tologicznego w chorych komorkach stosuje sie r6zne strate-
gie modulacji aktywnosci tych biatek. W chorobach neuro-
degeneracyjnych korzystna jest stymulacja aktywnosci tych
mitochondrialnych proteaz, hamujaca degeneracje komoérek
nerwowych [1]. Natomiast w terapiach nowotworowych
stosuje si¢ wyciszanie aktywnosci tych enzymoéw [25]. Dal-
sze badania molekularnego podfoza funkcjonowania prote-
az zaleznych od ATP pozwola nam w pelni zrozumie¢ ich
znaczenie dla optymalnej aktywnoéci mitochondriéw.
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ABSTRACT

Mitochondria play the fundamental role in energy production and integration of many important metabolic and signalling pathways, which
makes them essential for the function of a cell. The optimal operation of mitochondria depends on the qualitative and quantitative composi-
tion of the organellar proteins - the proteome. To maintain the homeostasis of the mitochondrial proteome, mitochondria developed a protein
quality control system, which acts on the molecular, cellular and organellar levels. ATP-dependent proteases constitute a key element of this
system. It consists of Lon/PIM1 and ClpXP proteases located in the mitochondrial matrix as well as AAA proteases anchored in the inner
mitochondrial membrane. The ATP-dependent proteases degrade misfolded, damaged or not assembled proteins. These enzymes are also
involved in complex regulatory mechanisms such as mitochondrial translation, fusion and response to stress. Lack of any of ATP-dependent
proteases leads to mitochondrial dysfunction and the development of many major diseases in humans. This work summarizes the current
knowledge of the ATP-dependent proteolytic system in mitochondria in different organisms.
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