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Proteazy zależne od ATP w kontroli jakości proteomu mitochondrialnego

STRESZCZENIE

Fundamentalna rola mitochondriów w procesach wytwarzania energii oraz integracji 
wielu istotnych szlaków metabolicznych i sygnałowych sprawia, że są one kluczowe dla 

funkcjonowania komórki. Optymalne działanie mitochondriów zależy od jakościowego i 
ilościowego składu białkowego tego organellum – proteomu. Aby utrzymać odpowiednią 
homeostazę proteomu, w mitochondriach wykształcił się system kontroli jakości i ilości bia-
łek, który obejmuje mechanizmy działające na poziomach: molekularnym, organellarnym i 
komórkowym. Kluczowym elementem tego systemu jest grupa proteaz zależnych od ATP. 
W jej skład wchodzą enzymy macierzy mitochondrialnej – Lon/PIM1 i ClpXP oraz zlokali-
zowane w błonie wewnętrznej proteazy AAA. Degradują one niesfałdowane, uszkodzone i 
niezasocjowane białka. Enzymy te zaangażowane są również w złożone mechanizmy regula-
cyjne determinujące m.in. translację mitochondrialną, procesy fuzji oraz odpowiedź na stres. 
Brak zależnych od ATP proteaz prowadzi do dysfunkcji mitochondriów i rozwoju wielu 
poważnych chorób u ludzi. Niniejsza praca podsumowuje obecny stan wiedzy dotyczący 
zależnych od ATP proteolitycznych systemów kontroli jakości w mitochondriach różnych 
organizmów.

WPROWADZENIE

Mitochondria odgrywają fundamentalną rolę w funkcjonowaniu komórki 
eukariotycznej. Organelle te, nie tylko stanowią główne źródło energii niezbęd-
nej do przeprowadzania procesów komórkowych, ale są też miejscem wielu 
kluczowych dla życia komórki szlaków metabolicznych [1-4]. Funkcjonowanie 
mitochondriów zależy od jakościowego i ilościowego składu białkowego tego 
organellum (proteomu). Proteom mitochondrialny ulega ciągłym zmianom w 
zależności od stadium rozwoju organizmu oraz warunków środowiskowych. 
Mitochondria są organellami półautonomicznymi. Ogromna większość bia-
łek mitochondrialnych jest kodowana przez genom jądrowy, syntetyzowana 
w cytosolu i potranslacyjnie importowana do organellum. Natomiast, genom 
mitochondrialny koduje około 1% białek, które są syntetyzowane dzięki mito-
chondrialnemu systemowi translacji [5]. Jedna z ważniejszych funkcji mitochon-
driów, wytwarzanie ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS, ang. 
oxidative phosphorylation) zależy od aktywności złożonych kompleksów błono-
wych, których składowe kodowane są przez oba genomy. Biogeneza komplek-
sów OXPHOS wymaga zatem ścisłej koordynacji ekspresji genomu mitochon-
drialnego i jądrowego [6]. Ponadto, podczas fosforylacji oksydacyjnej dochodzi 
do powstawania reaktywnych form tlenu (RFT), których akumulacja może pro-
wadzić do peroksydacji lipidów oraz utleniania białek. Aby zapobiec szkodliwej 
akumulacji białek uszkodzonych, niesfałdowanych czy też niewykorzystanych 
w biogenezie kompleksów OXPHOS oraz aby utrzymać optymalny skład pro-
teomu, w mitochondriach wykształcił się system kontroli jakości białek (MQC, 
ang. mitochondrial quality control) [3,4,7,8]. System ten obejmuje mechanizmy 
działające na poziomach: molekularnym, organellarnym i komórkowym. Ni-
niejsza praca charakteryzuje grupę proteaz zależnych od ATP jako kluczowego 
elementu systemu kontroli jakości białek mitochondrialnych na poziomie mole-
kularnym, podkreślając również ich zaangażowanie w kontrolę jakości na pozo-
stałych poziomach, m.in. poprzez udział w mitochondrialnej fuzji lub aktywacji 
ścieżek sygnałowych indukowanych stresem.

PROTEAZY ZALEŻNE OD ATP – CHARAKTERYSTYKA OGÓLNA

W związku z endosymbiotycznym pochodzeniem mitochondriów, zidentyfi-
kowane u organizmów eukariotycznych proteazy zależne od ATP są ortologami 
odpowiednich enzymów bakteryjnych. Należą one do trzech rodzin: zlokalizo-
wanych w macierzy mitochondrialnej proteaz Lon i Clp oraz związanych z mi-
tochondrialną błoną wewnętrzną proteaz FTSH (Tab. 1). Proteaza Lon wzięła 
swoją nazwę od fenotypu jaki wykazywały mutanty lon Escherichia coli tworzące 
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długie (ang. long) niepodzielone filamenty [9]. Enzym ten u 
drożdży nosi nazwę PIM1 (ang. proteolysis in mitochondria). 
Historia odkrycia proteazy typu Clp sięga lat 80. XX wieku, 
kiedy zidentyfikowano w E. coli proteazę ClpAP, złożoną 
z podjednostki ATPazowej ClpA oraz proteolitycznej ClpP 
[10]. Dalsze badania wykazały, że ClpP może współdziałać 
również z innym białkiem ClpX tworząc ClpXP, o innej niż 
ClpAP specyficzności substratowej [10]. Udokumentowa-
no, że w mitochondriach występuje typ ClpXP, z wyjątkiem 
drożdży gdzie zidentyfikowano jedynie podjednostkę ClpX 
[11]. W roku 1975 pojawiła się natomiast pierwsza wzmian-
ka o białku FtsH (ang. Filamentous temperature sensitive H) i 
była związana z uzyskaniem w wyniku chemicznej muta-
genezy mutantów E. coli wrażliwych na wysoką tempera-
turę, wykazujących zaburzenia procesów podziału komór-
ki i wzrostu [12]. Mitochondrialne enzymy FTSH są często 
określane jako proteazy AAA.

U większości eukariontów, szczególnie u roślin, doszło 
do multiplikacji genów kodujących omawiane enzymy 
(Tab. 1). Przykładowo, w genomie Arabidopsis thaliana iden-
tyfikuje się aż 12 genów kodujących białka typu FTSH, z 
których trzy posiadają lokalizację wyłącznie mitochondrial-
ną (ATFTSH3,10,4), jedno kierowane jest do mitochondriów 
oraz chloroplastów (ATFTSH11) (Tab. 1), a pozostałe to 
enzymy chloroplastowe [13]. Podobną sytuację obserwuje 
się w przypadku proteaz Lon, gdzie spośród czterech bia-
łek, proteazami mitochondrialnymi są Lon1 i Lon 4 (Tab. 
1), z tym że obie wykazują podwójną lokalizację – oprócz 
mitochondriów pierwsza z nich kierowana jest również 
do peroksysomów, a druga do chloroplastów [14]. Jeszcze 
większą liczbę białek identyfikuje się u Arabidopsis w przy-
padku rodziny proteaz Clp [13,15]. Mianowicie stwierdzo-
no obecność 9 podjednostek ATPazowych, 6 posiadających 
aktywność proteolityczną oraz 4 nieaktywnie katalitycznie 
formy ClpP zwane ClpR. Spośród tych białek lokalizację mi-
tochondrialną wykazują: 4 białka o aktywności opiekuńczej 
ClpB4 i ClpX1-3 oraz jedna proteolityczna podjednostka 
ClpP2 (Tab. 1). W odróżnieniu od tak licznej reprezentacji 
białek ClpP u Arabidopsis, niższe eukarionty, w tym Saccha-
romyces cerevisiae, wcale nie posiadają aktywnego proteoli-
tycznie białka tej rodziny. U tych organizmów stwierdzo-

no jedynie obecność 
podjednostki ClpX 
[15].

Mitochondrialne 
proteazy zależne 
od ATP wchodzą w 
skład superrodziny 
białek AAA+ (ang. 
ATPases Associated 
with diverse cellular 
Activities), co ozna-
cza, że w swojej 
budowie zawierają 
domenę AAA+ z 
charakterystyczny-
mi motywami Wal-
ker A oraz Walker 
B, które umożli-
wiają odpowiednio 
wiązanie i hydro-
lizę ATP [13,16] 

(Ryc. 1A). U niektórych białek z tej rodziny obecny jest 
dodatkowo motyw nazwany wtórnym regionem homolo-
gii (SRH, ang. second region of homology), co decyduje o ich 
przynależności do grupy proteaz AAA/FTSH. Charakte-
rystyczną wspólną cechą proteaz z rodziny AAA+ jest ich 
podwójna aktywność, białka opiekuńczego (ATPazowa) 
i proteolityczna, wynikająca z obecności odpowiednio 
domeny AAA+ oraz proteolitycznej [7,17]. Proteazy typu 
Lon i ClpP są proteazami serynowymi. Lon należy do ro-
dziny S16 proteaz serynowych z centrum katalitycznym 
w postaci diady Ser-Lys, natomiast proteaza ClpP posia-
dająca katalityczną triadę złożoną z His-Asp-Ser klasyfi-
kuje się do rodziny S14. Proteazy AAA/FTSH posiadają 
oprócz domeny ATPazowej, domenę proteolityczną z 
unikalnym motywem HEXXH charakterystycznym dla 
zależnych od cynku metaloproteaz z rodziny termolizyn 
M41 (Ryc. 1A). W przypadku proteaz Lon i FTSH domena 
katalityczna oraz domena AAA+ znajdują się w obrębie 
tego samego łańcucha polipeptydowego, inaczej niż u 
ClpXP, gdzie domeny te umiejscowione są w dwóch róż-
nych łańcuchach polipeptydowych, należących do dwóch 
różnych białek współtworzących enzym [7] (Ryc. 1A). 
Proteazy ClpXP i Lon to enzymy zlokalizowane w ma-
cierzy mitochondrialnej, natomiast proteazy AAA/FTSH 
związane są z błoną wewnętrzną poprzez domeny trans-
błonowe, których ilość determinuje topologię tych białek 
w błonie (Ryc. 1B). Proteazy i-AAA posiadają jeden rejon 
transbłonowy i eksponują swoje centrum katalityczne do 
przestrzeni międzybłonowej, podczas gdy katalityczna 
część proteaz m-AAA, zawierających dwa rejony trans-
błonowe, zorientowana jest w stronę macierzy mitochon-
drialnej [17].

Mitochondrialne proteazy zależne od ATP są enzymami 
oligomerycznymi, co oznacza, że zorganizowane są w duże 
kompleksy złożone z identycznych podjednostek (homo-
oligomery: Lon, i-AAA, m-AAA) lub białek blisko spokrew-
nionych (hetero-oligomery: m-AAA). Warto podkreślić 
szczególną różnorodność kompleksów tworzonych przez 
mitochondrialne proteazy m-AAA. Wykazano, że posiadają 

Tabela 1. Proteazy zależne od ATP zidentyfikowane w mitochondriach drożdży, ssaków i roślin.
Podwójna lokalizacja białek: M/CH – mitochondria/chloroplasty; M/P – mitochondria/peroksysomy.

Organizm Mitochondrialne proteazy zależne od ATP

Drożdże
Saccharomyces cerevisiae

Lon/PIM1 ClpXP
Proteazy AAA/FTSH

i-AAA m-AAA

PIM1 ClpX Yta11 (Yme1) Yta10
Yta12

Zwierzęta Lon ClpXP YME1L1
AFG3L1
AFG3L2
SPG7

Człowiek LON CLPXP YME1L1 AFG3L2
SPG7 (paraplegina)

Rośliny
Arabidopsis thaliana

Lon1 (M/P)
Lon4 (M/CH)

ClpX1-3
ClpB4
ClpP2

ATFTSH4
ATFTSH11 (M/CH)

ATFTSH3
ATFTSH10
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one zdolność do zmian charakteru tworzonego kompleksu i 
w zależności od warunków lub rodzaju tkanki mogą ulegać 
homo-lub hetero-oligomeryzacji [18,19].

Informacje dotyczące struktury molekularnej oraz me-
chanizmu działania proteaz zależnych od ATP pochodzą 
głównie z badań nad proteazami bakteryjnymi [20,21]. 
Wskazują one na heksameryczną budowę kompleksów 
Lon i proteaz AAA, w których część ATPazowa przybie-
ra kształt pierścienia, natomiast proteolityczna przypo-
mina baryłkę. W przypadku proteazy ClpXP podjednost-
ki opiekuńcze (ClpX) formują również heksameryczny 
pierścień, natomiast peptydaza (ClpP) tworzy strukturę 
14-podjednostkową złożoną z dwóch heptamerycznych 
pierścieni [10]. Centrum katalityczne omawianych en-
zymów ukryte jest we wnętrzu kompleksu, do którego 
prowadzi ciasny tunel uniemożliwiający przedostanie się 
do komory katalitycznej białek w formie natywnej. Dlate-
go też substraty muszą być najpierw rozfałdowane przez 
domenę ATPazową i przetransportowane do części w 
której zachodzi właściwa degradacja [16,22]. Innymi sło-
wy, do degradacji wymagane jest ATP, jednakże energia 
pochodząca z jego hydrolizy nie jest wykorzystywana do 
cięcia proteolitycznego, ale do rozfałdowania substratu i 
jego translokacji. Badania wskazują również, że wiązanie 
ATP, bez jego hydrolizy, wymagane jest do utrzymania 
integralności kompleksów proteaz AAA oraz, w przy-
padku ClpX, do funkcjonalnego połączenia obu multime-
rycznych struktur w jeden kompleks [10]. Mitochondrial-
ne proteazy zależne od ATP działają w sposób procesyw-
ny, degradując białka do krótkich peptydów uwalnianych 
na zewnątrz przez pory komory katalitycznej [21,22].

FUNKCJE MOLEKULARNE PROTEAZ 
ZALEŻNYCH OD ATP

DEGRADACJA BIAŁEK NIEFUNKCJONALNYCH

Degradacja białek niefunkcjonalnych – niesfałdowanych, 
uszkodzonych (np. utlenionych) lub obecnych w nadmia-
rze – to jedna z głównych funkcji molekularnych proteaz 
mitochondrialnych zależnych od ATP [11,16,17] (Ryc. 2A). 
Enzymy te trawią białka niefunkcjonalne do peptydów, 
które następnie są rozkładane do pojedynczych aminokwa-
sów z udziałem mitochondrialnych oligopeptydaz [23,24]. 
Produkty działania proteaz zależnych od ATP mogą być 
również eksportowane poza organellum doprowadzając w 
konsekwencji do aktywacji ekspresji genów jądrowych ko-
dujących m.in składowe systemu mitochondrialnej kontro-
li jakości białek. Taki mechanizm nosi nazwę odpowiedzi 
mtUPR (ang. mitochondrial Unfolded Protein Response) i jest 
opisany w dalszej części pracy.

Kluczowe znaczenie w usuwaniu białek niesfałdowa-
nych oraz utlenionych w macierzy mitochondrialnej pełni 
proteaza Lon (u drożdży nazywana PIM1) [25]. Wykazano 
znaczne zwiększenie jej syntezy podczas trwania stresu 
oksydacyjnego w komórkach zarówno drożdży jak i zwie-
rząt, co przemawia za jej szczególną rolą w zabezpieczeniu 
mitochondriów przed jego skutkami [25-27]. Udokumen-
towano, że brak proteazy PIM1 doprowadza do tworzenia 
nierozpuszczalnych agregatów złożonych z białek utlenio-
nych [28]. Wśród substratów PIM1 zidentyfikowano dużą 
grupę utlenionych białek tj. Hsp60, SOD2, Pdb1, Lpd1, 
Atp2 oraz Ilv5 [29]. Jako preferencyjnie degradowane przez 

Rycina 1. Schemat obrazujący strukturę domenową mitochondrialnych proteaz zależnych od ATP oraz topologię w błonie wewnętrznej proteaz AAA. A) budowa dome-
nowa z zaznaczonymi charakterystycznymi regionami: MTS – sekwencja kierująca do mitochondriów; AAA – domena AAA+; SRH – wtórny region homologii; Ser-His-
-Asp, Ser-Lys, HEXXH – charakterystyczne dla poszczególnych proteaz centra katalityczne domen proteolitycznych; B) topologia błonowa mitochondrialnych proteaz 
AAA. Determinowana ilością domen transmembranowych topologia białka w błonie wewnętrznej decyduje o przynależności do proteaz m-AAA (centrum katalityczne 
skierowane do macierzy mitochondrialnej) lub i-AAA (centrum katalityczne skierowane do przestrzeni międzybłonowej).
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PIM1 wymienia się też utlenione białka zaangażowane w 
utrzymanie stabilności mitochondrialnego DNA, co suge-
ruje ochronną rolę tej proteazy przed uszkodzeniami geno-
mu [26,30] Wyciszenie ekspresji proteazy Lon w ssaczych 
liniach komórkowych również prowadzi do akumulacji 
białek uszkodzonych przez utlenienie [26]. Wykazano, że 
wśród substratów ssaczej proteazy Lon jest kluczowy en-
zym cyklu Krebsa – akonitaza. Stwierdzono, że oczyszczo-
na proteaza Lon wykazuje większą aktywność w stosunku 
do utlenionej akonitazy, w porównaniu do jej formy natyw-
nej [31]. Nie u wszystkich organizmów brak funkcjonalnej 
proteazy Lon wiąże się z akumulacją białek utlenionych. 
Nie zaobserwowano takiego zjawiska w przypadku roślin-
nych mutantów lon1 [32], co może sugerować odmienną 
funkcję mitochondrialnej proteazy Lon lub alternatywnie 
wykształcenie przez te organizmy skuteczniejszych mecha-
nizmów kompensacyjnych. U wyższych eukariontów, obok 
proteazy Lon, niefunkcjonalne białka macierzy mitochon-
drialnej usuwane są dzięki aktywności ClpXP [10,33]. Zaob-
serwowano zwiększoną ekspresję genów mitochondrialnej 
ClpP2 u ryżu podczas naturalnego procesu starzenia się 
liści i w odpowiedzi na działanie kwasu abscysynowego, 
hormonu przyspieszającego starzenie [34]. Ekspresja genu 
tej proteazy jest zwiększona również w warunkach stresu 
proteotoksycznego. Proteoliza zależna od proteazy ClpP 
pełni kluczową rolę w procesie adaptacji komórki w odpo-
wiedzi na akumulację niepoprawnie zwiniętych białek w 
mitochondriach, tj. w odpowiedzi mtUPR [35].

Błona wewnętrzna wymaga szczególnej kontroli jakości 
jako miejsce występowania ważnych z punktu bioenerge-
tyki wielopodjednostkowych kompleksów oksydacyjnej 
fosforylacji. Wspólną cechą mutantów pozbawionych pro-
teaz zależnych od ATP jest obniżenie kompetencji odde-
chowych komórki w wyniku zaburzenie biogenezy kom-
pleksów OXPHOS [36-38]. Aktywność degradująca pro-
teaz AAA w stosunku do niezasocjowanych składowych 
kompleksów OXPHOS wiąże się z prawidłowym składa-
niem tych kompleksów oraz utrzymaniem integralności i 
stabilności błony wewnętrznej. Wśród zidentyfikowanych 
substratów drożdżowej proteazy i-AAA (Yme1) znajdują 
się niezasocjowana podjednostka II oksydazy cytochromu 
c (Cox2) oraz podjednostka I kompleksu dehydrogenazy 
NADH (Nde1p) [11,17,23,39]. Do białek, które zidentyfiko-
wano jako fizjologiczne substraty ludzkiej YME1L należą 
błonowe podjednostki kompleksów łańcucha oddechowe-
go jak Cox4, Ndufb6 [40]. Drożdżowy przedstawiciel pro-
teaz m-AAA, heterooligomeryczny kompleks Yta10/Yta12 
degraduje niezasocjowane mitochondrialnie kodowane 
podjednostki kompleksu bc1 (Cob), kompleksu oksydazy 
cytochromu c (Cox1, Cox3) oraz kompleksu V, syntazy 
ATP (ATP6,8,9) [41]. Przykładem innego rodzaju substra-
tów degradowanych przez proteazę i-AAA są zlokalizo-
wane w przestrzeni międzybłonowej małe białka Tim, 
które w formie błędnie zwiniętej są degradowane przez 
drożdżową Yme1 [42].

Rycina 2. Funkcje molekularne proteaz zależnych od ATP w regulacji procesów mitochondrialnych. A) degradacja białek niefunkcjonalnych macierzy mitochondrialnej 
oraz błony wewnętrznej; B) rola aktywności białka opiekuńczego w biogenezie kompleksów OXPHOS; C) wpływ na syntezę białek mitochondrialnych poprzez udział 
w obróbce białka MrpL32; D) regulacja dynamiki mitochondriów poprzez obróbkę białka OPA1 związanego z procesami fuzji i podziałów (ssaki); E) udział w procesie 
mitofagii poprzez obróbkę białka Atg32 (drożdże); F) udział w biogenezie kardiolipiny (CL) (drożdże); G) udział w mitogafii poprzez degradację białka PINK (ssaki); H) 
regulacja metabolizmu mtDNA poprzez degradację czynnika transkrypcyjnego TFAM (ssaki).
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DEGRADACJA BIAŁEK REGULATOROWYCH

Kontrola nad obrotem metabolicznym krótko żyjących 
białek regulatorowych to aktywność, która mocno rozsze-
rza znaczenie omawianych proteaz w regulacji złożonych 
procesów wewnątrzmitochondrialnych (Ryc.2). Jeden z 
najbardziej znanych przykładów dotyczy drożdżowej pro-
teazy i-AAA/Yme1 i jej wpływu na metabolizm fosfolipi-
dów w błonie mitochondrialnej. Wykazano, że proteaza 
Yme1 zaangażowana jest w mechanizm regulacji poziomu 
ważnych dla funkcjonowania mitochondriów fosfolipidów: 
kardiolipiny (CL) oraz fosfatydyloetanoloaminy (PE) [1,43]. 
Kardiolipina wykazuje plejotropowy wpływ na funkcje 
mitochondriów. Stabilizuje genom mitochondrialny, kom-
pleksy i superkompleksy OXPHOS, kompleksy przenośni-
kowe ADP/ATP oraz translokazę TIM23 [44]. Wśród białek 
zasadniczych dla biogenezy CL u drożdży znajdują się re-
gulatorowe białka rezydujące w przestrzeni międzybłono-
wej Ups1 i Ups2. Regulacja czasu półtrwania tych białek 
kontrolowana jest przez proteazę Yme1 oraz w przypadku 
białka Ups1 dodatkowo przez proteazę ATP23 [43] (Ryc. 
2F). Ponadto stwierdzono, że proteaza i-AAA determinuje 
stabilność dekarboksylazy fosfatydyloseryny (Psd1), która 
pośredniczy w konwersji fosfatydyloseryny do PE [45].

Zlokalizowana w macierzy mitochondrialnej proteaza 
Lon wpływa natomiast na biosyntezę hormonów steroido-
wych w komórkach kory nadnercza, łożyska oraz gonad 
poprzez utrzymanie odpowiedniej ilości regulatorowego 
białka StAR, pośredniczącego w transporcie cholesterolu z 
cytosolu do mitochondriów [46]. Stwierdzono też, że prote-
aza Lon reguluje metabolizm mtDNA poprzez specyficzną 
degradację mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego 
A (TFAM) (Ryc. 2H). Sugeruje się, że proteaza Lon kontro-
luje prawidłowy stosunek ilości czynnika transkrypcyjnego 
do mtDNA przez co reguluje mitochondrialną transkrypcję 
[47].

Wśród potencjalnych substratów ClpXP znalazły się nie-
mal wszystkie podjednostki kompleksu dehydrogenazy pi-
rogronianowej (PDH), enzymy cyklu kwasów trikarboksy-
lowych, enzymy metabolizujące aminokwasy i kwasy tłusz-
czowe, a także białka wiążące centra żelazo-siarkowe [48].

Bardzo interesujące są doniesienia wskazujące na praw-
dopodobne zaangażowanie proteaz zależnych od ATP we 
wczesne etapy regulacji procesu mitofagii. Proces ten jest 
kluczowym elementem systemu kontroli jakości białek na 
poziomie organellarnym [1,3,4,49]. W trakcie mitofagii mi-
tochondria są transportowane do lumen lizosomów/waku-
ol i tam rozkładane. Sugeruje się, że proteazy ClpXP, Lon 
oraz m-AAA uczestniczą w obrocie metabolicznym kinazy 
białkowej PINK1 [1,50] (Ryc. 2G). W warunkach fizjologicz-
nych białko to jest importowane do mitochondriów i wbu-
dowywane w błonę wewnętrzną, a jego stały odpowiedni 
poziom jest pod kontrolą proteaz zależnych od ATP. Pod-
czas stresu, kiedy wydajność importu białek jest obniżona, 
PINK1 akumuluje się na powierzchni mitochondriów i ak-
tywuje białko Parkin, które poprzez poliubikwitylację bia-
łek błony zewnętrznej uruchamia proces degradacji mito-
chondriów, mitofagii [50].

OGRANICZONA PROTEOLIZA

Aktywność proteolityczna proteaz zależnych od ATP to 
nie tylko degradacja białek do peptydów. Proteazy te mogą 
również przetwarzać białka poprzez ograniczoną proteoli-
zę, prowadząc do ich aktywacji (Ryc. 2).

Jeden z najlepiej udokumentowanych przykładów 
ograniczonej proteolizy dotyczy drożdżowej proteazy m-
-AAA i białka dużej podjednostki mitorybosmów MrpL32 
[51]. Wykazano, że proteaza m-AAA jest odpowiedzialna 
za odcięcie N-końcowej sekwencji sygnalnej importo-
wanego do mitochondrium białka MrpL32 (Ryc. 2C). W 
rezultacie proteaza m-AAA, poprzez aktywację tej pod-
jednostki, reguluje biogenezę mitorybosomów i wpływa 
na wydajność translacji mitochondrialnej. Zaburzenia w 
procesie translacji mitochondrialnej skutkują brakiem 
kodowanych mitochondrialnie składowych OXPHOS i 
uniemożliwiają formowanie kompleksów oddechowych. 
Okazało się, że istotnym elementem w rozpoznaniu białka 
MrpL32 jako substratu ograniczonej proteolizy jest jego 
charakterystyczny zachowany w ewolucji motyw CXXC-
X9-CXXC [52]. Mutacja w obrębie jego sekwencji zmienia 
MrpL32 z substratu ulegającego tylko obróbce na substrat 
degradowany przez m-AAA. Motyw ten zapewnia przy-
branie przez białko odpowiedniej natywnej konformacji, 
która uniemożliwia całkowitą degradację, ale daje moż-
liwość odcięcia sekwencji sygnalnej [52]. Proces dojrze-
wania białka MrpL32 odróżnia go od większości białek 
importowanych i aktywowanych przez typową proteazę 
procesującą MPP. Funkcja proteazy m-AAA w regula-
cji biogenezy rybosomów i mitochondrialnej translacji 
jest najprawdopodobniej zachowana również u roślin, o 
czym świadczą wyniki komplementacji mutantów yta10/
yta12 przez proteazę PsFTSH grochu (Pisum sativum) [53].

U ssaków proteaza i-AAA odpowiada za obróbkę 
występującej w wewnętrznej błonie dynamino-podob-
nej GTPazy OPA1 (ang. opticatrophy 1 protein) [54] (Ryc. 
2D). W wyniku działania i-AAA powstaje forma długa 
białka tzw. L-OPA1. W warunkach stresu aktywacji ule-
ga inna metaloproteaza błony wewnętrznej OMA1, która 
przeprowadza konwersją dłuższych form białka OPA1 
(L-OPA1) do jej krótszych wersji (S-OPA1). Akumulacja 
S-OPA1 jest równoznaczna z zapoczątkowaniem frag-
mentacji organellum. Odpowiednia forma białka OPA1 
warunkuje utrzymanie balansu pomiędzy procesami fu-
zji i podziałów [1,45,54,]. Z kolei stosunek fuzji do po-
działów decyduje o właściwej morfologii mitochondriów, 
ich liczbie, ruchliwości, segregacji podczas podziałów 
komórki, stabilności mtDNA czy w końcu zdolnościach 
oddechowych. Podobne mechanizmy angażujące prote-
azy zależne od ATP w kontrolę dynamiki mitochondriów 
obserwowane są u drożdży, gdzie homologiem białka 
OPA1 jest Mgm1[3].

Dla drożdżowej proteazy Yme1 wykazano, że prowa-
dzona przez nią obróbka proteolityczna receptorowego 
białka błony zewnętrznej Atg32, wpływa na uruchomie-
nie i efektywny przebieg procesu mitofagii [55] (Ryc. 2E). 
Zahamowanie cięcia C-końcowej sekwencji sygnalnej 
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Atg32 wiązało się z dużymi zaburzeniami tego procesu 
[55].

Inny przykład aktywności przetwarzającej zależnych 
od ATP proteaz jest związany z procesem usuwania in-
tronów w transkryptach mitochondrialnych. Stwierdzo-
no, że wspólnym substratem dla aktywności przetwarza-
jącej proteaz PIM1 oraz m-AAA jest maturaza RNA, kata-
lizująca wycięcie intronów transkryptów genów cox1 i cob 
[56]. Poprzez aktywację maturazy enzymy te biorą udział 
w regulacji ekspresji genów mitochondrialnych.

FUNKCJE ZWIĄZANE Z AKTYWNOŚCIĄ 
BIAŁKA OPIEKUŃCZEGO

Dane literaturowe wskazują, że niektóre z funkcji peł-
nionych przez proteazy zależne od ATP opierają się jedy-
nie na ich aktywności białka opiekuńczego, bez udziału 
proteolizy. Dobrym przykładem jest proces dojrzewania 
peroksydazy cytochromu c (Ccp1, białka chroniącego 
przed stresem oksydacyjnym) u drożdży [57]. Stwierdzo-
no, że m-AAA uczestniczy w zależnej od ATP dyslokacji 
Ccp1 w celu zapewnienia właściwej pozycji tego białka 
w błonie umożliwiającej przeprowadzenie wewnątrzbło-
nowego cięcia przez inną proteazę zwaną romboidem 
[57]. Kolejny przykład funkcji niezwiązanych z aktyw-
nością proteolityczną dotyczy drożdżowej proteazy i-
-AAA oraz procesu dojrzewania PNPazy (fosforylazy 
polinukleotydowej), białka przestrzeni międzybłonowej 
związanego z importem RNA [58]. Aby nastąpiła obrób-
ka proteolityczna PNPazy, jej prekursor musi dostać się 
do macierzy mitochondrialnej, gdzie MPP przeprowadzi 
cięcie N-końcowej sekwencji sygnalnej. Następnie biał-
ko to powinno z powrotem zostać przetransportowane 
przez błonę wewnętrzną do przestrzeni międzybłono-
wej. Zahamowanie translokacji białka i jego akumulację 
w macierzy mitochondrialnej obserwuje się podczas he-
terologicznej ekspresji zwierzęcego homologa PNPazy w 
mutantach drożdżowych yme1 z wyłączoną aktywnością 
domeny ATPazowej. Wynik ten wskazuje na rolę funkcji 
białka opiekuńczego Yme1 podczas translokacji PNPazy 
przez błonę wewnętrzną [58].

Badania wskazują również, że niezależna od aktywno-
ści proteolitycznej funkcja białka opiekuńczego proteaz 
AAA jest wymagana podczas formowania kompleksu 
syntazy ATP u drożdży (Ryc. 2B). Powstawanie złożo-
nych z ATP9 i ATP6 intermediatów, tworzących następ-
nie błonową część kompleksu V (F0), zależy od proteaz 
m-AAA, ale nie jest związane z ich funkcją proteolityczną 
[59]. Rolę aktywności ATPazowej w tworzeniu syntazy 
ATP opisano również dla białka Yme1 [60,61]. Inną pro-
teazą wykorzystującą w procesie składania kompleksów 
OXPHOS funkcję białka opiekuńczego jest proteaza ma-
cierzy mitochondrialnej Lon [62]. Stwierdzono, że nade-
kspresja jej genu prowadzona w mutantach drożdżowych 
m-AAA w dużym stopniu przywraca zdolności oddecho-
we i stopień złożenia kompleksów oddechowych, ale nie 
wpływa na poziom białek zakumulowanych w mutancie 
yta10/12. Efekt supresji nasila się podczas ekspresji genu 
Lon z wyłączoną aktywnością domeny proteolitycznej 
[62].

UDZIAŁ PROTEAZ ZALEŻNYCH  
OD ATP W ODPOWIEDZI NA STRES

W ostatnim czasie intensywnie pracuje się nad zrozu-
mieniem działających w mitochondriach mechanizmów 
mających na celu dostosowanie składu oraz aktywność 
mitochondrialnej maszynerii importu białek oraz systemu 
kontroli jakości białek (proteaz i białek opiekuńczych) do 
zaistniałego zapotrzebowania komórki [63-65]. Procesy te 
polegają na związanej ze stresem aktywacji odpowiednich 
ścieżek sygnałowych skutkujących indukcją transkrypcji 
genów jądrowych kodujących mitochondrialne białka, które 
pomogłyby w przywróceniu homeostazy mitochondrialnej.

Najlepiej poznaną ścieżką sygnałową, która aktywowa-
na jest poprzez stres proteotoksyczny w mitochondriach, 
jest odpowiedź mtUPR (ang. mitochondrial Unfolded Protein 
Response) [35,66-68]. Stanowi ona podstawowy mechanizm 
przeciwdziałający akumulacji niepoprawnie zwiniętych 
białek. Chociaż ścieżka ta została odkryta w systemie ssa-
czym, molekularne podstawy jej działania zostały zrozu-
miane na podstawie badań przeprowadzonych na modelo-
wym organiźmie Caenorhabditis elegans [69]. Newralgiczną 
rolę w aktywacji ścieżki mtUPR pełnią mitochondrialne 
proteazy zależne od ATP. U C. elegans, peptydy powsta-
łe w wyniku degradacji przez proteazę Clp niesfałdowa-
nych białek gromadzących się w macierzy mitochondrium, 
transportowane są do cytoplazmy z udziałem transportera 
HAF-1, należącego do transporterów typu ABC. Następnie 
peptydy te biorą udział w aktywacji ekspresji genów jądro-
wych kodujących m.in składniki systemu mitochondrialnej 
kontroli jakości białek [67,68]. Odpowiedź jądra wymaga 
utworzenia kompleksu czynnika transkrypcyjnego DVE-
1 z białkiem ubikwitynopodobnym UBL-5 oraz aktywacji 
czynnika transkrypcyjnego (ATFS-1). ATFS-1 posiada sy-
gnał kierujący do jądra oraz do mitochondriów. W warun-
kach optymalnych, ATFS-1 jest importowany do macierzy 
mitochondrialnej, gdzie jest szybko degradowany przez 
proteazę Lon. Podczas stresu, szczególnie proteotoksyczne-
go, wydajność importu białek do mitochondriów spada, co 
powoduje akumulację ATFS-1 w cytosolu i jego migrację do 
jądra, gdzie aktywuje ekspresję białek opiekuńczych oraz 
proteaz mitochondrialnych [66].

Stwierdzono, że do indukcji ścieżki mtUPR może do-
chodzić nie tyko na drodze związanej z aktywnością prote-
azy Clp, ale również poprzez zmiany ilościowe kluczowej 
podjednostki translokazy białkowej TIM23, białka Tim17A. 
Obniżony poziom tego białka wywołuje zmniejszenie efek-
tywności importu białek prekursorowych do organellum, 
co aktywuje ścieżkę mtUTR [70].

CHOROBY WYWOŁANE BRAKIEM AKTYWNOŚCI 
PROTEAZ ZALEŻNYCH OD ATP

Biorąc pod uwagę różnorodne funkcje molekularne, a w 
konsekwencji różnorodność procesów w których uczest-
niczą mitochondrialne proteazy zależne od ATP można 
stwierdzić, że pełnią one kluczową rolę w utrzymywaniu 
puli funkcjonalnych mitochondriów. Dane literaturowe 
wskazują, że zaburzone działanie tych proteolitycznych 
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maszynerii białkowych jest związane z chorobami neuro-
logicznymi, degeneracyjnymi, metabolicznymi, multisyste-
mowymi oraz nowotworowymi u ludzi (Tab. 2). Te patolo-
giczne stany mogą być konsekwencją dziedzicznej mutacji 
w genie kodującym proteazę. Choroba może rozwinąć się 
również w efekcie zaburzenia równowagi elementów sys-
temu kontroli jakości np. poprzez nieoptymalne zmiany w 
syntezie proteazy.

Wiele przesłanek wskazuje, ze proteaza m-AAA odgry-
wa niezbędną rolę w funkcjonowaniu komórek nerwowych. 
Mutacje w genach AFG3L2 i SPG7, które kodują podjednost-
ki proteazy m-AAA u ludzi, powodują kurczowe porażenie 
kończyn dolnych oraz niezborność ruchową [37,71]. Muta-
cje w SPG7 również są przyczyną przewlekłej oftalmoplegii 
[72]. Myszy pozbawione m-AAA wykazują szereg neurolo-
gicznych defektów, które przypominają stany chorobowe 
charakteryzujące się degeneracją aksonów [73,74]. AFG3L2 
jest mitochondrialnym białkiem kluczowym dla funkcjono-
wania komórek Purkinjego [75]. Zaburzenia w aktywności 
AFG3L2 indukują zależną od mitochondriów degenerację 
komórek Purkinjego, zmiany w transporcie mitochondriów 
i hiperfosforylację białka tau, co jest powiązane z neurode-
generacją i demencją [74,76,77].

Defekty i mutacje w genach kodujących mitochondrialne 
proteazy zależne od ATP w konsekwencji prowadzą rów-
nież do chorób metabolicznych oraz multisystemowych. 
Przykładem są polimorfizmy pojedynczego nukleotydu w 
genie SPG7, dla których wykazano związek m.in. z cukrzy-
cą typu 2 oraz chorobą wieńcową obydwojga płci oraz dys-
genezją jajników (u kobiet) [78].

Regulacja aktywności mitochondriów, poprzez wpływ 
tych organelli na metabolizm i energetykę całej komórki, ma 
kluczowe znaczenie w procesie nowotworzenia [79]. Wiele 
danych wskazuje na ważną rolę mitochondrialnej proteazy 
LON w procesie transformacji nowotworowej. LON uczest-
niczy w reorganizacji metabolizmu komórkowego oraz 

chroni komórki przed akumulacją czynników indukujących 
starzenie [1]. Wykazano, iż obniżenie aktywności tej pro-
teazy w komórkach rakowych, obniża ich nowotworowe 
właściwości. Natomiast zwiększenie aktywności LON uod-
parnia komórki na warunki stresu i chroni je przed apopto-
zą [1,80]. Dysfunkcja proteazy Lon jest przyczyną zespołu 
zaburzeń rozwojowych tzw. syndromu CODAS [81]. LON 
uczestniczy również w zależnej od czynnika indukowanego 
przez hipoksję-1 adaptacji mitochondriów do warunków 
niedotlenienia, które są charakterystyczne w przypadku 
złośliwych guzów [82].

Homozygotyczna delecja genu CLPP u myszy prowadzi 
do nagromadzenia podjednostki CLPX, mitochondrialnego 
DNA i mediatorów odpowiedzi zapalnej [83]. Brak funk-
cjonalnej CLPP wiąże się z zahamowanym wzrostem, bez-
płodnością oraz utratą słuchu [84]. CLPP jest atrakcyjnym 
celem w terapii skierowanej przeciwko ostrej białaczce mie-
loblastycznej. W komórkach tej formy białaczki obserwuje 
się znaczne podwyższenie poziomu CLPP. Genetyczne lub 
indukowane chemicznie obniżenie aktywności CLPP zabu-
rza funkcjonowania mitochondriów w tych komórkach, co 
koreluje z ich zwiększoną umieralnością [85].

PODSUMOWANIE

Badania nad proteazami mitochondrialnymi zależnymi 
od ATP, które prowadzone są już od niemal pół wieku, uka-
zują bardzo szeroki zakres aktywności tych intrygujących 
maszynerii białkowych. Proteazy zależne od ATP regulują 
funkcjonowanie mitochondriów na wielu płaszczyznach. 
Niewątpliwie podstawową rolą tych proteaz jest zapobie-
ganie akumulacji niefunkcjonalnych, błędnie zwiniętych 
białek w tym organellum poprzez ich degradację. Z drugiej 
strony, proteazy te mogą również wykazywać wysoką spe-
cyficzność substratową i przeprowadzać precyzyjne cięcie 
określonych białek czy kontrolować stabilność krótkożyją-
cych, natywnie zwiniętych białek regulatorowych. Dzięki 
tym właściwościom proteazy zależne od ATP kontrolują 

Tabela 2. Choroby dziedziczne wywoływane przez mutacje w genach kodujących mitochondrialne proteazy zależne od ATP.

Gen Białko Locus Choroba Dziedziczenie Piśmiennictwo

AFG3L2 podjednostka proteazy mAAA 18p11 Ataksja móżdżkowo-rdzeniowa SCA28 autosomalne 
dominujące [71,74]

AFG3L2 podjednostka proteazy mAAA 18p11 Zespół spastycznej ataksji - neuropatii autosomalne
recesywne [77]

SPG7 podjednostka proteazy mAAA 16q24 Dziedziczna papraplegia spastyczna autosomalne
recesywne [37,73]

SPG7 podjednostka proteazy mAAA SPG7 Zespół przewlekłej postępującej 
zewnętrznej oftalmoplegii N/D [72]

LON proteaza Lon 19p13 Zespół mózgowo-oczno-zębowo-
uszno-szkieletowy (CODAS)

autosomalne 
recesywne [81]

CLPP podjednostka proteolityczna 
proteazy Clp 19p13 Zespół Perraulta autosomalne

recesywne [84]
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wiele procesów kluczowych dla funkcjonowania mitochon-
driów wliczając w to m.in. mitochondrialną translację, bio-
genezę fosfolipidów, fuzję oraz autofagię mitochondriów. 
Proteazy te zaangażowane są również w mechanizmy mi-
tochondrialnej odpowiedzi na stres np. mtUPR. Kluczową 
rolę proteaz zależnych od ATP w prawidłowym funkcjono-
waniu mitochondriów dodatkowo podkreśla fakt, iż muta-
cje w genach kodujących podjednostki tych proteaz prowa-
dzą do wielu chorób o podłożu metabolicznym, zapalnym 
oraz neurodegeneracyjnym. Stąd, proteazy zależne od ATP 
są interesującymi celami terapeutycznymi w leczeniu wielu 
schorzeń. W zależności od przyczyn zaistniałego stanu pa-
tologicznego w chorych komórkach stosuje się różne strate-
gie modulacji aktywności tych białek. W chorobach neuro-
degeneracyjnych korzystna jest stymulacja aktywności tych 
mitochondrialnych proteaz, hamująca degenerację komórek 
nerwowych [1]. Natomiast w terapiach nowotworowych 
stosuje się wyciszanie aktywności tych enzymów [25]. Dal-
sze badania molekularnego podłoża funkcjonowania prote-
az zależnych od ATP pozwolą nam w pełni zrozumieć ich 
znaczenie dla optymalnej aktywności mitochondriów.
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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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