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Wstep

Mitochondria to p6t autonomi- czne organella komoérek eukariotycznych, ktorych gtéwna funkcja jest
produkcja ATP, niezbednego do prawidtowego funkcjonowania komorek. Posiadaja one witasny
genom, a takze aparat biosyntezy biatek. Mutacje w genomie mitochondrialnym (mt-DNA) lub
genomie jadrowym (nDNA), kodujacym biatka specyficzne dla mitochondriéw, sa przyczyna
powstawania choréb mitochondrialnych, zwanych mitochondriopatiami. Choroby mitochondrialn
dotykaja tkanek o najwiekszym zapotrzebowaniu na energie. Mutacje mt-DNA moga stuzy¢ jako
biomarkery tych chordb oraz jako czynniki predykcyjne przebiegu choroby. Mitochondrialna terapia
genowa daje mozliwo$s¢ komplementacji zmutowanych mt-DNA oraz produktéw jego ekspresji
przyczyniajac sie do wyleczenia lub zmniejszenia nasilenia objawow chorobowych [1].

Budowa i funkcje mitochondrium

Mitochondria sa otoczone dwoma btonami, zbudowanymi z dwuwarstwy lipidowej (Rys.1).
Zewnetrzna btona mitochondrialna w wiekszosci zbudowana jest z fosfolipidow i biatek. Zawiera ona
biatka transblonowe, tzw. poryny, ktére tworza hydrofilowe kanaty umozliwiajace dyfuzje czasteczek
o masie 5-10 kDa. Powierzchnia zewnetrznej btony mitochondrialnej jest gtadka, w przeciwienstwie
do btony wewnetrznej, ktéra jest silnie pofatldowana w liczne grzebienie mitochondrialne. Liczba
tych uwypuklen jest zwigzana z nasileniem procesu fosforylacji oksydacyjnej. Sktad wewnetrznej
btony mitochondrialnej rézni sie od sktadu btony zewnetrznej, wieksza zawartoscia biatek
i obecnoscia fosfolipidokardiolipiny. We wnetrzu tej btony znajduja sie biatkowe czynniki sprzegajace
FOF1, ktore posiadaja aktywnos¢ syntetazy ATP. Biatka te stanowia okoto 15% wszystkich biatek
wewnetrznej btony mitochondrialnej. Pomiedzy wewnetrzna i ze-wnetrzna btona mitochondrialng
znajduje sie przestrzen miedzybtonowa [2].

Zewnetrzna blona mitochondrialna przepuszcza wiekszo$¢ jonow i rozpuszczalnych w wodzie
substancji o dostatecznie niskiej masie. Natomiast btona wewnetrzna jest przepuszczalna, na drodze
osmozy, jedynie dla tlenu, dwutlenku wegla, amoniaku, wody oraz substancji hydrofobowych. Jest
natomiast nieprzepuszczalna dla cukréow, wiekszosci aminokwaséw, fosforanow nukleozydow,
koenzymu A i jego estréw. Transport tych substancji przez wewnetrzna btone mitochondrialna jest
mozliwy dzieki specyficznym substratowo biatkom btonowym (translokazy lub permeazy), ktore
w warunkach korzystnego gradientu stezen dziataja na zasadzie transportu biernego lub transportu
aktywnego. Przepuszczalnos¢ blon mitochondrialnych decyduje o transporcie aktywnych substancji
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do wnetrza mitochondriow [2].

Wnetrze mitochondrium wypelnia matriks, w ktéorym znajduja sie biatka, gtownie enzymy cyklu
kwasow trojkarboksylowych, B-oksydacji kwaséw tluszczowych, katabolizmu aminokwaséw oraz
enzymy biorace udzial w syntezie mt-DNA, mt-RNA i biatek. W macierzy mitochondrialne;j
zlokalizowane sa réowniez mitchondrialne DNA, rybosomy, tRNA i rRNA [3].

Ludzki genom mitochondrialny zawiera 4-10 czasteczek kolistego DNA o dtugosci okoto 16 kpz.
Mitochondrialny DNA zawiera 37 genow kodujacych: 2 czasteczki rRNA, 22 tRNA oraz 13
polipeptydéw. Wszystkie polipeptydy kodowane przez mt-DNA sa podjednostkami komplekséw
enzymdéw systemu fosforylacji oksydacyjnej. Pozostale biatka mitochondrialne sa kodowane
w genomie jadrowym, syntetyzowane na cytoplazmatycznych rybosomach i importowane do
odpowiedniego subkompartmentu mitochondriom. Geny mitochondrialne ludzi nie zawieraja
introndw i z wyjatkiem jednego systemu regulatorowego, sekwencje miedzygenowe sa nieobecne lub
sa ograniczone do kilku zasad. W kazdej komorce wystepuja setki kopii mtDNA (poliplazmia) i w
prawidtowych komdrkach sa one identyczne (homoplazmia), gdyz pochodza tylko od jednego
z rodzicéw, sa przekazywane wytacznie w linii zenskiej. Heteroplazmia powstaje na skutek mutacji.
Wéwczas w komoérce wystepuje wiecej niz jeden rodzaj mtDNA. W mitochondrialnym DNA znajduje
sie tzw. obszar hiperzmienny. Jest to niekodujacy fragment genomu mitochondrialnego, ktory rézni
sie miedzy ludZmi i jest wykorzystywany do badan genetycznych [3].

btona

zewnetrzna
blona

~ rybosom

Rys.1. Schemat budowy mitochondrium [18].

Podstawowa funkcja mitochondriéw jest dostarczanie komodrce energii w postaci ATP,
produkowanego w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Pozostale funkcje mitochondriéw zwiazane sa
z metabolizmem nukleotydow, aminokwaséw, lipidow, z procesem homeostazy jonowej oraz
z udziatem tych organelli w procesie apoptozy. Lokalizacja mitochondriéw w komdrce nie jest stata.
W wyniku ruchéw cytoplazmy lub dzieki zwigzaniu sie z elementami cytoszkieletu, mitochondria
moga przemieszczaé sie w kierunku miejsca o zwiekszonym zapotrzebowaniu na energie. Rdwniez
liczba mitochondriow w komdrkach nie jest stata, miesci sie w zakresie od kilku do kilku tysiecy
w komorce, i zalezy od zapotrzebowania komdrki na energie. Organy, takie jak watroba, mdzg,
miesien sercowy czy miesnie szkieletowe, wykazujace duza aktywnosé metaboliczng tlenu, zawieraja
znacznie wieksza ilos¢ mitochondriow niz pozostate, z tego tez powodu najbardziej ze wszystkich
organdw sa podatne na mutacje genomu mitochondrialnego [2].

Choroby mitochondrialne

Mutacje w genomie mitochondrialnym oraz jadrowym, ktory koduje okolo tysigca biatek
mitochondrialnych, moga by¢ przyczyna zaburzen prawidtowego funkcjonowania mitochondridow.
Czestotliwo$¢ powstawania mutacji w obrebie mitochondrialnego DNA jest wielokrotnie wieksza niz
w jadrowym DNA. Prawdopodobnie jest to zwiazane z obecnoscia reaktywnych form tlenu (ROS)
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produkowanych przez mitochondrialny system oksydacyjnej fosforylacji oraz brakiem systeméw
naprawczych i ochronnego dziatania histonow. Mutacje rejonéw kodujacych w mt-DNA powoduja
zmiany w sekwencjach biatek tancucha oddechowego oraz mitochondrialnych rRNA i tRNA.
Natomiast mutacje rejonu niekodujacego moga wplywac¢ na zaburzenia w procesie replikacji
i transkrypcji mt-DNA. Zwiekszona akumulacje mutacji mitochondrialnego DNA obserwuje sie
w starzejacych sie tkankach oraz w wielu stanach chorobowych, takich jak schorzenia neurologiczne,
metaboliczne, w stanach przednowotworowych oraz w niektérych nowotworach. Stan chorobowy
zalezy od iloSciowego stosunku prawidtowych mt-DNA do zmutowanych, przy czym ujawnia sie
dopiero po przekroczeniu pewnej wartosci progowej [4].

Choroby mitochondrialne sa trudne do zdiagnozowania, a ich leczenie jest objawowe. Najczesciej
dotycza one tkanek o najwiekszym zapotrzebowaniu energetycznym, tkanki miesniowej i nerwowe;j.
Chorobom mitochondrialnym towarzysza zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej i kompleksow
tancucha oddechowego, brak aktywnosci niektérych enzymow oraz zmiana ultrastruktury
mitochondriow. Choroby mitochondrialne moga by¢ powodowane przez zaburzenia jednogenowe
oraz wieloczynnikowe [5].

Za wystepowanie zaburzen jednogenowych odpowiada konkretna mutacja w obrebie pojedynczego
genu, ktdra jest odpowiedzialna za dysfunkcje tanicucha oddechowego. Mutacja ta stanowi czynnik
wysokiego ryzyka rozwoju choroby. Do tego typu choréb mitochondrialnych, w ktérych stwierdzono
bezposredni zwigzek dysfunkcji mitochondriéw z mutacjami mt-DNA mozna zaliczy¢ m.in.:

- Zespot Kearnsa-Sayre'a (KSS), powodowany jest przez delecje w mt-DNA, objawami choroby sg
postepujaca oftalmoplegia zewnetrzna, zwyrodnienie barwnikowe siatkowki, ataksja, podwyzszony
poziom biatka w ptynie m6zgowo-rdzeniowym oraz zaburzenia przewodzenia w mie$niu sercowym.

- Zespot MERRF, powodowany jest przez mutacje w genach kodujacych mitochondrialne tRNA,
objawy choroby to padaczka miokloniczna z wystepowaniem czerwonych poszarpanych widkien
w miesniach.

- Zespot MELAS, powodowany jest przez mutacje w genach mitochondrialnych tRNA, objawami sa
miopatia z encefalopatia, drgawki, epizody udaropodobne i bdle glowy.

- Dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera (LHON), jest spowodowana réznymi mutacjami
mt-DNA, objawy choroby to zanik nerwu wzrokowego powodujacy bezbolesna utrate wzroku.

- Zespot NARP, powodowany jest przez punktowa mutacja genu kodujacego syntaze ATP, objawami
choroby sa neurogenna miopatia z ataksja i zwyrodnieniem barwnikowym siatkdwki.

Zaburzenia wieloczynnikowe spowodowane sa przez jednoczesny wplyw przyczyn genetycznych
i Srodowiskowych. Mutacje w mt-DNA nie sa wystarczajace do wystapienia choroby. Natomiast
odpowiadaja one za genetyczna sktonnos¢ do wystapienia danego schorzenia, ktére ujawnia sie, gdy
dodatkowo zadzialaja jeszcze okreslone czynniki Srodowiskowe i przekroczony zostanie prog
podatnosci. Do tego typu choréb mitochondrialnych, w ktérych mutacje w mt-DNA moga by¢
czynnikami ryzyka, mozna zaliczy¢:

- Choroby nowotworowe, tj. rak piersi, rak gruczotu krokowego, rak jelita grubego, rak zotadka, rak
przetyku, rak jajnika, rak tarczycy oraz biataczki.

- Choroby metaboliczne, tj. cukrzyca.

- Choroby neurodegeneracyjne, m.in. choroba Alzheimera i choroba Parkinsona.

- Choroby uktadu krazenia.

Cecha wspolna wymienionych choréb wieloczynnikowych jest ich zwiazek z procesem starzenia, co



moze by¢ wynikiem akumulacji mutacji w mt-DNA. Istnieje takze mozliwos¢, ze choroby te moga nie
wynikac z uszkodzenia mitochondridéw, ale ich rozwdj prowadzi do takich zmian w funkcjonowaniu
mitochondridw, ze staja sie one markerem choroby [5].

Mitochondrialna terapia genowa Mitochondrialna terapia genowa polega na naprawie zmutowanego
mt-DNA lub produktéw jego ekspresji. Mozna wyrdzni¢ dwie strategie mitochondrialnej terapii
genowej: posrednig i bezposrednia. Posrednia mitochondrialna terapia genowa (zwana takze
ekspresja allotopowa) wystepuje wéwczas, gdy terapeutyczny gen, a w warunkach fizjologicznych
sktadnik mt-DNA, jest przenoszony, z wykorzystaniem wirusowych lub nie wirusowych wektoréw, do
jadra komérkowego. W jadrze ulega on transkrypcji przez enzymy jadrowe, a nastepnie jest
transporto-wany do wnetrza mitochondrium przez mitochondrialne peptydy sygnatowe, ktére
uruchamiaja fizjologiczny mechanizm importu biatek (Rys.2). Posrednia mitochondrialna terapia
genowa posiada wiele trudnych do pokonania probleméw, ktére moga dyskwalifikowaé te strategie
jako potencjalne rozwiazanie terapeutyczne. Sa to miedzy innymi:

- r6znica kodowania mt-DNA w poréwnaniu z kodem uniwersalnym,

- silna hydrofobowos$¢ biatek tancucha oddechowego, ktéra nie jest spotykana w biatkach
cytozolowych, co stwarza problem transportu polipeptydow do mitochondriéw,

- wiekszo$¢ mutacji mt-DNA zachodzi w obszarze kodujacym mt-tRNA.

[ Terapeutyczny gen mitochondrialny }

Posrednia Bezposrednia
mitochondrialna mitochondrialna
terapia genowa terapia genowa

Wektory wirusowe, lipidy i Wektor
polimery kationowe mitochondriotopowy

Jadro
Transkrypcja

mRNA Polipeptyd

\ /' Translacja

Rybosomy

Rys.2. Schemat posredniej i bezposredniej strategii mitochondrialnej terapii genowej.

Bezposrednia mitochondrialna terapia genowa umozliwia korygowanie mutacji bezposrednio
w mt-DNA (Rys.2). Istnieja dwie podstawowe strategie postepowania, stosowane w bezposredniej
mitochondrialnej terapii genowej, polegajace na:

- transporcie prawidtowych mt-DNA do mitochondriéw i ich replikacji,
- dziataniu na zmutowany mt-DNA poprzez jego naprawe, zahamowanie replikacji lub degradacje.

Pomimo tego, ze obie strategie wykorzystuja rézne geny terapeutyczne, daja ten sam rezultat,
polegajacy na zmniejszeniu objawéw chorobowych na skutek zwiekszenia sie proporcji prawidtowych
mt-DNA w stosunku do zmutowanych mt-DNA [6].
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Systemy umozliwiajace transport kwaséw nukleinowych z cytoplazmy do mitochondriow

Istotnym zagadnieniem mitochondrialnej terapii genowej jest transport DNA do komorki, a nastepnie
do wnetrza mitochondriéw. Istotne jest, aby DNA uwalniane bylo w bezposredniej bliskosci
mitochondrium, w kontakcie z zewnetrzna i/lub wewnetrzna btona mitochondrialng, gdzie po
uwolnieniu bedzie mogto zosta¢ przeniesione do macierzy mitochondrialnej [7].

Dotychczas do transportu kwaséw nukleinowych do mitochondriow uzywano systemoéw transferu
genow przez btone komérkowa na drodze endocytozy czy endocytozy receptorowej. Jednak
zastosowanie tego systemu powodowato degradacje transportowanych biomolekut w lizosomach lub
endosomach. Obecnie prowadzone sa badania nad zastosowaniem peptydéw CCPs do transportu
molekul, takich jak DNA, biatka czy peptydy, bezposrednio do cytozolu. Peptydy CCPs sa to krotkie,
dodatnio natadowane sekwencje 10-30-aminokwasowe, transportowane przez btone komoérkowa
komorek ssaczych, co umozliwia ich wykorzystanie w terapii genowej [6,7]. Badane sa réwniez
peptydy HIV-TAT i HSV-VP22. Sa to strukturalnie podobne peptydy, zawierajace mniej niz 20
aminokwasow w sekwencji, w tym znaczne ilosci argininy i lizyny. Sekwencje te okresla sie jako PTD.
Peptydy PTD, szczegdlnie TAT, sa wydajnymi nosnikami peptydow, oligonukleotydéw, biatek
i liposomow. Okazaty sie one réwniez efektywnym nosnikiem peptydéw do mitochondriéw [8].

Systemy transportu makromolekul do mitochondriow wykorzystuja dwie zasadnicze cechy tych
organelli: fizjologiczny import mitochondrialnych biatek oraz wysoki potencjat bton
mitochondrialnych. Wyzszy niz w innych organellach wewnatrz komorki potencjat bton
mitochondrialnych umozliwia gromadzenie sie dodatnio natadowanych lipofilowych kationow
w mitochondriach. Podstawowymi rodzajami transportu makromolekut do mitochondriéw sa:

- transport z wykorzystaniem endogennych komplekséw translokacyjnych, umozliwiajacych
naturalny import mitochondrialnych biatek cytozolowych,

- bezposredni transport koniugatéw DNA - czasteczka wykazujaca tropizm mitochondrialny - przez
btone mitochondrialna,

- transport z wykorzystaniem mitochondriotopowych liposoméw (DQAsomy).

Mozliwe jest takze wprowadzenie pDNA do mitochondriéw przy zastosowaniu metod fizycznych,
takich jak: mikroiniekcja, ,strzelby biolistyczne" oraz elektroporacja. Jednak zastosowanie tych
metod jest ograniczone do izolowanych mitochondriéw [6,9].

- Transport z wykorzystaniem endogennych kompleksow translokacyjnych, umeozliwiajacych
naturalny import mitochondrialnych bialek cytozolowych

Biatka transportowane do mitochondriéw sa syntetyzowane jako preproteiny na cytozolowych
rybosomach. Zawieraja one N-koficowa mitochondrialna sekwencje liderowa (MLS) o dtugosci 3—60
aminokwasow i odpowiedniej strukturze pierwszorzedowej, w sktad ktorej wchodzi kilka
aminokwasow hydrofobowych i kilka aminokwasow dodatnio naladowanych. Sekwencja ta jest
rozpoznawana przez receptory na powierzchni zewnetrznej btony mitochondrialnej, co uruchamia
mechanizm transportu biatek. Receptory dostarczaja preproteiny do kompleksu translokazy
zewnetrznej blony mitochondrialnej (TOM), ktory transportuje czesci biatek budujacych zewnetrzna
blone mitochondrialna oraz bialek wystepujacych w przestrzeni miedzyblonowej mitochondriéw.
W celu transportowania pozostatych biatek, TOM wspoéipracuje z innymi translokazami [6,10].

Translokaza odpowiedzialng za transport wiekszosci biatek matriksu i biatek budujacych wewnetrzna



btone mitochondrialna jest kompleks TIM 23. Kompleks ten moze rozpoznawaé réznego rodzaju
sekwencje kierujace, jednak w wiekszosci przypadkéw rozpoznaje on odpowiednia, obdarzona
tadunkiem dodatnim, N-terminalng sekwencje aminokwasowa. Sekwencja ta jest nastepnie usuwana
proteolitycznie przez odpowiedniag matriksowa peptydaze. Natomiast importowane biatko jest
wigzane i uwalniane przez biatko mtHsp70. Kompleks TIM 23 korzysta z dwdch zrédet energii:
potencjatu btonowego i ATP w procesach transportu i wbhu-dowywania biatek w blone
mitochondrialng [6,10].

Mitochondrialne sekwencje liderowe (MLS) stuza jako nosnik do transportu biatek do wnetrza
mitochondriow poprzez wytworzenie wiazania kowalencyjnego MLS - biatko mitochondrialne lub
MLS - biatko niemitochondrialne. Prowadzone sa badania nad taczeniem izolowanych mitochondriéw
i koniugatow mitochondrialnych peptydéw liderowych (MLS) z kwasami nukleinowymi w postaci
oligodeoksyrybonukleotydéw, DNA lub PNA. Wykazano, ze koniugaty te sa zdolne do przechodzenia
przez zewnetrzna i wewnetrzna btone mitochondrialng z wykorzystaniem biatek transbtonowych.
Swiadczy to o mozliwo$ci zastosowania mitochondrialnego importu biatek z cytozolu do
mitochondriéw do transferu gendéw. Dzieki temu istnieje mozliwosé korekty zmutowanych mt-DNA
w wyniku wprowadzenia doktadnej kopii gendéw prawidtowego mt-DNA [11].

Prowadzono takze badania nad wykorzystaniem systemu PTD-MLS do transportu egzonukleazy III
(Exo III) do matriksu mitochondrialnego. MLS potaczono kowalencyjnie z N-koncem biatka Exo III,
zas$ TAT z C-koncem tego biatka, otrzymujac biatko fuzyjne MLS-ExolII-TAT. Fuzja ta miata na celu
stworzenie koniugatu, w ktéorym wystepuje obok siebie TAT - molekularny nosnik przez btone
komorkowa - oraz MLS - nos$nik przez btony mitochondrialne. Zastosowanie systemu PTD-MLS
umozliwia takze transport innych bioaktywnych molekut, takich jak DNA czy
oligodeoksyrybonukleotydy, co moze mie¢ zastosowanie w mitochondrialnej terapii genowej [12].

Zastosowanie endonukleaz restrykcyjnych, specyficznych dla komdérek zmutowanych w obszarze
mt-DNA, pozwolito na selektywna degradacje zmutowanych mt-DNA. Zaobserwowano, ze u
pacjentow chorych na NARP mutacja T8399G generuje specyficzne miejsce restrykcyjne dla enzymu
Pstl, ktére nie wystepuje w zdrowych mt-DNA. Skonstruowanie koniugatéw DNA (gen Pstl) - MLS
(mitochondrialna sekwencja liderowa) i ich transport do mitochondriéw oraz ekspresja genow
w ludzkich komérkach wywotata eliminacje mutantéw mt-DNA [13].

- Bezposredni transport koniugatow DNA - czasteczka wykazujaca tropizm mitochondrialny
- przez btone mitochondrialna

Transport pDNA przez btony mitochondrialne jest nie mozliwy ze wzgledu na wysoka bariere
energetyczna oraz nukleotropizm. Prowadzone sg badania nad utworzeniem koniugatow
transportowanej molekuty z czasteczka o tropizmie mitochondrialnym. Czasteczki
mitochondriotopowe, okreslane jako zdelokalizowane kationy (DLCs), sa amfifilowe oraz zawieraja
sprzezony uktad elektronéw m, ktéry umozliwia delokalizacje tadunku dodatniego. Do tego typu
zwigzkow naleza m.in. rodamina 123, chlorek dekaliniowy oraz kationowe sole arylofosfoniowe.
Utworzenie koniugatéw mitochondriotopowych czasteczek z DNA umozliwia ich przeniesienie przez
blone komoérkowa i transport w kierunku mitochondriéw [6,14].

Do transportu koniugatow peptyd - kwas nukleinowy (PNA) do mitochondriéw wykorzystano kation
trifenylofosfoniowy (TPP). W celu uzyskania selektywnego hamowania repli-kacji zmutowanych DNA
w stosunku do zdrowych, zastosowano 11-nukleotydowe sekwencje oligomeréw komplementarnych
do nici zmutowanych mitochondrialnych mRNA lub DNA. W przypadku heteroplazmii taka
mitochondrialna terapia antysensowa mogtaby w sposob selektywny wspiera¢ replikacje zdrowego



mt-DNA w stosunku do zmutowanego mt-DNA. Umozliwitoby to zwiekszenie ilosci zdrowego mt-DNA
w komorce do poziomu zapobiegajacego wystapieniu symptomow klinicznych choroby
mitochondrialnej [15].

- Transport z wykorzystaniem mitochondriotopowych liposoméw (DQAsomy)

DQAsomy sa to pierwsze wektory specyficzne dla mitochondriéw. Chlorek dekaliniowy wykazuje
zarowno tropizm mitochondrialny, jak i tendencje do tworzenia miceli w warunkach wodnych. Ulega
on szybkiej dyfuzji przez obie btony mitochondrialne i akumuluje sie wewnatrz mitochondriéw na
skutek elektrostatycznego przyciagania przez mitochondria. DQAsomy wykazuja podobienstwo do
klasycznych kationowych liposomow. Podobnie jak kationowe liposomy, DQAsomy kompleksuja DNA,
chronig DNA przed enzymatyczna degradacja przez nukleazy, a ich cytotoksycznosc jest
poréwnywalna z wektorami kationowymi dostepnymi w handlu. Przeprowadzono liczne badania
potwierdzajace uzyteczno$¢ DQAsomow i ich komplekséw z DNA jako nosnikéw DNA
w mitochondrialnej terapii genowej. Badania uwalniania sie DNA z komplekséw DNA-DQAsomy na
zywych komoérkach wykazaly endosomolityczna aktywnos¢ DQAsomoéw oraz ich sklonnosc¢ do
uwalniania DNA dopiero w kontakcie z btong mitochondrialna bogata w kardiolipine. DQAsomy
okazaly sie efektywnymi mitochondriotopowymi nos$nikami koniugatéw DNA-peptydowa sekwencja
liderowa (MLS). Po uwolnieniu z DQAsomow, potaczenia DNA-MLS wykorzystuja natywny transport
biatek, aby dotrze¢ do wnetrza mitochondriéw [6,16].

Transport cytozolowych tRNA do dysfunkcyjnych mitochondriow - zmutowanych w obszarze
genow kodujacych mt-tRNA

Ponad 60% mutacji mitochondrialnego DNA dotyczy sekwencji kodujacych mitochondrialne tRNA.
Mutacje w genach mt-tRNA moga powodowac m.in. terminacje transkrypcji, obnizenie stabilnosci
czasteczek mt-tRNA, brak rozpoznania mt-tRNA przez odpowiednig aminoacylo-tRNA syntetaze.
Zaburzenia te skutkuja nieprawidtowosciami w przebiegu procesu translacji biatek tanicucha
oddechowego, co jest przyczyna niektérych choréb mitochondrialnych. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze istnieje mozliwo$¢ importu in vitro tRNA do ludzkich mitochondriéw, co umozliwia
komplementacje ,wadliwych" mt-tRNA [6,17].

W zaleznosci od typu organizmu i rodzaju RNA wyro6znia sie cztery rodzaje transportu tych
biomolekut przez btony mitochondrialne:

- transport razem z preproteing przez odpowiednie kanaty biatkowe bton mitochondrialnych,

- transport z wykorzystaniem specyficznych wobec RNA receptoréw znajdujacych sie w wewnetrznej
i zewnetrznej btonie mitochondrialne;j,

- transport razem z preproteing, z wykorzystaniem receptora RNA,

- transport przez inne kanaty lub transport pasywny [6,17].

Podsumowanie:

W ostatnich latach prowadzone sa liczne badania nad ekspresja informacji genetycznej
w mitochondriach oraz mutageneza mitochondrialnego DNA. Mutacje w mt-DNA moga indukowac
nieuleczalne choroby jednogenowe, jak rowniez sprzyja¢ rozwojowi choréb wieloczynnikowych.
Naprawa lub usuniecie zmutowanego mt-DNA lub jego komplementacja sa jedynym sposobem na
wyleczenie pacjentow lub zmniejszenie objawéw chorobowych w przypadku pacjentéow z choroba
wieloczynnikowa. Mitochondrialna terapia genowa oparta na technologii mitochondriotopowych



nosnikow DNA/RNA umozliwia kierowanie funkcjami mitochondriow i powinna przynies¢ wiele
korzysci terapeutycznych. Wiaze sie duze nadzieje z rozwojem mitochondrialnej terapii genowej.
Jednakze dotychczasowe badania prowadzone sa jedynie na izolowanych mitochondriach, a bardzo
rzadko na modelach zwierzecych. Dlatego mozliwos¢ zastosowania mitochondrialnej terapii genowe;j
w badaniach klinicznych wymaga prowadzenia dalszych badan.

Stowa kluczowe: choroby mitochondrialne, mitochondrialny DNA, mitochondrialne tRNA,
mitochondrialna terapia genowa, endogenne kompleksy translokacyjne, koniugaty DNA, DQAsomy.
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