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Moje zainteresowanie mitochondriami byto przyczyng podjgcia przeze mnie Studiow
doktoranckich w Zaktadzie Bioenergetyki Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii
UAM w 1997 roku. Mo¢j projekt doktorski dotyczyt udziatu mitochondrialnego kanatu
kompleksu translokazy blony zewngtrznej (kompleks TOM) w transporcie metabolitow. W
2003 roku, po obronie rozprawy doktorskiej, rozpoczgtam prace w zespole badawczym prof.
dr hab. Wiestawy Jarmuszkiewicz. Zajgtam si¢ wowczas innym zagadnieniem dotyczacym
mitochondriow, a mianowicie mitochondrialnymi systemami rozpraszajacymi energie

protonowego gradientu elektrochemicznego.
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Mitochondrialne systemy rozpraszajgce energi¢

Mitochondria eukariontéw sg miejscem przebiegu réznych proceséw metabolicznych,
ktére zapewniaja komodrce homeostazg energetyczng i w konsekwencji przezycie.
Mitochondria kontrolujg zarowno zachowanie energii, jak i rozpraszanie energii tak, aby
zapewni¢ wiasciwe warunki do funkcjonowania komoérki. W klasycznym (ssaczym) tancuchu
oddechowym znajdujg si¢ cztery kompleksy biatkowe, umozliwiajace transport elektronow do
tlenu. Sposrod nich, trzy dzialaja jak pompy protonowe, generujace gradient
elektrochemiczny, dzieki ktoremu, zgodnie z teorig chemiosmotyczng Mitchella, mozliwa jest
synteza ATP zachodzaca w wyniku fosforylacji oksydacyjnej. Sprz¢zenie transportu
elektrondw z syntezag ATP wymaga $cistej kontroli przepuszczalno$ci wewnetrznej blony
mitochondrialnej dla jonow, przede wszystkim protonéw. Przeciek protondéw prowadzi do
obnizenia elektrochemicznego gradientu protonéw, i w konsekwencji do obnizenia
wydajnos$ci syntezy ATP. Proces rozpraszania energii w mitochondrialnym tancuchu
oddechowym prowadzi do obnizenia nadmiernej redukcji komponentéw tancucha, zapewnia
wiec homeostaze energetyczng mitochondriéw. Niskie zapotrzebowanie energetyczne przy
wysokiej podazy substratow skutkuje bowiem wysoka produkcja reaktywnych form tlenu
(RFT), a w konsekwencji zniszczeniem komorki. Rozpraszanie energii w mitochondriach jest
mozliwe dzigki dzialaniu bialek rozprzegajacych, kanaléw potasowych, alternatywnej
oksydazy oraz alternatywnych dehydrogenaz NAD(P)H. Obecno$¢ systeméw rozpraszania
energii z cala pewno$cig zwigksza plastyke mitochondriow i1 mozliwosci adaptacyjne

komorek w odpowiedzi na stresy srodowiskowe (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2018).

Biatka rozprzegajgce (UCP, uncoupling proteins)

Biatka rozprzegajace naleza do rodziny mitochondrialnych no$nikéw anionowych
(MACP, mitochondrial anion carrier proteins family). Uznaje si¢, ze uczestniczg one W
rozpraszaniu energii w mitochondriach poprzez transport protondw z przestrzeni
mi¢dzyblonowej do macierzy mitochondrialnej. Transport ten jest indukowany wolnymi
kwasami tluszczowymi lub produktami peroksydacji lipidow i hamowany przez nukleotydy
purynowe (Cannon i in. 2006). Pierwsze biatko rozprzegajace (termogenina, obecnie UCP1)
zostalo odkryte w brunatnej tkance tluszczowej noworodkéw 1 ssakow hibernujacych
(Nicholls i Locke 1984). Udowodniono, ze jest ono odpowiedzialne za generowanie ciepta w
procesie adaptacyjnej termogenezy bezdrzeniowej. Co ciekawe, nastepne lata doprowadzity
do odkrycia homologéw tego biatka w roznych tkankach ssakow (izoformy UCP2-5) oraz u
innych organizméw, takich jak rosliny i grzyby. Stalo si¢ to punktem zwrotnym w
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postrzeganiu roli tych bialek. Chociaz wydaje si¢, ze niektore biatkka UCP u roslin moga
pei¢ funkcje termogenne zwigzane z przywabianiem owadow, czy tez procesem
dojrzewania owocow, a wigc z roslinng reprodukcja, to nie ma dowodoéw na udziat tych biatek
w termogenezie u innych organizmow. Historia staje si¢ tym bardziej skomplikowana, ze
homologi UCP zaczg¢to opisywa¢ na podstawie badan funkcjonalnych u organizméw
jednokomoérkowych, wséréd ktorych pierwsza byla ameba Acanthamoeba castellanii.
Koncepcja, ze mikroorganizmy eukariotyczne moga uzywac biatka UCP do utrzymania
termicznego gradientu pomiedzy cytozolem a Srodowiskiem zewngtrznym wydaje si¢ by¢
mato wiarygodna, ze wzgledu na wielko$¢ organizmoéw jednokomoérkowych. Chociaz, co
interesujace, pokazano, ze stres chtodu powoduje znaczacy wzrost ilosci i aktywnosci UCP w
mitochondriach ameby. Obecnie przyjmuje si¢, ze wigkszo$s¢ UCP jest indukowana stresem i

ich prawdopodobng funkcja fizjologiczng jest obnizenie nadmiernej produkcji RFT.

Alternatywna oksydaza (AOX) i alternatywne dehydrogenazy NAD(P)H (NDH2)

W przeciwienstwie do ssaczego typu tancucha oddechowego, mitochondria ro$lin,
grzybow 1 pierwotniakow zawieraja dodatkowe komponenty biatkowe tworzace rozgatezienia
w tancuchu oddechowym. Do tych dodatkowych komponentéw zalicza si¢ niewrazliwg na
cyjanek oksydaze alternatywng (AOX) oraz niewrazliwe na rotenon alternatywne
dehydrogenazy NAD(P)H (inaczej dehydrogenazy NAD(P)H typu Il, NDH2), ktore to razem
z biatkami UCP naleza do mitochondrialnych systemow rozpraszajacych energi¢. Odporna na
cyjanek i wrazliwa na kwas benzohydroksamowy (BHAM) alternatywna oksydaza jest dobrze
opisana w mitochondriach ro$lin, grzybow i pierwotniakow (Roberts i in. 2004; Suzuki i in.
2004; Moore i Albury 2008; Vanlerberghe 2013), aczkolwiek ostatnie doniesienia sugerujg
obecnos¢ AOX réwniez w mitochondriach bezkrggowcow (Andjelkovié i in. 2015; Robertson
i in. 2016; McDonald i Gospodaryov 2018). Szlak alternatywny w mitochondriach jest
odgatezieniem od klasycznej drogi transportu elektronéw w lancuchu oddechowym na
poziomie ubichinonu i nie jest sprzezony z synteza ATP, czego efektem jest posrednie
rozpraszanie energii. AOX jest integralnym biatkiem btonowym (32-36 kDa) kodowanym
przez genom jadrowy 1 zlokalizowanym od strony macierzy wewngtrznej blony
mitochondrialnej, ktore przeprowadza reakcj¢ redukcji tlenu do wody. Alternatywne
dehydrogenazy NAD(P)H przeprowadzaja niewrazliwe na rotenon utlenianie cytozolowego
lub macierzowego NAD(P)H, przenoszac elektrony na ubichinon. W zwigzku z tym, ze
stanowig m.in. drogg obejScia kompleksu I, w sposob posredni powoduja zmniejszenie

gradientu elektrochemicznego. Te mate biatka, o wielkosci 50-60 kDa, sa przytwierdzone do
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wewnetrznej blony mitochondrialnej przez koniec C biatka i sg skierowane albo w strong
macierzy mitochondrialnej (wewngtrzne dehydrogenazy NAD(P)H), albo w strong przestrzeni
miedzybtonowej (zewngtrzne dehydrogenazy NAD(P)H) (Kerscher 2000; Melo i in. 2004;
Rasmusson i in. 2004). Sekwencje aminokwasowe tych bialek zawieraja dwa dobrze
zakonserwowane motywy: jeden dla wigzania kofaktora FAD lub FMN, a drugi dla wigzania
NAD(P)H. Niektore sekwencje roslinnych zewnetrznych NDH2 zawierajg insercj¢ z mniej
lub bardziej zdegenerowanym motywem dioni EF, charakterystyczng dla wigzania jonow
Ca*2 (Mpller i in. 1981; Rasmusson i in. 2004). Dziatanie, regulacja i rola NDH2 u roslin
zostata bardzo dobrze opisana (Hao i Rasmusson 2016). Jednak jak dotad niewiele wiemy o
funkcji tych bialek w mitochondriach pierwotniakéw. W genomach Plasmodium falciparum i
Plasmodium yoelli, pierwotniakow wywolujacych malarie, stwierdzono obecno$¢ genow
wykazujacych homologi¢ do sekwencji kodujacych te enzymy (Uyemura i in. 2004). W
mitochondriach P. falciparum zostata takze opisana niewrazliwa na rotenon alternatywna
dehydrogenaza NADH, ktoéra pelni tam rol¢ kluczowa dla funkcjonowania, zredukowanego u
tego organizmu, tancucha oddechowego (Fisher i in. 2007). U Trypanosoma brucei
alternatywnym dehydrogenazom NADH przypisuje si¢ role podtrzymywania funkcji tancucha
oddechowego w warunkach szybkiego wzrostu formy procyklicznej pasozytujacego
pierwotniaka, gdy aktywnos¢ kompleksu I jest ograniczeniem dla aktywnosci tancucha (Fang
I Beattie 2003a). Zainteresowanie tymi enzymami wigze si¢ z potencjalnym wykorzystaniem
ich jako celu terapeutycznego przy zakazeniach pierwotniakami.

NDH2 oraz AOX rozpraszaja gradient elektrochemiczny nie w sposdb bezposredni jak
biatka UCP, lecz poprzez wiaczanie si¢ do transportu elektrondow, powodujac w ten sposob
omijanie kompleksow biatkowych pompujacych protony do przestrzeni mi¢dzyblonowe;.
Zatem modulujg efektywnos¢ zachowania energii w postaci czasteczki ATP. Wszystkie te
systemy dzialaja prawdopodobnie jako wentyle bezpieczenstwa w mitochondriach,
ograniczajac mozliwos¢ nadmiernej produkcji RFT i dostosowujac energetyke mitochondriow
do warunkow, w ktorych znajduje si¢ komorka. Niektoére doniesienia potwierdzajg te
hipotezg, jako, ze alternatywne szlaki moga plastycznie ulega¢ zmianom na poziomie
molekularnym w odpowiedzi na rézne czynniki srodowiskowe. Pokazano m.in., Ze roslinne
geny kodujagce NDH2 oraz AOX wykazuja skoordynowang ekspresje w odpowiedzi na
czynniki stresowe, co moze by¢ wynikiem zarzadzania ekspresjg przez wspolne elementy
regulatorowe (Clifton i in. 2005; Ho i in. 2007; Rasmusson i in. 2009). Sa jednakze réwniez
przeciwstawne doniesienia wskazujace na udziat NDH2 u drozdzy Saccharomyces cerevisiae

i $widrowca T. brucei w tworzeniu RFT (Fang i Beattie 2002; 2003b), co mogloby kierowaé
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ostatecznie komorke na droge programowanej S$mierci. Interesujgcy jest przy tym fakt
znalezienia homologii NDH2 z ludzkim biatkiem z rodziny biatek indukujacych apoptoze
(AIF, apoptosis inducing factor) (Goncalves i Videira 2015; Marreiros i in. 2016).

Pomimo duzej ilosci informacji pochodzacej z sekwencjonowania genomow
poszczegolnych organizmow, nadal niewiele wiadomo na temat, czy gen teoretycznie
kodujacy dane bialko, w rzeczywistosci ma swoj funkcjonalny odpowiednik biatkowy.
Dlatego identyfikacji genu powinien towarzyszy¢ opis funkcjonalny kodowanego biatka. W
zwigzku z tym w swoich badaniach jako bardzo istotny punkt przyjelam nie tylko
funkcjonalng, lecz takze molekularng charakterystyke mitochondrialnych systemow

rozpraszajacych energie.

Biatka rozprzegajgce (UCP) w mitochondriach owadéw: identyfikacja molekularna i
funkcjonalna (Stocinska, Antos-Krzeminska i in. 2011, Stocinska*, Antos-Krzeminska* i
in. 2012, Stocinska*, Antos-Krzeminska* i in. 2013)

Badania dotyczace biatek UCP u owadow prowadzitam w ramach projektu MNiSW
”Identyfikacja oraz charakterystyka funkcjonalna i molekularna biatek rozprzegajacych
(UCP) w mitochondriach owadoéw na przyktadzie karaczana Gromphadorina coquereliana i
chrzaszcza Zophobas atratus”, ktory przygotowalam we wspotpracy z dr (obecnie dr hab.)
Matgorzata Stocinska z Zaktadu Fizjologii 1 Biologii Rozwoju Zwierzat UAM. Ze wzgledu na
doswiadczenie nabyte w czasie wykonywania pracy doktorskiej, moja rola w projekcie
polegatla na dziataniach majacych na celu przede wszystkim charakterystyke molekularng
tych biatek. Wspomniany projekt dotyczyt stwierdzenia obecnosci i opisu funkcji biatek UCP
u owadow, karaczana madagaskarskiego G. coquereliana i chrzaszcza Z. atratus. W
momencie rozpoczecia projektu wiedza dotyczaca bialek UCP u bezkregowcow, w tym u
najliczniejszej sposrodd nich grupy owadow, byta mocno ograniczona. Decydujac si¢ na taki
obiekt badan zatozyliSmy, ze uzyskane wyniki beda waznym elementem zrozumienia
Znaczenia tych biatek dla funkcjonowania mitochondriow eukariontow, w tym zachowania
przez te biatka podstawowych uniwersalnych wtasciwosci, jak i pojawiania si¢ u nich cech
charakterystycznych dla danej grupy organizméw. W momencie rozpoczecia badan, na
podstawie danych genomowych i specyficznych sekwencji aminokwasowych, zwanych
sygnaturami UCP, jedyne owadzie UCP (izoformy UCP4 i UCP5) zidentyfikowano wowczas
tylko u muszki owocowej Drosophila melanogaster. DmUCP5 scharakteryzowano

funkcjonalnie w uktadzie heterologicznym, w mitochondriach komorek drozdzy S. cerevisiae,
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do ktorych wprowadzono plazmid zawierajacy odpowiednig sekwencje kodujaca (Fridell i in.
2004). Z kolei, badania prowadzone nad muszkami pozbawionymi genu kodujacego
DmUCPS wskazaly, ze biatko to moze by¢ zaangazowane w regulacje metabolizmu, a nawet
W proces starzenia si¢ organizmu (Sanchez-Blanco i in. 2006). Identyfikacja biatek UCP u
karaczana 1 chrzgszcza oraz molekularnego podtoza regulacji ich aktywnos$ci wydawala si¢
szczegblnie ciekawa ze wzglgdu na odmienny fizjologicznie charakter tkanek, ktore stuzyly
jako material badawczy (migénie i cialo thuszczowe).

Karaczan madagaskarski G. coquereliana jest duzym owadem hemimetabolicznym (o
przeobrazeniu niezupelnym). Byt on wygodnym modelem badawczym ze wzgledu na
wielko$¢ 1 w zwigzku z tym latwos$¢ pozyskania tkanki migsniowej oraz ciata thuszczowego.
Rola ciata tluszczowego jest niezwykle interesujaca, nie ogranicza si¢ bowiem tylko do
przechowywania zasobow energetycznych w postaci tluszczu, biatek i glikogenu. Ciato
thuszczowe jest takze organem, w ktorym zachodzi wiele proceséw metabolicznych. Niekiedy
jego funkcje poroéwnuje si¢ z watrobg kregowcow. Rezerwy tlhuszezow i weglowodanow
uwalniane sg3 pod wplywem hormonu adypokinetycznego (AKH), funkcjonalnie
odpowiadajagcemu glukagonowi ssakéw. U owadow, uwolnione z ciata thuszczowego przez
AKH trehaloza i diacyloglicerole transportowane sa przez hemolimf¢ do kurczacych sie
miesni, charakteryzujacych si¢ wysokim metabolizmem energetycznym, lub do innych tkanek
obwodowych, w ktorych wzrasta zapotrzebowanie energetyczne (Lorenz i Gade 2009).

Badania przeprowadzone na mitochondriach izolowanych z ciala tluszczowego
oraz miesni karaczana G. coquereliana wykazaly po raz pierwszy obecnosé
funkcjonalnego GcUCP (Stocinska, Antos-Krzeminska i in. 2011). Bialko to wykazuje
cechy podobne do bialek UCP innych organizméw, jest aktywowane przez wolne kwasy
tluszczowe 1 hamowane przez nukleotydy purynowe, co wskazuje na to iz biatka UCP
owadow zachowaly konserwatywny mechanizm regulacyjny, charakterystyczny dla innych
organizmoéw (Jarmuszkiewicz i in. 2010). W spoczynkowym (niefosforylujgcym) stanie
oddechowym podanie mikromolarnych stezen kwasu palmitynowego (PA) powoduje wzrost
szybkosci oddychania i spadek potencjatu btonowego mitochondriow. Efekt ten jest
czesciowo znoszony przez GTP, inhibitor UCP. W fosforylujacym stanie oddechowym (po
dodaniu ADP), PA wywotuje obnizenie stosunku ADP/O i kontroli oddechowej, bedacych
wskaznikami wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej. Badania funkcjonalne wykazaty, ze
aktywno$¢ rozprzggajaca GcUCP w mitochondriach migéni  jest wigksza niz w

mitochondriach ciata ttuszczowego karaczana.
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Identyfikacja  immunologiczna  biatka, ktérego obecno$¢ udowodnilismy
funkcjonalnie, byla niezbgdna do potwierdzenia obecnosci tego biatka w mitochondriach
karaczana. W zwigzku z brakiem danych genomowych, przeprowadzitam immunodetekcje z
wykorzystaniem roznych przeciwciat skierowanych przeciwko izoformom ludzkich biatek
UCP, w szczego6lnosci UCP4 1 UCPS, jako, ze te izoformy zostaty zidentyfikowane u D.
melanogaster. Opracowalam metode wysalania mitochondrialnych bialek blonowych
karaczana, co pozwolilo na znormalizowanie metody immunodetekcji UCP i uzyskanie
wynikéw bez reaktywnosci krzyzowej z innymi bialkami mitochondrialnymi.
Przeprowadzone przeze mnie iloSciowe analizy immunologiczne z wykorzystaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko ludzkiej izoformie UCP4 wykazaly, ze poziom
GcUCP w mitochondriach mi¢$ni karaczana jest znacznie wyzszy niZ w mitochondriach
ciala tluszczowego. Wyniki te wskazujg na istotng rolg biatek UCP w fizjologii migséni
karaczana. Obecno$¢ GcUCP w mitochondriach ciata tluszczowego i migs$ni karaczana
potwierdziliSmy takze stosujac technik¢ mikroskopii fluorescencyjnej, przy uzyciu sondy
Mito Tracker CMXRos (Stocinska, Antos-Krzeminska i in. 2011).

Elektroforeza bialek mitochondrialnych karaczana potaczona z immunodetekcja
pozwolita na charakterystyke molekularng biatka GcUCP przy zastosowaniu techniki
spektrometrii mas (LC-MS/MS) i poréwnanie sekwencji aminokwasowej otrzymanych
peptydow ze znanymi izoformami bialek UCP. Dzieki temu poréwnaniu wykazalam, ze
wystepujaca w ciele tluszczowym i mi¢sniach tego owada izoforma UCP wykazuje duze
podobienstwo do izoformy UCP4 czlowieka i szczura oraz D. melanogaster (Slocinska,
Antos-Krzeminska i in., 2011). Zidentyfikowane peptydy pozwolily na zlozenie niepeinej
sekwencji aminokwasowej biatka, w ktorej stwierdzitam mozliwo$¢ tworzenia catkowicie lub
czgSciowo konserwatywnych domen, charakterystycznych dla rodziny nos$nikéw
mitochondrialnych MACP i typowych sygnatur UCP. Duza homologia GcUCP do izoformy
UCP4 ssakow pozwala przypuszczaé, ze jest to ewolucyjnie stare biatko, ktore mogto
ewoluowac¢ z biatka typowego dla tkanek peryferycznych do biatka specyficznego dla tkanki
nerwowej u ssakow (Hanak i Jezek, 2001). Aby podkreslic t¢ homologi¢ bialko to
nazwalismy GcUPCA4.

Analizowalismy takze wptyw aktywno$ci GcUCP4 na poziom RFT (Stocinska, Antos-
Krzeminska i in. 2011). Stymulowana przez PA aktywno$¢ GcUCP4 powodowata obnizenie
poziomu anionorodnika ponadtlenkowego (O2") w mitochondriach izolowanych z ciata
thuszczowego 1 migsni karaczana. Hamowanie aktywnos$ci GcUCP4 przez GTP powodowato

wzrost poziomu anionorodnika w mitochondriach ciata thuszczowego, natomiast, co ciekawe,
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nie wplywalo na poziom O2” w mitochondriach mig$ni. Roznica ta najprawdopodobniej
wynika z réznic w redukcji mitochondrialnego koenzymu Q w mitochondriach obydwu typow
tkanek. Ograniczenie produkcji RFT przez UCP obserwowano juz wczesniej u réznych
organizmoéw. Wyniki naszych badan potwierdzily wiec antyoksydacyjng funkcje UCP
réwniez w mitochondriach owadow.

Badania Fridella i in. (2004) nad D. melanogaster wskazywaty na zmiany ekspresji
DmUCP5 w zaleznosci od stadium rozwojowego muszki. Dlatego tez podj¢lismy badania
dotyczace identyfikacji oraz okreslenia ilosci UCP na poziomie mRNA oraz biatka w r6znych
stadiach rozwojowych innego owada. W tym celu wybraliSmy chrzgszcza Z. atratus, ktory
przechodzi przeobrazenie zupetne, i dlatego mogt stuzy¢ jako model do okreslenia funkcji
UCP w mitochondriach przeksztatcajacego si¢ w procesie przeobrazenia ciata thuszczowego.
Badania przeprowadzono na ciele tluszczowym larw i poczwarek, gdyz tkanka ta jest
miejscem roznicowania si¢ i reorganizacji nowych tkanek w procesie przeobrazenia si¢ owada
(Arrese i Soulages 2010). Ciato tlhuszczowe w stadium larwy i poczwarki niemal catkowicie
wypelnia jame ciata chrzgszcza, natomiast u postaci dorostej wystepuje jedynie w formie
szczatkowej. Dlatego tez charakterystyka funkcjonalna UCP Z. atratus w izolowanych
mitochondriach oraz analiza poziomu biatka i mRNA wykonane zostaly dla ciata
tluszczowego jedynie larwy i poczwarki (Stocinska*, Antos-Krzeminska* i in. 2012).

Genom Z. atratus nie zostal do tego momentu zsekwencjonowany, co Uczynilo
identyfikacj¢ molekularng UCP tego owada o wiele trudniejsza. Ze wzgledu na brak danych
genomowych, zaprojektowatam startery konsensusowe (zgodne) na podstawie poréwnania
sekwencji kodujgcych UCP4A D. melanogaster i UCP Tribolium castaneum, ktéry podobnie
jak Z. atratus nalezy do rodziny Tenebrionidae. Z ciat tluszczowych larwy i poczwarki
wyizolowatam catkowite RNA, przeprowadzitam reakcje odwrotnej transkrypcji i na matrycy
cDNA przeprowadzatam reakcje PCR przy uzyciu ww. starteréw. Otrzymatam fragment
cDNA o spodziewanej dtugosci 370 par zasad. Przeprowadzitam klonowanie tego fragmentu
do plazmidu i po sekwencjonowaniu uzyskalam cze$ciowa sekwencje kodujaca ZaUCP.

Sekwencja ta zostata przeze mnie porownana na poziomie nukleotydowym do innych
sekwencji kodujacych biatka rozprzegajace u owadow oraz izoformy UCP4 szczura i
cztowieka. Na podstawie przeprowadzonej przeze mnie analizy mozna bylo stwierdzic,
ze czeSciowa sekwencja kodujaca ZaUCP wykazuje duze podobienstwo do znanych
sekwencji kodujacych bialko UCP4 owadéw (Slocinska*, Antos-Krzeminska* i in.,
2012). Wykonatam réwniez porownanie przepisanej na sekwencj¢ aminokwasowsg sekwencji

nukleotydowej Zaucp ze znanymi lub przewidywanymi na podstawie sekwencji

9

*rowny udziat




Zalgcznik nr 2 Autoreferat dr Nina Antos-Krzemiriska

nukleotydowej izoformami biatka UCP4. Dzigki tej analizie wykazalam, ze sekwencja
aminokwasowa ZaUCP wykazuje bardzo duze podobienstwo do znanych UCP4 innych
owadéw oraz ssakow. Najwicksza homologi¢ stwierdzitam dla UCP4 z T. castaneum
(~83%). W otrzymane]j czgsciowej sekwencji aminokwasowej, stanowigcej ~33% ZaUCP
pokazalam takze obecno$¢ domen Kkonserwatywnych dla rodziny no$nikow
mitochondrialnych i sygnatur charakterystycznych tylko dla bialek UCP.

Testy bioenergetyczne mitochondriéow izolowanych z ciala tluszczowego larw i
poczwarek chrzaszcza Z. atratus wykazaly obecno$¢ funkcjonalnego biatka ZaUCP4 w
obu badanych stadiach rozwojowych, zaro6wno w stanie oddechowym spoczynkowym
(niefosforylujacym) jak i w stanie oddechowym fosforylujacym (Slocinska*, Antos-
Krzeminska* i in. 2012). Aktywacja ZaUCP4 przez kwas palmitynowy istotnie obnizata
wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej. Stymulacja aktywnosci biatka przez wolne kwasy
ttuszczowe i hamowanie przez GTP wskazuja, ze mechanizm regulujacy aktywnos¢ UCP
owadow jest ewolucyjnie zakonserwowany. W obu stanach oddechowych w mitochondriach
izolowanych z ciata thuszczowego chrzaszcza, aktywno$¢ ZaUCP4 byta nizsza dla poczwarki
niz dla larwy.

Dzigki uzyskaniu przeze mnie fragmentu sekwencji kodujacej ZaUCP4 mozliwe bylo
zbadanie ekspresji genu Zaucp4 w stadium rozwojowym larwy i poczwarki chrzaszcza.
Wykonane przeze mnie badanie PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) oraz
detekcja immunologiczna (z wykorzystaniem przeciwcial skierowanych przeciwko
ludzkiemu UCP4) korespondowaly z badaniami funkcjonalnymi. Znacznie nizsza
ekspresja ZaUCP4 na poziomie mRNA (~43%) 1 biatka (~57%) w ciele tluszczowym
poczwarki w porownaniu do larwy wskazuje na istotny udzial ZaUCP4 w procesie
intensywnego wzrostu i zwi¢kszonego metabolizmu w stadium larwy, ktorych skutkiem
moze by¢ stres oksydacyjny.

Aktywnos¢ i poziom UCP u ssakow sg regulowane migdzy innymi przez hormony, np.
hormon tarczycy - trojjodotyroning, czy hormon trzustki - insuling (Ricquier i Bouillaud
2000). Regulacja hormonalna poziomu UCP owaddéw nie zostala wczes$niej opisana,
natomiast wiadomo bylo, ze jednym z wazniejszych hormonoéw odpowiedzialnych za
regulacj¢ zasobow energetycznych w ciele owada jest hormon adypokinetyczny (AKH). AKH
jest syntetyzowany i magazynowany w komoérkach neuroendokrynowych corpora cardiaca,
ktore s3 ekwiwalentem przysadki mozgowej U ssakow (van der Horst 2001). Podczas
aktywnos$ci owadow zwigzanych ze zwigkszonymi nakladami energii, takimi jak, lot,

sktadanie jaj czy przeobrazenie, AKH jest uwalniany z corpora cardiaca w celu mobilizacji
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rezerw energetycznych w ciele tluszczowym, czego skutkiem jest zwiekszony poziom
trehalozy 1 diacylogliceroli w hemolimfie. Ciato tluszczowe jest glownym organem
odpowiedzialnym za metabolizm owadow. Podczas rozwoju owada, ciato thuszczowe podlega
nieustannej przebudowie, a proces ten jest $ci§le regulowany. Zaréwno neurohormon AKH
jak i biatka UCP znaczaco wplywajg na metabolizm komoérkowy i homeostaze energetyczna.
Dlatego tez postanowilismy sprawdzi¢ wptyw AKH na ekspresje genu kodujacego ZaUCP4 i
na aktywnos¢ tego biatka w ciele tluszczowym chrzaszcza Z. atratus w stadium larwy i
poczwarki, z uwzglednieniem towarzyszgcych temu zmian W  metabolizmie
weglowodanowym i lipidowym (Stocinska*, Antos-Krzeminska* i in. 2013). Larwom i
poczwarkom podawano Tenmo-AKH, bioanalog AKH, zidentyfikowany w gruczotach
neuroendokrynowych dorostych chrzgszczy Z. atratus (Gade i Rosinski 1990), po czym po
uplywie 24 oraz 48 godzin analizowano zawarto$¢ lipidow 1 weglowodandw w ciele
tluszczowym chrzgszcza, a obserwowane zmiany korelowano z aktywnoscig i poziomem
ZaUCP4 w mitochondriach.

Przeprowadzone badania pokazuja, ze u larw traktowanych AKH nastepowala
mobilizacja rezerw weglowodanowych widoczna jako spadek zawarto$ci glikogenu w ciele
thuszczowym 1 wzrost trehalozy w hemolimfie (~30%). Towarzyszyl temu wzrost poziomu
wolnych kwaséw thuszczowych. W ciele tluszczowym poczwarek obserwowano natomiast
obnizenie calkowitej puli lipidéw, z jednoczesnym spadkiem zawartosci wolnych kwasow
tluszczowych. Otrzymane wyniki wskazaly wyraznie na odmienne dzialanie AKH
W metabolizmie ciata tluszczowego larw 1 poczwarek. Wydaje si¢, ze AKH pelni nie tylko
funkcje hormonu mobilizujacego rezerwy energetyczne ale takze hamuje szlaki anaboliczne,
takie jak synteza lipidow w ciele thuszczowym larw.

Modyfikacjom metabolicznym zachodzacym w ciele owada pod wplywem AKH
towarzyszyly zmiany w aktywnosci i poziomie ZaUCP4. Przeprowadzone przeze mnie
badania wykazaly obnizenie o okolo 40% kodujacego MRNA, po 24 godzinach od
iniekcji neurohormonu w obydwu stadiach rozwojowych. W stadium larwy, drugie
podanie spowodowato jeszcze wigkszy spadek poziomu mRNA (~60%), natomiast u
poczwarki nie zaobserwowano obnizenia po ponownym podaniu AKH. Spadek ilosci i
aktywnosci bialka ZaUCP4 obserwowano dopiero po 48 godzinach. Obnizenie to bylo
wieksze w stadium poczwarki (~60%) w porownaniu do stadium larwy (~30%). W
stadium larwy, gdzie obserwujemy intensywne tempo metabolizmu, moze wystepowac stres
oksydacyjny, a co za tym idzie wigksza potrzeba dziatania systemow rozpraszajacych energie.

ZaobserwowaliSmy juz wczesniej znaczne obnizenie aktywnosci i poziomu ZaUCP4 w ciele
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thuszczowym poczwarki w porownaniu do stadium larwy chrzgszcza (Stocinska*, Antos-
Krzeminska* i in. 2012), co moze odzwierciedla¢ spowolnienie tempa metabolizmu w
stadium poczwarki. Jednakze trzeba rozwazy¢, ze podobnie jak w innych organach owada
podczas metamorfozy, rowniez w ciele thuszczowym, bedacym organem odpowiedzialnym za
magazynowanie skladnikéw odzywczych i1 metabolizm energetyczny, zachodzi proces
przebudowy polaczony z niszczeniem tkanek przez zaprogramowana $mieré komorki i
réwnoczesny wzrost i roznicowanie tkanek typowych dla stadium dorostego (Liu i in. 2009).
Tak wiec znaczny spadek ilosci ZaUCP4 w ciele tluszczowym poczwarki chrzgszcza w
poréwnaniu ze stadium larwy, ale tez mniejsza zmiana w aktywnosci biatka po podaniu AKH
moga by¢ zwigzane z intensywnym réznicowaniem lub procesami dezintegracji
zachodzacymi podczas transformacji. Otrzymane wyniki sugeruja, ze AKH wplywa na
poziom i aktywnos$¢ ZaUCP4 poprzez uruchamianie wielu procesow metabolicznych, co
prawdopodobnie wynika z plejotropowego dzialania tego hormonu (Stocinska*, Antos-
Krzeminska* i in. 2013).

Wyniki badan z tego projektu przyblizyty poznanie roli, jaka UCP moga petni¢ w
organizmie owadow, po raz pierwszy uwzgledniajac specyficznos¢ tkankowa, zmiany
zachodzace w poszczegbdlnych stadiach rozwojowych oraz intensywno$¢ metabolizmu
komoérkowego roznych gatunkow. Uzyskane dane pozwolily takze poszerzy¢ wiedze na temat
funkcji UCP w regulacji metabolizmu energetycznego ciala tluszczowego i migsni w
energetycznie kosztownych procesach metabolicznych zwigzanych z linieniem, metamorfoza
i rozrodem. Poznanie sekwencji genéw UCP badanych owadow pozwoli takze oceni¢ pozycje

zajmowang przez UCP owadow w filogenezie molekularnej eukariontow.

Alternatywna oksydaza ameby (ACAOX): potwierdzenie funkcjonalnosci genu (Antos-
Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014a)

Inng interesujgcg mnie kwestig, ktoérg badalam pracujac w zespole prof. dr hab.
Wiestawy Jarmuszkiewicz byta préba potwierdzenia funkcjonalnosci genu kodujacego AOX
u ameby. Acanthamoeba castellanii jest jednokomoérkowym wolno zyjacym pierwotniakiem,
ktory zyskat uwage naukowcow, jako organizm modelowy do prowadzenia badan nad
funkcjonowaniem jednokomorkowych organizmow eukariotycznych. Cykl zyciowy ameby
obejmuje dwa rozne stadia, stadium wegetatywne (trofozoity), w ktorym komorki
intensywnie si¢ dzielg, oraz stadium spoczynkowe, w ktoérym trofozoity zaczynaja
przeksztalca¢ sie¢ w cysty z powodu braku dostepnosci substancji odzywezych i akumulacji

produktow przemian metabolicznych. A. castellanii z perspektywy ekologicznej, medycznej
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(jako oportunistyczny patogen) i ewolucyjnej jest bardzo waznym czlonkiem grupy
Amebozoa. Poniewaz grupa ta traktowana jest jako siostrzana grupa grzybow i zwierzat
(Eichinger i in. 2005; Adl i in. 2012), mitochondria ameby prezentujg cechy wspolne dla obu
tych linii rozwojowych. Badania funkcjonalne systeméw rozpraszajacych energie u ameby,
w tym AOX i UCP, zapoczatkowane zostaty przez prof. dr hab. Wiestawe Jarmuszkiewicz w
latach dziewiecédziesiatych ubiegtego wieku. Jednakze, nie bylo wéwczas dostepnych danych
genetycznych, umozliwiajacych sprawdzenie, czy istotnie gen posiadajacy homologie do
genow kodujacych AOX u innych organizméw (ktorych genomy zostaly poddane
sekwencjonowaniu i zlozone) ma swoj funkcjonalny odpowiednik biatkowy w
mitochondriach ameby.

W 2009 roku ukazala si¢ praca identyfikujaca 2 sekwencje kodujace AOX
u A. castellanii (Acaoxl i Acaox2) (Henriquez i in. 2009), rdéznigce si¢ 12 nukleotydami w
sekwencji kierujacej do mitochondriow. Dzigki nawigzaniu wspolpracy z University of
Strathclyde w Glasgow (dr Fiona Henriquez, prof. Craig Roberts) uzyskatam szczep E. coli
transformowany plazmidem pDrive, zawierajacym sekwencj¢ kodujaca ACAOX1
(pozbawiong sekwencji kierujacej do mitochondriow) oraz szczep kontrolny z pustym
plazmidem.

Celem moich badan bylo potwierdzenie funkcjonalnosci genu kodujacego
AcAOX poprzez weryfikacje jego ekspresji w komérkach ameby na poziomie mRNA,
bialka i aktywnos$ci tego bialka oraz poprzez heterologiczna ekspresje Acaoxl w
komérkach bakterii E. coli. W zwigzku z tym, Ze obie izoformy AcAOX rdznig si¢ jedynie
insercjag w obrebie sekwencji kierujacej do mitochondriow, badanie poziomu mRNA, jak i
biatka dotyczyto obydwu izoform jednocze$nie, cho¢ jest wysoce prawdopodobne, Ze jedna z
nich ulega ekspresji w sposob konstytutywny, a druga w sposob indukowany (Rogov i in.
2014). Przeprowadzenie przeze mnie analizy iloSciowej na poziomie mRNA (real time
PCR) oraz bialka (detekcja immunologiczna) w réoznych fazach wzrostu hodowli ameby
(12, 24, 48 i 72 godziny) pozwolilo stwierdzi¢, ze poziom mRNA oraz bialka dla AcAOX
zmniejsza si¢ istotnie w miar¢ przechodzenia hodowli z logarytmicznej fazy wzrostu do
fazy stacjonarnej. Zmianom tym towarzysza analogiczne roznice w aktywnosci bialka
(oddychaniu odpornym na cyjanek) w trofozoitach A. castellanii (Antos-Krzeminska i
Jarmuszkiewicz 2014a). W logarytmicznej fazie wzrostu, w ktorej trofozoity ameby
intensywnie si¢ dzielg, a droga cytochromowa w tancuchu oddechowym dziata z maksymalna
wydajnoscig i1 pula ubichinonu jest silniej zredukowana (Jarmuszkiewicz i in. 2005; Czarna i
in. 2007), wyzszy poziom i aktywno$¢ AcAOX moga zapobiega¢ nadmiernej redukcji
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komponentow tancucha oddechowego, a w zwigzku z tym réwniez nadmiernej produkcji RFT
w mitochondriach. Podczas wzrostu hodowli ameby trofozoity zmieniaja swoj metabolizm
energetyczny w odpowiedzi na brak sktadnikéw odzywczych, wzrost ilosci produktow
przemian metabolicznych oraz spadek natlenienia, ktore sg wynikiem zwickszenia gestosci
komorek w hodowli. Wyniki moich badan pokazaly, ze obnizenie poziomu i1 aktywnos$ci
AcAOX jest spdjne z ogolng strategia ,,0szczedzania energii”, ktora wydaje si¢ by¢ bardzo
istotna w stacjonarnej fazie wzrostu hodowli ameb, prowadzacej ostatecznie do powstania
cyst ameby (form przetrwalnikowych) (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014a).

Jak wspomniatam powyzej, moim celem badawczym bylo réwniez bezposrednie
potwierdzenie, czy Acaoxl moze nada¢ komorkom E. coli ceche odpornego na cyjanek i
wrazliwego na BHAM oddychania. Stwierdzitam, ze transformowane plazmidem pDrive,
zawierajacym sekwencje kodujaca AcAOXI1, komorki bakterii E. coli wykazuja wyzszy
poziom oddychania podstawowego w porownaniu do komodrek szczepu kontrolnego
(transformowanego pustym plazmidem pDrive), co wskazuje na uruchomienie w tych
komorkach dodatkowej drogi redukcji tlenu. W komorkach szczepu kontrolnego oddychanie
bylo prawie niewrazliwe na BHAM, podczas gdy w komoérkach transformowanych Acaoxl
wrazliwos¢ na BHAM byta 15 razy wyzsza. W zwigzku z obecnoscig w komoérkach E. coli
odpornej na cyjanek oksydazy cytochromow bd (Borisov i in. 2011), w obydwu typach
komorek E. coli obserwowalam nickompletne hamowanie oddychania przez cyjanek.
Jednakze w komorkach transformowanych Acaoxl oddychanie odporne na cyjanek bylo
ponad 4 razy wyzsze w stosunku do komorek szczepu kontrolnego. Detekcja immunologiczna
z przeciwcialem skierowanym przeciwko AOX (pochodzacym z Sauromatum gutattum),
ktore wczesniej wielokrotnie byto wykorzystywane do identyfikacji AOX u ameby
(Jarmuszkiewicz i in. 1997; Czarna i in. 2007), pokazata, ze Acaoxl ulega ekspresji, a
powstate biatko wbudowuje si¢ w btong komorek bakterii. Wyniki moich badan wskazaly
wiec na ekspresje i funkcjonowanie bialka AcAOX1 w ukladzie heterologicznym, tj. w
komérkach E. coli. Co wiecej pokazalam rowniez, ze powstajace w komérkach bakterii
w wyniku ekspresji sekwencji kodujacej ACAOX1 bialko ma identyczny mechanizm
regulacji, co natywne bialko w mitochondriach ameby. Aktywno$¢ AcAOXI1 jest
regulowana allosterycznie przez nukleotydy purynowe, tzn. jest stymulowana przez GMP i
hamowana przez ATP. Co ciekawe, regulacja ta opiera si¢ najprawdopodobniej na
mechanizmie wzajemnego wykluczania si¢ tych nukleotydow, jako, ze 4-krotne zwigkszenie

ilosci jednego nukleotydu wypiera drugi z nukleotydéw (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz
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2014a), jak to bylo pokazane wczesniej dla natywnego biatka w mitochondriach ameby
(Woyda-Ploszczyca i in. 2009).

Podsumowujac, wykazalam, ze poziom mRNA, bialka i aktywnos¢ AcAOX w
komorkach ameb obniza si¢ podczas przechodzenia tych komorek z logarytmicznej do
stacjonarnej fazy wzrostu. Potwierdzilam rowniez, ze sekwencja kodujaca AcAOX1
ulega ekspresji w ukladzie heterologicznym a powstale w efekcie bialko nadaje
komérkom E. coli ceche¢ odpornego na cyjanek i wrazliwego na BHAM oddychania.
Bialko to wykazuje réwniez mechanizm regulacji charakterystyczny dla natywnego
bialka funkcjonujacego w mitochondriach ameby (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz,
2014a).

Zewnetrzne alternatywne dehydrogenazy NAD(P)H (NDH2) w mitochondriach ameby:
charakterystyka biochemiczna i funkcjonalna (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014b)

Acanthamoeba castellanii jest oportunistycznym pasozytem, ktory posiada budowe
tancucha przypominajaca tancuch oddechowy grzybow i roslin. W zwiazku z zakonczeniem
projektu sekwencjonowania genomu ameby A. castellanii w 2013 roku (Clarke i in. 2013) i
czgsciowym jego ztozeniem, postanowitam wykorzysta¢ dostepne sekwencje kodujace
zewnetrzne NDH2 u Arabidopsis thaliana (NDB1-NDB4) do znalezienia w bazie NCBI
sekwencji homologicznych u A. castellanii. Pozwolito to na identyfikacje trzech sekwencji
kodujacych domniemane zewnetrzme NDH2 u ameby. Nastepnie przeprowadzitam
porownanie tych sekwencji z sekwencjami kodujacymi zewnetrzne NDH2 u Neurospora
crassa (NDE-1 i NDE-2). Biatka z N. crassa zostaty wcze$niej doktadnie zbadane i opisane
(Melo i in. 2001; Carneiro i in. 2004). Pomimo tylko 30% identycznosci poréwnywanych
sekwencji biatkowych, homologia tychze sekwencji jest wyraznie widoczna. Sekwencje te
tworza domene wiazaca NAD(P)H i domene wiazaca FAD. Co wiecej, analiza sekwencji
domniemanych zewnetrznych NDH2 ameby pokazala obecno$¢ motywu dloni EF we
wszystkich trzech sekwencjach, co wskazywaloby na regulacje¢ przez jony wapnia.

Ze wzgledu na brak dostgpnosci komercyjnych przeciwciat skierowanych przeciwko
NDH2, w celu ich detekcji przeprowadzilam rozdzial elektroforetyczny solubilizowanych
bialek mitochondrialnych ameby w warunkach niedenaturujacych (BN-PAGE) oraz
histochemiczne barwienie przy uzyciu substratu dla enzymu i NBT (bigkit tetrazolowy).
Uzyskalam 6 prazkow o wielko$ci 50-70 kDa, sposréod ktorych trzy wykazywaly
aktywnos$¢ dehydrogenazy NADH, a trzy pozostale NADPH. Masy czasteczkowe biatek

obserwowane po rozdziale i detekcji korespondowaty z przewidzianymi in silico masami
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czgsteczkowymi sekwencji aminokwasowych dla NDH2 u A. castellanii (52-67 kDa). Co
ciekawe, jeden z prazkoéw mial podobna wielko$¢ przy detekcji aktywnosci NADH, jak i
NADPH, co prawdopodobnie wskazuje na mieszang aktywnos$¢ jednego biatka (Antos-
Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014b).

Aby potwierdzi¢ obecno$¢ i funkcjonalno$¢ zewnetrznych NDH2 w
mitochondriach ameby, przeprowadzilam badania funkcjonalne mierzac potencjat
transbtonowy oraz szybko$¢ zuzycia tlenu przez izolowane mitochondria. Badania te
przeprowadzitam w warunkach aktywnosci drogi cytochromowej, jak i alternatywnego szlaku
oddechowego (przy udziale AOX), przy réznych wartosciach pH oraz w obecnos$ci lub przy
braku jonéw Ca*?. Dla obydwu zastosowanych substratéow oddechowych (NADH i NADPH)
obserwowalam podobng efektywnos¢ syntezy ATP, jak réwniez podobne wartosci potencjatu
transbtonowego (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014b).

Wykazatam, Ze optymalna warto$¢ pH dla utleniania NADH jak i NADPH wynosi
6,8, niezaleznie od tego, czy badana byla klasyczna droga cytochromowa, czy szlak
alternatywny (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014b). We wczeéniejszych badaniach
pokazano silng zalezno$¢ aktywnosci AcAOX od pH, z optimum w pH 6,8 dla bursztynianu
wykorzystanego jako substrat oddechowy (Jarmuszkiewicz i in. 2002). W zwigzku
powyzszym mozna zatozyé, ze W podobnych warunkach pH, funkcjonalne potaczenie
obydwu systemow rozpraszajacych energi¢ w mitochondriach ameby (AOX i zewnetrznych
NDH2) zapewnia mozliwos$¢ utleniania substratow oddechowych catkowicie bez zachowania
energii w czasteczce ATP. Fizjologiczna rola tych alternatywnych mitochondrialnych
systemOw transportu elektrondéw moze polega¢ zatem na dostosowaniu metabolizmu
energetycznego komorki do warunkow stresu.

Przeprowadzone przez mnie badania wykazaty, ze maksymalna aktywno$¢ utleniania
NADH byta dwukrotnie wyzsza niz utleniania NADPH. Badania kinetyki enzymatycznej
wykazaty natomiast, ze stata Michaelisa dla NADPH jest 3 razy nizsza niz dla NADH, co
oznacza, ze utlenianie zewnetrznego NADPH w mitochondriach ameby jest bardziej wrazliwe
na dostepnos¢ substratu. Aktywnos¢ dehydrogenazy NADPH jest takze bardziej wrazliwa na
obecno$¢ jonow wapnia. Stymulacja utleniania NADPH przez te jony byta bowiem 10-krotnie
wyzsza w porownaniu ze stymulacja utleniania NADH (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz
2014b).

Ze wzgledu na to, ze nukleotydy pirymidynowe NADH i1 NADPH sa gléwnymi
mediatorami sity redukcyjnej w procesach metabolicznych zachodzacych w komorce

(Rasmusson i Wallstrom 2010), wysoce prawdopodobne jest, ze obecnos¢ NDH2 zwicksza
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katalityczng elastycznos$¢ utleniania NAD(P)H, bedac zaréwno czujnikiem stanu redoks w
komorce, jak i czynnikiem balansujacym ten stan (Geisler i in. 2007). Wyniki, ktore
uzyskalam wskazuja na to, ze zewnetrzne NDH2 w mitochondriach ameby wykazuja
duze podobienstwo do enzymow wystepujacych w mitochondriach roslin i grzybéw. Co
istotne, pokazalam po raz pierwszy aktywno$¢ zewnetrznej alternatywnej
dehydrogenazy NADPH w mitochondriach pierwotniaka. Praca ta jest tez pierwsza
pelna charakterystyka biochemiczna i funkcjonalng zewnetrznych alternatywnych
dehydrogenaz NAD(P)H u pierwotniaka (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2014b).

Przeglgd dostepnych informacji dotyczgcych budowy i funkcji alternatywnych
dehydrogenaz NAD(P)H u pierwotniakow i grzybow (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz
2018)

Obecnos¢ i aktywnos¢ alternatywnych dehydrogenaz NAD(P)H w mitochondriach
wzbudza ogromne zainteresowanie ze wzgledu na ich potencjalng role antyoksydacyjna.
Funkcja tych biatek jest dobrze opisana u roslin, natomiast niezbyt duzo wiemy o ich roli w
mitochondriach grzybow i pierwotniakdéw, pomimo coraz wigkszej ilosci danych
genomowych. W zwigzku z tym, postanowitam zebra¢ w pracy przegladowej dostepne
informacje w celu poréwnania charakterystyki i funkcji poznanych do tej pory NDH2 w
mitochondriach grzybow i pierwotniakéw (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2018).
Wiadomo, ze procesy biotechnologicznej produkcji z uzyciem grzyba z rodzaju Aspergillus sa
na przyktad o wiele bardziej wydajne, gdy alternatywna dehydrogenaza NADH tego grzyba
jest nieaktywna (mutanty pozbawione genu kodujgcego alternatywng dehydrogenaz¢ NADH).
Mozna dzieki temu osiggnaé znaczacy wzrost produktywnosci bioprocesow przemystowych
poprzez zwigkszenie szybko$ci wzrostu, a w konsekwencji skrocenie czasu fermentacji przy
udziale tego grzyba (Voulgaris i in. 2012). Z kolei mitochondria lub mitosomy
pasozytniczych pierwotniakow sg badane pod katem znalezienia lekéw przeciw chorobom
powodowanym przez pierwotniaki. NDH2 sg zatem potencjalnym celem, ze wzgledu na to, ze
nie wystepuja w tancuchu oddechowym ssakow. Niestety, poniewaz brak specyficznych
inhibitoréw tych biatek (Dong i in. 2009), jest to wciaz temat otwarty i pozostajacy duzym
wyzwaniem dla nauki. Co jest niezmiernie interesujace, przy okazji badan dziatania i funkcji
NDH?2, stwierdzono, ze wraz z innymi kompleksami tancucha oddechowego tworzg one duze
superkompleksy (Grandier-Vazeille i in. 2001), lub nawet struktury, ktére mozna nazwaé
respirosomami (Matus-Ortega i in. 2015). Prawdopodobnie umozliwia to stabilizacje

kompleksow  mitochondrialnych, ulatwiony transport elektronow, jak roéwniez
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wychwytywanie RFT (Guerrero-Castillo i in. 2009, 2012). W dodatku cze$ciowa
kompensacja poszczegélnych dehydrogenaz przez inne NDH2 wskazuje na wyzszy poziom
regulacji komponentow tancucha oddechowego (Carneiro i in. 2007) oraz duzg dynamike i
plastyke mitochondriow w odpowiedzi na czynniki zewnetrzne. Sugeruje si¢ réwniez, ze
NDH2 sg zaangazowane w przebieg programowanej Smierci komorki u grzybow (O’Donnell i
in. 2011; Cui i in. 2012). Ze wzgledu na filogenetyczne podobienstwo tych enzymoéow do
rodziny biatek ssaczych promujacych apoptoze jest to temat szczegdlnie interesujacy
(Goncalves i Videira 2015; Marr'eiros i in. 2016). Praca przegladowa, dotyczaca NDH2 u
pierwotniakow i grzybéw, jest pierwsza, jak dotad, proba zebrania informacji i
porownania budowy i funkcji alternatywnych dehydrogenaz NAD(P)H u tych

organizmow (Antos-Krzeminska i Jarmuszkiewicz 2018).

Za moje najwazniejsze osiagniecia naukowe uwazam:

Identyfikacje molekularng i funkcjonalng biatka rozprzegajacego UCP4 (GcUCP4, ZaUCP4) w
mitochondriach owadoéw. Wykazatam, ze synteza i aktywno$¢ UCP4 owadow zaleza od rodzaju
tkanki i stadium rozwojowego owada oraz sg regulowane przez hormon adypokinetyczny - AKH,
odpowiednik glukagonu ssakow.

Potwierdzenie funkcji genu kodujacego alternatywna oksydaz¢ ameby A. castellanii i
regulacji aktywnosci tego biatka (AcAOX) w ukladzie heterologicznym w komorkach
bakterii oraz poprzez wyznaczenie poziomu mRNA, biatka i aktywno$ci biatka w réznych
fazach wzrostu hodowli komorek ameby.

Pierwsza pelng charakterystyke biochemiczng i funkcjonalng zewnetrznych alternatywnych
dehydrogenaz NAD(P)H w mitochondriach ameby A. castellanii, w tym pierwsza
identyfikacj¢ zewnetrznej dehydrogenazy NADPH w mitochondriach pierwotniaka.

Pierwszy, jak dotad, przeglad dostgpnych informacji dotyczacych budowy i funkcji
alternatywnych dehydrogenaz NAD(P)H u pierwotniakow i grzybow.

Sumaryczny IF osiggniecia naukowego 15,15
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW* osiggniecia naukowego 175

Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

1 Wg. punktacji MNiSW z 2016 r.
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W trakcie studiow doktoranckich uczestniczytam w projekcie badawczym
kierowanym przez dr (obecnie prof. dr hab.) Hanng Kmite. Dotyczyt on sprawdzenia czy w
nieobecnosci kanatu VDAC kompleks TOM moze prowadzi¢ transport metabolitow przez
blon¢ zewnetrzng mitochondriow. Kompleks TOM czyli translokaza blony zewngtrznej
(TOM, translocase of the outer mitochondrial membrane) jest jedng ze sktadowych
skomplikowanej maszynerii importu bialek do mitochondriow. Natomiast kanat VDAC
(zalezny od potencjalu kanal o selektywnosci anionowej, z ang. voltage dependent anion
selective channel), nazywany rowniez poryng mitochondrialng, umozliwia transport
metabolitow przez blong zewnetrzng do mitochondriow. Nasze badania dotyczyty mutantow
drozdzy S. cerevisie pozbawionych funkcjonalnego kanatu VDAC czyli poryny 1 (4porl) i
syntetyzowanej na bardzo niskim poziomie poryny 2. W ramach prowadzonych badan
wykazaliSmy, ze w mitochondriach mutanta Aporl kompleks TOM moze uczestniczy¢ w
transporcie metabolitow przez blone zewngtrzng mitochondriow, oraz, ze na poziomie
biatkowym wystepuje zwigkszona ilo§¢ skladnikéw tego kompleksu. Co wigcej, rola
kompleksu TOM jest znacznie wigksza w mutancie drozdzy pozbawionym poryny 2 (4por2)
(Antos i in. 2001a). Badalismy takze mitochondria wyjsciowego szczepu dzikiego drozdzy S.
cerevisie, w przypadku ktorych stwierdziliSmy, ze w stanie rozprz¢zonym nadmiar substratu
ograniczal przepuszczalno$¢ kanalu VDAC, co wywotywato wiaczenie kompleksu TOM w
transport metabolitow przez blong zewnetrzng (Antos i in. 2001b). Stwierdzilismy takze, ze
frakcja biatek z przestrzeni miedzybtonowej moduluje aktywnos¢ kanatu kompleksu TOM i
kanalu VDAC oraz roznice dotyczace tej modulacji w przypadku frakcji izolowanej z
mitochondriow szczepu dzikiego 1 mutanta Aporl. Co wigcej, wykazalisSmy, Ze istotny wptyw
na obserwowany efekt modulatora kanaltu VDAC ma stan energetyczny mitochondridw
(Stobienia i in. 2002). Podsumowaniem zagadnien badawczych z tego obszaru byla praca
przegladowa dotyczaca udziatu blony zewnetrznej w fizjologii mitochondriéw (Kmita i Antos
2002). W tym czasie realizowatam rowniez swo] wlasny projekt badawczy (,,Grant dla
miodego badacza”) finansowany przez KBN pt.: ”"Molekularny mechanizm zwickszonej
ekspresji  sktadnikow kompleksu TOM w mitochondriach drozdzy S. cerevisiae
pozbawionych poryny 1. W ramach tego projektu przeprowadzitam badania umozliwiajace
okreslenie poziomu transkrypcji genéw kodujacych wybrane sktadniki kompleksu TOM
(tom40 i tom70) i stabilnos$ci odpowiednich mRNA oraz poziomu syntezy kodowanych przez
nie bialek w komoérkach mutanta Aporl i wyjsciowego szczepu dzikiego. Wyniki tych badan
wskazaty na zwigkszony poziom mRNA w komorkach mutanta, przy czym wynikat on ze

zwickszonej syntezy (tom40mRNA) lub stabilnosci (tom70mRNA). Zmiany w poziomie
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sktadnikow kompleksu TOM, uruchamiane w nieobecnosci kanalu VDAC, mogg mie¢ wigc
r6zny charakter (Kmita i in. 2004).

Po obronie pracy doktorskiej, w zespole prof. dr hab. Wiestawy Jarmuszkiewicz
uczestniczytam jako wykonawca w realizacji 6 projektow badawczych. W ramach tych
projektow pracowatam nad zagadnieniem zmian aktywno$ci i poziomu biatka systemow
rozpraszajacych energi¢ w mitochondriach ameby A. castellanii w odpowiedzi na stres chtodu
i stres oksydacyjny. Stres chtodu (wzrost hodowli w 6 °C) wptywa na zwigkszenie ilosci i
aktywnos$ci bialka rozprzegajacego ameby AcUCP bez zmian w ekspresji skladnikéw
tancucha oddechowego w poréwnaniu do hodowli kontrolnych (wzrost hodowli w 28 °C). Co
wigcej, przy ustalonym stezeniu kwasu linolowego, indukujacego aktywnos¢ AcUCP,
mitochondria izolowane z hodowli poddanych stresowi chtodu wykazywaty obnizone
parametry sprzezenia z synteza ATP (nizsze ADP/O) w stosunku do kontroli. Wyniki te
pokazuja zatem, ze AcUCP jest biatkiem indukowanym stresem chtodu (Jarmuszkiewicz i in.
2004), podobnie, jak to stwierdzono wczesniej dla oksydazy alternatywnej u ameby (AcAOX)
(Jarmuszkiewicz i in. 2001). SprawdzaliSmy rowniez wplyw stresu oksydacyjnego
wywotanego podaniem H»O> na hodowle A. castellanii. Krotka inkubacja hodowli ze
stezeniami nadtlenku wodoru w zakresie 0.5-25 mM nie miata istotnego wpltywu na
funkcjonowanie mitochondriow izolowanych z logarytmicznej fazy wzrostu. Nie
zaobserwowano zmian w wartosciach predkosci oddychania, potencjalu blonowego,
akumulacji jonéw Ca*?, czy integralnoéci btony zewnetrznej i uwalniania cytochromu ¢ w
stosunku do hodowli kontrolnych (Jarmuszkiewicz i in. 2008). Jednakze badania wptywu
dhuzszego stresu oksydacyjnego (1.4 mM H2O2 24h lub 48h) na hodowlg ameb w réznych
fazach wzrostu, wykazaty, ze komodrki z fazy logarytmicznej rosng wolniej w stosunku do
kontroli, lecz ich mitochondria nie sg uszkodzone w funkcjach bioenergetycznych, natomiast
nie obserwowano wptywu na wzrost komorek z fazy stacjonarnej, jednakze mitochondria z tej
fazy wzrostu wykazywaly znaczne obnizenie parametrow bioenergetycznych w stosunku do
kontroli (aktywnos$¢ szlaku cytochromowego, warto$¢ potencjalu btonowego, efektywnosé
fosforylacji oksydacyjnej, aktywno$¢ AcUCP, oraz poziom redukcji ubichinonu). Co ciekawe,
wzrosta zawarto$¢ ubichinonu w blonie mitochondrialnej, oraz poziom i aktywnos$¢
alternatywnej oksydazy (AcAOX). Po raz pierwszy pokazalismy w tej pracy regulacje iloSci
ubichinonu w btonie mitochondrium w odpowiedzi na stres oksydacyjny (Woyda-Ptoszczyca
iin. 2011).

Badania naszego zespotu dotyczyty takze wptywu poziomu redukcji ubichinonu (Q) w

mitochondriach ameby na stopien hamowania aktywnosci AcUCP przez nukleotydy
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purynowe (GTP). Wyniki pokazaty, ze GTP hamuje efektywnie aktywno$¢ biatka
rozprzggajacego tylko wtedy, gdy poziom redukcji ubichinonu jest niski. Efekt ten jest
identyczny takze dla mitochondriow ameby hodowanych w stresie chtodu, gdzie ilos¢ i
aktywno$¢ AcUCP jest podwyzszona (Jarmuszkiewicz i in. 2005). Oddzialywanie poziomu
redukcji Q na wyzsza lub calkowita aktywacje UCP zostala takze pokazana dla UCP
ro$linnych oraz izoformy UCPI z brunatnej tkanki tluszczowej ssakow. Omoéwienie cech
funkcjonalnych i roli fizjologicznej UCP u jednokomoérkowych eukariontéw w odniesieniu do
innych grup organizmow przedstawione =zostalo w zespotowej pracy przegladowe;j
,,Mitochondrial uncoupling proteins in unicellular eukaryotes” (Jarmuszkiewicz i in. 2010). W
ostatnim czasie uczestniczytam tez w badaniach nad wptywem sulfakinin, neurohormonow
owadzich, ktore sa analogiem cholecystokininy (hormonu stymulujacy rozklad biatek i
thuszczow) u kregowcoé4w, na metabolizm chrzgszcza Z. atrtaus oraz aktywno$¢ jego

mitochondriow, poziom mRNA i biatka ZaUCP4 (Stocinska i in. 2016).

Projekty w toku i plany badawcze

W zwiazku z czesciowa dostgpnoscig sekwencji genomowych A. castellanii (Clarke i
in. 2013), ostatnie 2 lata po$wiecitam na probg¢ potwierdzenia, ze sekwencja kodujaca
domniemane biatko rozprzegajace u ameby jest funkcjonalnym genem. Sekwencje,
adnotowang jako Acucp udato mi si¢ sklonowac i przeprowadzi¢ heterologiczng ekspresje w
systemie drozdzowym, gdyz drozdze nie posiadajac tego biatka stanowig doskonaty model do
sprawdzenia jego funkcji. Biatko, uzyskane po indukcji ekspresji, lokalizowato si¢ w
wewnetrzne] btonie mitochondrialnej 1 funkcjonalnie (pomiar zuzycia tlenu 1 potencjatu
transbtonowego przez izolowane mitochondria drozdzowe, regulacja aktywnosci przez wolne
kwasy tluszczowe i nukleotydy purynowe) odpowiadatlo biatku rozprzg¢gajacemu ameby
(AcUCP). Wektorem, zawierajacym sekwencje kodujaca Acucp, transformowatam réwniez
szczepy drozdzy pozbawione dysmutaz ponadtlenkowych SOD1 i SOD2, u ktorych, w
zwigzku z powyzszym, wystepuje stres oksydacyjny. Testy przezywalnosci szczepoéw
transformowanych w stosunku do kontrolnych wykazaly, ze biatko AcUCP obniza stres
oksydacyjny w obydwu szczepach. W miedzyczasie jednakze sekwencja kodujaca AcUCP
uzyskala status niekompletnej na 5° koncu, co spowodowato, ze wyniki nalezalo uzupeti¢
przeprowadzajac w pierwsze] kolejnosci 5’RACE, aby uzyska¢ kompletng sekwencje
kodujaca Acucp. Obecnie jestem w trakcie prowadzenia eksperymentow dotyczacych tego

zagadnienia. Ciekawe moze by¢ poroéwnanie obu sekwencji i ich odpowiednikéw biatkowych
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na poziomie funkcjonalnym, co pozwoli okresli¢, czy obecnos$¢ lub brak pierwszej domeny
bialkowej ma znaczenie dla funkcji AcUCP w mitochondriach.

W moich najblizszych planach badawczych mam takze charakterystyke molekularng
alternatywnych dehydrogenaz NAD(P)H w mitochondriach ameby A. castellanii. Zagadnienie
to chcialabym rowniez poszerzy¢ o sklonowanie dostepnych w bazie NCBI sekwencji
kodujacych amebowe NDH2, ekspresje tych biatek in vitro i dookreslenie ich lokalizacji w
wewngtrznej blonie mitochondrialnej. Warto bytoby rowniez sprawdzi¢ poziom mRNA dla
tych biatek w roznych fazach wzrostu i korelacje z innymi Systemami rozpraszajgcymi
energic w mitochondriach. W zwiazku z tym, ze stwierdzono homologi¢ tych bialek z
ludzkim biatkiem, nalezagcym do rodziny czynnikéw indukujacych apoptozeg, jest bardzo
ciekawe, czy poziom ich syntezy istotnie wptywa na przezywalno$¢ hodowli ameb. Doktadne
poznanie dziatania i funkcji NDH2 u ameby, ktoéra jest oportunistycznym pasozytem, moze
pozwoli¢ w przyszto§ci na znalezienie nowych skutecznych metod leczenia chorob
wywolywanych przez pierwotniaki.

Chciatabym réwniez kontynuowaé wspotprace z Prof. Anthony Moore z University
of Sussex (Wielka Brytania) dotyczaca badan nad AOX pochodzaca z A. castellanii
(AcCAOX). Uzyskanie czystego, kwalifikujacego si¢ do badan krystalograficznych biatka
ACAOX, po ekspresji kodujacej to biatko sekwencji w systemie heterelogicznym w
bakteriach E. coli, umozliwi doktadne poznanie struktury i molekularnego mechanizmu

regulacji tego biatka.

Moja dziatalnos¢ naukowo-badawcza zostata doceniona przez JM Rektora UAM, ktory
siedmiokrotnie przyznat mi Nagrode Zespotowq I, 11 i Il stopnia. W 2002 roku odebratam
réwniez Nagrode Zespotowq Ministra Edukacji Narodowej i Sportu za cykl publikacji. Wykaz
wszystkich prac oraz dzialan sktadajgcych sie na aktywnos¢ naukowq przedstawitam w

zalgczonym wykazie opublikowanych prac naukowych (Zatgcznik nr 3).

s Qhudler - (somite
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