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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
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4. Wykazanie osiggni¢cia wynikajacego z art.16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r., o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

A) Tytut osiggniecia naukowego

Identyfikacja i charakterystyka systeméw rozpraszajacych energi¢ w mitochondriach
ciala thuszczowego i mi¢$ni karaczana Gromphadorhina coquereliana oraz chrzaszcza

Zophobas atratus.

B) Publikacje wchodzqgce w sktad osiggnigcia naukowego
IF -zgodny z rokiem opublikowania, punkty MNiSW (lista z 2015 roku).

1. Slocinska M., Antos-Krzeminska N., Rosinski G., Jarmuszkiewicz W. 2011. Identification
and characterization of uncoupling protein 4 in fat body and muscle mitochondria from the
cockroach Gromphadorhina cocquereliana. Journal of Bioenergetics and Biomembranes.
(6):717-27. IF - 2.81, MNiSW - 25.

2. Slocinska M., Antos-Krzeminska N., Rosinski G., Jarmuszkiewicz W. 2012. Molecular
identification and functional characterization of uncoupling protein 4 in larva and pupa fat
body mitochondria from the beetle Zophobas atratus. Comparative Biochemistry and
Physiology. Part B, Biochemistry & Molecular Biology. 162(4):126-133. IF - 2.07, MNiSW -
25.

3. Slocinska M., Antos-Krzeminska N., Gotebiowski M., Kuczer M., Stepnowski P., Rosinski
G., Jarmuszkiewicz W. 2013. UCP4 expression changes in larval and pupal fat bodies of the

beetle Zophobas atratus under adipokinetic hormone treatment. Comparative Biochemistry
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and Physiology. Part A, Molecular & Integrative Physiology. 166(1):52-59. IF - 2.37,
MNiSW - 25.

4. Slocinska M., Antos-Krzeminska N., Rosinski G., Jarmuszkiewicz W. 2016. Nonsulafted
sulfakinin changes metabolic parameters of insect fat body mitochondria. Archives of Insect
Biochemistry and Physiology.93(4):177-189. IF - 1.36, MNiSW - 20.

5. Slocinska M., Lubawy J., Jarmuszkiewicz W., Rosinski G. 2013. Evidences for an ATP-
sensitive potassium channel (Katp) in muscle and fat body mitochondria of insect. Journal of
Insect Physiology 59:1125-1132. IF - 2.5, MNiSW - 35.

6. Slocinska M., Rosinski G., Jarmuszkiewicz W. 2016. Activation of Mitochondrial
Uncoupling Protein 4 and ATP-Sensitive Potassium Channel Cumulatively Decreases
Superoxide Production in Insect Mitochondria. Protein and Peptide Letters. 23(1):63-68. IF -
1.07, MNiSW - 15.

7. Slocinska M., Barylski J., Jarmuszkiewicz W. 2016. Uncoupling Proteins of Invertebrates:
A Review. International Union of Biochemistry and Molecular Biology Life. 68(9):691-699.
IF - 2.65, MNiSW - 30.



Matgorzata Stocinska Zatgcznik 2 - Autoreferat w jezyku polskim

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz z omowieniem

osiggnie¢ naukowo-badawczych

Osiggnigcie naukowe, bedace podstawag ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego
stanowi cykl sze$ciu oryginalnych publikacji naukowych i1 jednej pracy przegladowe;j
opublikowanych w latach 2011-2016 w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports. Sumaryczny impact factor tych prac (zgodny z rokiem opublikowania
wynosi 14.83, a sumaryczna liczba punktow MNISW to 175. We wszystkich wymienionych
pracach jestem autorem pierwszym i korespondencyjnym. Trzy pierwsze publikacje (pozycja
1-3) zostaly sfinansowane z projektu przyznanego przez MNiSW (Nr. N N303291634),

ktorego bytam kierownikiem i gtéwnym wykonawca.

Wprowadzenie

Mitochondria odgrywaja szczegdlna role w Swiecie Eukaryota. Oprdécz swojej
klasycznej roli, ,,elektrowni” dostarczajacych komorce energii w formie czasteczek ATP, s3
miejscem przebiegu waznych szlakoéw metabolicznych, przez co istotnie wpltywaja na
utrzymanie homeostazy komorkowej. Mitochondria sg takze gtownym Zrdédtem reaktywnych
form tlenu (RFT) 1 sg zaangazowane w regulacje zycia 1 Smierci organizmdéw w procesach
apoptozy 1 starzenia si¢ komorki. Blona wewnetrzna mitochondriow, w ktorej znajduja sig
kompleksy biatkowe nalezace do fancucha oddechowego, syntaza ATP oraz biatka
umozliwiajace przeplyw informacji miedzy mitochondrium a wnetrzem komorki, jest
nieprzepuszczalna prawie dla wszystkich jonéw 1 czgsteczek polarnych, a metabolity i jony
przenoszone s3 przez nig za pomocg nos$nikéw mitochondrialnych. Kontrola
przepuszczalnosci 1 integralnosci wewngtrznej blony mitochondrialnej jest kluczowa dla
wydajnej syntezy ATP 1 utrzymania rownowagi energetycznej komorki. Zwigzek pomiedzy
procesem syntezy ATP (fosforylacja oksydacyjna), katalizowanym przez enzym - syntaze
ATP, a transportem elektronow w tancuchu oddechowym wyjasnia teoria chemiosmotyczna

sformutowana przez brytyjskiego biochemika Petera Mitchella (Nature, 1961). Teoria ta
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zaktada, ze transport elektronéw 1 synteza ATP sg sprzezone przez protonowy gradient
elektrochemiczny wytworzony przez kompleksy enzymatyczne tancucha oddechowego
pompujace protony do przestrzeni migdzybtonowej (kompleksy I, 111 i IV). Energia potrzebna
do pompowania protonow przez wewnetrzng blong mitochondrium do przestrzeni
miedzybtonowej pochodzi ze stopniowego przeptywu elektrondw przez elementy tancucha
oddechowego z NADH Ilub FADH; na tlen. Z kolei powr6t protonéw do wngtrza
mitochondrium przez syntaz¢ ATP uwalnia energi¢ wykorzystywana do tworzenia ATP.
Sprzezenie transportu elektronéw z synteza ATP wymaga Scistej kontroli przepuszczalno$ci
wewnetrznej blony mitochondrialnej dla jondéw, przede wszystkim protonéw. Przeciek jonow
prowadzi do rozprzgzenia tych proceséw i spadku protonowego gradientu protondow, a w
konsekwencji do obnizenia wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej. Dlatego tez, znajdujace si¢
we wewnetrznej blonie mitochondrialnej kanaty potasowe zalezne od ATP (mitoKatp),
transportujace jony K* i biatka rozprzegajace (UCP, ang. uncoupling proteins), transportujace
jony H¥, uwaza si¢ za kluczowe mechanizmy kontrolujace przepuszczalno$é blony

mitochondrialnej 1 wydajno$¢ fosforylacji oksydacyjne;.

Bialka rozprzegajace

Biatka rozprzegajace s3a integralnymi biatkami blonowymi nalezacymi do duzej
rodziny mitochondrialnych no$nikoéw aniondéw. Biatka rozprzegajace aktywowane przez
wolne kwasy tluszczowe 1 produkty peroksydacji lipidéw oraz hamowane przez nukleotydy
purynowe powoduja rozprzeganie procesow transportu elektronow w tancuchu oddechowym i
syntezy ATP, prowadzac do obnizenia wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej (Cannon 1 in.,
2006). Aktywnos¢ UCP prowadzi do stymulacji zuzycia tlenu w stanie spoczynkowym,
niefosforylujacym 1 obnizenia potencjalu btonowego mitochondriow. Bialka rozprzegajace
zostaty zidentyfikowane niemal u wszystkich przedstawicieli Eukaryota, w tym u ssakow,
ptakow, gadow, ryb, owaddéw, grzybow i pierwotniakow (Jarmuszkiewicz i in., 2010). U
ssakow zidentyfikowano do tej pory 5 izoform UCP o zrdéznicowanej ekspresji w
poszczeg6lnych tkankach i1 organach. UCP1 (wcze$niej termogenina) jest charakterystyczne
dla brunatnej tkanki ttuszczowej, a jego wzmozona aktywno$¢ powoduje termogenez¢ u

zwierzat hibernujacych 1 niemowlat (Nichols 1 Locke, 1984). Pozostate izoformy, wystepujace
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w tkankach nietermogennych, utrzymuja réwnowage metaboliczng 1 energetyczng komorek
oraz dzialaja jako systemy antyoksydacyjne. UCP2 zostalo zidentyfikowane niemal we
wszystkich tkankach, z kolei UCP3 wystepuje przede wszystkim w mig$niach szkieletowych i
sercu. Z kolei, UCP4 1 UCPS sg charakterystyczne dla tkanek nerwowych ssakéw (Slocinska i
in., 2016).

Moje zainteresowanie biatkami UCP mialo swoj poczatek podczas pobytu naukowego
w Laboratory of Cubic Membranes National University w Singapurze (lata 2003-2004), gdzie
w zespole prof. Yuru Deng prowadzilam badania dotyczace zwigzku miedzy aktywnos$cig i
ekspresja UCP a dlugowiecznos$cig 1 wysokim metabolizmem kanarkéw, ptakow ktorych
srednia dlugos$¢ zycia wynosi 23 lata. Po powrocie do Polski i zatrudnieniu w Zaktadzie
Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat Wydzialu Biologii UAM w Poznaniu, w grupie prof.
Grzegorza Rosinskiego moglam kontynuowa¢ badania tych interesujacych biatek u owadow.
Wyzwanie to bylo tym bardziej interesujace, ze wiedza na temat UCP u bezkregowcow, w
tym najliczniejszej wsrod nich grupy owadow, byta szczatkowa i pochodzita gtownie z analiz
bioinformatycznych oraz badan w uktadach rekonstytuowanych. Badanie UCP u
bezkregowcoOw wydaje si¢ bardzo istotne dla zrozumienia dziatania i znaczenia tych biatek u
roznych grup Eukaryota, w tym zachowania podstawowych uniwersalnych wiasciwosci i
pojawiania si¢ cech charakterystycznych dla danej grupy organizmow. Ponadto,
bezkregowce, takie jak Drosophila melanogaster czy inne owady maja wicle genow
wspolnych z ssakami, moga stuzy¢ zatem jako organizmy modelowe do lepszego zrozumienia
funkcji UCP i ich roli w powstawaniu i leczeniu chor6b metabolicznych takich, jak cukrzyca
czy otytos¢. W miedzyczasie rozpoczetam takze wspdlprace z prof. Wiestawg
Jarmuszkiewicz z Zakladu Bioenergetyki Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. A.
Mickiewicza w Poznaniu, ktéra od wielu lat zajmuje si¢ tematyka UCP.

W momencie rozpoczecia przeze mnie badan biatek UCP owadow (2004 rok) nie bylo
zadnych danych opisujacych obecnos¢ 1 aktywnos¢ UCP w mitochondriach izolowanych z
tkanek bezkregowcow. Pierwsze UCP u bezkregowcow (UCP4 1 UCPS) zidentyfikowano u
nicienia Caenorhabditis elegans i muszki owocowej Drosophila melanogaster na podstawie
dostepnych baz poznanych genoméw 1 unikatowych sygnatur aminokwasowych
charakterystycznych dla UCP (Hanak i Jezek, 2001). U D. melanogaster stwierdzono
prawdopodobng obecnos¢ trzech izoform UCP4 oraz UCP5. DmUCP5 scharakteryzowano
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funkcjonalnie w uktadzie heterologicznym, w mitochondriach komoérek drozdzy (Fridell i in.,
2004). Kolejne badania na muszkach pozbawionych genu kodujacego UCP5 pokazaly, ze
biatko to moze by¢ zaangazowane w regulacj¢ metabolizmu i starzenie si¢ organizmu
(Sanchez-Blanco i in., 2006). Mutanty pozbawione UCP5 byty bardziej wrazliwe na gtod oraz
wykazywaly obnizong ptodnosc.

W celu poznania mechanizméw fizjologicznych 1 biochemicznych regulacji
metabolizmu energetycznego owadow postanowitam scharakteryzowaé UCP pod wzgledem
funkcjonalnym i molekularnym w mitochondriach izolowanych z tkanek o odmiennych
funkcjach fizjologicznych. Wybratam do tego celu 2 modele badawcze: przedstawiciela
owadoéw hemimetabolicznych, karaczana madagaskarskiego Gromphadorhina coquereliana,
ktory ze wzgledu na swoja wielko$¢ jest wygodnym i interesujacym modelem do analiz
bioenergetycznych oraz chrzaszcza Zophobas atratus, przedstawiciela owadow
holometabolicznych, o przeobrazeniu zupelnym. Mitochondria izolowatam z dwdéch réznych
metabolicznie tkanek: tkanki troficznej ciala tluszczowego oraz z migéni odnodzy. Cialo
thuszczowe jest glownym organem odpowiedzialnym za posredni metabolizm owadow, pod
wzgledem funkcjonalnym jest analogiczne do watroby a cytologicznie do tkanki tluszczowej
ssakOw. Syntetyzuje oraz magazynuje rezerwy energetyczne w postaci tluszczow i
weglowodanow, ktorych uwalnianie kontrolowane jest przez hormon adipokinetyczny
(AKH), funkcjonalny analog glukagonu ssakow. U owadéw, uwolnione z tkanki thuszczowe;j
przez AKH weglowodany w postaci trehalozy 1 tluszcze w postaci diacylogliceroli
transportowane sa przez hemolimf¢ do kurczacych si¢ mies$ni, charakteryzujacych sig
wysokim aerobowym metabolizmem energetycznym, lub do innych tkanek obwodowych, w
ktorych wzrasta zapotrzebowanie energetyczne (Lorenz and Gade, 2009).

Prowadzone przeze mnie badania na mitochondriach izolowanych z ciala
tluszczowego oraz migsni karaczana G. coquereliana (Slocinska i in., 2011, poz. 1)
wykazaty po raz pierwszy obecno$¢ funkcjonalnego biatka rozprzggajacego GCUCP. Biatko
to wykazuje cechy podobne do UCP innych organizméw, jest aktywowane przez wolne
kwasy tluszczowe i hamowane przez nukleotydy purynowe, co wskazuje na to iz UCP
owadow zachowaly mechanizm regulacyjny charakterystyczny dla innych organizméw
(Jarmuszkiewicz 1 in., 2010). W spoczynkowym (niefosforylujacym) stanie oddechowym

podanie mikromolarnych st¢zen kwasu palmitynowego (PA) powoduje wzrost oddychania i
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spadek potencjatu blonowego mitochondriow. Efekt ten jest czgsciowo znoszony przez GTP.
W fosforylujacych mitochondriach (po dodaniu ADP), kwas palmitynowy wywoluje
obnizenie stosunku ADP/O bedacego wskaznikiem wydajnosci fosforylacji oksydacyjne;j.
Badania funkcjonalne wykazaty, ze aktywno$¢ rozprzegajagca GCUCP w mitochondriach
mig$ni  jest wieksza niz w mitochondriach ciata tluszczowego. Podobnie, badania
immunologiczne z wykorzystaniem przeciwcial skierowanych przeciwko ludzkiemu UCP4
wykazaly, ze poziom biatka UCP4 w mitochondriach migéni karaczana jest znacznie wyzszy
niz w mitochondriach ciata tluszczowego. Wyniki te wskazuja na istotng rolg UCP w
fizjologii migéni karaczana. Obecno$¢ GCUCP4 w mitochondriach ciata tluszczowego 1
migéni  karaczana potwierdziliSmy takze stosujac technik¢ odwrotnej mikroskopii
fluorescencyjnej przy uzyciu sondy Mito Tracker Red i1 drugorzgdowych przeciwciat
sprzgzonych z izotiocyjanianem fluoresceiny, FITC (Stocinska i in., 2011, poz. 1).

Charakterystyka molekularna UCP karaczana przy uzyciu spektrometrii mas i
porownanie sekwencji aminokwasowej otrzymanych peptydow ze znanymi izoformami UCP
wykazaly, ze wystepujaca w ciele tluszczowym 1 mig$niach tego owada izoforma UCP
charakteryzuje si¢ duzym podobienstwem do UCP4 cztowieka i szczura oraz UCP4 D.
melanogaster (Stocinska i in., 2011, poz. 1). W zidentyfikowanych peptydach stwierdzilismy
obecnos¢ kilku catkowicie (lub dominujaco) konserwatywnych domen charakterystycznych
dla rodziny nos$nikéw mitochondrialnych i biatek UCP. Obecnos¢ GcUCP4 w tkankach
peryferycznych oraz jego duza homologia do UCP4 ssakow pozwala przypuszczac, ze jest to
ewolucyjnie stare biatko, ktére moglo ewoluowa¢ z biatka typowego dla tkanek
peryferycznych do biatka specyficznego dla tkanki nerwowej. Otrzymane w tej pracy wyniki
wskazuja, ze UCP4 owaddw jest blizej spokrewnione z UCP4 kregowcoOw niz pozostatymi
UCP.

W trakcie moich badan analizowatam takze wplyw aktywnosci GECUCP4 na obnizanie
produkcji RFT (Slocinska i in., 2011, poz. 1). Stymulowana przez kwas palmitynowy
aktywno$¢ GCUCP4 powodowala obnizenie produkeji anionorodnika ponadtlenkowego (02™)
w mitochondriach izolowanych z ciala tluszczowego i1 mig$ni karaczana. Hamowanie
aktywno$ci GCUCP4 przez GTP powodowato wzrost produkcji O, w mitochondriach
pochodzacych z ciata tluszczowego, natomiast nie wptywalo na poziom anionorodnika w

mitochondriach mig$ni. R6znica ta moze wynikac ze stanu redoks mitochondrialnego
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koenzymu Q. Ograniczenie produkcji RFT przez UCP obserwowano juz wczesniej u roslin,
ssakow 1 pierwotniakdw. Zatem, nasze wyniki potwierdzily podobng antyoksydacyjna funkcje
UCP w mitochondriach owadow.

Wczesniejsze badania Fridell i in. (2004) wskazaty, ze ekspresja genu kodujacego
DmUCP5 u Drosphila moze by¢ zalezna od stadium rozwojowego owada. Dlatego tez
kolejnym moim celem byta identyfikacja i okreslenie poziomu UCP na poziomie mRNA oraz
biatka na réznych etapach rozwoju owadow. Do realizacji tego celu badawczego wybratam
przedstawiciela owadow o przeobrazeniu zupelnym, chrzaszcza z rodziny czarnuchowatych
(Tenebrionidae) — Z. atratus. Analizy wykonane zostaly w ciele tluszczowym larw i
poczwarek, tkance ktora nie tylko jest gtéwnym organem owaddéw odpowiedzialnym za
utrzymanie homeostazy energetycznej, ale takze miejscem roéznicowania si¢ nowych tkanek i
ich reorganizacji podczas procesu metamorfozy (Arrese i Soulages, 2010 ). W stadium larwy i
poczwarki ciato tluszczowe niemal catkowicie wypelnia jame ciata chrzgszcza, u postaci
dorostej wystepuje jedynie w formie szczatkowej. Dlatego tez charakterystyka funkcjonalna
UCP Z. atratus (ZaUCP4) w izolowanych mitochondriach oraz analiza jego ekspresji na
poziomie bialka i mRNA wykonywane zostaly dla ciata ttuszczowego larwy 1 poczwarki
modelowego chrzaszcza (Slocinska i in., 2012, poz. 2).

W celu zidentyfikowania sekwencji kodujacych ZaUCP4 zaprojektowaliSmy startery
na podstawie poréwnania sekwencji kodujacych UCP4A u D. melanogaster i trojszyka
gryzacego Tribolium castaneum. Z ciat thuszczowych larwy i poczwarki otrzymano fragmenty
cDNA o spodziewanej diugosci 370 par zasad. Otrzymana w wyniku klonowania i
sekwencjonowania czgSciowa sekwencja kodujaca Zaucp4 wykazuje duze podobienstwo do
znanych lub przewidywanych sekwencji kodujagcych UCP4 owaddéw. ZaobserwowaliSmy
~77% homologi¢ z ucp4A T. castaneum, nalezacego do tego samej co Z. atratus rzedu,
chrzaszczy (Coleoptera) i rodziny czarnuchowatych (Tenebrionidae) oraz ~67% homologi¢ z
ucp4 D. melanogaster (Stocinska i in., 2012, poz. 2). Przepisanie sekwencji nukleotydowej
na sekwencj¢ aminokwasowa oraz poréwnanie jej ze znanymi lub przewidywanymi
izoformami biatka UCP4 pokazuje bardzo duze podobienstwo do znanych UCP4 ssakow i
innych owadow. Najwieksza homologi¢ zaobserwowano dla UCP4 z T. castaneum (~83%).
W otrzymanej czesciowe] sekwencji aminokwasowej, stanowigcej ~33% ZaUCP4

stwierdzono obecno$¢ kilku reszt konserwatywnych dla rodziny no$nikow mitochondrialnych
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i sygnatur charakterystycznych dla biatek UCP. Identyfikacja UCP4 w tkankach
peryferycznych owadow, ciele thuszczowym i migsniach karaczana oraz ciele thuszczowym
chrzaszcza (Slocinska i in., 2011, 2012 poz. 1 i 2), tkankach obwodowych nicienia C.
elegans (Iser i in., 2005), a takze w oocytach, watrobie i nerkach zaby Xenopus laevis (Keller
1 in., 2005) wskazuje, iz 1izoforma UCP4 nie jest ograniczona tylko do tkanek nerwowych
ssakow jak sugerowano wczesniej. Obecnos¢ UCP4 w tkankach peryferycznych potwierdza
hipoteze, ze UCP4 ewoluowato z biatka charakterystycznego dla tkanek obwodowych do
biatka specyficznego dla uktadu nerwowego (Hanak i Jezek, 2001).

Otrzymana sekwencja aminokwasowa ZaUCP4 postuzyta do analizy filogenetycznej
UCP bezkregowcow, ktorg oparliSmy na znanych lub przewidywanych sekwencjach UCP ze
szczegblnym akcentem na powigzania z kladem UCP4 (Slocinska i in., 2016, poz. 7).
Opierajac si¢ na dostepnych w bazach adnotacjach oraz obecnosci domen/reszt
konserwatywnych wyodrebniliSmy gataz UCP4. Analiza bioinformatyczna jednoznacznie
wskazuje na podzial biatek UCP4 na 2 grupy. Pierwsza z nich zawiera izoforme¢ B i izoforme
C UCP4, ktore zidentyfikowano u Drosophila i motyla monarchy Danaus plexippus. Druga
galaz, do ktorej nalezy rowniez UCP4 Z. atratus to izoformy A UCP4 i pozostate UCP4
zidentyfikowane u owadoéw. Sugeruje to, ze izoformy B oraz C owadéw moga by¢
pozostatosciami starej rodziny obecnie utraconych gendéw lub co bardziej prawdopodobne,
produktami stosunkowo niedawnej duplikacji. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze cze$¢ owadzich
UCP nie zostata do tej pory zsekwencjonowana, przypisana lub zidentyfikowana. Nie mozna
wiec wykluczy¢ hipotezy, ze geny wykazujace podobienstwo do izoform B i C sg wspdlne dla
wszystkich owadow. Nasza analiza pokazuje takze, ze filogenetyczne roztozenie bialek UCP4
odzwierciedla filogenetyczne pokrewienstwo w $wiecie zwierzat. Mozna wyodrebni¢ dwa
glowne klady UCP, ktére prawdopodobnie rozdzielity si¢ w trakcie ewolucji zanim dokonat
si¢ rozdziat kregowcow i bezkregowcow. Do pierwszego kladu naleza UCP1-3 krggowcoéw a
do drugiego kladu nalezg UCP4 i UCP5 kregowcow i bezkregowcow.

Wykonane przeze mnie testy bioenergetyczne takie jak pomiar szybkosci zuzycia
tlenu przez mitochondria izolowane z ciala tluszczowego larw i poczwarek chrzaszcza Z.
atratus wykazaly obecno$¢ funkcjonalnego biatka ZaUCP4 w obu badanych stadiach
rozwojowych, zarowno w stanie oddechowym spoczynkowym (niefosforylujagcym) jak 1 w

stanie oddechowym fosforylujagcym (Slocinska i in., 2012, poz. 2). Aktywacja ZaUCP4
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wyrazne obnizata wydajnos$¢ fosforylacji oksydacyjnej czyli wydajno$¢ syntezy ATP przez
mitochondria (spadek stosunku ADP/O). W izolowanych mitochondriach chrzaszcza, UCP
bylo aktywowane przez kwasy thuszczowe (kwas palmitynowy) i hamowane prze GTP.
Wskazuje to, ze mechanizm regulujacy aktywno$¢ UCP owadow jest taki jak u ssakow, roslin
1 organizmow jednokomoérkowych. Co ciekawe, w obu stanach oddechowych mitochondriow
izolowanych z ciata thuszczowego chrzaszcza, aktywno$¢ ZaUCP4 byta nizsza dla poczwarki
niz larwy. Analiza PCR w czasie rzeczywistym oraz immunodetekcja (z wykorzystaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko ludzkiemu UCP4) wykazaty, ze powyzsze wyniki
analizy funkcjonalnej sg zgodne z obserwowang nizsza ekspresja ZaUCP4 na poziomie
mRNA (~43%) i biatka (~57%) w ciele thuszczowym poczwarki. Sugeruje to prawdopodobny
udzial ZaUCP4 w procesie metamorfozy i zachodzacej podczas tego procesu reorganizacji
ciala tluszczowego. Obnizenie aktywno$ci 1 ekspresji ZaUCP4 moze odzwierciedla¢
ograniczong w porownaniu do stadium larwalnego aktywno$¢ metaboliczng poczwarki. Z
kolei, wyzsza ekspresja i aktywno§¢ ZaUCP4 w mitochondriach ciala tluszczowego larw
moze by¢ zwigzana z intensywnym wzrostem, réznicowaniem i/lub procesem dezintegracji
ciala tluszczowego w tym stadium rozwojowym. Udzial UCP4 w procesie rdéznicowania
zaobserwowano wczesniej dla komorek nerwowych (Smorodchenko 1 in., 2009) i adipocytow
(Zhang, 2006) ssakow.

Aktywnos$¢ 1 ekspresja UCP sg regulowane przez roznego rodzaju zwigzki chemiczne,
sposrod ktérych jednymi z najwazniejszych sa hormony. Stosunkowo dobrze zostat opisany
wplyw hormonoéw na syntez¢ UCP ssakow, w tym hormonu tarczycy - trdjjodotyroniny
hormonu trzustki — insuliny, hormonu tkanki tluszczowej - leptyny, czy hormonu wzrostu i
estrogenow (Ricquier 1 Bouillaud, 2000). Regulacja hormonalna UCP owadow nie zostata
wczesniej opisana, cho¢ przypuszcza si¢, ze UCP5 D. melanogaster jest zaangazowane w
kontrole hormonalng metabolizmu (Sanchez-Blanco i in., 2006). Mutanty muszki pozbawione
UCP5 wykazywaty obnizony poziom cukrow, glikogenu 1 triglicerydow co wskazuje na
udziat tego biatka w szlakach sygnalizacyjnych regulujacych wydzielanie AKH i/lub peptydu
insulino-podobnego. Ostatnie badania wykazaty, ze wzrost aktywnosci UCP5 w neuronach
produkujacych insuling oslabia sygnalizacje szlakow prowadzacych do jej wydzielania
(Fridell i in., 2009).
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Jednym z najwazniejszych hormonoéw odpowiedzialnych za zarzadzanie zasobami
energetycznymi  w ciele owada jest hormon adipokinetyczny (AKH). AKH jest
syntetyzowany i magazynowany w komorkach neuroendokrynowych corpora cardiaca, ktore
sg ekwiwalentem przysadki mozgowej ssakéw (van der Horst, 2001). Podczas aktywnosci
owadow zwigzanych ze zwickszonymi naktadami energii, takimi jak, lot, sktadanie jaj czy
przeobrazenie, AKH jest uwalniany z corpora cardiaca w celu mobilizacji rezerw
energetycznych w ciele tluszczowym prowadzac do zwigkszonego poziomu trehalozy i
diacylogliceroli w hemolimfie. Ponadto, w stadium larwalnym, AKH dostarcza energi¢ do
syntezy nowej kutikuli (Lorenz and Gade, 2009) czy niwelowania stresu oksydacyjnego
(VeCeta i in., 2012). Cialo tluszczowe jest glownym organem odpowiedzialnym za
metabolizm posredni owadoéw. Podczas rozwoju owada, ciato thuszczowe podlega nieustanne;j
przebudowie, a proces ten jest $ci§le regulowany. Zaré6wno neurohormon AKH jak i UCP,
kluczowe biatko mitochondrialne odpowiedzialne za rozpraszanie energii, znaczaco wplywaja
na metabolizm komoérkowy i réwnowagg energetyczng. Dlatego tez celem moich dalszych
badan bylo sprawdzenie wptywu AKH na ekspresje i aktywno$s¢ ZaUCP4 w ciele
tluszczowym chrzaszcza Z. atratus w stadium larwy 1 poczwarki, z uwzglgednieniem
towarzyszacych temu zmian w metabolizmie we¢glowodanowym i lipidowym (Slocinska i
in.,, 2013, poz. 3). W badaniach zastosowaliSmy neurohormon Tenmo-AKH
(pELNFSPNWa), bioanalog z rodziny AKH/HrTH zidentyfikowany w  gruczotach
neuroendokrynowych dorostych chrzaszczy Z. atratus (Gade and Rosinski, 1990). Larwom i
poczwarkom iniekowano Tenmo-AKH, po czym po uptywie 24 oraz 48 godzin analizowano
wplyw hormonu na zawarto$¢ lipidow 1 weglowodanow w ciele ttuszczowym chrzgszcza a
obserwowane zmiany korelowano z aktywnoscig i ekspresja ZaUCP4 w mitochondriach.
Przeprowadzone badania pokazuja, ze u larw traktowanych hormonem nastgpowala
mobilizacja rezerw weglowodanowych widoczna jako spadek zawartosci glikogenu w ciele
thuszczowym 1 wzrost trehalozy w hemolimfie (~30%). Towarzyszyt temu wzrost poziomu
wolnych kwasow ttuszczowych, co moze stanowi¢ zabezpieczenie przed przeksztalcaniem si¢
do lipidow weglowodanéw pochodzacych z hemolimfy. W ciele thuszczowym poczwarek
obserwowano natomiast obnizenie catkowitej puli lipidow, z jednoczesnym spadkiem
zawartosci wolnych kwasow tluszczowych. Taka odpowiedz moze by¢ zwigzana z

intensywnym transportem kwasow tluszczowych z ciata thuszczowego do hemolimfy podczas
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mobilizacji rezerw triglicerydow. Otrzymane przeze mnie wyniki wskazaly wyraznie na
plejotropowe dzialanie hormonu adipokinetycznego i jego odmienna role w metabolizmie
ciata thuszczowego larw i poczwarek. AKH pelni nie tylko funkcje hormonu mobilizujacego
rezerwy energetyczne ale takze hamuje szklaki anaboliczne, takie jak synteza lipidow w ciele
thuszczowym larw. Do tej pory nie wiadomo, ktére enzymy szlakoéw biosyntezy lipidow i
kwasow thuszczowych sa kontrolowane przez AKH. Poprzez analogi¢ z oddzialywaniem
glukagonu u ssakow, sugeruje si¢ hamowanie przez AKH acetylo-karboksylazy CoA i
oddzialywanie w ten sposob na proces syntezy lipidow (Lorenz, 2003). Modyfikacjom
metabolicznym zachodzacym w ciele owada pod wplywem AKH towarzyszyly zmiany w
aktywnosci i ekspresji ZaUCP4. Przeprowadzone badania wykazaty obnizenie jego ekspresji
na poziomie mRNA oraz biatka, zarowno po 24, jak i po 48 godzinach od iniekcji
neurohormonu. Spadek aktywnosci ZaUCP4 obserwowano dopiero po 48 godzinach i tylko w
stadium larwalnym. Otrzymane przeze mnie wyniki sugeruja, ze AKH wptywa na ekspresj¢ i
aktywno§¢ ZaUCP4 poprzez uruchamianie wielu procesow metabolicznych, co
prawdopodobnie wynika z plejotropowego charakteru tego hormonu.

Kolejnym hormonem, ktérego oddziatywanie na bioenergetyke ciala tluszczowego
oraz aktywnos$¢ i ekspresje ZaUCP4 badano byla niesulfonowana sulfakinina, Zopat-SK-1
(PETSDDYGHLRFa) (Stocinska i in., 2016, poz. 4), zidentyfikowana w mozgu Z. atratus
(Marciniak i in., 2011). Sulfakininy nalezg do rodziny neuropeptydow bezkrggowcow o
strukturalnym 1 funkcjonalnym podobienstwie do cholecystokininy/gastryny ssakow
(Dockray, 2009). Zaangazowane sag w liczne procesy fizjologiczne, takie jak kontrola
przyjmowania pokarmu 1 trawienie. Aktywnos$¢ sulfakinin z niesulfonowang reszta
tyrozynowa (nSK) wykazano po raz pierwszy u muszki D. melanogaster (Nichols 1997), u
ktorej neurohormon ten hamowat skurcze jelita. Kolejne prace wskazywaty na udziat nSK w
modulowaniu czynno$ci kurczliwej serca, jelit oraz regulacji poziomu weglowodandéw i
lipidow w ciele thuszczowym larw i poczwarek chrzgszcza Z. atratus (Slocinska i in., 2015).
W przeprowadzonych przeze mnie eksperymentach stwierdzono, ze podanie larwom 20 pmoli
Zopat-SK-1 powodowato obnizenie tempa oddychania mitochondriéw izolowanych po 2 oraz
24 godzinach od iniekcji hormonu (Slocinska i in., 2016, poz. 4). Obnizenie oddychania
obserwowano zarowno w stanie 3 fosforulujgcym, jak i stanie 4 spoczynkowym, przy czym

wydajnos$¢ fosforylacji oksydacyjnej (syntezy ADP/O) oraz kontrola oddechowa pozostawaty
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bez zmian. Wplyw Zopat-SK-1 na aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej (COX), enzymu
markerowego integralno$ci blon zewnetrznych i biogenezy mitochondridow oraz syntazy
cytrynianowej (CS), kluczowego enzymu cyku Krebsa i markera macierzy mitochondrialnej
analizowano w homogenacie i izolowanych mitochondriach ciata tluszczowego. Spadek
aktywnosci COX w homogenacie ciala thuszczowego oraz CS w izolowanych mitochondriach
sugeruje obnizenie tempa oddychania tlenowego przez mitochondria, zardwno na poziomie
tancucha oddechowego, jak i cyklu Krebsa. Zahamowanie utleniania bursztynianu, uzytego
jako substrat oddechowy dla mitochondriow, moze wskazywaé na rol¢ Zopat-SK-1 w
regulacji aktywnos$ci dehydrogenazy bursztynianowej (kompleks II tancucha oddechowego).
Zmianom w tempie oddychania mitochondriow towarzyszyla zmniejszona aktywnos¢
ZaUCP4, co mogloby sugerowaé, ze Zopat-SK-1, podobnie jak cholecystokinina ssakow
bierze udziat w  regulacji metabolizmu energetycznego w zaleznosci od aktualnego
zapotrzebowania energetycznego zwierzecia i w konsekwencji oddziatuje na pobieranie
pokarmu przez zerujaca larwe. Pomimo braku zmian na poziomie biatka ZaUCP4, ekspresja
na poziomie mRNA, wzrastata istotnie juz po 2 godzinach od wstrzyknigcia hormonu. Szybka
odpowiedZ na poziomie mRNA moze wynika¢ ze wzrostu ilosci kwasow ttuszczowych, ktore
obserwowano po podaniu niesulfonowanej sulfakininy Zopat-SK-1, a ktore prawdopodobnie
aktywuja miejsca promotorowe genu.

Oba badane przeze mnie hormony aktywuja w ciele owadow Sciezke sygnalizacyjna,
w ktorej posrednicza receptory metabotropowe sprzezone z biatkami G (GPCR).
Stwierdzono, ze u T. castaneum nSK moga stymulowa¢ $ciezki sygnalizacyjne, w ktorych
powstaja II- rzgdowe przekazniki sygnatu, zar6wno cAMP jak i Ca®, aktywujace kinazy
biatkowe fosforylujace 1 modyfikujace biatka docelowe (Zels i1 in., 2014). Uruchomienie
szlaku cAMP moze powodowa¢ fosforylacj¢ kompleksow tancucha oddechowego i hamowacé
ich dziatanie, w odpowiedzi na zmniejszone zapotrzebowanie energetyczne (Velsecchi i in.,
2013). Aktywacja receptorow AKH, podobnie jak receptorow sulfakininy przebiega z
udziatem II rzedowych czasteczek sygnatowych. Aktywacja receptorow AKH w wyniku
stresu oksydacyjnego, podczas odzywiania, czy zmiany temperatury moze wptywac posrednio
lub bezposrednio na ekspresje 1 poziom UCP4 owadow (Stocinska i in., poz. 7). Indukcja
szlakow metabolicznych w ciele tluszczowym przez AKH, takich jak lipoliza, moze

prowadzi¢ do wzrostu wolnych kwasow thuszczowych 1 wptywac¢ na miejsca regulatorowe
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genu, z kolei stres oksydacyjny wywotlany zwickszonym metabolizmem, moze prowadzi¢ do
aktywacji UCP4.

W trakcie naszych badan pojawilo si¢ kolejne pytanie, czy u owadéow biatka UCP
wspotpracujg z innymi biatkami rozpraszajagcymi energi¢ btony wewnetrznej mitochondriow
w regulacji metabolizmu energetycznego i produkcji reaktywnych form tlenu (RFT). Hipoteza
postawiona wczesniej przez Szewczyka i in., (2009) wskazywala na wspotprace UCP z
kanatami potasowymi zaleznymi od ATP (mitoKatp). Hipoteza ta zaklada, ze w warunkach
stresu oksydacyjnego, wzmozona produkcja RFT aktywuje obydwa mitochondrialne systemy

rozpraszajace energi¢, UCP 1 mitoKatp, co obniza wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjne;j.

Mitochondrialne kanaly potasowe zalezne od ATP

Budowa molekularna mitochondrialnych kanalow potasowych (mitoKatp) nie zostata
dotad poznana, a dane dotyczace wiasciwosci kanatu pochodza gltéwnie z testow
farmakologicznych i badan w uktadach rekonstytuowanych. Kanaly mitoK atp wykazuja duze
podobienstwo do kanatéw potasowych obecnych w bonie komoérkowej. Zbudowane sg z 2
podjednostek Kir6.1 i/lub Kir6.2, tworzacych por kanalu oraz podjednostek Sur,
stanowigcych receptor dla pochodnych sulfonomocznika. Podjednostka Sur posiada domeng
wigzacg ATP. Przypuszcza sig¢, ze w sklad kanalu wchodzi dehydrogenaza bursztynianowa
(Szewczyk i in., 2009). Podobnie jak plazmatyczne kanaly potasowe, mitoKarp sa
stymulowane przez farmakologiczne aktywatory (np. diazoksyd czy pinacidil) i hamowane
przez pochodne sulfonomocznika (np. glibenklamid) i ATP. Gtowng funkcjg mitoKarp jest
transoprt jonow K* do matriks mitochondrialnej, co prowadzi do wzrostu jej objetosci i
alkalizacji srodowiska matriks oraz regulacja poziomu RFT (Kowaltowski 1 in., 2009).

W momencie podejmowania przeze mnie badan, mitochondrialne kanaty potasowe
owadow nie byly jeszcze opisane. Dlatego tez, pierwszym zadaniem byta identyfikacja i
charakterystyka mitoKarp w mitochondriach karaczana (Slocinska i in., 2014, poz. 5).
Funkcjonalng identyfikacje mitoKarp przeprowadzitam w mitochondriach izolowanych z
miesni i ciata thuszczowego karaczana G. coquereliana przy pomocy znanych aktywatorow i
inhibitorow kanatu. Badania wykazaty przyspieszenie tempa oddychania mitochondriow w

niefosforylujacym stanie oddechowym w obecnos$ci diazoksydu lub pinacidilu z
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jednoczesnym spadkiem produkcji anionorodnika ponadtlenkowego. W mitochondriach
karaczana, aktywno$¢ kanatu mitoKatp byla hamowana przez ATP i glibenklamid, co
skutkowalo obnizeniem tempa oddychania przez mitochondria i wzrostem produkcji RFT.
Wyniki te wskazuja, ze podobnie do UCP, mitoKatp peini role antyoksydacyjng w
mitochondriach owadow, chronigc komodrki przed stresem oksydacyjnym. Immunologiczna
identyfikacja mitoKatp w mitochondriach karaczana z zastosowaniem przeciwciat
skierowanych przeciw plazmatycznemu kanatowi potasowemu ssakow, wskazuje na obecnos¢
podjednostki Kir 6.1 oraz Surl w strukturze kanatu mitoKarp owadow.

Wiedzac, ze zarowno UCP4 jak 1 mitoKarp biorg udzial w obnizaniu produkcji
anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach karaczana, postanowitam po raz pierwszy
wykazaé eksperymentalnie wspotpracg obu systemow rozpraszajacych w regulacji RFT w
izolowanych mitochondriach owadow (Slocinska i in., 2016, poz. 6). W izolowanych
mitochondriach karaczana, w warunkach kontrolnych, gdy aktywnos¢ UCP4 i mitoKate nie
byla stymulowana przez specyficzne aktywatory tych bialek obserwowalismy wysoki poziom
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego. Rownoczesna aktywacja UCP4 (przez kwas
palmitynowy) oraz mitoKate (przez pinacidil) prowadzita do znacznego spadku produkcji
anionorodnika ponadtlenkowego (O,"). UCP oraz mitoKatp aktywowane oddzielnie nie
prowadzity do tak znaczacego obnizenia RFT, jak wtedy gdy byly aktywowane razem.
Dodanie inhibitorow powodowato wzrost poziomu produkcji RFT, przy czym efekt GTP,
inhibitora UCP byl silniejszy niz ATP, inhibitora mitoKarp. Wyniki te stanowia pierwszy
dowdd doswiadczalny pokazujacy wspotprace UCP i mitoKarp W regulacji produkcji RFT w
mitochondriach owadow. Podobnych badan nie prowadzono dotad na zadnym innym
materiale. Kumulacyjny efekt aktywacji obu systemoéw rozpraszajacych energie byt widoczny
w mitochondriach karaczana nie tylko w zwigkszonym obnizaniu produkcji RFT ale takze w
zwigkszonej szybkosci oddychania. Wiele danych wskazuje, ze zahamowaniu formowania
RFT towarzyszy rozprzezenie mitochondriow 1 wzrost tempa oddychania (Tahara 1 in.,2009 ).
Jednocze$nie aktywowane UCP i mitoKarp powodowaly wickszy wzrost szybkosci
oddychania niz wtedy gdy byly aktywowane oddzielnie. Aktywacja obu biatek w obecnosci
inhibitorow obnizata szybko$¢ zuzycia tlenu. Silniejsze dzialanie GTP moze sugerowaé
wickszg ilos¢ UCP4 w porownaniu z mitoKatp W wewngtrznej btonie mitochondrialne;j

karaczana i/lub bardziej znaczaca role¢ UCP4 w obnizaniu produkcji RFT. Ponadto, zmiany
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obserwowane w mitochondriach mig$ni sg wieksze niz w mitochondriach ciata thuszczowego,
co jest zgodne z wczesniejszymi naszymi obserwacjami, z ktorych wynika, ze poziom

ekspresji 1 aktywnos¢ UCP4 w mig$niach karaczana sa wigksze. Wplywa to na efektywniejsze
obnizanie produkcji O, przez UCP4 w mitochondriach migéni niz ciata thuszczowego

karaczana.

Podsumowanie

Za moje najwicksze osiggni¢cia uwazam identyfikacje 1 charakterystyke funkcjonalng
1 molekularng w mitochondriach owadéw dwoch systemow rozpraszajacych energie: biatka
rozprzegajacego UCP4 oraz kanatu potasowego, mitoKarp. Wykazalam, ze aktywno$¢ oraz
ekspresja UCP4 owadow (i) zaleza od rodzaju tkanki i stadium rozwojowego owada oraz (ii)
sg regulowane przez hormony: hormon adipokinetyczny - AKH, odpowiednik glukagonu
ssakow oraz niesulfonowana sulfakining, fizjologiczny analog cholecystokininy ssakow.
Udowodnitam, ze w mitochondriach tkanek peryferycznych owaddéw wystepuje izoforma
UCP4, uwazana dotad za forme¢ charakterystyczng dla centralnego uktadu nerwowego.
Ponadto, po raz pierwszy zidentyfikowatam i1 scharakteryzowalam funkcjonalnie kanat
potasowy zalezny od ATP (mitoKartp) w mitochondriach owadéw. Po raz pierwszy takze, na
przyktadzie mitochondriow owaddéw, wykazalam wspolprace dwoch  systemow
rozpraszajacych energie, mitoKarp oraz UCP, w modulowaniu poziomu RFT, co wskazuje na

ich podobng ochronng role¢ w warunkach stresu oksydacyjnego.

W najblizszej przysztosci chciatabym odpowiedzie¢ na kilka interesujacych pytan:
- Czy UCP owadéw peti funkcje termogenng? Wyniki uzyskane przez da Re (2014) na
mutantach muszki oraz nasze wstgpne eksperymenty przeprowadzone na karaczanie G.
coquereliana w warunkach stresu niskiej temperatury sugeruja termoregulacyjng rolg UCP4 u
owadow.
- W jaki sposob stres oksydacyjny (na przyktad wywotany chiodem) aktywuje obydwa
systemy rozpraszajace energi¢ i w konsekwencji jak wplywa na regulacje poziomu RFT?
- Czy sulfonowana i niesulfonowana sulfakinina wspotpracuja ze sobg w regulacji

metabolizmu energetycznego owadow?
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- W jaki sposob sulfakinina (nSK) i hormon adipokinetyczny (AKH) wspdluczestniczg w
zarzadzaniu zasobami energetycznymi w komoérkach owadow oraz w jaki sposob wptywaja

na ekspresj¢ i aktywnos¢ UCP4 i mitoKatp?
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Poza gtownym nurtem badawczym prowadzitam i1 prowadz¢ badania w rdznych
obszarach biologii, gldéwnie z pogranicza bioenergetyki 1 fizjologii zwierzat. Oprocz 7 prac
wchodzacych w sktad osiagnigcia habilitacyjnego, w opublikowanym do tej pory dorobku
naukowym posiadam 11 oryginalnych prac z tzw. listy filadelfijskiej (indeksowane przez 1SI
Web of Science), pozostate 5 prac to publikacje w jezyku angielskim w czasopismach
nieindeksowanych 1lub polskojezycznych), oraz doniesien na 18 specjalistycznych
konferencjach miedzynarodowych z dziedziny bioenergetyki 1 fizjologii owadow
(wymienione w zataczniku nr 6). W 7 publikacjach (poza osiggnieciem naukowym) jestem

pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym.
Sumaryczny impact factor (zgodnie z rokiem opublikowania) wszystkich publikacji

stanowigcych moj dorobek naukowy, tgcznie z osiggnigciem habilitacyjnym wynosi 38.6, a

sumaryczna liczha punktow MNiSW, 450.
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Od poczatku mojej przygody z nauka, moje zainteresowania koncentrowaty si¢ wokot
tematow zwigzanych z bioenergetyka 1 fizjologia mitochondriéw. Podczas studiow
doktoranckich badalam zagadnienie dotyczacego mitochondrialnego receptora benzodiazepin
(PRB) u jednokomoérkowych Eukaryota, takich jak ameba Acanthamoeba castellanii oraz
drozdze Saccharomyces cerevisiae (szczepy dzikie i mutanty pozbawione poryny
mitochondrialnej czyli kanalu VDAC). Benzodiazepiny to leki dziatajace uspokajajaco,
przeciwdrgawkowo i nasennie. W ich dziataniu posredniczy receptor GABA A znajdujacy si¢
w centralnym ukladzie nerwowym (CUN), ale miejsce wigzania tych substancji
zidentyfikowano takze w tkankach peryferycznych (Stocinska, 2002). Nasze badania
wykazatly, ze obecnos¢ peryferycznego receptora dla benzodiazepin nie jest ograniczona tylko
do ssakow, ale jest charakterystyczna takze dla nizszych organizmoéw eukariotycznych. We
wspoOtpracy z prof. Adamem Szewczykiem z Laboratorium Kanalow Wewnatrzkomorkowych
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie, stosujac specyficzny
ligand mitochondrialnego receptora benzodiazepin R05-4864 wyznaczyliSmy powinowactwo,
liganda do receptora, statg dysocjacji Kp oraz liczbe miejsc wigzacych Bpax. Immunodetekcja
oczyszczonej frakcji receptora potwierdzita obecno$¢ poryny mitochondrialnej, a takze
wskazata na obecno$¢ translokazy nukleotydow adeninowych (TNA) w budowie receptora,
podobnie jak ma to miejsce u ssakow. Otrzymane wyniki zostaly opublikowane w
czasopismie Acta Biochimica Polonica (Stocinska i in., 2004), a aktualny stan wiedzy na
temat peryferycznego receptora beznzodiazepin zostal omdéwiony w pracy przegladowej 1
opublikowany w Postepach Biologii Komorki (Stocinska, 2002).

Po obronie pracy doktorskiej (i urodzeniu moje drugiej corki) wyjechatlam na staz
naukowy do Laboratory of Cubic Membranes National University w Singapurze, gdzie w
ramach grantu otrzymanego przez prof. Yuru Deng badalam zwigzek migdzy
dhlugowiecznoscig kanarkow Serinus canarius (Srednia dhugos$¢ zycia - 23 lata) a aktywnoScig
1 eksprymacja biatek rozprzegajacych (UCP). Uzyskane metodami bioenergetycznymi oraz
technikg immunodetekcji wyniki wskazywaty na znacznie wigkszy poziom 1 aktywnos¢ UCP
w mitochondriach izolowanych z migéni szkieletowych i serca kanarkéw w poréwnaniu z
mitochondriami izolowanymi z analogicznych tkanek myszy ($rednia dlugo$¢ zycia myszy
Mus musculus to 3 lata). Cho¢ bezposredniego zwigzku migdzy dlugoscig zycia badanych

ptakow a biatkiem rozprzegajacym nie wykazano, przypuszcza si¢, ze jego aktywacja
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skutecznie obniza poziom wolnych rodnikdéw i tym samym zmniejsza stres oksydacyjny
spowodowany wysokim tempem metabolicznym tych ptakow (Slocinska i in., 2010).
Podczas pobytu na stazu naukowym w Singapurze bytlam roéwniez zaangazowana w projekt
badawczy dotyczacy wpltywu obnizonej wydajnosci pracy serca spowodowanej zawatem
migs$nia sercowego na wydajno$¢ proceséw energetycznych, ekspresje UCP 1 powstawanie
ROS. Mitochondria izolowane z obszarow migénia sercowego nie objetych niedotlenieniem
charakteryzowaty si¢ znaczaco wigksza aktywnoscia i ekspresja UCP3 oraz mniej wydajna
fosforylacja oksydacyjna. Poziom wolnych rodnikow we krwi pobranej z zatoki wiencowe;j
mierzony metoda elektronowego rezonansu magnetycznego (EPR) wzrastal wraz z czasem
trwania niedotlenienie mig$nia sercowego, osiggajac najwyzsza wartos¢ po 24 h. (Almsherqi
i in., 2006), co prawdopodobnie wigzato si¢ ze zwigckszong aktywnoscig i poziomem UCP3.
Po powrocie do Polski i zatrudnieniu w Zaktadzie Fizjologii i Biologii Rozwoju
Zwierzat skoncentrowatam swoje badania na regulacji 1 modyfikacji procesow
fizjologicznych i metabolizmu owaddéw przez czasteczki pochodzenia ro$linnego oraz
naturalniec wystepujace w ciele owaddéw peptydy i hormony. Jednym z pierwszych
realizowanych przeze mnie w Zakladzie projektow byl grant migdzyuczelniany UAM-AR,
,Poszukiwanie nowych aktywnosci antynowotworowych alloferonu i jego analogéw”,
ktorego bytam kierownikiem. Alloferon to peptyd wyizolowany po raz pierwszy z hemolimfy
zainfekowanej eksperymentalnie larwy muchy Calliphora vicina (Chernysch i in., 2002).
Wykazano, ze jego aktywnos$¢ stymuluje cytotoksyczng aktywno$¢ NK i1 syntezg¢ interferonu u
ludzi oraz wzmacnia aktywnos$¢ antywirusowa i antynowotworowa u myszy. Nasze badania
wykonaliSmy na liniach komoérkowych dwoch najbardziej inwazyjnych pod wzgledem
umieralno$ci nowotworow: raka watrobowokomorkowego oraz gruczolakoraka. Uzyskane
wyniki pokazaty, Ze badane czasteczki skutecznie obnizaja aktywno$¢ enzymow
mitochondrialnych oraz ostabiajg zywotno$¢ komorek nowotworowych, co wskazywatoby na
potencjalne zastosowanie alloferonu i1 jego analogdw w terapii choréb nowotworowych.
Otrzymane wyniki zaprezentowaliSmy na Central European Congress of Life Sciences
“EUROBIOTECH " w Krakowie, w 2008 roku. Dzialanie alloferonu oraz innych aktywnych
czasteczek  produkowanych przez owady o dzialaniu antywirusowym = oraz
antynowotworowym przedstawiono w pracy przegladowej ,,Insect antiviral and anticancer

peptides - new leads for the future ? (Slocinska i in., 2008). W trakcie pierwszych lat mojej
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pracy w ZFBRZ badalam takze aktywnos¢ zwiazkdéw pochodzenia ro§linnego, jak i peptydow
owadzich na aktywnos¢ kurczliwg serca owada.

Jednymi z ciekawszych badanych przeze mnie zwigzkéw byly glikoalkaloidy
ekstrahowane z lisci ziemniakow, ktore okazaty si¢ by¢ silnymi inhibitorami aktywnosci serca
badanych chrzgszczy Z. atratus i T. molitor (Marciniak i in., 2010). Zwigzki te stanowig
obiecujacg perspektywe do dalszych badan, w ktorych naturalne substancje modulujg procesy
fizjologiczne owadow. W przysztosci czasteczki o takiej aktywnosci moglyby zostaé
wykorzystane jako insektycydy, jednakze niezbedne sg dalsze szczegdtowe analizy dotyczace
charakteru oddzialywania badanych zwigzkoéw na procesy fizjologiczne owada. Testowi
sercowemu byly takze poddawane analogi peptydu Led-NPF-I, ze zmieniong pozycja
kluczowego dla niego aminokwasu-argininy. Led-NPF-I jest odpowiednikiem krotkich
neuropeptydow NPF kregowcow; u owadow wptywa na rézne procesy fizjologiczne, w tym
odzywianie 1 rozmnazanie. Z przeprowadzonych badan wynika, ze zmiana argininy w pozycji
2 na N- koncu w mniejszym stopniu wptywa na parametry kurczliwe serca niz zamiana
argininy w pozycji 7 i 9 na C-koncu analizowanego tancucha aminokwasowego (Marciniak i
in., 2009).

We wspotpracy z lesnikami z Akademii Rolniczej w Poznaniu badaliémy réwniez
wpltyw peptydow, takich jak: proktolina, CCAP 1 FMRFamid na aktywnos$¢ kurczliwg
jajowodow szkodnika lesnego, szeliniaka sosnowego (Hylobius abietis). Kazdy z
analizowanych peptydow w zréznicowanym stopniu stymulowat aktywnos$¢ kurczliwa
jajowodu. Otrzymane wyniki wykazaly, ze proktolina, CCAP i FMRFamid moga by¢
regulatorami procesow zyciowych szeliniaka, takich jak sktadanie jaj. Kontynuacja badan
wydawataby si¢ uzasadniona, poniewaz kontrola rozrodczosci szkodnika moglaby znalez¢
swoj praktyczny aspekt w lesnictwie (Rosinski i in., 2011).

W dalszych badaniach skoncentrowalam si¢ na regulacji przemian metabolicznych
zachodzacych w ciele tluszczowym owaddw przez neurohormony przez nie produkowane.
Wiele z czasteczek wpltywajacych na procesy fizjologiczne owaddéw ma sw@j strukturalny
i/lub funkcjonalny odpowiednik u ssakoéw, a badanie aktywnos$ci i mechanizméw dziatania
hormonéw owadow moze przyczyni¢ si¢ do poznania patofizjologii wielu chorob
metabolicznych (np. cukrzycy i otylosci) 1 sposobow ich leczenia. Cialo tluszczowe,
fizjologiczny analog watroby 1 cytologiczny odpowiednik tkanki tluszczowej ssakow jest

glownym miejscem metabolizmu posredniego owaddéw. Kluczowa role w regulacji poziomu
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lipidow 1 weglowodanéw w ciele tluszczowym pelni hormon adipokinetyczny (AKH)
syntetyzowany i uwalniany z corpora cardiaca analog glukagonu u ssakow (Gade i Rosinski,
1990). Celem naszych badan bylo okreslenie wptywu AKH na sktad lipidow w ciele
thuszczowym intensywnie zerujacych larw 1 poczwarek. Ekstrakty lipidow z ciala
thuszczowego owadow kontrolnych (iniekowanych roztworem fizjologicznym) oraz owadow,
ktérym aplikowano hormon AKH, analizowano za pomoca chromatografii gazowe;j
sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS). Otrzymane wyniki wskazuja na gtowny udziat
kwasow tluszczowych (gltéwnie kwasu palmitynowego) i ich estrow w catkowitej puli lipidow
u przedstawicieli obu stadidéw rozwojowych. Poziom kwasow thuszczowych znaczaco wzrasta
po dodaniu AKH w ciele thuszczowym larw i spada w ciele thuszczowym poczwarek. Z kolei
poziom estrow kwaséw thuszczowych ulegal obnizeniu zaréwno u larw jak 1 u poczwarek.
Wskazuje to na bezposredni udzial AKH w regulacji metabolizmu poszczegdlnych lipidow w
zalezno$ci od stadium rozwojowego, zapotrzebowania energetycznego 1 przyjmowania
pokarmu (Golebiowski in., 2014).

Innym waznym hormonem z punktu widzenia regulacji metabolizmu 1 przyjmowania
pokarmu przez owady jest sulfakinina, strukturalny i funkcjonalny homolog gastryny/
cholecystokininy kregowcow, ktorego aktywno$¢ moze by¢ modulowana przez AKH (Zels i
in.2014). Dlatego kolejnym naszym celem bylo zbadanie wptywu jedynej (do tej pory)
odkryte] w mozgu chrzaszcza Z. atratus sulfakininy, Zopat-SK-1 (pETSDDYGHLRFa) na
poziom glikogenu, bialek 1 lipidow w ciele thuszczowym 1 glownego cukru hemolimfy
owadow, trehalozy (Slocinska i in., 2014). Po raz pierwszy wykazali$my, ze podanie Zopat-
SK-1 zZerujacym larwom zmienia poziom kluczowych metabolitow. W trakcie badan
zaobserwowaliSmy wzrost stezenia lipidow, bialka 1 spadek glikogenu przy jednoczesnym
wzroscie zawartosci wolnych cukrow i1 obnizeniu poziomu glukozy w hemolimfie u
chrzaszczy traktowanych hormonem. U owadow w stadium przedpoczwarki nie
obserwowano zadnych zmian. Otrzymane rezultaty wskazuja na zaangazowanie
niesulfonowanej sulfakininy Zopat-SK-1 w procesy magazynowania i uwalniania energii oraz
regulacje metabolizmu energetycznego w ciele owada.

W celu wyeliminowania czynnikow endokrynowych syntetyzowanych w mozgu i
kompleksie retrocerebralnym, ktore moglyby wptywa¢ na aktywnos¢ Zopat-SK-1,
wykonali$my przewigzki zaglowowe i badania in vitro. Badania te pokazaly, ze Zopat-SK-1 u
larw z przewiagzka (ktorym odcigto doptyw hormondw z czgsci mozgowej 1 gruczotow
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neurosekrecyjnych) wywotywat duzo silniejszy efekt glikogenolityczny w ciele thuszczowym
i silniejszy efekt hipertrehalozemiczny w hemolimfie niz u larw nie posiadajacych przewiazki
(Slocinska i in., 2015). Wskazuje to na obecno$¢ osi mozgowo- jelitowej u owadow, ktora
kontroluje metabolizm weglowodanowy. Metodami immunologicznymi wykazaliSmy
obecno$¢ receptora sulfakininy (cholecystokinin-like receptor), co sugeruje jego wysoka
homologie receptora do receptora cholecystokininy ssakéw. Wplyw AKH, sulfakinin oraz
innych hormondéw na sktad lipidéw oraz stosowane obecnie w badaniach metody analizy
lipidow zostaty opisane w pracy przegladowej (Cerkowniak i in., 2015). Rezultaty moich
badan dotyczacych regulacji metabolizmu ciala tluszczowego przez sulfakininy miatam
przyjemnos¢ zaprezentowa¢ podczas tygodniowego stazu naukowo-dydaktycznego w grupie
kierowanej przez profesora Josefa van den Broecka, Molecular Developmental Physiology
and Signal Transduction na Wydziale Biologii Uniwersytetu Katolickiego w Leuven w Belgii.

Jednym z roéwnoleglych kierunkéw badawczych, ktérymi zainteresowatam si¢ w
ostatnim czasie jest wplyw chtodu na metabolizm owadow tropikalnych. W obliczu
globalnych zmian klimatu, temat wplywu temperatury na mechanizmy odpowiedzi
zachodzace w organizmach jednej z najbardziej plastycznych pod wzgledem przystosowania
do zmian S$rodowiskowych grup zwierzat wydaja si¢ bardzo interesujace. Owady,
przystosowujac si¢ do przezywania niskich temperatur wyksztalcity szereg molekularnych
mechanizmow krioprotekcyjnych, ktore determinujg zdolno$¢ owadow do ochrony ich tkanek
1 komorek przed skutkami oddziatywania niskich temperatur. Naleza do nich mechanizmy
enzymatyczne, dehydratacja udziat bialek przeciwdziatajacych zamarzaniu, biatek szoku
cieplnego oraz czynnikéw indukujacych powstawanie krysztatow lodu w ciele owadow w
reakcji na stres zimna (Gartych i in., 2015).

Mechanizmy odpowiedzi na ten czynnik stresowy u owadow strefy tropikalnej nie sg
doktadnie poznane. Wraz ze studentami z kota naukowego entomologdéw zadaliSmy sobie
pytanie, czy owady tej strefy dysponuja podobnymi mechanizmami ochronnymi przed
stresem chlodu co owady nalezace do strefy umiarkowanej. Wspdlnie zrealizowaliSmy
projekt, w ktorym stresowi chlodu przez 8 h oraz 3 x 8 h poddawaliSmy karaczany
madagaskarskie G. coquereliana, a nastgpnie analizowaliSmy sktad cukrow hemolimfy,
poziom glikogenu, lipidow i biatlek w ciele tluszczowym oraz ekspresjc HSP i AQP
(Chowanski in., 2015). Przeprowadzone przez nas badania wskazujg na wzrost ilosci polioli i

glukozy w hemolimfie, spadek zawartosci glikogenu oraz wzrost poziomu biatka catkowitego
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w ciele ttuszczowym. Analiza poziomu AQP i HSP metodami immunologicznymi wykazata
indukcje ekspresji AQP oraz zmiany w ekspresji HSP, w tym pojawienie si¢ nowej izoformy
tego biatka. Otrzymane wyniki sugerujg istotng funkcje ciata thuszczowego w odpowiedzi na
spadek temperatury u badanego przedstawiciel owadéw tropikalnych. Przypuszcza sie, ze u
owadow w warunkach spadku temperatury ciato thuszczowe moze petni¢ funkcje termogenna.
Badania nad wptywem chtodu na metabolizm owadéw tropikalnych sa obecnie
kontynuowane, a publikacja przedstawiajgca zmiany w metabolizmie energetycznym w
migsniach i ciele thuszczowym karaczana G. coquereliana zachodzace pod wplywem stresu

chtodu jest obecnie w recenzji (PLOS ONE).

Moja dziatalnos¢ naukowo-badawcza zostata doceniona przez JM Rektora, z rgk ktorego

pigciokrotnie odbieratam Nagrody Zespotowe Il i Il stopnia.

Wykaz wszystkich prac oraz dziatan sktadajgcych sie na aktywnosé¢ naukowg przedstawitam w

zatgczonym wykazie opublikowanych prac naukowych (Zatgcznik 6).
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