Jedna z gtéwnych przyczyn $mierci we wspotczesnym spoteczenstwie jest niedotlenienie miesnia sercowego oraz mézgu. Ostatnie
badania wskazuja, ze bardzo wazng role w procesach $mierci komérek petnig mitochondria. Podstawowa rolg mitochondriéw,
zwanych elektrowniami komérkowymi jest dostarczanie energii wykorzystywanej w wielu procesach zyciowych. Okazuje sig, ze
na skutek niedotlenienia tkanek mitochondria ulegajg uszkodzeniu. Uruchamia to procesy $mierci komdrkowej a w konsekwencji
prowadzi do obumierania organéw. Poszukiwania naturalnych mechanizméw, ktére moga ochroni¢ mitochondria przed
uszkodzeniem w czasie niedotlenia jest celem wielu badar. W ostatnich latach w mitochondriach zidentyfikowano biatka
regulujace przeptyw jonéw potasu przez ich wewnetrzng btone — mitochondrialne kanaty potasowe. Wydaje sie, ze whasciwosci
kanatéw potasowych z mitochondriéw sg podobne do wtasciwosci kanatéw potasowych z btony komérkowej. Poprzednie badania
wykazaty, ze otwarcie kanatu za pomocg substancji farmakologicznych nazywanych aktywatorami kanatéw potasowych moze
uruchomié procesy, ktére powodujag ochrone mitochondriéw przed uszkodzeniem spowodowanym réznymi czynnikami, w tym
niedotlenieniem. Mechanizm tego procesu nie jest jeszcze do kofica poznany.

W ostatnim czasie odkryto, ze w komoérkach, w niewielkich ilosciach syntetyzowane sg gazy (tlenek azotu, tlenek wegla czy
siarkowodor), ktére moga regulowac prace wielu biatek, w tym niektérych kanatéw potasowych. Badania wykazaty, ze zwigzki te
reagujac z kanatami potasowymi, powodujg ich otwarcie co wywotuje wiele efektow w komérkach, w tym cytoprotekcyjne. Nie
wiadomo jednak czy gazotransmitery wplywajg na aktywno$¢ mitochondrialnych kanaly potasowe. W zwiazku z tymi
obserwacjami celem prezentowanego projektu jest opisanie regulacji mitochondrialnych kanatéw potasowych przez tlenek wegla,
tlenek azotu oraz siarkowodoér. Badania obejmg oddziatywania wymienionych gazéw z mitochondrialnym kanatem potasowym
regulowanym jonami wapnia (mitoBK¢,) a takze mitochondrialnym kanatem potasowym regulowanym przez ATP (mitoKatp).
Projekt podzielony jest na trzy cele badawcze. W ramach projektu opisane zostang efekty wywotywane przez oddziatywanie
wspomnianych gazéw z kanatami. Ponadto, podjeta zostanie proba opisania mechanizmu w jaki gazy te oddziatywujg z biatkami
tworzacymi por kanatow. Bedzie to mozliwe dzieki identyfikacji budowy molekularnej kanatu mitoKotp — odkryto, ze kanat ten
jest budowany przez biatko ROMK2. Wygenerowane zostang linie komoérkowe ekspresjonujgce zmutowane warianty biatka
ROMK?2. Mutacje bedg wprowadzone w potencjalnych miejscach oddziatywania gazéw NO, CO i H,S z biatkiem kanatowym.
Nastepnie zostang przeprowadzone badania opisujace efekty wywotywane przez gazotransmitery na kanat mitoK,tp budowany
przez zmutowane biatka. W ostatniej czesci projektu podjeta opisania roli jaka petnig gazy NO, CO i H,S w cytoprotekcji
indukowanej przez kanat mitoK 51p.

Badania przeprowadzone beda z wykorzystaniem dwaoch linii komoérkowych ekspresjonujacych te kanaty. W badaniach kanatu
mitoBK, modelem beda komorki astrocytomy U-87 MG, natomiast w badaniach kanatu mitoK,1p wykorzystana zostanie linia
kardiomiocytow H9c2. Badania aktywnosci mitochondrialnych kanatéw potasowych przez gazy wykonywane bedg z
wykorzystaniem wyrafinowanej techniki elektrofizjologicznej — patch-clamp. Z komdrek wyizolowane zostang mitochondria,
ktore poddane beda pecznieniu w celu wytworzenia mitoplastéw. Tak uzyskane preparaty zostana wykorzystane do rejestracji
elektrofizlogicznych wiasciwosci kanatow potasowych. W badaniach zostang zastosowane tzw. chemiczne donory NO, CO oraz
H,S. Zwigzki te w roztworach wodnych ulegaja rozktadowi generujac odpowiednie gazy. Mutacje do sekwencji kodujacej biatko
ROMK?2 zostang wprowadzone za pomocg metody zwanej ,site specific mutagenesis” po czym zostang wygenerowane linie
komorkowej kodujace zmutowane biatko. Aktywno$¢ kanatu mitoKaqp tworzonego przez zmutowane biatko ROMK2 i jego
regulacja przez gazotransmitery zostanie przebadana w sposéb opisany powyzej.

W ostatniej czesci projektu komorki zostang poddane stresowi oksydacyjnemu oraz niedotlenieniu w celu uszkodzenia.
Poréwnana zostanie przezywalno$¢ komorek ekspresjonujacych dziki wariant biatka ROMK2 z komérkami posiadajacymi
zmutowane warianty tego biatka. Poprzednie badania wykazaty, ze nadekspresja dzikiego biatka ROMK2 chroni komoérki przed
stresem oksydacyjnym. W celu stymulacji aktywnosci kanatu mitoK 51p zostang wykorzystane donory gazotransmiterow, a takze
znane substancje farmakologiczne modulujgce aktywnos$¢ kanatu mitoKtp. Wyniki badan uzyskane w czasie realizacji projektu
pomoga W zrozumieniu naturalnych mechanizmoéw cytoprotekcyjnych istniejacych w komérkach. Mozliwe jest, ze wyniki tych
badan przystuza sie w przysztosci do opracowania nowych strategii terapeutycznych pomagajacych zmniejszy¢ negatywne skutki
wywotane niedotleniem réznych tkanek, w tym komérek serca i mézgu.



