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Niedotlenienie miesnia sercowego oraz moézgu jest jedng z gtéwnych przyczyn Smierci we wspdtczesnym spoteczenstwie.
Ostatnie badania wskazujg na kluczows role mitochondriow w procesach cytoprotekcji komdrek poddanych niedotlenieniu.
Mitochondria otoczone podwojna btong lipidowo — biatkowa petnig kluczowa role w fizjologii komorki. Mitochondria sg
organellami, w ktérych w procesie fosforylacji oksydacyjnej powstaje ATP bedace zrddiem energii wykorzystywanej we
wszystkich procesach metabolicznych. Ponadto w mitochondriach zachodzi szereg innych istotnych proceséw jak cykl Krebsa czy
peroksydacja lipidéw. Organella te petnig réwniez kluczowa role w indukcji apoptozy. Jak wykazano w ostatnich latach,
mitochondria aktywnie uczestnicza w zjawisku cytoprotekcji miesnia sercowego oraz komorek neuronalnych przed skutkami
niedotlenienia. Kluczowa role w tym procesie spetniajg mitochondrialne kanaty potasowe zlokalizowane w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Wykazano, ze traktowanie mie$nia sercowego aktywatorami mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym
przewodnictwie regulowanego jonami wapnia typu BKc, (kanat mitoBK,) takimi jak NS1619 prowadzi do ochrony komérek
serca przed skutkami niedotlenienia. Pomimo licznych badafn mechanizm cytoprotekcji nie jest do korca poznany. Szereg badan
wskazywato na obecnos$¢ tego kanatu w mitochondriach réznych tkanek, jednak molekularna budowa kanatu nie byta znana.
Najnowsze badania zidentyfikowaty izoforme podjednostki a tworzacej por kanatu BK-DEC jako podjednostke kanatu mitoBK
ca Nie wiadomo jednak czy ta izoforma tworzy funkcjonalny kanat. Ponadto badania przeprowadzone w Pracowni
Wewnatrzkomérkowych Kanatéw Jonowych Instytutu Nenckiego wykazaty regulacje aktywnosci tego kanatu przez
mitochondrialny fancuch oddechowy oraz zasugerowaty bezposrednig interakcje kanatu z oksydazg cytochromu c. Te najnowsze
odkrycia otwierajg nowy etap badaf nad mitochondrialng cytoprotekcja. Umozliwiajg bowiem poszukiwanie odpowiedzi na
kluczowe pytanie o sposéb regulacji aktywnosci kanatu oraz interakcje tego kanatu z innymi biatkami mitochondrialnymi.
Woydaje sie bowiem, na przyktadzie kanatu typu BKc, z btony plazmatycznej, ze regulacja aktywnosci kanatu jest bezposrednio
zalezna od partneréw biatkowych kanatu.

W zwigzku z powyzszymi obserwacjami celem projektu jest zbadanie regulacji kanatu mitoBKc, oraz interakcji tego kanatu z
innymi biatkami mitochondrialnymi. Zaktadamy, ze zidentyfikowana podjednostka a kanatu BKs, (BK-DEC) wraz z
podjednostkami regulatorowymi tworzy funkcjonalny kanat potasowy w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Podejrzewamy, ze
funkcjonalny kanat mitoBK., oddziatywuje z faricuchem oddechowym, a ta interakcja jest istotna dla regulacji aktywnosci
kanatu. Oczekujemy takze, ze przeprowadzone badania pozwolg na zidentyfikowanie nowych, nieznanych do tej pory biatek
oddziatujacych z kanatem mitoBK,, ktére moga miec istotny wptyw na aktywnoS¢ kanatu.

Planowane badania prowadzone beda w oparciu o dwa modele komdrkowe - linie HEK293 oraz komorki gwiazdziaka U-87 MG.
Poprzednie badana wskazuja, ze w komdrkach HEK293 kanaty typu BKc, nie sg ekspresjonowane. Ponadto wyniki naszych
wstepnych doswiadczerh pokazuja, ze mitochondria tych komoérek nie wykazujg obecnosci innych kanatdw potasowych.
Umozliwia to ekspresje wybranych podjednostek kanatu, w tym BK-DEC i badanie ich aktywnosci elektrofizjologicznej w
mitochondriach. Komdrki U-87 MG wykazujg z kolei duzg aktywnos$¢ kanatu mitoBK, co umozliwia wykorzystanie ich do
izolacji kompleksu tworzacego kanat i identyfikacje partneréw. Ponadto wykorzystujac najnowsze techniki edycji genomow
komorek ssaczych (np. system CRISPR/Cas9) planowane jest wygenerowanie linii delecyjnych podjednostek kanatu mitoBK ¢,
oraz wybranych podjednostek kompleksow tarcucha oddechowego. Pozwoli to na charakterystyke regulacji aktywnosci i
powstawania funkcjonalnego kanatu. Planowane badania obejma takze elektrofizjologiczng (technika patch-clamp izolowanych
mitoplastow) i biochemiczng charakterystyke mitochondriéw izolowanych z uzyskanych linii komdérkowych. Réwnolegle
planowane jest oczyszczenie i charakterystyka kompleksow biatkowych tworzonych przez kanat mitoBK, a takze identyfikacja
nowych partneréw kanatu mitoBKq,. Realizacja projektu wymagac¢ bedzie zastosowania réznorodnych technik m.in.
elektrofizjologicznych, biochemicznych czy metod biologii molekularne;.

Spodziewamy sie, ze bezposrednim efektem koricowym projektu moze by¢ lepsze zrozumienie opisanie nowych mechanizmoéw
cytoprotekcyjnych funkcjonujacych w komoérkach. Wiedza ta moze by¢ wykorzystana w przysztosci do opracowania nowych
strategii terapeutycznych wykorzystujacych szlaki metaboliczne uruchamiane przez aktywacje mitochondrialnych kanatow
potasowych.



