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Rybonukleotydy purynowe (PNs) sa niezbedne do zycia, gdyz m.in. dostarczajg energii do reakcji
metabolicznych, np. ATP, oraz sa3 monomerami RNA, syntetyzowanego podczas ekspresji informacji
genetycznej. Co cickawe, PNs dziatajg zarowno jako bezposrednie zrodto energii uzytecznej, a takze jako
regulatory wydajnosci biosyntezy ATP. W mitochondriach, czesto nazywanych elektrowniami komorki,
zachodzi fundamentalny proces fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), sprzggajacy zuzycie tlenu z synteza
ATP dzieki aktywnosci tancucha oddechowego. Regulowany i katalizowany przez odpowiednie komponenty
tancucha oddechowego obrot protonéw w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej jest kluczowy dla
wydajnego zachowania energii w postaci ATP. Jednakze, transdukcja energii w mitochondriach jest
procesem plastycznym i nigdy nie osigga 100% efektywnosci z powodu tzw. "zwar¢" w obiegu protondw
(ang. proton short-circuits) nie zwigzanych z synteza ATP. Mitochondrialne biatko rozprzegajace (UCP)
oraz trnaslokaz¢ nukleotydow adeninowych (ANT) uwaza si¢ za dwa gtoéwne katalizatory
"bezproduktywnego" mitochondrialnego przecieku protonéw. Z kolei pewna mitochondrialna kinaza, tj.
kinaza difosforanéw nukleozydow (mNDPK), réwnowazy pule PNs poprzez reakcje transfosforylacji.
Wspdlng cecha tych trzech biatek, tj. mNDPK, UCP i ANT, jest zdolno$¢ wigzania PNS z roznym skutkiem.
Dlatego celem planowanego projektu jest ustalenie roli mMNDPK w regulacji mitochondrialnego
przecieku protonéw zaleznego od UCP i ANT. Istote projektu stanowi poznanie skomplikowanej
zaleznosci pomiedzy wielkoscia mitochondrialnego przecieku protonéow a rekrutacja mNDPK
regulujaca lokalne stezenie PNs. Nukleotydy te sa z kolei potencjalnymi inhibitorami UCP oraz
inhibitorami/substratami ANT. Dotychczas catkowicie pomijano relacj¢ pomigdzy mNDPK a wielko$cia
mitochondrialnego przecieku protondéw. Charakterystyka fizjologicznych substratow, aktywatorow i
inhibitorow mNDPK, UCP i ANT stanowi klucz do zrozumienia udzialu mitochondrialnego przecieku
protonéw w utrzymywaniu homeostazy energetycznej komorki. Proponujac wczesniej nieznang funkcje
mNDPK, projekt wyjasni skomplikowany wplyw PNs na transdukcje energii w mitochondriach. Wyniki
projektu dostarczg rowniez informacji potrzebnych dla opracowania w przysztosci odpowiednich srodkow
farmakologicznych normalizujacych przeciek protonow w réznych stanach chorobowych cztowieka i innych
organizmow. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, dla mNDPK proponuje si¢ funkcje molekularnego
przetacznika o podwojnej naturze, tj. zaangazowanego w bioenergetyke oraz transfer fosfolipidow
(zwlaszcza kardiolipiny) uwiktany w sygnalizacj¢ proapoptotyczng. Z kolei, zmienna wielko$¢ przecieku
protonow katalizowanego przez UCP, moze by¢ zwiazana z takimi stanami patologicznymi jak: otytosc,
cukrzyca typu 2, kacheksja, choroby neurodegeneracyjne (choroba Alzheimer'a i Parkinson'a), a nawet
Zmianami nowotworowymi.

Badania bgda prowadzone na kilku organizmach modelowych, co pozwoli wyciagna¢ wnioski
ogllne dotyczace badanego problemu. Wykorzystane zostang: (i) mikroorganizmy, w tym ameba
Acanthamoeba castellanii oraz drozdze Saccharomyces cerevisiae (nieposiadajace UCP), oraz (ii) tkanki
ssakow, tj. tkanki szczura (np. nerki i migénie szkieletowe) oraz komorki ludzkiego $rodbtonka.
Nowatorskim podejsciem bedzie prowadzenie pomiaréw mitochondrialnego przecieku protonéw w
warunkach przypominajacych warunki fizjologiczne, tj., promujacych OXPHOS (bez inhibitorow OXPHOS)
oraz w obecnosci wysokich stgzen nukleotydow adeninowych i guaninowych. Jedynym sposobem
wyjasnienia roli mNDPK w regulacji przecieku protonow zaleznego od UCP i ANT jest selektywne
wylaczenie transfosforylujacej aktywnosci mNDPK przy réwnoczesnym zachowaniu mozliwosci importu
PNs do mitochondrialnej macierzy oraz zachodzenia OXPHOS. W zwigzku z tym, w ramach projektu
zaplanowano eksperymenty z uzyciem specyficznych inhibitorow mNDPK oraz wyciszenia genu mNDPK,
ktore zweryfikuja fizjologiczng role wybranych PNs jako inhibitoréw mitochondrialnego przecieku
protonow. Badania skupig si¢ gldéwnie na GDP, gdyz jego hamujacy efekt na mitochondrialny przeciek
protonow budzi najwigcksze kontrowersje. Projekt =zaklada wykorzystanie zarowno izolowanych
mitochondriéw tzw. typu dzikiego (posiadajacych mNDPK i UCP) oraz mitochondriow o zmienionych
cechach fenotypowych (knockout UCP2 u szczurdéw oraz wyciszenie genu mNDPK w komorkach ludzkiego
srodbtonka). Uzycie szczurdéw typu knockout UCP2 pozwoli zbada¢ wptyw procesu transfosforylacji GDP na
wielko$¢ przecieku protondw niezaleznego od UCP. Z kolei wyciszenie ekspresji mNDPK, przy
wykorzystaniu komorek ludzkiego $rodblonka, pozwoli oceni¢ efekt GDP na mitochondrialny przeciek
protonow niezaleznie od procesu transfosforylacji katalizowanej przez mNDPK. Projekt zaktada réwniez
przetestowanie w izolowanych mitochondriach (z funkcjonujaca mNDPK) jak najwigkszej liczby
zidentyfikowanych inhibitorow NDPK, np. kromoglikanu, leku powszechnie stosowanego w leczeniu astmy
alergicznej. Pomiary oddychania z tymi inhibitorami potwierdza wyniki eksperymentéw z wyciszeniem genu
MNDPK. Ponadto, projekt zaklada réwniez zweryfikowanie specyficznosci substratowej mNDPK w
warunkach przypominajacych warunki fizjologiczne oraz zbadanie wplywu stopnia redukcji
mitochondrialnego koenzymu Q na aktywnos¢ mNDPK. Z kolei, funkcjonalna i molekularna
charakterystyka mNDPK u ameby wyjasni czy mechanizm transfosforylacji regulujacy wielkos¢
mitochondrialnego przecieku protonow powstal na wezesnych etapach ewolucji.



