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Regulacja $mierci komorki i aktywnosci OXPHOS przez AMPylaze¢ Fmp40 u drozdzy S.
cerevisiae

Mitochondria, obok gtownej funkcji jakg jest produkcja energii w formie ATP przez system
fosforylacji oksydacyjnej OXPHOS, przeprowadzaja szereg procesow istotnych dla funkcji komorki,
np. biosynteze centrow zelazowo-siarkowych i hemu, metabolizm aminokwaséw, nukleotydow,
lipidow 1 weglowodanoéw oraz indukcje programowanej $mierci komorki - apoptozy w komorkach
ssaczych. Zaburzenie funkcji OXPHOS skutkuje deficytem energetycznym i wzrostem produkcji
reaktywnych form tlenu. To z kolei prowadzi do chordob zwanych chorobami mitochondrialnymi, ale
tez towarzyszy nowotworzeniu. Apoptoza jest bardzo czesto zaburzona w nowotworach. Wejscie
komorki na drogg apoptozy poprzedza wzrost reaktywnych form tlenu i przepuszczalnosci
wewngtrznej blony mitochondrialnej na skutek utworzenia megakanatu (z jezyka angielskiego PTP).
Jakie biatka go tworza nie jest jasne i jest to temat szeregu dyskusji, natomiast wiadomo, ze dimery
syntazy ATP (ostatniego enzymu OXPHOS) tworza rdzen tego kanatu.

Aktywno$¢ i/lub lokalizacja bialek w komorce sa kontrolowane niejednokrotnie na kilku
poziomach. Jednym =z typow takiej regulacji sg modyfikacje po-translacyjne, czyli po
wyprodukowaniu biatka. Najlepiej poznang modyfikacja jest fosforylacja, kiedy to grupa fosforanowa
z pozycji trzeciej (y) z czasteczki ATP zostaje dotaczona do biatka. Te modyfikacje przeprowadzaja
enzymy nazwane kinazami. Szereg bialek, ktore zaliczone sa do rodziny kinaz nie wykazuja
aktywnosci kinazowej i sa nazwane ,,pseudokinazami". Jednym z takich biatek jest biatko nazwane u
cztowieka selenobiatkiem O (SelO), i charakteryzuje si¢ ono obecnos$cia nietypowego aminokwasu —
selenocysteiny na koncu sekwencji. SelO jest wysoce konserwowanym biatkiem zar6wno w rodzinie
kinaz jak i selenobiatek. W tym roku odkrylis§my, ze SelO oraz homologi u bakterii i drozdzy (biatka
odpowiednio YdiU i Fmp40) majg aktywno$¢ AMPylazy. Podczas AMPylacji adenozyno
monofosforan — AMP jest dotaczany do bialek poprzez grupe fosforanowa w pozycji pierwszej (o) w
czasteczce ATP. SelO AMPyluje bialka zaangazowane w rozktad reaktywnych form tlenu, ktére sa
toksyczne dla komorki. Wsrod substratow biatka SelO w komorkach bakteryjnych zidentyfikowalismy
glutaredoksyne, biatko wykorzystujace glutation do redukcji mostkow siarczkowych w biatkach.
Jedng z modyfikacji reszty cysteiny w bialkach jest przytaczenie glutationu (S-glutathionylacja). Jest
to mechanizm chronigcy biatka narazone na stres oksydacyjny. Komoérki drozdzy pozbawione biatka
SelO posiadajg obnizony poziom glutationylacji biatek. Zaproponowali$my funkcje biologiczng biatka
SelO, ktora jest regulacja glutationylacji biatek poprzez AMPylacje glutaredoksyny lub innych biatek
podczas stresu oksydacyjnego.

Poszukujac substratow drozdzowego biatka SelO znalezli§my podjednostki syntazy ATP i
pozostatych kompleksow system OXPHOS, biatka Porl i Om45 regulujace tworzenie kanatu PTP
oraz peroksyredoksyne Prx1 — biatko nalezace do rodziny tioredoksyn, biorgce udziat w rozktadzie
reaktywnych form tlenu. Komoérki drozdzy pozbawione biatka SelO umieraja duzo szybciej niz
komorki typu dzikiego kiedy narazimy je na stres oksydacyjny, poprzez inkubacj¢ z nadtlenkiem
wodoru. Ponadto umierajg one na drodze programowanej $mierci komorki. Co ciekawe, pokazano tez,
ze biatko Prx1 reguluje programowang $mier¢ komorki drozdzy.

Aby pozna¢ znaczenie AMPylacji w regulacji produkcji energii zamierzamy w komorkach
drozdzy pozbawionych biatka SelO zbada¢ nastepujgce aktywnosci mitochondridw: zuzycie tlenu,
synteze i hydrolize ATP, stan zlozenia i stabilnos¢ kompleksow czwartego i syntazy ATP. Zbadamy
AMPylacj¢ podjednostek syntazy ATP, kompleksu czwartego, biatka Prx1 i biatek Porl i Om45.
Zbadamy funkcje biatka SelO w programowanej $mierci komorki.

W badaniach wykorzystamy metody biochemiczne do pomiarow aktywnosci enzymow
mitochondrialnych, poziomu AMPylacji i przepuszczalno$ci blony mitochondrialnej. Metody genetyki
1 biologii komorki wykorzystamy do zbadania funkcji biatka SelO w programowanej $mierci komorki.



