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Bioenergetyka ekstremofilnych archeonéw: badania strukturalno-funkcjonalne oksydoreduktaz
oddechowych u Sulfolobus acidocaldarius

Konwersja materii i energii to jeden z fundamentalnych proceséw charakteryzujacych organizmy zywe,
wymagany do utrzymania ich homeostazy oraz do kopiowania i rozpowszechniania przenoszonej informacji
genetycznej. W komorkach procesy te musza zachodzi¢ w sposob wydajny i bezpieczny. We wszystkich
domenach zycia jest to osiaganie w ten sam, uniwersalny sposob. Energia jest przetwarzana i magazynowana
poprzez utrzymywanie stezen ATP, ADP i P; daleko od ich stezen réwnowagowych, natomiast samo ATP
stuzy za uniwersalny przeno$nik, uzywany do wykonywania pracy. Istniejg rézne sposoby na syntez¢ ATP,
jednak najwazniejszym z nich jest zwigzany z dzialaniem tancuchow oddechowych. Lancuchy oddechowe to
zestawy enzymow zakotwiczonych w blonie, oksydoreduktaz, ktore przetwarzaja energi¢ zgromadzong w
roznych substratach na sil¢ protonomotoryczng, poprzez sprzgzenie transportu elektronéw przez swoje
kofaktory z transportem protondow w poprzek btony. Wygenerowana sila protonomotoryczna jest
wykorzystywana do produkcji ATP przez syntaze ATP.

Obecnie mozna uznaé, ze posiadamy znaczacg wiedzg o organizacji i budowie tancuchéw oddechowych u
bakterii i w mitochondriach organizméw eukariotycznych. Postgp dokonany w technikach spektroskopowych
oraz nowe metody, takie jak mikroskopia krioelektronowa, pozwolity nam przyjrze¢ si¢ funkcjonowaniu
enzymow oddechowych na poziomie molekularnym i subatomowym, a takze pozna¢ sposoéb w jaki organizuja
si¢ one w wicksze struktury, zwane superkompleksami. Mimo tych postepoéw, nadal niewiele wiadomo na
temat odpowiednikow znanych kompleksow oddechowych u archeonéw. W przypadku ekstremofilnych
archeondw, sktad tancuchow oddechowych znacznie odbiega od znanych ukladow, a sposob ich dziatania
pozostaje tajemnica.

Sulfolobaceae to rodzina archeondw, ktore znane sg z zasiedlania ekstremalnie nieprzyjaznych srodowisk,
takich jak gorace, siarkowe jeziora w rejonach o wysokiej aktywnos$ci wulkanicznej. Pokazano, ze posiadaja
one unikalny zestaw enzymow odpowiedzialnych za konwersj¢ energii, ktore wykazujg zaré6wno roznice jak i
podobienstwa to ich odpowiednikow w bakteriach i mitochondriach. Celem niniejszego projektu jest
rozwiklanie, na poziomie molekularnym, struktury i funkcji superkompleksé6w oddechowych u
Sulfolobus acidocaldarius, ktory niedawno zostal zaproponowany jako nowy organizm modelowy. Projekt
bedzie skupiony na nietypowej dehydrogenazie bursztynianu oraz superkompleksach cytochrom-oksydaza,
ktore wystepuja u Sulfolobus.

Do osiggniecia celu postawionego w projekcie, uzyte zostang nowoczesne techniki spektroskopowe i
biochemiczne, takie jak metoda impulsowa i fali cigglej elektronowego rezonansu magnetycznego, techniki
szybkiego zamrazania, miareczkowanie potencjometryczne, czasowo-rozdzielcza spektrofotometria z detekcja
na macierzy diodowej, polarograficzne pomiary konsumpcji tlenu potaczone ze spektrofotometriag
swiattowodowa oraz elektroforeza bialek w warunkach natywnych. Polgczenie technik spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego z metodami szybkiego zamrazania i miareczkowania
potencjometrycznego pozwoli na wykrywanie i opisywanie wlasnosci paramagnetycznych kofaktoroéw i
stanéw posrednich reakcji obecnych w probkach enzyméw. Pomiary kinetyczne w wykorzystaniem
spektrofotometrii z detekcja na macierzy diodowej oraz oksymetria polarograficzna w réznych warunkach
otoczenia zostang uzyte aby opisywac i przewidywac¢ mozliwe drogi oraz sekwencje transferu elektronow
przez tancuchy kofaktorow. Elektroforeza w warunkach natywnych, w polaczeniu z elektroforezag w
warunkach denaturujacych oraz metodami spektroskopowymi, zostanie uzyta do wykrycia, zidentyfikowania
1 opisania struktur wyzszego rzedu, tworzonych przez duze kompleksy enzymatyczne i ich superkompleksy.
Do okreslenia struktury dwoch z badanych kompleksow enzymatycznych zostanie wykorzystana nowoczesna
metoda mikroskopii krioelektronowe;.

Oczekiwanym efektem projektu badawczego jest opisanie i wyjasnienie struktury tancucha kofaktorow i
drogi transportu elektronéw w dehydrogenazie bursztynianowej u archeonow, enzymie, ktory taczy szlak cykl
Krebsa z tancuchem oddechowym. Ponadto, projekt dostarczy nowych informacji o budowie molekularnej
oraz sposobie dziatania duzych, blonowych superkomplekséw oddechowych. W szerszym kontekscie, projekt
pozwoli zwigkszy¢ zasob naszej wiedzy o tancuchu oddechowym u Sulfolobaceae, co pozwoli uzyskac¢ wglad
w mechanistyczne szczegoty, ktorych nie obserwuje si¢ w mezofilnych ukladach. Pozwoli nam to lepiej
zrozumie¢ ewolucyjne korzenie uktadéw oddechowych, a szczegodlnie sposob w jaki zachodzi ich adaptacja
do warunkow $rodowiskowych. Rowniez z tej perspektywy, Sulfolobaceae stanowia interesujgcy obiekt dla
astrobiologdw, poniewaz warunki, w ktorych zyja i rozwijaja si¢, moga istnie¢ na przyktad w srodkowych
partiach atmosfery Wenus oraz w przypuszczalnie nadal aktywnych wulkanicznie terenach na Marsie.



