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Jedng z gléwnych przyczyn $mierci we wspotczesnym Swiecie jest niedotlenie migsnia sercowego oraz
moézgu. W ostatnich latach wykazano, ze w wewnetrznej blonie mitochondriow znajdujg si¢ bialka
regulujace przeptyw jondéw potasu, tzw. mitochondrialne kanaty potasowe. Podobne biatka zidentyfikowano
juz wczesniej w blonie plazmatycznej. Dzigki licznym badaniom wykazano, Ze otwarcie kanalow
potasowych za pomocg substancji farmakologicznych nazywanych aktywatorami kanaléw potasowych moze
zainicjowa¢ procesy chronigce mitochondria przed uszkodzeniem spowodowanym réznymi czynnikami, w
tym niedotlenieniem. Niestety, mechanizm tego procesu nie jest jeszcze w pelni poznany.

Jednym z kanalow potasowych zlokalizowanych w wewnetrznej btonie mitochondriéw jest kanal potasowy
o duzym przewodnictwie aktywowany jonami wapnia. Kanal ten jest odpowiednikiem biatka kodowanego
przez ten sam gen z btony plazmatycznej. Aktywno$¢ zarowno kanalu potasowego z btony pllazmatycznej
jak 1 wewnetrznej btony mitochondrialnej hamowana jest przez hemine, ktdra jest utleniong forma hemu.
Hem jest niezwykle istotny dla prawidlowego funkcjonowania naszego organizmu. Obecny jest migdzy
innymi w hemoglobinie, gdzie odpowiada za wigzanie tlenu i tym samym umozliwia transport tlenu z krwig.
Poza tlenem, hem moze rowniez wigza¢ inne czasteczki jak np. tlenek wegla czy siarkowodor. Zardéwno
tlenek wegla jak i siarkowodor przez wiele lat uznawane byly wylacznie za toksyczne czasteczki, jednakze
ostatnio wykazano, ze produkowane w niewielkich ilosciach w komorkach, odgrywaja wazng dobroczynng
role w wielu procesach w naszym organizmie. Jak donosza najnowsze badania, powyzsze gazy moga
reagowac z kanatami potasowymi powodujac ich otwarcie, czego efektem moze by¢ ochrona komorek przed
szkodliwym dziataniem wielu réznych czynnikow, mi¢dzy innymi niedokrwieniem - jest to zjawisko zwane
cytoprotekcja.

Badania wskazuja, ze hem/hemina wywoluje zahamowanie aktywnosci kanatu potasowego o duzym
przewodnictwie poprzez wigzanie si¢ do miejsca wigzacego hem obecnego w czesci kanatu umiejscowionej
W macierzy mitochondrialnej. Moje wstepne wyniki pokazuja, ze mozliwe jest rOwniez wigzanie heminy po
drugiej stronie kanatu — zlokalizowanej w mitochondrialnej przestrzeni migdzybtonowej. Nigdy dotad nie
zostato to opisane. Dziatanie heminy z drugiej strony kanatu swiadczy o istnieniu nowego miejsca wigzania
hemu/heminy w miedzybtonowej cz¢sci kanatu potasowego o duzym przewodnictwie aktywowanego jonami
wapnia. Celem niniejszego projektu jest identyfikacja i charakteryzacja tego miejsca. Badania regulacji
aktywno$ci mitochondrialnych kanatow potasowych przez hemine aplikowana od strony przestrzeni
miedzybtonowej wykonywane bedg z wykorzystaniem wyrafinowanej techniki elektrofizjologicznej —
,patch-clamp”, ktora pozwala na rejestracje aktywno$ci pojedynczych kanalow potasowych. Z komorek
wyizolowane zostang mitochondria, a poniewaz w ich strukturze wyr6znia si¢ dwie btony, z ktorych tylko
wewnetrzna zawiera kanaly potasowe, konieczne jest pozbycie si¢ zewnetrznej blony mitochondrialnej. W
tym celu przeprowadza si¢ pecznienie mitochondriow, dzigki czemu powstaja mitoplasty, ktére nie maja
zewnetrznej blony mitochondrialnej. Tak uzyskane preparaty zostanag wykorzystane do rejestracji
elektrofizjologicznych wtasciwosci kanatéw potasowych. Z danych literaturowych wynika, ze gltéwnie
cysteiny i histydyny odpowiadajg za tworzenie motywow wigzacych hem. Aby zidentyfikowaé cysteiny i
histydyny odpowiedzialne za wigzanie hemu, wprowadz¢ mutacje majace na celu zamiang cystein i histydyn
zlokalizowanych po stronie przestrzeni migdzybtonowej kanatu na aminokwasy charakteryzujace si¢ innymi
wlasciwo$ciami. Nastepnie sprawdze, czy hem/hemina sg w stanie zahamowaé aktywnos¢ tak
przygotowanych mutantow kanatu, co pozwoli scharakteryzowaé nowe miejsca wigzania hemu/heminy
zlokalizowane w zewngetrznej czgsci kanatu.

Identyfikacja nowego miejsca wigzacego hem moze mie¢ istotne znaczenie dla fizjologicznej regulacji
kanatu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego jonami wapnia. Hem, zwigzany w odpowiednim
motywie wigzacym, moze by¢ niejako posrednikiem dla oddzialywania gazotransmiterow z kanatem, tym
samym moze posredniczy¢ w mechanizmach cytoprotekcji. Powyzszy mechanizm moze w przysztosci
przyczynic si¢ do opracowania nowych terapii przeciwko niedokrwieniu komorek serca i mozgu.



