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RT-PCR reakcja taficuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (ang. reverse transcription polymerase
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SERCA Ca?* ATP-aza zlokalizowana w blonie siateczki $rodplazmatycznej (ang. Sarco-Endoplasmic
Retikulum Calcium ATP-ase)
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activated potassium channels)

SLC biatko transportowe (ang. solute carrier)
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Slo2 aktywowany sodem mitochondrialny kanat potasowy (ang. sodium-activated potassium channel)
SNAP25 biatko zwigzane z synaptosomem o masie 25 kDa (ang. synaptosomal-associated protein 25)

SOC pozywka do hodowli bakterii (ang. super optimal catabolite repression)

SOD dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

STREX izoforma kanatu BKc, (ang. STress axis-Regulated EXon)

TASK-3 dwuporowy kanat potasowy (ang. tandem pore-domain acid-sensitive potassium channel type 3)
TIM translokaza blony wewnetrznej (ang. translocase of the inner membrane)

Tm temperatura topnienia (ang. melting temperature)

TMX1 przezbtonowe biatko zwigzane z tioredoksyna 1 (ang. Thioredoxin-related transmembrane protein 1)
TOM translokaza blony zewnetrznej (ang. translocase of the outer membrane)

tRNA transferowe RNA

UCP biatko rozprzegajace

VCP biatka zawierajgcego walozyne (ang. valosin-containing protein)

VDAC napieciozalezny nieselektywny kanat anionowy/poryna mitochondrialna (ang. voltage dependent anion
channel)

VEDEC izoforma VEDEC podjednostki o kanatu mitoBKca

VSD domena wrazliwa na napigcie (ang. voltage sensing domain)

INNE

o7 nAChR receptor nikotynowy

ApH? sita protonomotoryczna / elektrochemiczny gradient protonowy
ApH gradient protonowy / gradient chemiczny

Ay gradient elektryczny (fadunkow) / potencjat blonowy
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1 Streszczenie

Mitochondrialne kanaty potasowe, zlokalizowane w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej, odgrywaja istotna rolg w regulacji funkcji mitochondriéw. Kanaty te, obecne
w roznych tkankach, takich jak serce, mozg czy migénie szkieletowe, kontroluja naptyw jonow
potasu do macierzy mitochondrialnej, co wplywa na objetos¢ mitochondriéow, depolaryzacje
ich wewnetrznej blony oraz szybko$¢ zuzycia tlenu i syntez¢ reaktywnych form tlenu.
Ich aktywacja chroni komorki przed uszkodzeniami wywotanymi niedokrwieniem i reperfuzjg
oraz reguluje metabolizm komoérek nowotworowych.

Gléwnym obiektem badawczym w niniejszej pracy byt mitochondrialny kanat
potasowy o duzym przewodnictwie aktywowanych jonami wapnia, tzw. kanal mitoBKca.
Aktywacja tego kanatu zwigksza przezywalnos¢ komorek w czasie niedokrwienia-reperfuzji
komorek serca czy mozgu. Podstawowe wlasciwosci biofizyczne i farmakologiczne kanatu
mitoBKca odpowiadaja wlasciwosciom kanatéw BKca z blony plazmatycznej. Kanat ten tworza
podjednostki o oraz regulatorowe podjednostki typu f.

W pierwszej czgsci pracy zweryfikowano hipotez¢ mowiaca, ze izoforma VEDEC
podjednostki o moze tworzy¢ kanat mitoBKca. Izoforma ta, bedaca produktem alternatywnego
sktadania produktu genu KCNMAL, kodujacego btonowe kanaly BKca, jest kierowana
do mitochondriow. Jednakze brak byto bezposrednich dowodow, ze biatko to tworzy
funkcjonalny kanal w mitochondriach.

W pracy wykorzystano komorki HEK293T do ekspresji wariantu VEDEC, a nastepnie
wykorzystujac  techniki  patch-clamp mitoplastow rejestrowano aktywnos$¢ kanatu
w mitochondriach. Po raz pierwszy stwierdzono, ze przej$ciowa ekspresja izoformy VEDEC
prowadzi do aktywnosci kanatu o przewodnictwie 290 + 3 pS. Kanat byt zalezny od napigcia
i aktywowany przez jony wapnia. Aktywno$¢ kanatu byta aktywowana przez NS11021
i hamowana przez hemin¢ oraz paksyling, ktore sa znanymi modulatorami kanatow BKca.
Eksperymenty immunofluorescencyjne potwierdzity czeSciowa kolokalizacj¢ kanatu
z mitochondriami.

Uzyskane dane potwierdzity, ze izoforma VEDEC kanatu BKca tworzy funkcjonalny
kanat w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Dodatkowo, wykonane doswiadczenia
pokazaty, ze komorki HEK293T sa obiecujacym modelem do$wiadczalnym do badan
mitochondrialnych kanatow potasowych.

W drugiej czesci pracy podjeto probe identyfikacji nowych partnerow biatkowych
podjednostki regulatorowej B4 kanatu BKca. W zwigzku z tym zastosowano biotynylacje
partnerow biatkowych z wykorzystaniem ligazy TurbolD sfuzjowanej z podjednostka
regulatorowa B4 kanatu BKca. Identyfikacja biatek biotynylowanych z wykorzystaniem
spektrometrii mas ujawnita grupe bialek bedacych potencjalnymi partnerami kanatéw typu
BKca. Jednym z biatek oddziatujacych z kanalem BKca okazato si¢ biatko TMX1
zlokalizowane we frakcjach btonowych taczacych mitochondria oraz siateczke
srdédplazmatyczng. Przeprowadzone badania wykorzystujace koimmunoprecypitacje¢ badanych
biatek oraz analiz¢ Western blot wykazaty oddzialywania tego biatka nie tylko z podjednostka
B4, ale tez z izoformg VEDEC podjednostki o tworzacg por kanatu.
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2 Abstract

Mitochondrial potassium channels, located in the inner mitochondrial membrane, play
an important role in the regulation of mitochondrial function. These channels, present in various
tissues, such as the heart, brain and skeletal muscles, control the influx of potassium ions into
the mitochondrial matrix, which affects the volume of mitochondria, the depolarization of inner
mitochondrial membrane, the rate of oxygen consumption and the synthesis of reactive oxygen
species. Activation of mitochondrial potassium channels protects cells against
ischemia/reperfusion damage and regulates the metabolism of cancer cells.

The main research object in this thesis was the mitochondrial large conductance
calcium-activated potassium channel (mitoBKca). Activation of this channel increases cell
survival during ischemia/reperfusion of heart or brain cells. The basic biophysical
and pharmacological properties of the mitoBKca channel correspond to those of plasma
membrane BKca channels. This channel is composed of a subunits and regulatory B-type
subunits.

In the first part of the thesis, the hypothesis that the VEDEC isoform of the a subunit forms
the mitoBKca channel was verified. This isoform is directed to mitochondria. It is a product
of the KCNMAL gene alternative splicing — the same gene that encodes the BKca channels from
plasma membrane. To this day there was no direct evidence that this protein can form
a functional channel in mitochondria.

In this study, HEK293T cells were used to express the VEDEC variant. Than the channel
activity in mitochondria was recorded using mitoplast patch-clamp technique., It was found
for the first time that transient expression of the VEDEC isoform leads to channel activity
with a conductance of 290 + 3 pS. The channel was voltage-dependent and activated by calcium
ions. Channel activity was activated by NS11021 and inhibited by hemin and paxilline, known
modulators of BKca channels. Immunofluorescence staining confirmed partial colocalization
of the channel with mitochondria.

The obtained data confirmed that the VEDEC isoform of the BKca channel forms
a functional channel in the inner mitochondrial membrane. Additionally, the experiments
showed that HEK293T cells are a promising experimental model for the study of mitochondrial
potassium channels.

In the second part of the thesis, an attempt was made to identify new protein partners
of the B4 regulatory subunit of the BKca channel. Protein partners were biotinylated using
TurbolD ligase fused to the B4 regulatory subunit of the BKca channel. ldentification
of biotinylated proteins using mass spectrometry revealed potential partners of BKca channels.
One of the proteins interacting with the BKca channel was the TMX1. The protein is located
in the ER-mitochondria contact sites. Coimmunoprecipitation and Western Blot analysis
of the protein showed an interaction of this protein not only with the B4 subunit,
but also with the VEDEC isoform of the a subunit.
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3  Wstep

3.1 Budowa mitochondriéw komorek ssaczych

Mitochondria sg organellami wystepujacymi w komorkach zwierzat, roslin, grzybow
oraz protistow. Mitochondria posiadaja podwdjng btong lipidowo-biatkowa, a ich ksztalt
1 wielko$¢ zalezy od typu komorki, rodzaju tkanki lub organizmu oraz stanu metabolicznego
komorki. Mitochondria majg wrzecionowaty lub kulisty ksztatt, a ich wielko$¢ jest zmienna
i z reguty dlugos$¢ miesci si¢ w przedziale 1-4 um a szeroko$¢ 0,3-07 um [1].

Obecnos¢ dwoch bton biatkowo-lipidowych pozwala na wyodrgbnienie kilku
przedziatow strukturalnych w obrgbie mitochondriéw. Niepofaldowana btona zewngtrzna
mitochondriow (OMM, ang. outer membrane) oddziclona jest od wewnetrznej btony
mitochondrialnej (IMM, ang. inner membrane) przestrzenia migedzybtonowa (IMS,
ang. intermembrane space). Btona wewngtrzna jest silnie pofatdowana tworzac grzebienie
mitochondrialne (ang. cristae). Obszar ograniczony wewnetrzng blong mitochondrialng
nazywany jest macierzg mitochondrialng (ang. matrix) [2]. [3]. Pofaldowanie mitochondrialnej
blony wewnetrznej skutkuje znaczacym zwigkszeniem jej powierzchni. Organizacja
mitochondrialnej blony wewnetrznej mozliwe jest dzigki obecnosci wyspecjalizowanych
kompleksow biatkowych. W szczegolnosci istotna jest rola wielobiatkowego kompleksu
MICOS (ang. mitochondrial contact site and cristae organizing system), oraz biatka OPA1
(ang. optic atrophy 1), ktoére w gldwnej mierze odpowiadajg za powstawanie zagi¢¢ grzebieni
mitochondrialnych w poblizu blony zewnetrznej [4]. Z drugiej strony, charakterystyczny,
wydluzony ksztalt grzebieni mozliwy jest dzigki oligomeryzacji syntazy FiFo-ATP,
ktora zlokalizowana jest na koncowej czesci grzebieni btony wewnetrznej. Organizacja btony
wewnetrznej umozliwia zwigkszenie efektywnosci fosforylacji oksydacyjnej [5]. Zaburzenia
organizacji btony wewnetrznej mitochondriow, skutkujace ich dysfunkcja sa jednym
z czynnikbw determinujagcym przekierowanie mitochondriow na droge autofagii
(tzw. mitofagii), umozliwiajacej degradacj¢ uszkodzonej frakcji mitochondriow [6].

Dzigki obecnosci poryny mitochondrialnej zewngtrzna blona mitochondrialna
jest przepuszczalna dla wigkszosci czasteczek 1 jonow oraz peptydow i niewielkich biatek.
W przeciwienstwie do blony zewnetrznej transport przez wewnetrzng blone mitochondrialng
jest $cisle regulowany dzieki obecnosci wyspecjalizowanych biatek takich jak transportery

metabolitow czy kanaly jonowe. Kontrolowany transport jondéw 1 metabolitow
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przez wewnetrzng btong mitochondrialng jest niezbedny do utrzymania funkcji mitochondriow
a tym samym catej komorki [7].

Mitochondria tworza dynamiczng sie¢ ulegajaca procesom taczenia (fuzji) oraz
fragmentacji. Fragmentacja oraz taczenie si¢ mitochondriow zwigzane jest w duzej mierze
ze stanem energetycznym komorki. Fragmentacja mitochondriow pozwala migdzy innymi
na ich sprawny transport w obrgbie komorki do obszaréw zwigkszonego zapotrzebowania
na ATP oraz do obszarow ze zwigkszonym ste¢zeniem jonoOw wapnia w cytozolu, w celu
ich przejSciowego magazynowania [6, 8]. Ponadto fragmentacja sieci mitochondrialnej
jest sposobem na separacj¢ i degradacje mitochondriow dysfunkcyjnych i nie spetniajacych
swojej roli [4]. Proces fragmentacji sieci mitochondrialnej stuzy tez odpowiedniej segregacji
mitochondriow do komoérek potomnych po podziale komérkowym [4, 9].

Mitochondria posiadaja wiasne DNA (mitochondrialne DNA, mtDNA) oraz aparat
transkrypcji 1 translacji dzigki czemu sa organellami polautonomicznymi. DNA
mitochondrialne wystepuje w wielu kopiach w postaci dwuniciowych, kolistych czasteczek
zlokalizowanych w macierzy mitochondrialnej. W przypadku komorek ludzkich genom
mitochondrialny zawiera 37 gendéw. Koduja one 13 biatek komplekséw mitochondrialnego
fancucha oddechowego, 2 rybosomowe RNA (rRNA) oraz 22 transferowe RNA (tRNA),
ktore uczestniczag w translacji mitochondrialnego DNA [10-12]. DNA mitochondrialne
nie jest chronione przez histony przed czynnikami uszkadzajacymi, w tym reaktywnymi
formami tlenu (RFT; ang. reactive oxygen species, ROS) powstajacymi dzigki aktywnoS$ci
mitochondrialnego tancucha oddechowego [11]. W przypadku uszkodzenia mtDNA,
skutkujacym pojawieniem si¢ mutacji prowadzacych do dysfunkcji mitochondriow,
rozproszenie lub usunigcie czasteczek mtDNA mozliwe jest dzigki procesom fuzji
1 fragmentacji mitochondriow.

Obecno$¢ wilasnego DNA oraz posiadanie podwdjnej btony biatkowo-lipidowej
sg jednymi z argumentow $wiadczacych o endosymbiotycznym pochodzeniu mitochondriow
[13]. Uwaza sig, ze symbiotyczne interakcja miedzy bakterig a komorkg gospodarza z biegiem
czasu doprowadzita do znacznej utraty genomu bakterii. W trakcie ewolucji czg$¢ genow stata
si¢ zbedna z powodu zmiany otaczajacego srodowiska na cytoplazme¢ gospodarza. Wiekszos¢
genomu, utrzymujaca funkcje mitochondrium, zostata przeniesiona do genomu jadrowego.
Transfer genow z mitochondrium do jadra komorki daje nizsze ryzyko gromadzenia

niekorzystnych mutacji.
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Dzigki mechanizmom replikacji mtDNA mozliwe jest syntetyzowanie kopii czasteczek
mtDNA, a kolejne mitochondria mogg powsta¢ w wyniku separacji istniejagcego organellum.
W przypadku organizméw rozmnazajacych si¢ ptciowo, mitochondria dziedziczone sg jedynie
w oocytach komorek zenskich [9].

Teoria endosymbiotyczna sugeruje, ze mitochondria znalazly si¢ wewnatrz organizmow,
ktore byty prekursorami dzisiejszych eukariontow, na drodze endosymbiozy a-proteobacterium
Rickettsia prowazekii [14]. Transfer genéw mitochondrialnych do jadra komorki sprawit,
ze w efekcie mitochondria staty si¢ potautonomiczne, uzaleznione od gospodarza [15].

Mitochondrialny proteom sklada si¢ z okoto 1000-1500 biatek, z ktéorych 99%
jest kodowanych przez geny jadrowe i wymaga importu do mitochondriow [15-17]. Kluczowe
role w tym procesie petnig kompleksy TOM (translokaza btony zewnetrznej; ang. translocase
of the outer membrane) i TIM22 oraz TIM23 (translokazy btony wewngtrznej; ang. translocase
of the inner membrane). Kompleks TOM, znajdujacy si¢ w zewnetrznej blonie
mitochondrialnej, rozpoznaje sekwencje kierujace 1 sortuje biatka do odpowiednich
przedziatow [18]. TOM40, gtdéwne biatko tego kompleksu, ma strukture B-barytki, podobnie
jak Sam50 i VDAC, ktore sg homologami bakteryjnego BamA [19, 20]. W wewngtrznej blonie
mitochondrialnej znajduja si¢ kompleksy TIM23, TIM22, OXA1 1 MIA, ktore wspomagaja
transport i integracj¢ biatek [17]. Wigkszo$¢ biatek mitochondrialnych powstaje jako biatka
prekursorowe z presekwencja na N-koncu, co umozliwia ich transport do mitochondrium [21].
Ich translokacja do macierzy wymaga potencjatu transbtonowego IMM 1 odbywa si¢ przez
kompleks TIM23 oraz ATP-zalezny motor PAM [18]. Po dotarciu do macierzy lub IMM
presekwencje sa usuwane przez peptydaz¢ MPP. Niektore biatka integruja si¢ z IMM
bezposrednio przez TIM23 lub sg transportowane do macierzy, a nast¢pnie przy pomocy OXA1l
do IMM [18]. Biatka z motywami cysteinowymi przechodzg do przestrzeni migdzybtonowej
przez Tom40 w formie zredukowanej, gdzie kompleks MIA utlenia ich grupy cysteinowe,
co umozliwia ich faldowanie i zatrzymanie w IMS [18]. Biatka o strukturze B-barytki
sa kierowane do zewnetrznej btony przez Tom?20, a nastgpnie kompleks TOB/SAM, ktory
rozpoznaje sygnat B i wbudowuje je do OMM [16]. Transport wiekszo$ci biatek a-helikalnych
oraz tych z wieloma domenami przezbtonowymi odbywa si¢ dzigki rozpoznaniu przez Tom70,
a nastepnie kompleks MIM, znany takze jako insertaza MIM, kieruje je do zewng¢trznej btony
mitochondrialnej [18, 22].
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3.2 Podstawowe funkcje mitochondriow

Jedng z najlepiej opisanych funkcji mitochondriéw jest synteza adenozynotrifosforanu
(ATP) w procesie fosforylacji oksydacyjnej (OXPHQOS) [23]. Ponadto, w mitochondriach tacza
si¢ liczne komodrkowe szlaki metaboliczne, szlaki sygnatowe oraz pelnig one istotng role
w odpowiedzi na stres [24]. W macierzy mitochondrialnej przebiegajg m. in. reakcje cyklu
kwasu cytrynowego oraz B-oksydacja kwasow tluszczowych, a takze cze$¢ reakcji cyklu
mocznikowego [25]. Poza tym mitochondria uczestnicza w syntezie hemu [26],
glukoneogenezie, metabolizmie (syntezie i degradacji) aminokwasow [27] oraz formowaniu
centrow zelazowo-siarkowych (Fe-S) [11, 28]. Mitochondria uczestnicza tez w regulacji
poziomu jondéw wapnia w komorce, co jest kluczowe dla réznych proceséw komorkowych,
takich jak skurcz mig$ni i sygnalizacja miedzykomorkowa. Mitochondria odgrywaja wazna role
w regulacji apoptozy, czyli programowanej $mierci komodrkowej, poprzez uwalnianie
cytochromu c¢ i innych czynnikow proapoptotycznych do cytoplazmy [29]. Proces apoptozy
oraz utrzymywanie przez mitochondria komoérkowej homeostazy jondw wapnia jest ze sobg
Scisle zwigzany [8].

Synteza ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej mozliwa jest dzigki aktywnosci
kompleksow tancucha oddechowego zlokalizowanego w wewnetrznej btonie mitochondrialne;.
W wyniku w glikolizy zachodzacej w  cytoplazmie powstaje  pirogronian,
ktory jest transportowany do mitochondriéw, gdzie przeksztalca si¢ w acetylo-CoA, wchodzac
do cyklu Krebsa, znanego rowniez jako cykl kwasu cytrynowego. W cyklu Krebsa, ktory
zachodzi w matriks mitochondrialnej, acetylo-CoA ulega serii reakcji enzymatycznych,
prowadzac do powstania CO., ATP, oraz wysokoenergetycznych zwigzkéw dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADH) i dinukleotydu flawinoadeninowy (FADH:) bgdacych
gléwnymi substratami dla tancucha oddechowego. Mitochondrialny tancuch oddechowy,
zwany réwniez tancuchem transportu elektrondéw, sktada si¢ z kompleksow biatkowych I-1V,
zbudowanych z wielu podjednostek biatkowych, uszeregowanych zgodnie ze wzrastajgcym
potencjalem oksydoredukcyjnym [1, 30].

W kompleksie | (oksydoreduktaza NADH-Q) nastepuje utlenienie NADH a elektrony
przekazywane sa na mitochondrialny koenzym Q (ubichinon, Q) w wyniku czego powstaje
ubichinol. W kompleksie Il (dehydrogenaza bursztynianowa), bursztynian ulega utlenieniu
do fumaranu w wyniku czego powstaje FADH,, a elektrony pochodzace z tego zwiazku
rowniez sg przekazywane na koenzym Q. Nastepnie elektrony z ubichinolu przekazywane
sa na kompleks III (oksydoreduktaza Q-cytochrom c). Stad elektrony transportowane
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sa przez male biatko — cytochrom ¢ — na kompleks IV (oksydaza cytochromu c),
ktory jest ostatnim elementem lancucha oddechowego. Zachodzi w nim redukcja jednej
czgsteczki tlenu (O2) do dwodch czgsteczek wody (H20) (z wykorzystaniem czterech
elektronow). Transport elektronow wewnatrz kompleksow jest mozliwy dzigki centrom
zelazowo-siarkowym (Fe-S). Jony zelaza w tych centrach zmieniaja stopien utlenienia
z Fe?* na Fe*'[30]. Podczas transportu elektronow wzdhiz tancucha oddechowego, protony
sg pompowane w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej ze strony macierzy
mitochondrialnej do przestrzeni migdzybtonowej przez kompleksy I, Il 1 IV. Z tego powodu
te kompleksy tancucha oddechowego nazywa si¢ takze pompami protonowymi. Kompleks 11
to enzym, ktdry nie transportuje protonow do przestrzeni btonowej i nie generuje gradientu
protonowego [31]. Na skutek pompowania elektronéw przez tancuch tworzy si¢ gradient
protonowy w poprzek wewngetrznej btony mitochondrialnej (gradient chemiczny, ApH),
a pH macierzy mitochondrialnej osigga warto$ci okoto 7,8, natomiast w przestrzeni
miedzybtonowej wartos¢ pH waha si¢ od 6,9 do 7,4 [32, 33]. Rownolegle z gradientem
pH powstaje gradient elektryczny (potencjat blonowy, AY) ujemny od strony macierzy
mitochondrialnej i moze osigga¢ warto$¢ okoto 150-180mV. Gradient protonowy wytworzony
na skutek aktywno$ci tancucha oddechowego wykorzystywany jest do syntezy ATP.
Protony, zgodnie z gradientem powracaja do macierzy mitochondrialnej przez kanat syntazy
ATP, a uwolniona energia powoduje rotacj¢ pier§cienia syntazy ATP i tym samym umozliwia
podjednostce katalitycznej syntazy ATP fosforylacie ADP [34]. Zgodnie z hipoteza
chemiosmotyczng Petera Mitchella suma gradientow chemicznych i elektrycznych stanowi site
protonomotoryczng (elektrochemiczny gradient protonowy, AuH") niezbedng do syntezy ATP
[35].

W trakcie aktywnos$ci tancucha oddechowego moze dojs¢ do przejicia elektronow
bezposrednio na tlen skutkujac powstaniem reaktywnych form tlenu. RFT moga indukowaé
zmiany w strukturze 1 funkcji zwigzkoéw biologicznych, w tym lipidéw, kwasoéw nukleinowych
czy biatek. Dziatanie RFT moze mie¢ funkcje sygnatowe, jednak utrzymujaca si¢ wysoka,
niekontrolowana synteza RFT przez mitochondria moze indukowaé stres oksydacyjny
i w skrajnych przypadkach moze doprowadzi¢ do $mierci komorki. Nieprawidtowa, nadmierna
synteza RFT przez mitochondria na skutek ich dysfunkcji lezy u podtoza wielu choréb [36].

Synteza RFT jest naturalnym procesem zachodzacym w mitochondriach
i jest regulowana przez wiele czynnikow [37]. Jednym z istotnych czynnikow decydujacych

o syntezie RFT przez mitochondria jest poziom zredukowania tancucha oddechowego.
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Wiele wskazuje na to, ze im wyzszy poziom zredukowania tym wigksza jest synteza RFT [37].
W niektérych sytuacjach synteza RFT moze zwigksza¢ si¢ w sposob niekontrolowany
na przyktad przez tzw. odwrotny transport elektronow (RET, ang. reverse electron transfer)
[38]. W tym przypadku na elektrony mogg by¢ transportowane z kompleksu II na kompleks I,
skutkujac znaczaca syntezg RFT. Stopien tworzenia reaktywnych form tlenu przez RET
do kompleksu I jest regulowany przez zmiany potencjalu blonowego. Proces odwrotnego
transportu elektronow wymaga wysokiego potencjalu btonowego, a rozprzeganie potencjatu
blonowego zmniejsza produkcje RFT. [39]. Proces odwrotnego przeptywu elektronow
zaobserwowano w czasie ischemii/reperfuzji serca na skutek nagromadzenia si¢ bursztynianu
podczas niedotlenienia 1 braku aktywnosci lancucha oddechowego na skutek obnizenia
si¢ stezenia tlenu [40]. Innym przyktadem moze by¢ aktywacja komorek mikrogleju, w czasie
ktorej zaobserwowano zwiekszenie ilosci kompleksu I oraz II a spadek kompleksow 111 1 IV,
co skutkuje powstawaniem zwickszonych ilosci RFT na skutek odwrotnego przeptywu
elektronow [41].

Zwigkszong syntez¢ RFT mozna rowniez zaobserwowaé na skutek ograniczenia
przeptywu elektrondw przez kompleksy tancucha przez jego inhibitory, np. poprzez
blokowanie kompleksu | przez rotenon [38], kompleksu III przez antymycyne A
oraz w niektorych sytuacjach wybranymi inhibitorami kompleksu II. Antymycyna A
uniemozliwia przeniesienie elektronu z ubisemichinonu (Q ‘-, niestabilna forma ubichinonu)
i tym samym przyczynia si¢ do jego akumulacji [39, 42].

Reaktywne formy tlenu, podobnie jak jony wapnia mogg aktywowa¢ mitochondrialny
megakanal PTP (mPTP; ang. mitochondrial permeability transition pore). Aktywacja PTP
przez oba te czynniki moze doprowadzi¢ do niekontrolowanej utraty potencjatu blonowego i
uwolnienia czynnikéw indukujacych apoptoze [43, 44].

Stres oksydacyjny moze by¢ spowodowany bezposrednio lub posrednio przez reaktywne
formy tlenu. Mitochondria, jako miejsce powstawania reaktywnych form tlenu,
s jako pierwsze narazone na ich szkodliwe dziatanie, dlatego w mitochondriach wystepuja
mechanizmy antyoksydacyjne chronigce te organella przed uszkodzeniem. W pierwszej
kolejnosci zapobiegaja powstawaniu RFT, a w drugiej usuwaja juz powstale. W system
antyoksydacyjny  wchodzg biatka enzymatyczne, nieenzymatyczne 1  zwigzki
niskoczgsteczkowe. Jednym z mitochondrialnych enzymow antyoksydacyjnych jest dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide dismutase) zalezna od manganu (MnSOD)

oraz dysmutaza ponadtlenkowa zalezna od cynku i miedzi (Cu/ZnSOD). Dysmutaza

18



ponadtlenkowa to enzym katalizujacy reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego
(O2 © 7) do tlenu (O2) i nadtlenku wodoru (H202). Dysmutacje nadtlenku wodoru,
do bezpiecznych dla komorki zwigzkow (gldéwnie wody) przeprowadza katalaza, peroksydaza
glutationowa oraz peroksyredoksyny (szlak tioredoksyny). [45]. Innymi czynnikami
antyoksydacyjnymi sg glutation, askorbinian oraz a-tokoferol (witamina E) [46, 47].

Jednym z czynnikow przyczyniajacych si¢ do powstawania reaktywnych form tlenu jest,
wczesniej wspomniany, wysoki potencjal w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej.
Wytworzony przez pompy protonowe gradient -elektrochemiczny czg$ciowo ulega
niespecyficznemu rozproszeniu poprzez przeciek protonéw do macierzy mitochondrialnej (ang.
proton leak) z udziatem niektorych biatek wewngtrznej blony mitochondrialnej np. ANT
(translokaza nukleotydow adeninowych, inaczej AAC — ang. ADP/ATP carrier protein)
czy biatek z rodziny UCP (biatko rozprzegajace, ang. uncoupling proteins) nalezace do rodziny
transporterow SLC25 (SLC, ang. solute carrier) [48, 49][50]. Biatka te pozwalajg na powroét
protonow do macierzy mitochondrialnej, z udzialem wolnych kwasoéw tluszczowych
i w efekcie obnizony zostaje potencjat blonowy [39, 51]. Kwasy tluszczowe moga odpowiadac
za nawet 30% przecieku protondéw, a poczatkowo podejrzewano, ze dziataja jako protonofor
lub przyspieszajg juz istniejgcg droge przecieku protonow [52].

Reaktywne formy tlenu petnig tez istotne dla komoérki funkcje. Niewielki poziom RFT
zarowno wewnatrz- jak 1 zewnatrzkomorkowego pochodzenia (np. anionorodnik
ponadtlenkowy 1 nadtlenek wodoru) jest niezbedny w wielu procesach biochemicznych.
Mitochondrialne RFT petnig role czasteczek sygnatowych w $ciezkach sygnalizacji redoks,
modyfikuja dziatanie wielu szlakow, wywotuja zmiany metabolizmu w réznych przedziatach
komorki, wptywaja na proliferacj¢, rdéznicowanie, przyleganie komorki do podloza,
takze wpltywajg na proces $mierci komorki [53-55]. Zdolno$¢ do przeprowadzenia $mierci
autofagalnej jest jednym z kluczowych procesoéw dla prawidtowego funkcjonowania tkanek
oraz catego organizmu. W warunkach stresu srodowiskowego lub sytuacjach patologicznych
ma na celu przywrocenie w obieg substratow. W autofagii wywolanej niedoborem sktadnikow
odzywczych nastepuje wzrost reaktywnych form tlenu, ktére sg niezbgednymi czasteczkami
sygnatowymi, w odpowiedzi na dany niedobér. [56, 57].

Mitochondria pelnig tez kluczowa role w buforowaniu jonéw wapnia. Jony te jako
przekazniki sygnatowe, aktywujac enzymy i kontrolujac procesy metaboliczne reguluja niemal
wszystkie procesy zyciowe, takie jak cykl komorkowy, apoptoze, przewodnictwo nerwowe

czy skurcz miegéni. Zaréwno niedobor Ca?* (poprzez stres retikularny) oraz nadmiar Ca?*
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w cytozolu mogg prowadzié¢ do $mierci komorki. Zaburzenia stezenia Ca?* moga powodowaé
miedzy innymi deregulacje cyklu komorkowego, choroby neurodegeneracyjne, zaburzenia
mig$niowe, a takze wpltywac na rozwoj nowotwordow [58, 59].

Stezenie Ca?" w ptynie migdzykomérkowym wynosi okoto 1-5 mM, znacznie wigcej
niz w cytozolu (100 nM). Rownowaga jonéw wapnia jest precyzyjnie regulowana i polega
na usuwaniu ich z komoérki Iub magazynowaniu w siateczce S$rodplazmatycznej,
ktore sg glownym magazynem tych jondow w komorce. Jony wapnia moga wystepowac
w formie wolnej, zwigzanej z biatkami pelnigcymi funkcje sensoréw (kalmodulina)
lub buforujaca (np. kalretikulina, kalneksyna, Grp78, kalcystoryna, kalsekwesteryna
I parwalbumina) [8, 60].

Jony wapnia uwolnione do cytozolu miedzy innymi z siateczki $rdédplazmatycznej,
sa w bardzo szybkim tempie akumulowane w mitochondriach. Transport przez mitochondrialng
blong zewnetrzng mozliwy jest dzigki porynie mitochondrialnej (VDAC, ang. voltage
dependent anion channel), ktora jest nieselektywnym kanalem zaleznym od napigcia,
i umozliwia transport wigkszo$¢ jondw i metabolitow. W wewnetrznej btonie mitochondrialne;
za naptyw jondw wapnia do macierzy odpowiada uniporter wapniowy (MCU;
ang. mitochondrial calcium uniporter), aktywowany podwyzszonym st¢zeniem wapnia. MCU
pobiera jony wapnia do mitochondrium w sposob szybki i zalezny od wysokiego stezenia jonow
wapnia w cytozolu (powyzej 10 uM w domenie ER-mitochondria). MCU wspoéldziata
z biatkiem LETMI1 (ang. leucine zipper/EF-hand-containing transmembrane protein 1),
ktory petni role wymiennika wapn-proton (dzialajagcym na zasadzie antyportu) w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej [61]. W poréwnaniu do MCU, transport przez LETM1 zachodzi
przy nizszych st¢zeniach jonéw wapnia (ponizej 100 nM). Ten wymiennik prawdopodobnie
dziata takze jako wymiennik proton-potas (ang. K*/H™ exchanger) [62]. Wiele wskazuje
réwniez na to, ze naptyw jondw wapnia moze by¢ regulowany przez bialka rozprzggajace,
w tym UCP2 czy UCP3 [63, 64]. Do rodziny biatek LETM1 nalezg tez mitochodrialne
antyportery mHCX (HCX; ang. hydrogen-calcium exchanger; H*/Ca?* exchanger) [62, 64,
65]. Usuwanie jonow wapnia z mitochondriow jest zapewnione przez wymienniki sodowo-
wapniowe (NCX; ang. sodium-calcium exchanger; Na*/Ca?* exchanger) lub proton-wapn [66].
Ponadto, pojawily si¢ sugestie, ze w wewngetrznej blonie mitochondrialnej komorek serca
szczura obecny jest mitochondrialny receptor rianodynowy RyR1 (ang. mitochondrial
ryanodine receptors, mRyR) [67, 68]. Wigkszos¢ receptorow RyR znajduje si¢ w siateczce

sarkoplazmatycznej serca i odpowiada za mechanizm wzmacniajacy sygnat wapniowy
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(wyptyw wapnia indukowany wapniem, CICR ang. Ca?"-induced Ca?" release).
Mitochondrialny receptor RyR pozwala na szybki naptyw jondw wapnia do mitochondrium
przy niskim stezeniu, a wysokie stezenie jonéw wapnia hamuje jego aktywno$¢ [64, 68].
Prawdopodobnie receptory te moga pelni¢ w mitochondriach role zapobiegawcza
przed przetadowaniem mitochondriow jonami wapnia oraz pgcznieniem [64, 67].

Akumulacja jonow wapnia w macierzy mitochondrialnej wptywa bezposrednio
na aktywno$¢ mitochondriow. Jony wapnia, moga wplywac na cykl Krebsa poprzez dziatanie
na dehydrogenaz¢ pirogronianowg, izocytrynianowa 1 o-ketoglutaranowa, co moze
przyspiesza¢ fosforylacj¢ oksydacyjng i umozliwia efektywne wytwarzanie ATP potrzebne
do utrzymania homeostazy jonowej [69]. Z drugiej strony, zbyt duze stezenia jonéw Ca?* moze
skutkowa¢ indukcja apoptozy mitochondrialnej aktywujac PTP [70]. Zanim jednak do tego
dojdzie w sytuacji przedtuzonego stresu oksydacyjnego mPTP wykazuje krotkie okresy
zamknigcia 1 otwarcia, co powoduje fluktuacje AWm i uwalnia cze$¢ zakumulowanych jonow
Ca?* [64, 71]. Ponadto w mitochondriach wystepuja kalpainy bedace, aktywowanymi
przez jony wapnia, enzymami proteolitycznymi zawierajacymi motywy ,,EF-hand” mogacymi
dziata¢ pro-apoptotycznie [60].

Szybkiemu transferowi jonéw wapnia do mitochondriéw z siateczki srodplazmatycznej
sprzyja fizyczne oddzialywanie tych organelli. Wazng rolg w tym procesie odgrywaja
tzw. domeny MAM (ang. mitochondria-associated membrane), czyli obszary bliskiego
kontaktu miedzy btonami mitochondriow i siateczki $rodplazmatycznej [72]. Domeny MAM
sg stabilizowane przez biatka opiekuncze, takie jak Grp75. Za strukturalng integralno$¢
tych domen odpowiadajg rowniez mitofuzyna 2 (Mfn2) oraz inne biatka [73, 74]. Komunikacja
mig¢dzy mitochondriami i ER za posrednictwem MAM jest istotna nie tylko dla utrzymania
homeostazy jonow Ca?*, ale takze dla dynamicznej struktury mitochondriéw i proceséw
autofagii [75]. Dodatkowo, siateczka $rodplazmatyczna taczy si¢ z mitochondriami poprzez
kompleksy biatkowe, takie jak drozdzowy ERMES (ang. ER-Mitochondria Encounter
Structure), co umozliwia wymiang fosfolipidow migdzy tymi organellami i wspomaga

utrzymanie rownowagi lipidowej [2].

3.3 Transport jon6w przez wewnetrzna blon¢ mitochondrialng

Zewngtrzna btona mitochondrialna wykazuje niewielka polaryzacje 1 jest niemal
catkowicie przepuszczalna dla jonow, gtownie dzigki obecnosci VDAC. Transport jonow

przez wewngtrzng blong mitochondrialng jest $cisle kontrolowany, a potencjat w poprzek
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wewnetrznej blony mitochondrialnej stanowi site napedowa do naptywu kationdw do macierzy
mitochondrialnej. Przez wewnetrzng blong mitochondrialng, poza protonami i jonami
wapniowymi, odbywa si¢ ruch jonow potasowych, sodowych, chlorkowych, magnezowych
1 aniondow organicznych i nieorganicznych.

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej zidentyfikowano m. in. anionoselektywny kanat
IMAC (ang. mitochondria inner membrane anion channel, kiedy$ nazywany mitochondrial
Centum picoSiemens — mCS — channel lub 107 pS) umozliwiajgcy transport anionow.
Transportuje zardbwno aniony jednowartoSciowe (np. SCN7, NOz, CI, HCOys)
jak i wielowartoéciowe (np. cytrynian, jablczan, ATP*). Jest on zalezny od napiecia,
pH oraz jest regulowany przez jony magnezu. Bierze udzial w regulacji objetosci
mitochondriow [76]. Ponadto, opisano takze kanaly chlorkowe w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej, w tym CIC oraz CLIC. CIC jest kanatem zaleznym od napigcia [77]. Do lepiej
poznanych nalezy wewnatrzkomorkowy kanat chlorkowy CLIC (ang. chloride intracellular
channel) [7]. Sa to biatka, ktore mogg wystgpowaé zaré6wno w formie rozpuszczalnej
jak 1 wbudowane w btong¢. Bialka CLIC 4 1 CLICS, to dwie z sze$ciu izoform tego kanatu,
ktory lokalizuje si¢ w mitochondriach [78]. Ostatnie badania na kardiomiocytach zasugerowaty
jednak, ze CLIC4 lokalizuje sic w MAM od strony ER, a nie w btonach mitochondriow [74].

Oprécz jondéw wapnia, przez wewnetrzng btone mitochondrialng odbywa si¢ transport
jonéw magnezu i sodu. Za transport Mg®" odpowiedzialny jest prawdopodobnie kanat
selektywny dla magnezu Mrs2, a jego aktywno$¢ zalezy od stezenia Mg?* [79, 80]. Ponadto,
wykazano, ze transporter SLC41A3 usuwa jony magnezu z mitochondrium [81]. Jony sodu
transportowane sg do mitochondrium w trakcie wymiany poprzez wymiennik sodowo-
wapniowy (NCX, ang. Na*/Ca®* exchanger) [82], sodowo-protonowy (NHE, ang. Na*/H*
exchanger) [83]. Ponadto, pojawita si¢ hipoteza, ze w mitochondriach lokalizuje
si¢ regulowany przez pH kanat AISCla (ang. acid-sensing ion channels) ktory moze bra¢ udziat
w naplywie jonow sodu oraz czgsciowo jonow wapnia do mitochondriow [84, 85].

Poza ruchem jonow wymienionych powyzej, bardzo wazng role w funkcjonowaniu
mitochondriow oraz catej komorki peti transport jonow K* odbywajacy sie przez kanaty

potasowe zlokalizowane w wewnetrznej blonie mitochondrialne;.

3.4 Mitochondrialne kanaly potasowe

Kanaty potasowe sg rozlegla grupa kanalow jonowych, wystepujacych w komorkach

wielu organizmow m. in. bakterii, prostych organizméw eukariotycznych, grzybdéw, roslin
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i zwierzat [86, 87]. Zidentyfikowano takze wirusowe kanaty potasowe [88]. Kanaty potasowe
wystepuja w réznych przedziatach komoérkowych. Zostaty zidentyfikowane nie tylko w btonie
komoérkowej 1 w blonach mitochondrialnych, ale réwniez w btonach otaczajacych jadro
komorkowe, siateczke $rodplazmatyczng, aparat Golgiego, lizosomy, chloroplasty, wakuole
oraz peroksysomy [89]. W mitochondriach, kanaty potasowe stanowig najliczniejszg grupe
kanatéw jonowych. Do tej pory zidentyfikowano kilka rodzajow kanatow potasowych
w mitochondriach, ktore sg regulowane wicloma czynnikami, miedzy innymi ATP, jonami

wapnia, sodu czy zmianami potencjatu blonowego (Rycina 1).

mitoK » mitoBK,,  mitoK,1.3 mitolK,, mitoTASK ~ mitoSlo2.x  mitoSK,, mitoK,7.4

Rycina 1 Mitochondrialne kanaty potasowe. Rysunek wlasny.

Pierwsza aktywno$¢ mitochondrialnego kanaty potasowego zostala zarejestrowana
metoda patch-clamp w 1991 roku. Kanal wykazywal przewodnictwo rzedu okoto 10 pS
1 hamowany byt przez ATP, dlatego zostal opisany jako kanat mitoKatp. Wrazliwo$¢ na ATP
nasune¢la hipotezg, ze kanal ten moze by¢ aktywowany w wyniku spadku stezenia ATP
w macierzy mitochondrialnej co indukuje depolaryzacj¢ wewngtrznej btony mitochondrialnej
[90]. Kanal mitoKatp jest aktywowany przez diazoksyd, a hamowany przez kwas
5-hydroksydekanowy (5-HD) oraz glibenklamid [91]. Budowa kanatu mitoKatp jest tematem
wielu badan i1 budzi zywa dyskusje. W 2012 roku zasugerowano, ze kanatl ten moze tworzy¢
izoforma 2 kanalu ROMK (ang. renal outer medullary potassium channel) kodowanego
przez gen KCNJ1 [92]. Kanat ten wykazuje wlasciwosci farmakologiczne typowe dla kanatu
mitoKate. W 2019 roku pojawita si¢ hipoteza méwigca, ze kanat ten tworzy biatko MITOK,
kodowane przez gen CCDC51 (ang. coiled-coil domain-containing protein 51), a wrazliwos¢
na glibenklamid mozliwa jest dzigki interakcji z mitochondrialnym receptorem
sulfonylomocznika ABCB8 [93]. Najnowsze badania sugeruja, ze kanat mitoKatp moze
by¢ tez tworzony przez podjednostki mitochondrialnej syntazy ATP, o czym s$wiadczy
wrazliwos¢ na aktywator kanalu mitoKatp — diazoksyd. Ponadto zaobserwowano blokowanie

kanatu inhibitorem domeny Fo syntazy ATP [94]. Przyktad kanalu mitoKartp pokazuje,
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ze identyfikacja budowy molekularnej mitochondrialnych kanatéw potasowych jest bardzo
istotnym kierunkiem badan.

Kolejne lata pozwolily na identyfikacj¢ innych kanatoéw potasowych w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej, w tym trzech kanatow aktywowanych jonami wapnia. W 1999 roku
odkryto w mitochondriach linii komérkowej LN229, za pomoca metody patch-clamp, kanat
potasowy o duzym przewodnictwie (okoto 300 pS) aktywowany jonami wapnia, tzw. kanat
mitoBKca. Aktywnos¢ tego kanatu zalezna byta od obecnos$ci jonéw wapnia oraz potencjatu
btonowego a takze hamowana przez charybdotoksyne, ktora jest inhibitorem kanatu BKca
z blony plazmatycznej [95]. Wtasciwosci i budowa tego kanatu zostang Szerzej omowione
w dalszej czesci pracy.

Oprocz kanatu mitoBKca w ludzkich komoérkach raka jelita grubego zaobserwowano
mitochondrialny kanal potasowy aktywowany jonami wapnia o $rednim przewodnictwie
mitolKca. Prawdopodobnie kanat ten kodowany jest przez gen KCNN4, a jego przewodnictwo
sigga 10-90 pS [59, 96-99].

Do grupy mitochondrialnych kanaléw potasowych regulowanych przez jony wapnia
nalezy réwniez tzw. kanat potasowy aktywowany jonami wapnia o matym przewodnictwie
mitoSKca. Biatko to zidentyfikowano po raz pierwszy W wewnetrznej btonie mitochondriow
serca $winki morskiej [100] oraz komoérek HT-22 [96]. W mitochondriach przewodnictwo tych
kanatow, rekonstytuowanych do czarnych bton lipidowych, wynosito okoto 70-200 pS, podczas
gdy kanaty tego typu z btony plazmatycznej wykazuja przewodnictwo w granicach 10-30 pS.
Kanaty typu SKca z blony plazmatycznej kodowane sg przez geny KCNN1, KCNN2
oraz KCNN3 [59, 96, 98-100].

W kolejnych latach zidentyfikowano inne kanaty potasowe w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej, w tym grupe kanalow potasowych bramkowanych napigciem (Kv).
Prawdopodobne jest, ze mitochondrialne kanaty mitoKv1.3, mitoKv1.5 oraz mitoKv7.1-5
sg kodowane kolejno przez geny KCNA3, KCNAS oraz KCNQ1-5 [59, 64, 101]. Podjednostki
a tworzace por kanaléw Kv posiadajg domene czulg na zmiany napigcia btonowego (VSD,
ang. voltage-sensing domain). Aktywno$¢ kanatu jest regulowana przez podjednostki  [102,
103].

Ponadto, w mitochondriach zidentyfikowano kanaty potasowe aktywowane jonami sodu
mitoSlo2[104]. Kanatl potasowy aktywowany sodem Slo2.1 (inaczej Slick) jest kodowany
przez gen KCNT2, a kanat Slo2.2 (inaczej Slack) kodowany jest przez gen KCNT1 [105, 106].

Poza powyzszymi, w wewngtrznej blonie mitochondrialnej opisano potasowe kanaty
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dwuporowe, w tym kanat TASK-3 (ang. tandem pore-domain acid-sensitive potassium channel
type 3). Kanaty TASK-3 z btony plazmatycznej kodowane sg przez gen KCNK9. Obserwowano
go w komorkach raka skory (czerniak), melanocytach czy keratynocytach [107]. Kanat ten
w mitochondriach wykazuje przewodnictwo 83 pS przy dodatnim potencjale btonowym
oraz 12 pS przy ujemnym potencjale blonowym [108, 109]. W ostatnich latach zasugerowano
takze obecno$¢ w mitochondriach kanaléw aktywowanych hiperpolaryzacja HCN

(ang. hypopolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel) [110, 111].

3.4.1 Funkcja mitochondrialnych kanalow potasowych

Aktywacja mitochondrialnych kanaléw potasowych, a tym samym naptyw jonow potasu
do macierzy mitochondrialnej wptywa na obj¢tos¢ mitochondrium, a przez to na ultrastrukture
samych mitochondriéw i struktur¢ sieci mitochondrialnej [112, 113]. Ponadto aktywacja
kanatow potasowych indukuje depolaryzacj¢ wewngtrznej blony mitochondrialnej
oraz zwigksza szybko$¢ oddychania mitochondrialnego [114-116]. Zauwazono takze,
ze naptyw jonoéw potasu reguluje synteze¢ RFT w mitochondriach [59, 91, 117].

Mitochondrialne kanaty potasowe sg czgs$cig mitochondrialnego cyklu jondéw potasu
(ang. mitochondrial potassium cycle) [112, 118]. Naplyw jondéw potasu do macierzy
jest rownowazony przez aktywno$¢ wymiennika K*/H*, ktory umozliwia usuwanie K*
do przestrzeni migdzybtonowej w zamian za naptyw protonéw do macierzy mitochondrialne;.
Protony usuwane sg z macierzy dzigki zwiekszonej aktywnos$ci tancucha oddechowego.
Powoduje to wzrost pH macierzy mitochondrialnej, co dziata jako czynnik indukujacy naptyw
fosforanow z powodu zwigkszonej aktywno$ci przenosnika fosforandéw. Elektroneutralny
naplyw fosforanéw powoduje naplyw wody, co skutkuje wzrostem objetosci macierzy
mitochondrialnej. Zjawisko to jest szczegodlnie obserwowane w eksperymentach
z wykorzystaniem oczyszczonych, funkcjonalnych mitochondriéw [91, 112, 118-120].

Zmiana objetosci mitochondriow, a tym samym zmiany w organizacji grzebieni
mitochondrialnych, wplywa na fosforylacje oksydacyjna [4]. Z nadmiernym pgcznieniem
mitochondriow powigzane jest otwarcie megakanalu PTP [44]. Zauwazono, ze mitochondria,
ktore nie posiadaja funkcjonalnego kanatu mitoKatp s3 mocno pofragmentowane 1 pozbawione
struktury grzebieni mitochondrialnych [4, 93].

Szczegdlna rola mitochondrialnych kanatow potasowych objawia si¢ w czasie
niedotlenienia/reperfuzji tkanek. Zmniejszenie przeptywu krwi (niedokrwienie) powoduje

spadek dostepnosci glukozy i tlenu, co ogranicza zdolno$¢ mitochondriow do produkcji ATP.
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Spadek st¢zenia ATP prowadzi do zaburzenia réwnowagi jonowej komorki, ktora
jest podtrzymywana przez pompy i transportery jonowe zalezne od ATP. Moze to skutkowaé
wzrostem poziomu jonoéw wapnia, obrzekiem komorek, uszkodzeniem bton komoérkowych
oraz $miercig komdrkowa. Obnizenie poziomu tlenu powoduje spadek aktywnosci oksydazy
cytochromu c, co oznacza problemy z utrzymaniem potencjatu btonowego. Spadek potencjatu
blony mitochondrialnej, prowadzacy do obnizenia syntezy ATP, moze skutkowaé
odwroceniem dziatania syntazy ATP 1 hydroliza ATP, w celu przywrdcenia potencjatu
btonowego [104].

Podczas reperfuzji mitochondria wracaja do pelnej funkcji, lecz moga pojawié
si¢ zjawiska powodujace ich uszkodzenia. Jednym z kluczowych wydarzen jest odbudowa
potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej, co moze prowadzi¢ do niekontrolowanego
naplywu jondéw wapnia. Nadmiar wapnia moze wywola¢ otwarcie PTP 1 apoptoze.
Nagromadzony w fazie niedokrwiennej bursztynian moze by¢ wykorzystany przez kompleks
IT tancucha oddechowego, co powoduje odwrotny przeptyw elektronéw z kompleksu II do 1,
prowadzac do nadprodukcji reaktywnych form tlenu zgodnie z mechanizmem odwroconego
przeptywu elektronéw opisanym wczesniej. Trzy czynniki, ktore maja kluczowe znaczenie
w uszkodzeniach komorek podczas niedokrwienia/reperfuzji, to ATP, jony wapnia
oraz reaktywne formy tlenu. Dlatego mitochondria sg naturalnym celem dziatan majacych
na celu ochrong serca przed uszkodzeniami wynikajacymi z niedokrwienia i reperfuzji.
W trakcie niedokrwienia, glikoliza beztlenowa, hydroliza ATP 1 uwalnianie protondéw
z organelli kwasowych powoduja spadek pH w tkance serca. Te czynniki (ATP, Ca?*,
RFT/redoks oraz pH) reguluja aktywnos¢ mitochondrialnych kanatldéw potasowych.
Ich aktywacja moze wspiera¢ zachowanie funkcji mitochondriow podczas niedokrwienia
i reperfuzji [40, 91].

Zauwazono, ze zastosowanie aktywatorow kanalow potasowych (KCO, ang. potassium
channel openers) chroni serce przed uszkodzeniem spowodowanym niedotlenieniem
i reperfuzjg (ang. ischemia-reperfizion injury). Pierwsze obserwacje dotyczace zaangazowania
kanatéw potasowych z mitochondriéw w cytoprotekcje¢ dotyczyly aktywacji kanatu mitoKatp
[113, 121-123].

Wydaje si¢, ze depolaryzacja nastepujaca po aktywacji mitoKatp moze obnizac transport
Ca?" do macierzy mitochondrialnej, obniza¢ prawdopodobienstwo otwarcia mPTP oraz
wplywac na syntez¢ RFT [117]. Wydaje si¢, ze mozliwy mechanizm uwzglednia takze wptyw
na dziatanie antyapoptotycznego biatka Bcl-2 [124].
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Podobnie do kanatu mitoKatp, pozostate mitochondrialne kanaly potasowe takze
wykazujg dziatanie cytoprotekcyjne, w tym kanaty z rodziny mitoKv, mitoSlo2 i aktywowane
jonami wapnia, mitoSKca oraz w szczegdlnosci kanat mitoBKca, co zostanie oméwione blizej
w dalszej cze$ci [104, 106]. Aktywacja kanalu mitoSKca chroni mitochondria
przed uszkodzeniem powodowanym I/R w komorkach serca [100] czy uszkodzeniem
powodowanym kwasem glutaminowym [96]. Aktywacja mitoSKca wiaze si¢ z nieznacznym
podwyzszeniem stezenia RFT, ktore prawdopodobnie jest istothym elementem mechanizmu
chronigcego mitochondria przed stresem oksydacyjnym [98, 125].

Ciekawym przyktadem regulacji funkcji mitochondriow sg kanaty napigciowo-zalezne,
w tym kanaly mitoKv1.3, ktore obecne sa miedzy innymi w limfocytach T, komoérkach
moézgowych oraz w wielu komorkach nowotworowych [104, 126-128].

Zaobserwowano, ze mitochondrialny kanat Kv1.3 wplywa na aktywacje szlaku apoptozy
komorki. Biatko proapoptotyczne Bax wiaze si¢ kanatem Kv1.3 powodujac jego zahamowanie
[129]. Limfocyty T (komoérki CTLL-2) wykazujace si¢ nadekspresjg tego kanatu byty bardziej
wrazliwe na dziatanie czynnikéw proapoptotycznych [110]. Zahamowanie kanatu mitoKv1.3
przyczynia si¢ do $mierci komoérek nowotworowych na drodze apoptozy i redukuje rozrost
nowotworu, jednoczesnie nie uszkadzajac komorek zdrowych [130]. Z tego powodu kanat
mitoKv1.3 stal si¢ obiektem intensywnych badan w rozwoju terapii przeciwnowotworowych.
Przyktadem inhibitora kanalow Kv1.3 jest klofazymina, ktora ograniczata rozwoj nowotworu
w uktadzie eksperymentalnym. Zwigzek ten jest stosowany w leczeniu miedzy innymi

tuszezycy oraz ziarniniakowemu zapaleniu warg [108, 127].

3.5 Mitochondrialny kanal potasowy o duzym przewodnictwie regulowany jonami

wapnia

Mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany napigciem
I jonami wapnia mitoBKca ma bardzo podobne witasciwosci do kanatu BKca z blony
plazmatycznej [95]. Kanaly typu BKca z btony plazmatycznej umozliwiaja wyptyw jondéw
potasu z komorki do przestrzeni miedzykomorkowej, podczas gdy kanaty mitoBKca
umozliwiaja naptyw jonéw K* do macierzy mitochondrialnej z przestrzeni miedzybtonowe;.
Kanal mitoBKca po raz pierwszy odkryto w mitochondriach komorek glejaka LN229 [95].
Kolejno kanat zidentyfikowano w tkance serca [131], mozgu [114, 132], mig¢$ni szkieletowych
i gladkich [115, 133], srodbtonka (Bednarczyk, Koziel, Jarmuszkiewicz, & Szewczyk, 2013),
nabtonka uktadu oddechowego [134, 135] czy w fibroblastach [136]. Co ciekawe, kanat

27



0 charakterystyce mitoBKca wystepuje rowniez w komorkach roslinnych [137] i organizmach

jednokomoérkowych [138].

3.5.1 Budowa kanalu mitoBKca

Badania ostatnich lat wskazuja, ze kanal mitoBKca ma zblizong budowe do kanatu BKca
z blony plazmatycznej. Kanaty typu BKca oprocz btony plazmatycznej i mitochondriow
zidentyfikowano w lizosomach [139], siateczce srédplazmatycznej [140], jadrze komorkowym
[141] czy egzosomach [142]. Kanaly typu BKca z blony plazmatycznej zbudowane sa
z podjednostek o oraz podjednostek regulatorowych 3 [143, 144]. Podjednostka a tworzaca por
kanalu jest kodowana przez gen KCNMAL (ang. potassium calcium-activated channel
subfamily M alpha 1, inaczej Slol). Cztery podjednostki a tworzg funkcjonalny kanat.

Podjednostka o kanalu BKca zostala zidentyfikowana w mitochondriach
z wykorzystaniem przeciwcial w komorkach roznych tkanek, w tym w komérkach mozgu [114,
132], serca [131, 145], fibroblastach [136], czy nabtonku oskrzelowym [134, 135]. Obecnos¢
tego biatka we frakcji mitochondrialnej oraz wilasciwosci biofizyczne kanatu mitoBKca
nasunety hipotezg, ze gen KCNMAL moze kodowaé kanat mitoBKca. Ponadto, hipoteze
te wspieraja badania pokazujace, ze uszkodzenie genu KCNMAL skutkuje brakiem kanatlu
mitoBKca co obserwowano w kardiomiocytach myszy [146] i komorkach glioblastomy [147].

Podjednostka a kanatow typu BKca kodowana przez gen KCNMA1 zbudowana jest
z 7 domen transblonowych S0-S6. W obrebie segmentow S0-S4 wystepuja domeny wrazliwe
na napiecie (VSD, ang. voltage sensing domain). Segmenty S5-S6 wraz z tacznikiem/linkerem
to domeny tworzace por kanatu, ktory zawiera domeng bramkujacg tzw. filtr selektywnosci
kanatu (PGD, ang. pore-gate domain). Na C-koncu biatka znajduja si¢ domeny wigzace wapn
S7-S8 (RCK1, ang. regulator of conductance of K*) oraz S9-S10 (RCK2) [148] (Rycina 2 A).
Domena RCK2 zawieraja pig¢ reszt kwasu asparaginowego (Asp lub D), ktore odpowiadaja
za koordynacyjne powinowactwo do Ca?* [149]. Badania elektrofizjologiczne wskazuja,
ze domena wrazliwa na jony wapnia kanalu mitoBKca zlokalizowana jest w macierzy
mitochondrialnej, dzigki czemu zwigkszajace si¢ stgzenie jonOw wapnia w mitochondriach
moze prowadzi¢ do aktywacji kanatu [148, 150].

Kanat zawiera poza tym motyw zamka leucynowego, motyw wigzacy hem, miejsce

fosforylacji i domeng kierujaca do kaweoliny [151].
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Rycina 2 A) Podjednostka a zbudowana z 7 transblonowych domen (S0-S6). Segmenty S0-S4 - domeny wrazliwe
na napigcie (VSD). Segmenty S5-S6 wraz z domeng bramkujaca tzw. filtr selektywnosci kanatu (PGD). Domeny
wigzace wapn: S7-S8 (RCK1) oraz S9-S10 (RCK2). B) Podjednostka B ztozona z dwoch segmentow
transbtonowych S1 oraz S2. C) Cztery podjednostki a wraz z czterema podjednostkami B tworzace kanal. Rysunek
wlasny.

Wykazano, ze istnieje wiele izoform kodujacych podjednostke o kanatu BKca
i sg one skutkiem alternatywnego sktadania transkryptu genu KCNMAL. Ludzki gen KCNMA1
posiada 27 konstytutywnych egzonow, ktore roztozone sg na 750 kb ludzkiego genomu [145,
152]. Splicing alternatywny genu KCNMAL1 badano w kilku modelach, w tym u myszy,
gdzie w uchu wewnetrznym zidentyfikowano 27 produktow alternatywnego splicingu genu
kenmal, [149]. Co ciekawe, u kury domowej zidentyfikowano 28 z 48 potencjalnie mozliwych
transkryptow w tej samej lokalizacji [153]. Wiele wskazuje na to, ze rodzaj izoform obecnych
w komorce moze rézni¢ si¢ w zaleznosci od typu komorki, organizmu, fazy rozwoju,
a ekspresja danej izoformy jest takze regulowana przez hormony [152, 154]. Zgodnie z baza
danych Ensembl (www.ensembl.org) odnotowano 96 transkryptow genu kodujacego ludzki
kanat BKca.

Wykazano, ze skladanie alternatywne podjednostki o obejmuje gltownie czgsé
rozpuszczalng, a w szczegolnosci C-koniec bialka, podczas gdy cze§¢ tworzaca por
prawdopodobnie nie ulega zmianom [145]. Zidentyfikowano kilka gtownych izoform tej
podjednostki réznigcych si¢ motywem C-konca, miedzy innymi tzw. izoformy VYR, VEDEC
czy ERL [149]. Motywy znajdujace si¢ na C-koncu biatka prawdopodobnie moga by¢ jednym
z czynnikdbw wplywajacych na lokalizacj¢ kanatu w przedziatach komoérkowych [155].
Izoformy VYR oraz ERL lokalizujg si¢ w btonie komodrkowej znacznie cz¢$ciej niz izoforma
VEDEC [156]. Izoforma VEDEC genu KCNMAL zawiera wstawke wielkosci 50 aminokwasow
na C-koncu. W 2013 roku zaobserwowano, ze izoforma VEDEC Kkierowana jest
do mitochondriow kardiomiocytoéw myszy [145]. Izoforma ta zostata zidentyfikowana w tych

mitochondria z wykorzystaniem spektrometrii mas. Kolejne eksperymenty wykazaty,
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ze ekspresja tej izoformy skutkuje lokalizacja kanalu BKca wylacznie w mitochondriach.
Co wazne, w tych samych do$wiadczeniach zaobserwowano, ze izoformy SV27 czy ZERO
ekspresjonowane w tych komorkach lokalizujg si¢ w innych czg¢$ciach komorki, gtownie
w blonie plazmatycznej [145]. Niemniej jednak wcigz brak danych pokazujacych, ze izoforma
VEDEC moze tworzy¢ aktywny kanat w mitochondriach. Co ciekawe, niedawne badania
wykazaty, ze ekspresja izoformy ERL oraz jej nieaktywnej formy (mutacja G354S)
w komoérkach HEK293 skutkowata kolokalizacjg z sygnatem mitochondrialnym, co wykazata
analiza mikroskopowa [157]. Mozliwe zatem, ze kilka izoform kanalu BKca moze by¢
kierowanych do mitochondriow [91].

Poza wspomnianymi izoformami zidentyfikowano izoformy, w ktorych zmiennos¢
dotyczy czesci rozpuszczalnej biatka, lecz nieznajdujacej sie¢ bezposrednio na C-koncu,
np. izoforma ZERO (ang. insertless), gBKca (glioma BKca) charakterystyczna dla komorek
gliomy, izoforma SV27 (wstawka wielkosci 27 aminokwasow) czy izoforma STREX
(ang. STress axis-Regulated EXon), w ktorej wstawiana sekwencja znajduje si¢ migdzy
domenami RCK1 oraz RCK2 [145, 158, 159]. Prawdopodobnie izoforma STREX nadaje
kanatowi BKca wrazliwo$¢ na zmiany ci$nienia (tzw. mechanoczutos¢) [158, 159]. Trzeba
zauwazyC jednak, ze w mitochondriach komorek gliomy zaobserwowano mechanoczuto$¢
kanatu mitoBKca, lecz w tych komarkach nie jest ekspresjonowana ta izoforma [160]. Splicing
alternatywny mocno wplywa na funkcje kanatu i moze dominowac na réznych etapach zycia
organizmu. izoforma STREX ulega ekspresji w komoérkach poddanych dziataniu alkoholu
[161]. Zaobserwowano, ze wystepuja produkty sktadania transkryptow genu KCNMAL,
ktore posiadaja zmiany w kilku egzonach jednoczesnie [149]. W 2006 roku grupa Enrico
Stefani 1 Ligii Toro wysuneta przypuszczenie, ze rézne C-konce kanatu BKca moga tworzy¢
dodatkowe miejsca interakcji z innymi biatkami, a zmiany te sg zalezne od typu komorek [152].
Zasugerowano, tez ze izoforma VEDEC moze wigza¢ si¢ z biatkami innymi niz pozostate
izoformy np. nefryng [149].

Aktywnos$¢ kanatu jest regulowana przez podjednostki regulatorowe 1-f4 kodowane
odpowiednio  przez geny KCNMB1, KCNMB2, KCNMB3 and KCNMB4.
Wraz z podjednostkami regulatorowymi [ lub y tworza homo- lub heterotetramery.
Przytaczenie si¢ podjednostek regulatorowych zmienia wrazliwo§¢ kanatu na modulatory,
wapn lub potencjal blonowy. Podjednostki B1, B2, B3 oraz B4 zidentyfikowano we frakcjach
mitochondrialnych réznych tkanek [114, 115, 150, 162, 163] natomiast obecno$¢ podjednostki

vy w mitochondriach nie zostata potwierdzona. Podjednostki B ztozone sg z dwoch segmentow
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transblonowych: S1 oraz S2. W kanat typu BKca podjednostki  tacza si¢ z N-koncem
podjednostek o [149]. Podjednostka B1 lokalizuje si¢ w mitochondriach sercowych komorek
ssakow [162, 164, 165]. W linii komérkowej H9¢2 pochodzacej z serca zarowno 1 [164],
jak 1 B4 wystepuja we frakcji mitochondrialnej [166]. Podjednostki B4 wystepuje tez
w komoérkach mozgu [114]. Wykazano, ze w kardiomiocytach myszy podjednostka tworzaca
por taczy si¢ z podjednostka f1 [165]. W komorkach z nokautem podjednostki B1 aktywacja
kanatu przez jony wapnia zachodzila jedynie przy zastosowaniu wysokiego dodatniego
napi¢cia, podczas gdy kanal mitoplastow izolowanych z dzikiego serca byl aktywowany
przez jony wapnia roOwniez przy ujemnym napieciu [165]. W tym samym badaniu stwierdzono
obecno$¢ dwoch populacji kanatéw o réznych wlasciwosciach biofizycznych, co moze wynikaé
z obecnosci podjednostek regulacyjnych [165]. W komoérkach nabtonka oskrzelowego, rowniez
zidentyfikowano dwie populacje kanatu mitoBKca, a prawdopodobng przyczyna roznic jest
wystepowanie dwoch podjednostek B3 i B4 [135]. Wykazano rowniez, ze wspotekspresja
z B1 prowadzi do zwigkszonego kierowania BKca do mitochondriéw [165]. W mitochondriach
komorek srodblonka stwierdzono wystgpowanie podjednostki B2 [134]. Nadal jednak nie jest
jasny mechanizm, dzigki ktéremu podjednostki mitoBKca docieraja do wewngtrznej blony

mitochondrialnej.
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3.5.2 Modulatory kanalu mitoBKca
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Rycina 3 Regulacja kanatu mitoBKca. (+) — aktywatory kanatu; (-) — inhibitory kanatu. Rysunek wiasny.

Wilasciwosci biofizyczne kanatdéw mitoBKca zostaly opisane z wykorzystaniem technik
elektrofizjologicznych takich jak patch-clamp na mitoplastach izolowanych z roznych tkanek
itypow komorek, a takze po rekonstytucji do dwuwarstw lipidowych [138]. Podobnie do kanatu
BKca z blony plazmatycznej kanat mitoBKca jest modulowany przez szereg czynnikow
endogennych oraz przez grupe modulatoréw syntetycznych oraz pochodzenia naturalnego.

Pierwszej rejestracji aktywno$ci kanatu mitoBKca dokonano technikg stabilizacji
skrawka btony (patch-clamp) w izolowanych mitoplastach komoérek glejaka linii LN229.
Kanat wykazywat przewodnictwo rzedu ~ 290 pS w warunkach symetrycznych stezen
150/150mM KCI [95]. Ponadto, kanat wykazywat zalezno$¢ od napigcia, aktywacje przez jony
wapnia i hamowanie charybdotoksyna. Badania aktywno$ci kanatu mitoBKca pochodzace
z r6znych tkanek pokazaty, ze wartosci przewodnictwa kanatu mitoBKca znaczaco si¢ roéznia,
siggajac nawet 120 pS w mitochondriach kardiomiocytéw myszy [146]. Aktywnos¢ kanatu
mitoBKca jest zalezna od napigcia [95].

Oprécz jonéw wapnia aktywujacych kanat mitoBKca przyktadami endogennych
modulatorow sa hem i hemina. Podjednostki o kanalow typu BKca zawierajg zakonserwowane
motywy aminokwasowe typu CXXC odpowiadajagce za wigzanie hemu [167].
Motyw ten zlokalizowany jest w czgsci taczacej domeny RCK1 i RCK2. Tym samym powoduje
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zmian¢ konformacji biatka inna, niz w przypadku zwigzania si¢ jonow wapnia [167].
Badania elektrofizjologiczne wykazaty, ze hem oraz hemina, ktora jest metabolitem hemu,
hamuje aktywnos$¢ kanatu mitoBKca z mézgu [168] oraz komorek glioblastomy [169, 170].
Wydaje si¢ to szczegdlnie istotne, gdyz w mitochondriach zachodzi synteza hemu [171].
Wiazanie hemu przez kanat mitoBKca wydaje si¢ mie¢ jeszcze inne konsekwencje.
Zaobserwowano bowiem, ze aktywno$¢ kanatéw typu BKca moze by¢ regulowana
przez gazotransmitery takie jak tlenek wegla lub siarkowodoér. Zauwazono jednak,
ze warunkiem aktywacji kanatow BKca przez CO jest wcze$niejsze zwigzaniem hemu
prowadzace do zahamowania aktywnosci kanatu [172-174]. Ponadto, wydaje si¢, ze istotne
znaczenie dla tej regulacji ma oddziatywanie kanatow BKca z hemoksygenaza, z ktorg kanaty
BKca z btony plazmatycznej tworza kompleksy biatkowe [175]. W przypadku kanatu mitoBKca
réwniez zaobserwowano aktywacj¢ przez CO w obecno$ci hemu w komorkach glioblastomy
linii U-87 MG [170]. Badania opisujace aktywacj¢ kanatu mitoBKca przez CO wykonywano
zarowno z wykorzystaniem czystego tlenku wegla [170] jak i zwigzkéw CO, tzw. CO-releasing
molecules (CORMSs) [170, 176]. Jednak w przypadku regulacji aktywnosci kanatow typu BKca
i mitoBKca przez zwigzki CORMs istnieje mozliwo$¢ wystgpienia niespecyficznych
oddziatywan tych zwigzkow z kanatem [170, 177]. Podobnie jak CO, rowniez siarkowodor
(H2S) moze aktywowa¢ kanal mitoBKca poprzez reakcje z zelazem hemu w przypadku,
gdy te kanaly sg zahamowane przez hem [169, 174, 178, 179]. Kanatly typu BKca wystepujace
w kompleksie z podjednostka Bl aktywowane sa przez 17B-estradiol [180]. Wydaje sie,
ze taka regulacja ma miejsce w przypadku kanatu mitoBKca z komorek serca [162].

Jednym z inhibitoréw kanatow typu BKca jest peptyd charybdotoksyna (ChTx) bedaca
sktadnikiem jadu skorpiona Leiurus quinquestriatus. Peptyd ten blokuje aktywno$¢ kanatu
BKca z blony plazmatycznej oraz kanatlu mitoBKca [95, 181-183], Charybdotoksyna
jest rowniez inhibitorem kanatow IKca, Kv1.2, Kv1.3 i Kv1.6 [184]. Bardziej specyficznym
peptydem blokujacym aktywnos$¢ kanatu jest iberiotoksyna (IbTx) bedaca sktadnikiem jadu
skorpiona Buthus tamulus. Wykazuje 68% homologii wzgledem charybdotoksyny,
ale w porownaniu do niej nie hamuje innych kanatow potasowych [185, 186]. Iberiotoksyna
hamuje  aktywno$¢  kanalu mitoBKca, co zostalo  potwierdzone  badaniami
elektrofizjologicznymi [134]. Co ciekawe, zauwazono, ze obecnos¢ podjednostki B4 kanatu
powoduje, ze kanat nie jest wrazliwy na hamowanie tymi peptydami. Przyczyna tej zmiany jest
blokowanie miejsca wigzania peptydoéw do kanatu przez elementy strukturalne podjednostki 4

[143, 187]. Innym inhibitorem kanatu mitoBKca jest paksylina (Pax), ktora jest diterpenem
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syntetyzowanym przez grzyby Penicillium paxilli [116, 135, 165, 169, 188].
Paksylina prawdopodobnie oddziatuje nie tylko z kanatami typu BKca. Zastosowanie wyzszych
stezen paksyliny powoduje zahamowanie pracy pompy SERCA [189, 190]. Wykazano, takze
ze 10-50 uM paksylina rozprz¢ga oddychanie w izolowanych mitochondriach [191]. Z drugiej
strony zwigzek ten moze chroni¢ komorki HT-22 przed cytotoksycznymi skutkami stresu
oksydacyjnego indukowanego glutaminianem [192].

Oprdcz inhibitorow, aktywnos$¢ kanalu mitoBKca jest modulowana przez grupe
zwiazkow nalezacych do aktywatoréw kanaléw potasowych. Przykladami tych zwigzkow
sg pochodne benzimidazolu NS004 oraz NS1619 [193, 194]. Badania z wykorzystaniem
technik elektrofizjologicznych oraz izolowanych mitochondriow wykazaty, ze NS1619
aktywuje kanal mitoBKca [134, 170]. Jednak, zarowno NS1619 jak i NS004 wykazuja dziatanie
niespecyficzne oddziatujac z bialkkami z roéznych przedzialow komorkowych.
W mitochondriach NS1619 mi¢dzy innymi hamuje kompleks I tancucha oddechowego [195],
wplywa na aktywno$¢ mitochondrialnej syntazy ATP oraz powoduje nieselektywny przeptyw
jonébw w poprzek IMM [196]. Jego niespecyficzne dziatanie wykracza takze poza
mitochondria, gdyz wykazano, ze NS1619 hamuje ATP zalezng pompa SERCA [197]
oraz kanaty wapniowe typu L [108, 198]. Ponadto wykazano, ze NS004 aktywuje kanal CFTR
[199]. Innym przyktadem aktywatora kanatu mitoBKca, jest NS11021, ktory wykazuje
znacznie bardziej specyficzne dziatanie wzglgdem kanatu niz NS1619 [200]. Jego dziatanie
opiera si¢ na zwickszeniu wrazliwosci kanatu na nizsze napigcie [201]. Jednak w stezeniach
10-30 uM aktywuje kanat Kv7.4 oraz receptor nikotynowy a7 nAChR [200].

Ponadto, kanat mitoBKca aktywowany jest przez CGS7181 oraz CGS7184 co zostato
potwierdzone w badaniach elektrofizjologicznych [116]. Zwigzki te, aktywujac kanal
mitoBKca wplywaja na m. in. zmniejszenie syntezy reaktywnych form tlenu generowanych
na drodze odwroconego przeptywu elektrondow w mitochondriach moézgu [202]. Z drugiej
strony oba zwiazki wykazujg dzialanie cytotoksyczne indukujgc $mier¢ komorkowa na drodze
niezwigzanej z aktywnoscig kanatow BKca/mitoBKca [116, 203]. Moze mieé to zwigzek
z deregulacja homeostazy wapniowej, gdyz CGS7184 bezposrednio aktywuje uwalnianie
jondéw wapnia przez receptor rianodynowy RyR2 do cytozolu [204].

W  grupie zwigzkéw modulujacych aktywnos$¢ kanatow BKca znajduje sie
chlorzoxazone, lek zatwierdzony przez amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (FDA,
ang. Food and Drug Administration) [205]. Chlorzoxazone jest takze aktywatorem kanatu SKca

i IKca oraz hamuje tez ruch jonéw Ca?* zalezny od kanatow typu L [205]. Aktywator ten zostat
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wykorzystany w probie leczenia choroby neurologicznej indukowanej mutacja w genie
KCNMAL (BKgssss) skutkujaca dezaktywacja kanalu BKca 1 mitoBKca. Jest to mutacja
prowadzaca do zaburzen kognitywnych. Istotng role w tej chorobie odgrywajg mitochondria
oraz kanaty mitoBKca [157].

Interesujaca grupg modulatorow kanatow typu BKca sa zwigzki pochodzenia
naturalnego jak np. flawonoidy. Zwigzki te wystepuja migdzy innymi w ziotach i owocach
[206]. Przyktadem takiego aktywatora jest naringenina obecna w grejpfrutach (Citrus paradisi),
ktorej dziatanie aktywujgce mitochondrialny kanat BKca opisano w fibroblastach skory [207]
oraz w komorkach sercach [164]. Naringenina aktywuje takze kanal mitoKatp [207]
oraz przeptyw jonéw potasu typu M przez kanaly potasowe Kv7.2, Kv7.3 czy Kv7.5 [208].
Innym przyktadem naturalnego modulatora kanalow BKca jest chinina, produkowana
jest przez drzewo chinowiec. Chinina hamuje przeptyw jonow K* przez kanat BKca we frakcji
zawierajgcej oczyszczone mitochondria [209]. Chinina hamuje takze kanaty Kv2.2 i K2P18.1
[210] oraz kanaty mitoKatp [211].

Rycina 3 przedstawia przyktadowe modulatory kanatu mitoBKca opisane w tym

rozdziale.

3.5.3 Interakcje kanaléow typu BKca z innymi biatkami

Zgodnie z doniesieniami ostatnich lat kanaly typu BKca wchodzg w interakcje
z wieloma biatkami posiadajacymi rozne funkcje w komorce. Partneréw tego kanatu okresla
si¢ mianem BK-APs (ang. BK-Associated Proteins) [151, 154]. W ostatnim czasie
przeprowadzono kilka analiz dotyczacych interakcji podjednostki o kanatu BKca
oraz mitoBKca.

Kazde z badan wykazywato liczng grupe biatek pochodzacych z réznych przedziatow
komorkowych potencjalnie wchodzacych w interakcje z kanatem BKca. Jedno z takich badan
opublikowano w 2009 rok, w ktéorym za pomocg koimmunoprecypitacji, elektroforezy na zelu
2D, a nastepnie badania spektrometrig mas LC-MS/MS odnaleziono 174 potencjalnych
partnerow kanalu BK-VEDEC [212]. W tej grupie 37% interakcji byto nieopisanych wczesniej
w literaturze w kontek$cie interakcji z kanatami. Wsrdd biatek zwigzanych z metabolizmem
znajdowaty si¢ dysmutaza ponadtlenkowa, biatka zwigzane z utrata stuchu, GST-p,
peroksyredoksyna oraz dehydrogenazy (dehydrogenaza dihydroliponamidowa i dehydrogenaza
bursztynianowa). Ponadto, w tym badaniu zidentyfikowano, jako potencjalnych partneréw,

biatka zwigzane z transportem i cytoszkieletm: kofiliny, tubuliny, neurofilamenty, Lin7c, biatka
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z rodziny HSP i y-actin. Poza tym inne biatka jak: lamina A i C, oraz biatka zawierajacego
walozyng (VCP, ang. valosin-containing protein), zasadowym biatkiem mieliny, biatko mieliny
PO, izoforma L periaxin, apolipoproteina, bialko podobne do hipokalcyny 1, prekursor
retikulokalbina 3, kalmodulina, czynnik inicjujagcy synteze¢ 4A 1 kalbindyna 2.
Nastepnie za pomocg wyciszenia genu wybranego partnera biatkowego za pomocg siRNA,
autorzy obserwowali zmiany w ekspresji podjednostki o kanalu BKca. Wyciszenie
kalretikuliny czy GRP78 spowodowato obnizenie ekspresji BKca 0 ponad 30%. Natomiast
wyciszenie HSP60 powodowato zwigkszenie ekspresji kanatu o 26%. W swoich badaniach
wykazali interakcj¢ migdzy BKca a GAPDH oraz GST za pomoca odwrotnej
koimmunoprecypitacji. Autorzy zwrocili uwage na takie biatka jak: aneksyna 5, propeptyd I
y-aktyny, izoformy 14-3-3 oraz kalbindyna ze wzglgdu na ich interakcje z biatkami istotnymi
w interakcji z BKca [212].

W kolejnym badaniu, w 2011 roku okreslono 110 potencjalnych partnerow kanatow
BKca poprzez zastosowanie koimmunoprecypitacji, elektroforezy na zelu 2D, a nast¢pnie
badania spektrometria mas LC-MS/MS [154]. Probki pobrano z ucha wewnetrznego kury.
Posrod biatek, ktore stanowig potencjalnych partneréw biatka BK-VEDEC znalazly sig:
14-3-3y, VCP, statmina (STMN), kortaktyna (CTTN) czy prohibitina (PHB) lokalizujaca
si¢ w mitochondriach. W dalszych badaniach zweryfikowano interakcje za pomocg przeciwciat
przeciw wybranym biatkom w celu przeprowadzenia odwrotnej koimmunoprecypitacji.
Wsrod tych biatek byly: 14-3-3y, aneksyna A5 (Anxa5), CTTN1, GRP78, hippocalcinl
(Hpcall), HSP60, HSP70, HSP90, lamina A (LMNA), homolog lin-7 C (Lin7c), PHB,
ras-proximate 1 (RAP1), biatko zwigzane z synaptosomem o masie 25 kDa (SNAP2S5,
ang. synaptosomal-associated protein 25), dysmutaza ponadtlenkowa 1 (SODI,
ang. superoxide dismutase 1), VCP, and STMN. Autorzy artykulu przeprowadzili
takze dodatkowe badania oparte na wyciszeniu wybranych biatek za pomoca siRNA.
Wowczas wyr6znili z listy biatka takie jak aneksyna A5, y-aktyna, lamina, SOD, VCP, GSK3Db
i PDK1 jako te ktore zmniejszajg ekspresj¢ BKca. Natomiast wyciszenie biatek typu 14-3-3
oraz Aktl (RAC-a serine/threonine-protein kinase) zwiekszaja jego ekspresje¢. Po poréwnaniu
listy biatek z wczesniej uzyskanymi wynikami z myszy, podj¢to probe identyfikacji BK-APs
wspélne dla obu organizmoéw. Zasugerowano, ze do grona tych biatek potencjalnie moga
naleze¢ migdzy innymi receptor NMDA (NMDAR, ang. N-methyl-D-aspartate receptor)
oraz syntaza ATP [154].
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W 2014 przeprowadzono badania opierajace si¢ na analizie bioinformatycznej,
wykorzystujac rézne algorytmy, takie jak MFDp i PONDR, do przewidywania segmentow
nieuporzagdkowanych w tancuchach biatkowych kanaléw BKca 1 ich partneréw. Narzedzia
te analizujg takze elementy rozpoznania molekularnego (MoRFs) oraz potencjalne miejsca
wigzania [151]. Badanie sugeruje, ze zmiennos$¢ strukturalna w kanatach BKca jest kluczowa
dla ich funkcji i interakcji z innymi biatkami. Moze to thumaczy¢ zdolno$¢ kanatow BKca
do interakcji z r6znymi partnerami biatkowymi, co jest istotne dla szerokiego zakresu procesow
komorkowych. Wyniki wskazuja, ze kanaly BKca oraz ich biatka partnerskie sg elastyczne
strukturalnie, co umozliwia adaptacyjne interakcje zwigzane z ich funkcjami w komorkach
[151].

W 2016 roku ukazata si¢ publikacja, w ktorej podjeto probe zidentyfikowania partnerow
mitochondrialnego kanalu BKca-VEDEC 2z kardiomiocytow szczura. Badanie wykazato
istnienie potencjalnych interakcji z 516 partnerami biatkowymi, w tym 161 biatkami
mitochondrialnymi. Z tej analizy wynikto, ze w imporcie tego kanatu do mitochondriow bierze
udziat receptor TOM22, gdyz wchodzi w interakcj¢ z podjednostka o kanatu. Dodatkowo
nowozidentyfikowanym partnerem kanalu mitoBKca byla translokaza ANT. Ponadto,
wsrod licznej grupy potencjalnych partneréw byty podjednostki tancucha oddechowego
czy biatka zwigzane z metabolizmem mitochondrialnym [213].

Nastepnie w 2017 roku ukazalo si¢ kolejne badanie opisujace interaktom kanatu
mitoBKca w komorkach serca [214]. Na podstawie analizy spektrometrii mas LC-MS/MS
autorzy wskazali biatka GAT3 (ang. sodium and chloride dependent GABA transporter 3)
oraz HSP60 (ang. heat shock protein 60) jako partnerow tych kanatow. Interakcj¢ transportera
kwasu y-aminomastowego typu 3 z btony plazmatycznej obserwowano poprzez obrazowanie
na mikroskopie konfokalnym. Komorki HEK293T kotransfekowano kanatem BKc, oraz GAT3
z metka FLAG. Podobng weryfikacj¢ przeprowadzono dla biatka szoku cieplnego 60. HSP60
to biatko opiekuncze uczestniczace w skladaniu biatek w mitochondriach. Poza wybranymi
wyzej biatkami, autorzy wskazali na inne grupy biatek, ktorych interakcje zaobserwowali
w wynikach ze spektrometrii mas. Przyktadami takich biatek mogg by¢ obecne w cytoplazmie
duze podjednostki rybosomalne 60S, ktore katalizujg tworzenie wigzah peptydowych. Poza tym
biatka cytoszkieletu, ktore prawdopodobnie uczestniczg regulacji sortowania kanalu wewnatrz
komorki oraz regulowaniu aktywnos$ci kanatu np.: dynamina 2 i 3, mitochondrialne biatko
podobne do dynaminy o masie 120kDa, biatka oczapkowujace F-aktyne, aktyna, miozyny,

biatka zwigzane z mikrotubulami czy tubuliny. Dodatkowo kanat BKca wchodzi w interakcje
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z bialkami jadrowymi. Z powodu interakcji z polimerazami DNA, topoizomerazami, biatkami
naprawczymi czy polimerazami RNA, zasugerowano, ze kanal moze uczestniczy¢ w replikacji
i transkrypcji [215]. W komorkach nerwowych kanat BKca bierze udzial w przekaznictwie
neuronalnym i w zwigzku z tym prawdopodobnie oddziatuje miedzy innymi z fosfoproteing
neuronalng regulowang dopaming i cAMP, napigciozaleznym Kkanatem potasowym
kodowanym przez gen KCNQ3, biatkami SNAP25, synaptotagmina 2, synapsyna 2. Badania te
zasugerowaly takze, ze kanaly typu BKca W czasie importu do mitochondriéw, a nastepnie
sktadania w macierzy mitochondrialnej prawdopodobnie wchodzg w interakcje w biatkami
opiekunczymi HSP 60, 70, 71, 90 1 105 oraz z biatkami kompleksu TOM: TOM34 oraz TOM70
[215].

W komorkach glejaka aktywno$¢ tancucha oddechowego regulowata kanaty mitoBKcs;
zwigkszona aktywnos$¢ tancucha oddechowego, zmniejszata prawdopodobienstwo otwarcia
kanatu [150]. To samo badanie zasugerowalo bezposrednig interakcj¢ podjednostki B4 kanatu
mitoBKca z oksydaza cytochromu ¢ (COX). Zatem sugeruje to strukturalne i funkcjonale
oddziatywanie tych biatka BKca z elementami mitochondrialnego tancucha oddechowego
w ludzkich komorkach astrocytoma U-87 MG [150]. Co istotne, wczesniejsze badania
sugerowaly, ze podjednostka P1 moze oddziatywa¢ z podjednostkami cytochromu c
w mitochondriach sercowych szczura [162]. Inne badania sugerowaly interakcje [1

z podjednostkami kompleksu 1 iV [216].

3.5.4 Kanal mitoBKca w fizjologii mitochondriow oraz cytoprotekcji

Kanaty mitoBKca petnig istotng role w regulacji funkcji mitochondriow. Tak jak opisano
wczesniej, wpltywa on na potencjat mitochondrialny, szybko$¢ oddychania oraz syntez¢ RFT
w mitochondriach. Podobnie jak kanal mitoKatp, kanal mitoBKca bierze udziat cytoprotekc;i.
Pierwsza obserwacja wskazujgca na kardioprotekcyjng rolg tego kanatu dotyczyta aktywacji
kanatu mitoBKca W mitochondriach serca $winki morskiej z zastosowaniem NS1619 [131]
na skutek czego zauwazono zmniejszenie si¢ uszkodzenia tkanki serca.

Kardioprotekcyjna rolg kanatu potwierdzity kolejne badania w roznych modelach in vivo
I in vitro z wykorzystaniem zarowno NS1619, NS11021 jak i innych modulatorow [146, 217-
220]. Usunigcie kanatlu mitoBKca skutkuje brakiem kardioprotekcji indukowanej tymi
aktywatorami [145, 146]. Inne badania wykazaly, ze zahamowanie kanalu mitoBKca
iberotoksyng przyspiesza otwarcie mPTP przez jony wapnia co obserwowano

w mitochondriach moézgu. [221].
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Kanaty mitoBKca mogg braé¢ takze udzial w procesach neuroprotekcji [222]. Zostato
udowodnione, ze aktywacja mitoSKca Oraz mitoBKca poprawia kondycj¢ mitochondriow.
Natomiast w chorobach neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona, Alzheimera
czy stwardnienie rozsiane) zaproponowano zastosowanie inhibitoréw kanatu BKca [222].
Zauwazono, ze w chorobie Alzheimera B-amyloid (AB) zmniejsza aktywno$¢ kanatu mitoBK ca.
Co wiecej, w obecnosci agregatow AP zaobserwowano zwigkszong ekspresje podjednostek 4,
a zmniejszong podjednostek a. Prawdopodobnie skutkuje to zmniejszong aktywnos$cig kanatow
mitoBKca i zwiekszonym poziomem Ca?* w mitochondrium [222, 223].

W  chorobie ukladu nerwowego SCA7 (ataksja rdzeniowo-moézdzkowa-7,
ang. spinocerebellar ataxia type 7) obserwuje si¢ degeneracj¢ komorek Purkinjego. Wykazano
udzial kanatéw BKca W rozwoju tej choroby. Obnizona ekspresja BKca wptywa na spadek
pobudliwosci komorek obserwowanej w chorobie SCA7. Z drugiej strony nadekspresja tego
kanatu przywraca pobudliwo$¢ tych komorek [222]. Zaobserwowano tez, ze naringenina
ma dziatanie kardioprotekcyjne, a dobroczynny efekt jej dziatania jest prawdopodobnie
zwigzany z aktywacja kanatu mitoBKca [164].

Mechanizm cytoprotekcji indukowany aktywacja kanatow mitoBKca prawdopodobnie
oparty jest na kilku czynnikach. Po pierwsze, zwiekszony naptyw K* w mitochondriach
prawdopodobnie obniza naptyw Ca®* do mitochondriow. Dzieje sie tak, gdyz wewnetrzna btona
ulega depolaryzacji. Innym kluczowym czynnikiem wydaje si¢ by¢ regulacja RFT w trakcie
proceséw kardioprotekcyjnych indukowanych otwarciem kanatu mitoBKca [224]. Ponadto,
niedawne badania pokazaly, ze kanal mitoBKca moze by¢ tez celem szlaku sygnatowego
wrazliwego na tlenek azotu, zaleznego od cyklazy guanylowej/cGMP 1 kinazy biatkowe; G
typu I (PKG). W mitochondriach serca myszy zaobserwowano bezposrednig aktywacj¢ kanatu
po jego fosforylacji przez PKG [225]. Obecnos¢ sygnatu PKG w kardioprotekcji wywotane;j
przez mitoBKca byla potwierdzona obserwacjami, ze zastosowanie sildenafilu i tadalafilu,
zmniejszato wielko$¢ zawalu po niedokrwieniu i reperfuzji u serc szczuréw i myszy [226].
Delecja kanatu mitoBKca w sercu powodowata utrate ochronnych efektow modulatoréw kanatu
[146, 225]. Co wigcej, zahamowanie syntazy tlenku azotu zmniejszyto kardioprotekcje u myszy
typu dzikiego, ale nie miato takiego efektu w przypadku delecji genu KCNMA1 [225].
Usunigcie cyklazy guanylowej wrazliwej na tlenek azotu ostabito kardioprotekcyjne dziatanie
sildenafilu; jednak farmakologiczna aktywacja kanatu za pomocg NS11021 nadal zmniejszata

uszkodzenia wywotane niedokrwieniem/reperfuzjg [227].
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Kanal mitoBKca moze by¢ celem dla kinazy biatkowej A (PKA) [99, 219, 228].
Aktywatory PKA znaczaco zwigkszyly efekty wywolane przez NS1619 na funkcje
mitochondrialng, czego nie zaobserwowano w przypadku kinazy biatkowej C [219]. Ponadto
cilostazol, aktywator PKA, wywotatl kardioprotekcje poprzez bezposrednig aktywacje kanatow
mitoBKca [229]. Co ciekawe, wykazano, ze kanal mitoBKca moze zwigksza¢ aktywno$¢
w warunkach hipoksji, jednak odpowiedz ta jest odwrotna do odpowiedzi kanatu BKca z blony
plazmatycznej [175, 221].

Nalezy jednak zaznaczyC, ze cze¢$¢ badan kwestionuje udziat kanaléw mitoBKca
w efektach cytoprotekcyjnych indukowanych przez jego aktywatory zaré6wno w sercu jak
w komorkach neuronalnych [105, 230].

Oproécz cytoprotekcji wydaje si¢, ze kanal mitoBKca bierze udzial w regulacji innych
procesOw komorkowych. Jedna z ostatnich obserwacji wskazuje, ze w modelu indukcji
starzenia komorkowego w mieéniach gladkich naczyn krwiono$nych aktywno$¢ kanatu
mitoBKca spada, a towarzyszy temu spadek poziomu podjednostki o kanatu [133]. Nie jest
jednak znana doktadna relacja migdzy procesem starzenia a aktywnos$cig tego kanatu. Jednak
wczesniejsze badania sugerowaty, ze kardioprotekcja z wykorzystaniem aktywatorow kanatow
mitoBKca zanika w starszych tkankach. Obserwowano tez spadek poziomu podjednostek
tworzacych ten kanal w komorkach hodowanych in vitro wraz z liczba pasazy [164, 231].

W ostatnim czasie ukazaty si¢ takze badania wskazujace na istotng rolg kanatu mitoBKca
w funkcjonowaniu komorek nowotworowych. Wykazano, ze w komdrkach nowotwordéw piersi
kanat ten ulega nadekspresji, co wplywa na funkcje mitochondriow oraz ruchy jondw wapnia
pomiedzy siateczkya Srddplazmatyczng a mitochondriami. Wydaje si¢, ze ma to wplyw
na metabolizm mitochondrialny tych komorek [232]. Ponadto, usuniecie kanatu
BKca/mitoBKca w komoérkach glioblastomy U-87 MG skutkowato zmianami stanu redoks

mitochondriow, co rowniez moze si¢ wigzac¢ ze zmianami metabolicznymi [147].

40



4  Zalozenia i cele

Mitochondrium to organellum, w ktorym 1aczg sie liczne szlaki metaboliczne
i sygnatowe. Magazynuja jony Ca?* oraz biora udzial w programowanej $mierci komorki.
Mitochondrialne kanaly potasowe petnig kluczowa rolg w procesie cytoprotekcji tkanek serca
1 moézgu. Wciaz niewiele jest wiadomo na temat budowy, mechanizméw transportu kanatow
potasowych do mitochondriéw, a takze interakcji biatkowych i mechanizméw cytoprotekcji.
Aktywacja kanatu mitoBKca chroni komorki serca i mozgu przed uszkodzeniami wywotanymi
przez niedotlenienie/reperfuzje. Glownym obicktem badawczym niniejszej pracy
byl mitochondrialny kanal potasowy o duzym przewodnictwie regulowany napigciem
i aktywowany jonami wapnia — mitoBKca. Kanal ten wykazuje wiasciwosci biofizyczne
1 farmakologiczne zblizone do kanatéw typu BKca z btony plazmatycznej. Kanaty typu BKca
zbudowane sg z podjednostek tworzacych por a i regulatorowych typu p. Podjednostki o
sg produktem genu KCNMAL, ktorego produkty ulegaja licznym modyfikacjom w procesie
alternatywnego sktadania transkryptow. Poprzednie badania wykazaty, ze izoforma VEDEC
podjednostki a jest kierowana do mitochondriéw, ale nie wykazano dotychczas jej aktywnosci
w mitochondriach. Zatem istotne jest poznanie funkcjonalnej mitochondrialnej podjednostki
kanatu BKca 0raz zrozumienie zwigzku migdzy kanatami typu BKca, W tym mitoBKca a innymi
biatkami. Odpowiedz na te nieznane moze pomdc W lepszym zrozumieniu roli fizjologicznej
mitochondrialnych kanatow. Poprzednie dane literaturowe wskazuja na potencjalng interakcje
kanatow mitoBKca/BKca z biatkami roznych przedziatow komorkowych, w tym
mitochondrialnymi.

W zwigzku z powyzszym pierwszym celem rozprawy byta weryfikacja hipotezy
moéwiacej o tworzeniu funkcjonalnego kanatu mitoBKca przez izoform¢ VEDEC kanatu BKca
w mitochondriach. Drugim celem rozprawy byta identyfikacja potencjalnych, nowych
partnerow bialkowych kanatow BKca/mitoBKca w organellach komoérkowych, w tym
mitochondriach. Aby osiagna¢ glowne zatozenia pracy wyznaczono szczegdtowe cele
badawcze obejmujace:

e opracowanie nowego modelu badawczego opartego o przejsciowa transfekcje

komoérek HEK293T;

e rejestracj¢ | charakterystyke potencjalnych kanatow potasowych w mitochondriach
komorek HEK293T ekspresjonujacych izoform¢ VEDEC z zastosowaniem
techniki patch-clamp izolowanych mitoplastow;

e weryfikacje obecnosci i lokalizacji izoformy VEDEC w mitochondriach
transfekowanych komorek za pomocg metod biochemicznych;

e przygotowanie wektoroéw umozliwiajacych biotynylacje partnerow biatkowych
kanatu BKcg;

e identyfikacj¢ partnerow biatkowych z wykorzystaniem biotynylacji i spektrometrii
mas;

o weryfikacje wybranych, potencjalnych interakcji z wykorzystaniem technik
biochemicznych takich jak koimmunoprecypitacja.
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5 Materialy i metody

5.1 Wektory genetyczne wykorzystane w badaniach

Wektor pcDNA3.1(+)

Wektor dzigki obecnosci promotora CMV umozliwia przejsciowa ekspresje bialek
na wysokim poziomie w komorkach ssaczych. Wielkos¢ wektora wynosi 5428 par zasad i niesie
ze sobg gen opornosci na ampicyling. Dodatkowo posiada miejsce poczatku replikacji pUC

stuzacy do selekcji 1 utrzymania plazmidu w E. coli.

f’

pcDNA3.1+ Hind Ill
5.4kb Bam

Hind Wl
--- AGC TGG CTA GCG TTT AAA CTT AAG CTT GGT ACC GAG CTC GGA TCC ACT AGT CCA GTG TGG TGG AAT TCT
Nhe | Aflll Kpn | BamH | EcoR |
Xho |
GCA GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC CGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG TTT AAAC ---
EcoRV Not | Xba |l Apal

Rycina 4 Mapa plazmidu pcDNA3.1 z podang sekwencjg polilinkera (zroédto: www.genscript.com)

Wektor kodujacy gen KCNMAL — izoforma VEDEC

Wektor zostat przekazany przez Prof. Harpreet’a Singh’a i poprzednio
byt wykorzystany do ekspresji tego biatka w kardiomiocytach [145]. Gen kodujacy izoforme
VEDEC mitochondrialnego kanatu BKca zostal wklonowany do wektora pcDNAS3.0
(Invitrogen). Na N-koncu biatka znajduje si¢ metka c-Myc. Wielkos$¢ wektora wynosi 9155 par

zasad 1 niesie ze sobg gen opornos$ci na ampicyling.

Wektor p4-FLAG

Zastosowano komercyjnie dostepny wektor KCNMB4 (NM_014505) Human Tagged
ORF Clone firmy Origene (KCNMB4 (Myc-DDK-tagged)-Human potassium large
conductance calcium-activated channel, subfamily M, beta member 4 (KCNMB4)). Plazmid
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powstat w oparciu o wektor pCMV6, ktory zawiera sekwencje kodujaca podjednostke B4
ludzkiego kanatu BKca. Wektor wraz ze wstawkg ma wielko$¢ 5511 par zasad. Wklonowana
otwarta ramka odczytu (ORF, ang open reading frame) ma wielko$¢ 630 pz. Podjednostka
zawiera metke¢ FLAG oraz Myc na C-koncu biatka. Wektor ten niesie geny opornosci

na kanamycyng oraz neomycyng.

CMV promoter

U —
SVA40 ori \e

VP1.5 primer

T7 promoter
Sgf

RC202318
(5.5 kb)

PENNOA

Miul
Myc-DDK

~

XL39 primer

Q’IE, _/

PolyA signal

Rycina 5 Mapa plazmidu RC202318 (zrodto: https://www.origene.com)

Wektor SMAC-TurbolD

Wektor kodujacy biatko fuzyjne SMAC-TurbolD-3xHA w otwartej ramce odczytu
zostal utworzony w naszej Pracowni przez dr. Milen¢ Krajewska na podstawie matrycy pSmac-
GFP i wklonowany do wektora pcDNA3.1/Hygro(+). pSmac-GFP zostata przekazana przez
Douglas'a  Green'a  (Addgene  plasmid  #40881;  http://n2t.net/addgene:40881;
RRID:Addgene_40881) [233]. Matryca dla enzymu TurboID byl utworzony przez dr Mileng
Krajewska plazmid pcDNA3.1-ROMK2-TurbolD.

Wektor OTC-TurbolD

Wektor pOTC-TurbolD zwany dalej OTC-TurboIlD koduje biatko fuzyjne OTC-
TurbolD-3xHA. Zostat utworzony w naszej Pracowni przez dr. Milen¢ Krajewska na podstawie
matrycy pOTC udostepnionej przez Nicholasa Hoogenraada (Addgene plasmid #71877,
http://n2t.net/addgene:71877; RRID:Addgene_71877) [234]. OTC-TurbolD-3xHA zostato
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wklonowane do wektora pcDNA3.1/Hygro(+). Matrycg dla enzymu TurbolD byt utworzony
przez dr Mileng Krajewska plazmid pcDNA3.1-ROMK2-TurbolD.

Wektor NUC-TurbolD

Plazmid 3xHA-TurbolD-NLS_pCDNA3 zwany dalej NUC-TurbolD zostat
udostepniony w bazie Addgene przez Alice Ting (Addgene plasmid #107171;
http://n2t.net/addgene:107171; RRID:Addgene 107171) (Branon i wsp., 2018). Wielkos¢

wektora wynosi 6524 par zasad i niesie ze sobg gen opornosci na ampicyling.
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Rycina 6 Mapa plazmidu 3xHA-TurbolD-NLS_pCDNAZ3 (zrodto: www.addgene.org)

Wektor CYT-TurbolD
Plazmid CYT-TurbolD uzyskano w ramach realizacji tej pracy na bazie plazmidu
3xHA-TurbolD-NLS_pCDNA3 poprzez wprowadzenie kodonu STOP przed sekwencja

kierujaca biatko TurboID do jadra komoérkowego.
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Wektor B4-TurbolD
Plazmid B4-TurboID koduje biatko fuzyjne B4-TurbolD-3xXxHA uzyskano w ramach
realizacji tej pracy na bazie plazmidu p4-FLAG (Origene) poprzez wklonowanie do wektora

sekwencji kodujacej biatko TurbolD.

Wektor a-TurbolD
Plazmid a-TurbolD uzyskano w ramach realizacji tej pracy na bazie plazmidu kodujacy

gen KCNMAL — izoforma VEDEC poprzez wklonowanie do wektora sekwencji TurbolD.

Wektor TMX1-FLAG

Zastosowano komercyjnie dostepny wektor TMX1 (NM_030755) Human Tagged ORF
Clone firmy Origene (TMX1, Myc-DDK-tagged, Human thioredoxin-related transmembrane
protein 1). Jest to wektor pPCMV6, ktéry zawiera sekwencje kodujaca btonowe biatko zwigzane
z tioredoksyng 1. Wektor wraz ze wstawka ma wielkos¢ 5721 par zasad. Wklonowana otwarta
ramka odczytu ma wielkos¢ 840 pz. W sekwencji zawarta jest metka FLAG oraz Myc

na C-koncu biatka. Wektor ten niesie geny opornosci na kanamycyne oraz neomycyneg.

CMV promoter

2 —
SV40 ori A al
VP1.5 primer
T7 promoter
Sgfl
.
\
o
2
- RC206187 i
2 (5.7 kb) -
’
Miul
Myc-DDK
XL39 primer
%’51 _—

PolyA signal

Rycina 7 Mapa plazmidu RC206187 (zrodto: https://www.origene.com)

Wektor p4-HA
Wektor zostal uzyskany za pomocg klonowania molekularnego. Uzyskano go

na podstawie komercyjnie dostepnego wektora KCNMB4 (NM_014505) Human Tagged ORF
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Clone firmy Origene. Jest to wyzej opisany wektor B4-FLAG, ktéry zawiera sekwencjg
kodujaca podjednostke B4 ludzkiego kanalu BKca. Za pomoca metody klonowanie bez uzycia
enzymoOw restrykcyjnych (,,quickchange”) metke FLAG zastgpiono metkg HA. W tym celu
zastosowano pare¢ starterow P4-FLAG-HA. Nowouzyskany wektor ma wielkos¢ 5454 par
zasad. Wklonowana otwarta ramka odczytu ma wielkos¢ 630 pz. W wektorze zachowano

opornosci na kanamycyng¢ oraz neomycyng.
5.2 Modele komorkowe wykorzystane w pracy

5.2.1 Linia komorkowa HEK293T

HEK293T jest ludzka linig komdrkowa wyprowadzong z linit HEK293 embrionalnych
komorek nerki (ang. human embryonic kidney). Komorki HEK293T posiadajg wprowadzony
gen kodujacy duzy antygen T wirusa SV40 (ang. Simian virus 40). Linia ta jest czgsto
wykorzystywana w badaniach, gdyz wykazuje szybkie tempo wzrostu oraz tatwa i wysoka
wydajnos¢ transfekcji [235]. Wedle danych literaturowych komorki HEK293, a zatem
tez HEK293T nie ekspresjonuja podjednostek kanatu typu BKca. Stad potencjalnie pozwala na
selektywna ekspresj¢ poszczegolnych podjednostek kanatu [236]. Linie HEK293T dzikiego
typu oraz wybrane mutanty pochodzity z pracowni dr Davida Strouda z Monash University,
Australia (obecnie The University of Melbourne, Australia). Hodowle komorek ssaczych
prowadzono w medium hodowlanym DMEM (ang. Dulbecco’s modified eagle medium)
(Pracownia Chemii Ogoélnej, Instytut Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN oraz Biowest) o zawartosci glukozy 4,5 g/LL wzbogaconym w 10% ptodowa
surowicg bydleca (FBS, ang. fetal bovine serum, Gibco by Life Technologies USA), 100 pg/ml
penicyliny (Sigma Aldrich), 100 pg/ml streptomycyny (Sigma Aldrich), urydyng 50 pg/ml
(Sigma) oraz 2 mM L-glutaminy lub GlutaMAX Supplement (Gibco by Life Technologies,
USA). Komorki hodowano w temperaturze 37°C w sterylnej, wilgotnej atmosferze
0 5% zawartosci CO2. Medium wymieniano co 2-3 dni. Komoérki hodowano w plastikowych
butelkach hodowlanych o powierzchni 75 cm?, na szalkach plastikowych lub plytkach
wielodotkowych (Sarstedt, Niemcy). Konfluentne komorki pasazowano w stosunku 1/3 - 1/10

objetosci.
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5.2.2 Linia komérkowa astrocytoma U-87 MG

Ludzkie komoérki gwiazdziaka astrocytoma U-87 MG (Uppsala 87 Malignant Glioma,)
to linia ustabilizowana z komoérek mdzgu, pobrana od pacjenta chorego na nowotwoér mozgu
(glejak). W mitochondriach z linii komérkowej U-87 MG stwierdzono wysoka aktywnosc¢
mitochondrialnego kanatlu BKca. Hodowle komoérek ssaczych prowadzono w medium
hodowlanym DMEM (ang. Dulbecco’s modified eagle medium) (Pracownia Chemii Ogolnej,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN oraz Biowest)
o zawartos$ci glukozy 4,5 g/L wzbogaconym w 10% ptodowa surowicg bydlgca (FBS, ang. fetal
bovine serum, Gibco by Life Technologies USA), 100 pg/ml penicyliny (Sigma Aldrich),
100 pg/ml streptomycyny (Sigma Aldrich), urydyne 50 pg/ml (Sigma) oraz 2 mM L-glutaminy
lub GlutaMAX Supplement (Gibco by Life Technologies, USA). Komoérki hodowano
w temperaturze 37°C w sterylnej, wilgotnej atmosferze o 5% zawartosci CO2. Medium
wymieniano co 2-3 dni. Komorki hodowano w plastikowych butelkach hodowlanych
0 powierzchni 75 cm?, na szalkach plastikowych lub plytkach wielodotkowych (Sarstedt,

Niemcy). Komorki pasazowano w stosunku 1/3 - 1/10 objgtosci.

5.3 Przejsciowa transfekcja komodrek eukariotycznych

Komorki transfekowano z wykorzystaniem polietylenoiminy (PEL,
ang. polyethylenimine, Sigma Aldrich). Transfekcj¢ przeprowadzano w hodowlach o $rednie;j
konfluencji 70-90%.

Wodny roztwor PEI sterylizowano za pomocg filtracji filtrem strzykawkowym 0,22 pum.
W wigkszosci doswiadczen proporcje odczynnika transfekujacego do DNA wynosita 3:1.
W doswiadczeniach z wykorzystaniem techniki TurbolD proporcja ta wynosita 4:1. Do dwdch
sterylnych probowek dodano 1 ml medium do transfekcji Opti-MEM (Gibco) o temperaturze
37°C. W przypadku transfekcji hodowli prowadzonej z wykorzystaniem plytek hodowlanych
0 $rednicy 150 mm do pierwszej probowki dodano 20 pug wybranego plazmidu, mieszano
1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Do drugiej probowki dodano 60 pg
roztworu PEI, mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5-15 minut.
Nastepnie zawarto$¢ proboéwki z PEI przenoszono do probowki z DNA, delikatnie mieszano
1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej w celu umozliwienia powstania
kompleksow PEI z DNA. Kolejno do probowki dodawano pozywke Opti-MEM do koncowe;j

objetosci roztworu rownej 5 ml. W nastepnej kolejnosci wymieniano medium hodowlane
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w hodowlach na medium zawierajaca kompleksy DNA — PEIL Transfekowane komorki
inkubowano przez 3,5 godzin w inkubatorze hodowlanym, w temperaturze 37°C w atmosferze
0 5% zawartos$ci CO». Nastepnie wymieniono medium Opti-MEM na petne medium hodowlane
DMEM. Po uptywie 20-24 godzin komorki zbierano w celu przeprowadzenia zaplanowanych
doswiadczen.

W czesci doswiadczen majacych na celu identyfikacje partnerow biatkowych
przeprowadzano transfekcje przejsciowa inkubujac komorki w obecnosci kompleksow PEI —
DNA przez 24 godziny w medium hodowlanym pozbawionym antybiotykow.

Do oszacowania skutecznosci transfekceji, we wstepnych doswiadczeniach zastosowano
plazmid kodujacy zielone biatko fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein).
Transfekcje przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang powyzej. Jako kontrole negatywna
wykorzystano komorki nietransfekowane. Obserwacji skuteczno$ci transfekcji dokonano
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego (Olympus [X71) wykonujac zdjecia
w $wietle przechodzacym w (kontrascie fazowym) oraz we fluorescencji wykorzystujac
odpowiedni filtr w celu wzbudzenia biatka GFP. Zdj¢cia wykonano przy uzyciu kamery DLT-
Cam PRO 8 MP USB 3.0. (Rycina 8). Doswiadczenia te wykazaty skutecznos¢ PEI jako
odczynnika umozliwiajacego transfekcje komoérek HEK293T.
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HEK293T

+ GFP

Kontrola

kontrast fazowy fluorescencja

Rycina 8 Fotografia mikroskopowa przedstawiajaca komérki HEK293T po transfekcji plazmidem
kodujacym biatko GFP z wykorzystaniem PEI (+GFP). Zdj¢cie wykonane z uzyciem mikroskopu optycznego
Olympus I1X71. Zdjecia wykonano w $wietle przechodzacym z wykorzystaniem kontrastu fazowego (lewy panel)
oraz we fluorescencji po wzbudzeniu GFP (prawy panel). Zdjecia porownano z komérkami nietransfekowanymi
(kontrola).

5.4 Oczyszczenie RNA z komorek eukariotycznych

W celu oczyszczenia RNA z komorek eukariotycznych, wykorzystywano zestaw RNeasy
Mini Kit (QIAGEN) zgodnie z protokotem producenta.

Osad komorkowy zawieszano w odpowiedniej objetosci buforu RLT (zgodnie
z protokotem producenta) a nastgpnie dodawano taka sama objetos¢ etanolu o stezeniu 70%.
Uzyskang zawiesing komoérek przenoszono na kolumny, ze zlozem do oczyszczania.
Nastepnie wirowano przy 10 000 x g, przez 15 sekund, przesacz odrzucano. Na kolumne
naktadano 350 pl buforu RW1 i wirowano w tych samych warunkach, a przesacz odrzucano.
Bufor RW1 ma na celu odplukanie z membrany bialek, kwasow ttuszczowych i innych
zanieczyszczen. W celu wusunigcia DNA na zloze dodawano 10 pul roztworu
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deoksyrybonukelazy (DNase) zawieszonej w 70 pl buforu RDD i inkubowano przez 15 minut.
Nastepnie dodawano 350 pl buforu RW1 i wirowano 10 000 x g, przez 15 sekund, po czym
przesagcz odrzucano. Na kolumn¢ ze ztozem nanoszono 500 upl buforu RPE, wirowano
10 000 x g przez 15 sekund, nastgpnie krok powtarzano. Zadaniem buforu RPE jest usunigcie
resztek soli, ktére byly zawarte we wczesniej stosowanych buforach do plukania. RNA
eluowano woda wolng od nukleaz do sterylnej probowki wirujac kolumng z predkoscia
10 000 x g przez 1 minute. Stezenie uzyskanego RNA oznaczano spektrofotometrycznie
z wykorzystaniem urzadzenia NanoDrop One (Thermo Scientific). Warto$¢ absorbancji
kwasow nukleinowych jest najsilniejsza przy dlugosci fali 260 nm (A260). Stezenie kwasow
nukleinowych obliczono na podstawie réwnania Lamberta-Beer’a przy A260. Absorbancje
przy diugosci fali 230 nm (A230) oraz 280 nm (A280) zmierzono do oszacowania
wspotczynnika czystosci A260/A280 oraz A260/A230. Stosunek A260/A280 dla RNA
powinien by¢ zblizony do wartosci 2,0 (czyste RNA, wolne od DNA). Stosunek A260/A230
dla RNA i DNA powinien miesci¢ si¢ w granicach wartosci 1,8 — 2,0. Stosunek ten odnosi si¢
do zanieczyszczen takich jak biatka, barwniki czy bufor do izolacji. Do dalszych badan

uwzgledniano jedynie probki spetniajace kryteria czystosci.

5.5 Synteza cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji

Matryca do przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA
(ang. complementary DNA) bylo RNA oczyszczone z komoérek zgodnie z metoda opisang
powyzej. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano komercyjnie dostgpny zestaw RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) zgodnie z instrukcjg producenta.

W pierwszym etapie przygotowywano mieszaning zawierajaca Spug RNA, 1ul starterow
polinukleotydowych (Random Hexamer Primer) oraz 12 pl wody, ktorag inkubowano
w temperaturze 65 °C przez 5 minut. Nastepnie do schtodzonej mieszaniny dodawano 4 pl
buforu reakcyjnego (5X Reaction Buffer), 1ul inhibitora RNazy (RiboLock RNase Inhibitor,
20 U/ul), 2ul roztworu deoksynukleotydow (10 mM dNTP Mix, ang. deoxy nucleoside
triphosphate), oraz 1ul enzymu katalizujgcego reakcje odwrotnej transkrypcji (RevertAid RT,
200 U/ul).

Po wymieszaniu i zwirowaniu mieszaniny reakcyjnej przeprowadzano reakcje odwrotnej
transkrypcji w termocyklerze C1000 Thermal Cycler firmy Bio-Rad Laboratories Inc..

W pierwszym etapie mieszaning inkubowano w temperaturze 25°C przez 5 minut, nastepnie
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w 42°C przez 60 minut, a w koncowym etapie w 70°C przez 5 min po czym schtadzano probki

do 4°C. Uzyskane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

5.6 Zastosowane techniki reakcji lancuchowej polimerazy (PCR) do analizy ekspresji

wybranych genow

Ekspresj¢ wybranych genow w komoérkach HEK293T badano z wykorzystaniem
tancuchows reakcje¢ polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction). W czesci
eksperymentéw wykorzystano jakosciowy PCR do potwierdzenia obecnosci ekspresji
wybranych genow, natomiast w innych zastosowano ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym
(RT-gPCR), aby okresli¢ poziom ich ekspresji. W tabeli 1 przedstawiono list¢ starterow

wykorzystanych w niniejszej pracy do analizy ekspresji genow.

Tabela 1 Sekwencje starteréw przednich i wstecznych wykorzystanych do analizy ekspresji wybranych
genow

Nazwa Kodowane biatko Sekwencja startera przedniego Sekwencja startera Wielkos¢
genu (5’-3’) wstecznego (5’-3’) produktu [pz]
VEDEC izoforma VEDEC GGGACAAACAGAATGCAACA GGTACTCATGGGCTTGATTT 113
podjednostki o kanatu
mitoBKca
KCNMA1 podjednostka a kanatu CCCGCAGACACTGGCCAATAG GAGCATCTCTCAGCCGGTAA 167
BKCa
MT-CO1 | Podjednostka  oksydazy TTAGCTGACTCGCCACACTC GGCCACCTACGGTGAAAAGA 96
cytochromu C
KCNMB4 | podjednostka B4 kanatu | ATTACGGATCCAAGCTCCGGGTGG | CGGCCGAAGCTTTTGGACTCAGA 278
104/105 BKCa CTTAC GTTGTTCACGTA
KCNMB4 | podjednostka B4 kanatu TCCTGACCAACCCCAAGTGC GATGCAGAAGCACATCATCTGG 168
118/119 BKCa
KCNMB4 | podjednostka B4 kanatu | GTTCGAGTGCACCTTCACCT AGGAGCACTTGGGGTTGGT 149
212/213 BKCa
GAPDH dehydrogenaza aldehydu | TCAGACACCATGGGGAAGGTGAA GAATCATATTGGAACATGTAAAC 161
3- fosfoglicerynowego CATG
B2M B2-mikroglobulina TCTCTGCTCCCCACCTCTAAG TGCTGTCTCCATGTTTGATGT 86

W eksperymentach majacych na celu sprawdzenie ekspresji wybranych genéw
przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnej mieszaniny reakcyjnej
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich). Zestaw ten zawiera polimeraz¢ DNA
Tag, mieszaning deoksynukleotydéw (ANTP mix), bufor reakcyjny oraz barwnik obcigzajacy

probke. Reakcje PCR prowadzono w objetosci 25 pl. Mieszaning reakcyjng przygotowywano
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dodajac 12,5 ul REDTaq ReadyMix, 1 ul matrycy cDNA, po 1 ul odpowiednich starteréw

oraz 9,5 ul wody. Reakcje przeprowadzano w nast¢pujacych warunkach:

denaturacja wstepna dsDNA - 95°C, 3 min
denaturacja - 95°C, 1 min

przylaczanie starteréw - 58°C -65°C, 1 min

Eal N

wydluzanie syntetyzowanej nici DNA - 72°C, 3 min

kroki 2-5 powtarzano 30-35 razy

o1

koncowe wydhuzanie syntetyzowanej nici DNA - 72°C, 5 min

6. schtodzenie mieszaniny reakcyjnej do 4°C

Obecnos¢ produktu po amplifikacji analizowano z wykorzystaniem elektroforezy
na zelu agarozowym w obecnosci standardu wielkosci (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-
to-use, Thermo Scientfic, lub 100 bp Tracklt 100 bp DNA Ladder, Invitrogen). Zel o stezeniu
0,7% - 1% agarozy przygotowywano w buforze TBE o sktadzie 89 mM Tris-kwas borowy;
2 mM EDTA; pH 8.3. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy statym napigciu 100 - 110
V. W celu wizualizacji uzyskanych rozdziatow elektroforetycznych wykonywano zdjgcia
za pomocg urzadzenie do dokumentacji zZeli G:BOX transluminator UV-VIS

wraz z oprogramowaniem (Syngene).

5.7 Reakcja lancuchowa polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym (RT-gPCR)

Analize ilosciowg ekspresji wybranych genow wykonywano z wykorzystaniem matrycy
cDNA przygotowanej w sposob opisany powyzej. W doswiadczeniach tych zastosowano
reakcje tancuchows polimerazy z analizag w czasie rzeczywistym (RT-gPCR, ang. quantitative
real-time polymerase chain reaction). Reakcje RT-gPCR przeprowadzono na urzadzeniu
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) z wykorzystaniem ptytek
96-dotkowych (MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode; 0,1 ml; Applied
Biosystems, USA).

W celu przeprowadzeniu reakcji RT-qPCR przygotowano mieszaning zawierajgca
specyficzne dla badanego genu startery przednie 1 wsteczne w koncowych stgzeniach 10uM
kazdy, 1 ul cDNA, 10 ul mieszaniny SYBER Green Select Master Mix (mieszanina polimerazy
oraz oligonukleotydowych sond znakowanych fluoroforem) oraz 7 ul wody. Catosé

przenoszono do studzienki w ptytce 96-dotkowej. Przygotowang ptytke zaklejano folig
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(MicroAmp Optical Adhesive Film, PCR compatible DNA/RNA/RNase Free, Applied
Biosystems). Zamknieta ptytke wytrzasano oraz wirowano przy 500 x g przez 5 minut.
Temperatura na 4 etapie cyklu reakcji RT-qPCR zalezna byta od wybranych starteroéw. Reakcje
rozpoczynano poprzez inkubacje¢ probek w 50°C przez 2 min, po czym zwigkszano temperaturg
do 95°C i inkubowano przez 10 min. Nast¢pnie przeprowadzano 45 cykli obejmujacych
inkubacje w 95°C przez 15 sekund, inkubacje w temperaturze 50-60°C (w zalezno$ci
od uzytych starter6w) przez 1 minute. Otrzymane wyniki analizowano na podstawie wartosci
cykli progowych (Ct) dla badanego genu w badanych liniach komorkowych. Genem
aldehydu  3- GAPDH
(ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). W celu uniknigcia fatszywie dodatnich

referencyjnym byta  dehydrogenaza fosfoglicerynowego

odczytow zastosowano kontrole podajac do mieszaniny reakcyjnej wode zamiast cDNA.

5.8 Mutageneza wybranych wektorow poprzez klonowanie DNA bez wykorzystania

enzymow restrykcyjnych (restriction-free cloning)

W trakcie realizacji niniejszej pracy przygotowano wektory kodujace wybrane biatka
sfuzjowane z odpowiednimi metkami lub biatkiem TurboID. W tym celu zastosowano
klonowanie bez uzycia enzymow restrykcyjnych, tzw. RFC (ang. restriction-free cloning)
[237]. Metoda ta pozwala na wprowadzanie, usunigcie lub modyfikacje wybranego fragmentu
sekwencji DNA w plazmidzie. W niniejszej pracy technike t¢ wykorzystano do wprowadzenia
sekwencji kodujgcych enzym TurbolD oraz metki w genach kodujgcych wybrane biatka.
Zmiany w sekwencji kodujacej wprowadzane byly z wykorzystaniem odpowiednio

zaprojektowanych starterow (Tabela 2).

Tabela 2 Sekwencje starterow wykorzystanych w pracy do mutagenezy metoda quickchange

Nazwa B G Sekwencja startera przedniego Sekwencja startera wstecznego
plazmidu (5’-3’) (5’-3’)
B4-FLAG-HA zmiana metki FLAG na HA ATACGATGTTCCAGATTACGCTGTTTA TCTGGAACATCGTATGGGTAACGCG
w podjednostce B4 AACGGCCGGCCGC TAGAGAACTTGCGC
kanatu BKc,
CYT-TurbolD Wprowadzenie stop AAAGTAGTAATGAGAATTCAGCAGGG TCTCATTACTACTTTTCGGCAGACCG
kodonu do plazmidu CCGACC CAGAC
NUC-TurbolD
TURBO-ID-B4 | Fuzja TurbolD do TGGATTACAAGGATGACGACGATAAG TATGACCGCGGCCGGCCGTTTACTTT
podjednostki B4 kanatu GTTAAAGACAATACTGTGCCTCTGA TCGGCAGACCGCAG
BKCa
TURBO-ID Fuzja TurbolD do TGAGGCCCACCTGGTGCCATGGAAAG | ATCAGCTTCTGCTCCTCGGCGCCTTTT
podjednostki VEDEC ACAATACTGTGCCTCTGA CGGCAGACCGCAG
VEDEC
kanatu BKc,
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Reakcje PCR prowadzono w objetosci 20 pl. Mieszanine reakcyjna przygotowywano
dodajac 4 ul buforu reakcyjnego 5x Phusion HF, 2 pul dNTP mix (200 uM), po 0,5 ul startera
przedniego i wstecznego (w koncowym stezeniu 0,25 uM), 50 ng matrycowego DNA (wybrany
plazmid przeznaczony do modyfikacji), 0,2 ul Phusion Hot Start II Polymerase (2U/ul)

oraz odpowiednig objetos¢ wody. Reakcje przeprowadzano w nastepujacych warunkach:

denaturacja wstegpna dsDNA - 98°C, 30 sek
denaturacja - 98°C, 10 sek
przytaczanie starteréw - 55°C - 72°C, 1 min

N

wydhluzanie syntetyzowanej nici DNA - 72°C, 1 min/1000 pz + 2 min

kroki 2-4 powtarzano 18 razy

o

koncowe wydtuzanie syntetyzowanej nici DNA - 72°C, 15 min

6. schtodzenie mieszaniny reakcyjnej do 4°C

Po przeprowadzeniu reakcji PCR probke inkubowano z enzymem restrykcyjnym Dpnl
(Thermo Scientific) przez 120 minut w temperaturze 37°C w celu degradacji metylowanego
DNA (matryca DNA podlegajaca modyfikacji).

W celu uzyskania klonow bakteryjnych niosagcych wybrany wektor komorki
kompetentne (E. coli NEB Stable C29871, New England Biolabs) transformowano
z wykorzystaniem szoku cieplnego. Do zawiesiny 50 — 100 ul bakterii dodawano 1-2 pl
produktu klonowania i inkubowano na lodzie przez 30 min. Nast¢pnie komoérki poddawano
45-90 sekundowemu szokowi termicznemu (42°C) i ponownie inkubowano na lodzie
przez kilka minut. Do bakterii dodawano pozywke LB lub SOC (2% peptony roslinne;
0,5% ekstrakt z drozdzy; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCIl; 10 mM MgClp; 10 mM MgSO4;
20 mM glukoza) i inkubowano w 37°C przez 1 godzing wytrzasajac hodowlge w tempie
180 obrotow/min. Po zakonczeniu inkubacji bakterie wirowano (11 000 x g) przez 30 sekund.
Osad bakteryjny zawieszano w pozywce, a nastgpnie przenoszono na szalki hodowlane
z medium stalym zawierajagcym odpowiedni antybiotyk. Szalki inkubowano w 37°C przez noc
w celu uzyskania pojedynczych klonéw. W celu zachowania hodowli wybrane hodowle
bakteryjne zawieszano w pozywce hodowlanej LB zawierajacej glicerol w koncowym stezeniu
15% wagowo-objetosciowo. Zawieszone komorki bakteryjne przenoszono do krioprobdéwek

1 przechowywano w zamrazarce w temperaturze -80°C.
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Z uzyskanych klonéw izolowano plazmidowe DNA i sekwencjonowano w celu

identyfikacji plazmidéw z pozadanymi mutacjami.

5.9 Oczyszczanie plazmidowego DNA z komorek bakteryjnych

W celu oczyszczenia niewielkiej ilosci plazmidowego DNA wykorzystywano 5 ml
pozywki plynnej LB z odpowiednim antybiotykiem (ampicyling w stezeniu 100 pg/ml
lub kanamycyng w stezeniu 25 ug/ml). Bakterie zawieszano w medium hodowlanym
i inkubowano przez noc w 37°C w inkubatorze (Infors HT) wytrzasajac hodowle w tempie
180 obrotow/minute. Po namnozeniu hodowli bakterie wirowano i izolowano plazmidy zgodnie
z instrukcja zestawu GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURX).
Procedura ta pozwala na uzyskanie kilkudziesigciu pg plazmidowego DNA.

Mikrokolumn¢ wiazaca, aktywowano za pomoca 30 pl buforu aktywacyjnego Buffer PL
Bakterie zawieszono w 250 pl buforu do zawieszania Cell R po czym dodawano 250 pul buforu
lizujacego Lysis Blue. Po lizie komorek bakteryjnych dodawano 350 ul buforu Neutral B
w celu precypitacji bialek, a nastgpnie probki wirowano przy predkosci 11 000 x g
przez 15 minut. Uzyskany supernatant przenoszono do kolumienki wigzacej, umieszczonej
w probowce odbierajacej. Supernatant wirowano przy 11 000 x g przez 1 minutg.
Nastepnie probke ptukano z wykorzystaniem buforu Wash PLX1 i wirowano przy 11 000 x g
przez 1 minute. Nastepnie plukano probke z wykorzystaniem buforu Wash PLX?2 i wirowano
przy 11 000 x g przez 1 minute. W celu usunigcia pozostato$ci buforu kolumne wirowano
przez 2 minuty przy 11 000 x g. Elucji DNA dokonywano z wykorzystaniem wody lub buforu
do elucji wirujac kolumne przez 2 minuty przy 11 000 x g przez 1 minutg.

W celu uzyskania wiekszych ilosci plazmidowego DNA z bakterii kultur¢ namnazano
w 250/500 ml pozywki plynnej LB zawierajacej odpowiedni antybiotyk. Plazmidowe DNA
izolowano wykorzystujac zestaw PureYieldTM Plasmid Maxiprep System (Promega) zgodnie
z instrukcjg. Hodowle inkubowano przez noc w 37°C w inkubatorze wytrzasajac w tempie
180 obrotow/minute. Nastepnie, bakterie wirowano 10 minut 5000 x g. Osad bakteryjny
zawieszono w 12 ml buforu Cell Resuspension Solution, a nastepnie dodawano 12 ml buforu
Cell Lysis Solution w celu przeprowadzenia lizy. Cato$§¢ mieszano po czym inkubowano
przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Po lizie komodrek bakteryjnych dodawano 12 ml
buforu Neutralization Solution i mieszano po czym calos¢ wirowano przy 14 000 x ¢

przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnic za pomocg pompy prozniowej
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supernatant filtrowano z wykorzystaniem kolumny PureYield Clearing Column umieszczonej
w kolumnie PureYield Maxi Binding Column. Oczyszczony przesacz zwigzany do kolumny
PureYield Maxi Binding Column przeptukano za pomoca 5 ml buforu Endotoxin Removal
Wash w celu usuni¢cia zanieczyszczen np. RNA czy biatka. Nast¢pnie kolumne przeptukano
20 ml buforu Column Wash i suszono przez 5 minut. DNA eluowano za pomocg 1 ml wody
wolnej od nukleaz. Stezenie uzyskanego DNA oznaczano spektrofotometrycznie
z wykorzystaniem urzadzenia NanoDrop One (Thermo Scientific) przy dlugosciach fal 260 nm

1 280 nm, jako kontrol¢ wykorzystujac wode.

5.10 Metody oczyszczania frakcji wzbogaconej w mitochondria

Frakcje komorkowa wzbogacong w mitochondria, oczyszczano stosujac dwa protokoty

w zaleznos$ci od przeznaczenia uzyskanej frakcji mitochondriow.

5.10.1 Oczyszczanie mitochondriow do eksperymentow elektrofizjologicznych

W celu uzyskania frakcji mitochondrialnej wykorzystywanej do eksperymentow typu
patch-clamp komorki rosnace na szalkach plastikowych odrywano z wykorzystaniem trypsyny,
zwirowywano przy 600 x g przez 10 min i zawieszono w roztworze izolacyjnym (250 mM
sacharoza, 5 mM HEPES/KOH, 1 mM EGTA, pH 7,2) z dodatkiem 1 mM PMSF
oraz inhibitorow proteaz (cOmplete, Roche). Nastepnie komorki homogenizowano 10-krotnie
w szklanym homogenizatorze (rozmiar 19, Kontes Glass Co.). Homogenat wirowano
przy 9200 x g, przez 10 min w temperaturze 4°C. Osad zawieszono w 1 ml powyzszego buforu
I wirowano przy 750 x g przez 10 min w temp. 4°C. Nastgpnie supernatant zawierajacy
mitochondria wirowano przy 9 200 x g, przez 10 min w temp. 4°C. Osad zawierajacy frakcje

wzbogacong w mitochondria zawieszono w 300 pl buforu sacharozowego.

5.10.2 Oczyszczanie mitochondriow do eksperymentow biochemicznych

W celu zwigkszenia wydajnos$ci oczyszczania frakcji wzbogaconych w mitochondria
zastosowano protokol wykorzystujacy wstepng permeabilizacje komorek z wykorzystaniem
digitoniny [238]. Digitonina to niejonowy detergent, ktory permeabilizuje blony biologiczne
poprzez interakcj¢ z cholesterolem.

Komorki oderwane od podtoza z wykorzystaniem trypsyny lub zdrapane mechanicznie

(25-50 mln), po przeptukaniu PBS, zwirowywano przy 600 x g przez 10 min i zawieszano
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w 8 ml schtodzonego buforu do izolacji zawierajacym 210 mM mannitol, 70 mM sacharoze,
0,5 M HEPES-KOH oraz albuming z surowicy bydlgcej 1 mg/ml (BSA, ang. bovine serum
albumin), pH 7,2. Do buforu dodawano mieszaning inhibitorow proteaz bez EDTA (cOmplete
, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche) oraz 1 mM PMSF. Nastepnie do zawiesiny
komorek, w celu permeabilizacji btony zewnetrznej dodawano digitoning (Servo)
rozpuszczonej w DMSO, w maksymalnym koncowym st¢zeniu 400 ug/ml. Po inkubacji
przez 1 minut¢ zawiesing rozcienczano do 50 ml buforem do izolacji i wirowano 3000 x g
przez 10 min w temperaturze 4°C. Otrzymany osad zawieszono w 8 ml buforu do izolacji
i homogenizowano na lodzie 10-krotnie, w szklanym homogenizatorze (rozmiar 19,
Kontes Glass Co.). Na tym etapie zachowywano cz¢$¢ homogenatu w celu wykorzystania
do eksperymentéw kontrolnych. Do pozostalej czesci homogenatu dodawano bufor do izolacji
do koncowej objetosci 50 ml i wirowano na rotorze wychylnym przy 1200 x g przez 10 min
w temperaturze 4°C w celu usuniecia cigzkich frakcji. Zebrany supernatant wirowano
Kilkukrotnie przy 1200 x g przez 10 min w temperaturze 4°C do momentu gdy osad
byt niewidoczny. Nastgpnie zebrany supernatant zawierajacy frakcje mitochondrialng
wirowano przy 10 000 x g przez 1 godzing w temperaturze 4°C. Uzyskany osad zawieszono
w 10 ml buforu do izolacji i wirowano przy 10 000 x g przez 30 minut przy temp. 4°C.
Osad mitochondriow zawieszono w 700 pl buforu izolacyjnego i wirowano przy 10 000 x g
przez 15 minut w temp. 4°C. Nast¢pnie 0sad zawieszano w buforze izolacyjnym bez BSA
I wirowano 10 000 x g przez 15 minut w temp. 4°C. Tak oczyszczone mitochondria zawieszano
w 100 pl zimnego buforu izolacyjnego bez BSA. Probke zmrazano w cieklym azocie

1 przechowywano do dalszych eksperymentow w -80°C.

5.11 Identyfikacja potencjalnych partnerow bialkowych podjednostek kanalu BKca z

wykorzystaniem biotynylacji bialek

W celu uzyskania informacji dotyczacych potencjalnych oddziatywan podjednostek
kanalu BKca wykorzystano biotynylacje potencjalnych partneréw z wykorzystaniem
zmodyfikowanej ligazy BirA (TurbolD) [239]. Doswiadczenia te obejmowaty przygotowanie
konstruktow kodujacych wybrane podjednostki sfuzjowane z enzymem TurbolD, ekspresje
biatek 1 biotynylacje partnerow w komorkach HEK293T, izolacj¢ bialek biotynylowanych
oraz ich identyfikacjg.
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Biotynylacja oraz oczyszczanie biotynylowanych bialek

Komorki HEK293T transfekowano przejsciowo wybranymi plazmidami kodujacymi
wybrane biatka sfuzjowane z enzymem TurbolD z wykorzystaniem odczynnika PEI
(w stosunku 4:1 do plazmidowego DNA). 24 godziny po transfekcji zmieniano medium
zawierajace PEI i DNA na pelng pozywke, dodawano biotyng w stezeniu koncowym 0,5 mM
I inkubowano przez 3 godziny.

Procedura oczyszczania biotynylowanych bialek zostala przeprowadzona zgodnie
z wezesniej opublikowang metoda [240, 241].

W celu solubilizacji probek material zawieszano w 5 ml buforu do solubilizacji.
Nastepnie probki sonikowano wykorzystujac sonikator cyfrowy BRANSON Digital sonifier).
Probki sonikowano na lodzie przez 50% cyklu pracy przez 1 minute przy pulsacyjnym trybie
pracy co 0,1 sekundy (catkowity czas sonikacji trwat 2 minuty). Po sonikacji do probek
dodawano 9 ml buforu do solubilizacji i mieszano na rotatorze (Multi Bio RS-24, Biosan)
przez 10 minut w temperaturze 4°C. Nastgpnie probke wirowano przy 5500 x g przez 30 minut
w temperaturze 4°C na rotorze wychylnym (ang. swing-out) (rotor 11133, Sigma). W trakcie
wirowania komorek po solubilizacji przygotowano ztoze magnetyczne. W tym celu 250 ug
ztoza magnetycznego z immobilizowang streptawidyng Dynabeads MyOne Streptavidin C1
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) przeptukano buforem do solubilizacji komorek.
Na statywie magnetycznym (PureProteome Magnetic Stand) zatrzymano ztoze magnetyczne,
a bufor odrzucono. Supernatant po wirowaniu mieszano na rotatorze ze ztozem magnetycznym
przez noc w 4°C. Nastepnego dnia ztoze z biotynylowanymi biatkami oddzielono od roztworu
zawierajacego reszte lizatu na statywie magnetycznym. Ztoze przeptukano dwukrotnie
na rotatorze buforem do ptukania 1 (5 ml przez 10 minut). Nastgpnie probki dwukrotnie
przeplukano na rotatorze buforem do plukania 2 (5 ml przez 10 minut). Nastgpnie zloze
dwukrotnie przeplukano na rotatorze buforem do plukania 3 (5 ml przez 10 minut). Probki
w wariancie C dodatkowo przeptukano dwukrotnie buforem do ptukania 4 (5 ml przez 10
minut). Na koniec w celu usuni¢cia wszystkich detergentéw i soli ztoze przeptukano 3-krotnie
za pomocg 10 mM Tris pH 7.4 (5 ml przez 10 minut) w celu rehydratacji. Ztoze zatrzymano
na statywie magnetycznym, usunig¢to bufor i zawieszano w 250 pl 10 mM Tris pH 7.4. 25 ul
probki zachowano do dalszych eksperymentoéw, reszte probki przekazano do analizy
spektrometrem mas do Srodowiskowego Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii
i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk. Parametry analizy wykonanej przez Srodowiskowe
Laboratorium Spektrometrii Mas. Tolerancja masy prekursora: 5 ppm. Jony produktu
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przeszukiwano z tolerancjag masy 0,01 Da. Maksymalny stan natadowania jonu prekursora
uzytego do poszukiwan: 7. Metylacj¢ cystein poszukiwano jako utrwalong modyfikacje,
a utlenianie metionin jako modyfikacje zmienne. Jako enzym stosowano trypsyne. Widma
spektrometrii mas przeszukiwano przy uzyciu wyszukiwarki MASCOT w bazie danych
sekwencji bialek Homo sapiens.

Ponizej przedstawiono sktad poszczegdlnych buforow wykorzystanych w opisanych

eksperymentach.

Sktad buforu do solubilizacji:

- 50 mM Tris/HCl pH 7.4

- 150 mM NacCl

- 0.4% SDS

- 1% NP-40

- 1mMEGTA

- 1,5mM MgCl;

- mieszaniny inhibitoro6w proteaz (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail, Roche)
- 2mM PMSF

Sktad buforu do ptukania 1:
50 mM Tris pH 7.4
2% SDS

Sktad buforu do ptukania 2:
- 0.1% (w/v) deoksycholan sodu
- 1% (w/v) Triton X-100
- 1mMEDTA
- 500 mM NacCl
- 50 mM HEPES/NaOH pH 7.5

Sktad buforu do ptukania 3:
0.5% (wi/v) deoksycholan sodu
0.5% (w/v) NP-40
1 mM EDTA
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- 250 mM LiCl
- 10 mM Tris, pH 7.4

5.12 Koimmunoprecypitacyjne oczyszczanie bialek (Co-IP)

Immunoprecypitacja to metoda polegajaca na oczyszczeniu wybranego biatka
z homogenatu badz frakcji komorkowej. Do tego celu wykorzystuje si¢ ztoze zwigzane
kowalencyjnie ze swoistym przeciwciatem. Celem zastosowanej metody byto identyfikacja
interakcji pomiedzy biatkami, ktore odnaleziono metoda biotynylacji TurbolD i analiza
spektrometrii mas.

Do probki dodawano takg ilos¢ buforu do solubilizacji (Tabela 3) by koncowe st¢zenie
biatka wynosilo Img/ml buforu. W przypadku probki mitochondrialnej mitochondria
zwirowywano 20 000 x g, przez 10 min w temperaturze 4°C. Mitochondria lub cate komorki
solubilizowano na rotatorze przez 30 minut w temp. 4°C. Po tym czasie probke zwirowano
w celu usunigcia cze$ci niezsolubilizowanej przy 15 000 x g przez 10 min, w 4°C.
Na tym etapie zachowano okoto 10% probki. Do oczyszczania przygotowano ztoze
magnetyczne sprz¢zone z przeciwcialem monoklonalnym anty-FLAG (DDDDK-tagged
Protein Magnetic Purification Kit, MBL Life Science) lub przeciwciala monoklonalnego
anty-HA (HA-tagged Protein Magnetic Purification Kit, MBL Life Science). 50 pl ztoza
zawieszono w probowce typu Eppendorf, ktorg umieszczono w statywie magnetycznym
i przeptukano 500 pl buforu do ptukania. Probki po solubilizacji inkubowano ze ztozem przez
1 godzing lub przez noc w temperaturze 4°C na rotatorze. Nastgpnego dnia odciggano bufor
1 zachowywano jako probke zawierajaca biatka niezwigzane ze ztoze (ang. unbound). Pozostale
w probowce zloze optukiwano 10-krotnie buforem do ptukania. W kolejnym kroku
przeprowadzano elucje¢ z wykorzystaniem peptydu DDDDK o stezeniu 1 mg/ml
(DDDDK-tagged Protein Magnetic Purification Kit, MBL Life Science) lub peptydu HA
(Roche) o stezeniu 1 mg/ml. Elucje prowadzono przy uzyciu 20 ul peptydu zawieszonego
w buforze do ptukania przez 30 minut w temp. 4°C. Elucje przeprowadzono 2-krotnie. Zebrany
eluat polaczono 1 zamrozono w -20°C do dalszych eksperymentéw. Sklad buforow

wykorzystanych w tych dos§wiadczeniach opisano w tabeli 3.
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Tabela 3 Sklad buforow wykorzystanych do oczyszczania bialek metoda Co-1P

Bufor do solubilizacji Bufor do ptukania
Sktad komorki mitochondria komorki mitochondria
digitonina 1% 1% 0,1% 0,1%
Tris pH 7,7 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
EDTA 5mM 0,21mM 0,1mM 0,21mM
NaCl 150mM 100mM 150mM 150mM
glicerol bez dodatku 10% 10% 10%
PMSF 1mM 1mM 1mM 1mM
cOmplete 1x 1x 1x 1x

W czeéci doswiadczen komoérki HEK293T transfekowano réwnoczesnie dwoma
plazmidami kodujacymi wybrane biatka sfuzjowane z metka FLAG i HA (Rycina 9).
W tych eksperymentach po solubilizacji probke dzielono na dwie réwne czes$ci. Po czym

prowadzono oczyszczanie zgodnie z opisem powyzej stosujac odpowiednie ztoza.
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?Eit elucja za pomocg peplydu HA (U)

inkubacji probki
ze ziozem magnetycznym o powinowactwie do
przeciwciata monaklonalnega anty-HA

24 godz, usuniecie frakeji
N » il i i inputfizat
15000 x g, 10 min, 4°C )]

mitachendria lub lizat kamérkawy

OPTIMEM =
+

plazmid - 15 min inkubacja
" v

r

HEK293T
palietylenoimina
(PEI}

inkubacji probki
Zze Zozem magnelycznym o powinowaclwie do
przeciwciala manoklonalnego anty-FLAG
inne

e, 0@% . Qef ® o

biatka nigzwigzane
ang. unbound
eluat (U)

(E) elucja za pomocs peplydu FLAG

Rycina 9 Koimmunoprecypitacyjne oczyszczenie z probki bialek wraz z partnerami na zlozu magnetycznym
0 powinowactwie wobec przeciwciata anty-FLAG lub anty-HA. Komoérki HEK293T transfekowano jednym badz
dwoma plazmidami zawierajacymi metki FLAG i HA. Rysunek wtasny
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5.13 Pomiar stezenia bialka w probkach

Pomiaréw stezenia biatka w probkach dokonywano za pomoca metody Bradforda

oraz kwasu bicynochoninowego (BCA, ang. bicinchoninic acid).

5.13.1 Pomiar st¢zenia bialka metoda Bradforda

Metoda Bradforda opiera si¢ na reakcji reszt aminokwasowych lizyny, argininy
oraz w mniejszym stopniu histydyny i aminokwas6éw aromatycznych w biatkach z anionowa
forma biekitu Coomassie G-250.

Pomiar stezenia biatka w probce otrzymanej z preparatoéw pozyskanych z réznych
frakcji komorkowych rozpoczeto od przygotowania krzywej wzorcowej na podstawie biatka
referencyjnego albuminy bydlecej (BSA) o znanym stezeniu: 0, 1, 3, 5, 7, 10 pg/ ml. Biatko
rozcienczano w 100 mM NaOH do koncowej objetosci 50 pl. Probki badane mierzono w dwoch
powtdrzeniach. Pobrano 1 pl 1 2 pl probki badanej i dodawano do niej 50 ul NaOH (100 mM)
w celu denaturacji biatek. Inkubowano przez 5 minut. Podobnie zdenaturowano probki krzywej
wzorcowej. Do roztworow krzywej wzorcowej i probki badanej dodano po 1 ml komercyjnie
dostgpnego barwnika Protein Assay Dye Reagent Concentrate (BioRad). Odczynnik
rozcienczonego w stosunku 1:4 zgodnie z instrukcja producenta. Nastgpnie probki inkubowano
przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Pomiar absorbancji mierzono w kuwetkach objetosci
1,5 ml (Disposable cuvettes; 1,5 ml semi-micro; PS; dimensions 12,5x12,5x45 mm; BRAND
GMBH+ CO KG) z wykorzystaniem spektrofotometru Biomate3 (Thermo Scientific)
przy dtugosci fali 595 nm.

5.13.2 Metoda z zastosowaniem kwasu bicynchoninowego (BCA)

Metoda oznaczania biatka z =zastosowaniem kwasu bicynchoninowego (BCA,
ang. bicinchoninic acid) opiera si¢ na redukcji jonéw miedzi Cu?* do Cu* przez aminokwasy
t.J. cysteing, cystyne, tryptofan, tyrozyne 1 wigzanie peptydowe w $rodowisku zasadowym.
Nastepnie jon Cu® zostaje chelatowany przez dwie czgsteczki BCA tworzgc barwny kompleks
koloru fioletowego. Intensywno$¢ barwy jest proporcjonalna do stg¢zenia biatka w probce.

Pomiar stgzenia biatka wykonano za pomoca komercyjnie dostepnego zestawu
pomiarowego BCA Protein Assay Kit - Reducing Agent Compatible, Pierce (Thermo
Scienitific). Na ptytke 96-well rozpipetowano albuming surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine

serum albumine) o znanym stezeniu (2 mg/ml). Przygotowano krzywa wzorcowa do pomiaru
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biatka. Na krzywa sktadato si¢ 8 punktow pomiarowych o réznym st¢zeniu biatka oraz proba
bez zawarto$ci biatka (ang. blank). Kazdy punkt pomiarowy krzywej wzorcowej
rozpipetowano do dwoch dotkéw, po 10 pl. Pomiar probki badanej takze wykonano
dwukrotnie. Do pierwszego pomiaru probke rozcienczono S-krotnie: do 2 pl probki badanej
dodano 2 pul 10% SDS i 6 ul wody. Do drugiego pomiaru probke rozcienczono 10-krotnie:
do 1 pl prébki badanej dodano 2 pl 10% SDS i 7 ul wody. W falkonie przygotowano mieszaning
A+B (BCA Protein Assay Kit, Pierce). BCA reagent A i BCA reagent B zamieszano zgodnie
z instrukcja producenta w stosunku objetosciowym 50:1. Do kazdego dotka pomiarowego
(zar6wno probki oraz standardu do krzywej wzorcowej) dodano po 200 pl mieszaniny A+B.
Catos¢ inkubowano przez 30 min. w temperaturze 37°C. Po tym czasie zmierzono absorbancje
przy dlugosci fali 562 nm na czytniku mikroptytek (PerkinElmer). Na podstawie standardu
utworzono krzywa wzorcowg BCA za pomoca programu EnSpireMenager (PerkinElmer).
Badane probki w eksperymentach wykorzystujacych koimmunoprecypitacj¢ bialek
zawieszone byly w buforze do solubilizacji zawierajacym detergenty. W zwigzku z tym
do przygotowania krzywej wzorcowej przy pomiarze st¢zenia biatek, zamiast 10% SDS

stosowano takg samg ilo$¢ (8 pl) buforu do solubilizacji.

5.14 Metoda Western blot

Metoda Western blot to technika pozwalajaca na jako$ciowe wykrycie obecnos$ci biatka
W badanej probce. Probkami byly lizaty calokomorkowe lub wybrane frakcje komorkowe.
Procedura obejmowatla przygotowanie probek, elektroforeze, transfer rozdzielonych biatek

na membran¢ PVDF oraz immunodetekcje.

5.14.1 Rozdzial bialek na zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych Tricine
SDS-PAGE

Badane probki zawieszano w buforze Laemmliego (4x Laemmli Sample Buffer,
BioRad), 100 mM DTT (1,4-ditiotreitol, ang. 1,4-dithiothreitol) oraz 1 mM PMSF. Probki
ogrzewano w temperaturze 95°C przez 5 min w celu przys$pieszenia denaturacji oraz
inaktywacji proteaz. W przypadku analizy bialek wymagajacych denaturacji w nizszej
temperaturze (np. 37°C), czas inkubacji wynosit 15 minut oraz w niektorych przypadkach
stosowano dodatkowg sonifikacj¢ w fazni wodnej przez 15 minut.

W celu przeprowadzenia -elektroforetycznego rozdzialu bialek przygotowywano

poliakryloamidowy zel rozdzielajacy 1 zageszczajacy stosujac bufor o sktadzie 1 M Tris, 0,1 %
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SDS, pH 8,45. Standardowo =zastosowano zel rozdzielajacy i 4% zel zageszczajacy.
Zel rozdzielajacy wzbogacony byt w 10 % glicerol. W celu okreslenia wielko$ci badanych
biatek na zel nanoszono 5 pl markera wielkosci bialek (PageRuler Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific). Elektroforeze prowadzono stosujac bufor katodowy zawierajacy 0,1 M
Tris, 0,1 M Tricine, 0,1 % SDS, pH 8,25 oraz anodowy o sktadzie 0,2 M Tris, pH 8,9/HCI przy
statym napigciu 120V i maksymalnym natezeniu 120 mA w przypadku 1 Zelu oraz przy statym
napi¢ciu 150 V i maksymalnym natezeniu 150 mA w przypadku prowadzenia rownolegtej

elektroforezy dwoch zeli.

5.14.2 Elektroforeza Blue Native PAGE

Elektroforeza Blue Native pozwala na analize komplekséw biatkowych w stanie
natywnym. W przypadku analizy komplekséw we frakcjach mitochondrialnych pierwszym
etapem byla solubilizacja probek w schtodzonym do 4°C buforze zawierajacym 20 mM Tris-
Cl pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 10% glicerolu, 1 % digitoniny oraz 1mM PMSF.
Po 15 minutowej inkubacji na lodzie probki wirowano 20 000 x g, przez 10 min, w temperaturze
4°C w celu usunigcia niezsolubilizowanego materiatu. Do zebranego supernatantu dodawano
bufor obcigzajacy probke zawierajacy 0,5% bigkitu Coomassie G-250, 50 mM kwas
g-aminokapronowy oraz 10 mM Bis-Tris/HCI pH 7,0. W przypadku probek
po koimmunoprecypitacyjnym oczyszczaniu biatek, pomijano solubilizcj¢ probek dodajac
jedynie bufor obcigzajacy.

W celu przeprowadzenia elektroforezy w warunkach niedenaturujgcych przygotowano
gradientowy, poliakryloamidowy zel rozdzielajacy o stezeniu 4 % - 10 % oraz 4 % zel
zageszczajacy. Zel rozdzielajacy i zageszczajacy zawierat dodatkowo 65 mM  kwas
g-aminokapronowy, 50 mM Bis-TrisfHCI pH 7,0. Ponadto bufor wykorzystywany
do przygotowania zelu gradientowego zawierajacy poliakryloamid o stezeniu 10 %
wzbogacony byt w glicerol w stezeniu 20 %. Na zel nanoszono 50 pl markera wielkos$ci bialtek
wielkosci 66-669 kDa (HMW Native Marker Kit, Cytiva). Rozdzial bialek prowadzono
stosujac bufor katodowy o sktadzie 50 mM Tricine pH 7,0, 15 mM Bis-Tris, 0,02% bitekitu
Coomassie G-250 oraz anodowy o sktadzie 50 mM Bis-Tris/Hcl pH 7,0. Niezapetnione
studzienki uzupelniano mieszaning buforu do solubilizacji oraz barwnika obcigzajgcego.
Elektroforeze prowadzono w temperaturze 4°C przy stalym, maksymalnym napigciu 600V
i maksymalnym natezeniu pradu o wartosci 25 mA w przypadku elektroforezy na jednym zelu

lub 40-50 mA w przypadku prowadzenia rownoleglej elektroforezy dwoch zeli. Po wniknigciu
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probek w zel w celu usunigcia nadmiaru biekitu Coomassie G-250 bufor katodowy wymieniano
na bufor bez barwnika. Po rozdziale elektroforetycznym bialek w stanie natywnym,

przeprowadzano elektrotransfer bialek na membrane PVDF.

5.14.3 Elektrotransfer bialek na membran¢ PVDF oraz immunocytochemiczna

identyfikacja wybranych bialek

Probki rozdzielone na zelu byly przenoszone na membrang z polifluorku winylidenu
(PVDF; ang. polyvinylidene difluoride, Bio-Rad Laboratories) stosujac metode mokrego
transferu. Elektrotransfer prowadzono w buforze zawierajacym 20 mM Tris, 150 mM glicyne,
0,02% SDS oraz 20% metanol. W przypadku zeli Tricine SDS-PAGE transfer prowadzono przy
statym natezeniu pragdu 400 mA 1 maksymalnym napigciu 50V przez 2 godziny,
a w przypadku zeli Blue Native przy stalym natezeniu pradu 250 mA i maksymalnym napigciu
50V przez 3 godziny. Po zakofczonym transferze w celu oceny efektywnosci 1 jakosci transferu
przeprowadzano detekcje biatek za pomocg Coomassie Blue GelCode Blue Safe Protein Stain
(Thermo Scientific), ktory nietrwale wigze si¢ do biatek obecnych na membranie. W celu
odptukania nadmiaru barwnika membrang przeptukiwano w roztworze 50% metanolu i 10%
kwasu octowego. Membrane odbarwiano stosujac czysty metanol.

W celu immunodetekcji biatlek membrang PVDF plukano roztworem TBST (20 mM Tris;
125 mM NaCl; 0,2% Tween-20) a nastgpnie blokowano w buforze TBST z dodatkiem
5% odtluszczonego mleka w proszku (BioRad) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie
membrane 3-krotnie ptukano buforem TBST po czym inkubowano przez noc, w temperaturze
4°C, w obecnosci I-rzedowego przeciwciala w buforze TBST zawierajacym 5% odttuszczone
mleko w proszku. Nastepnie, po kilkukrotnym przeptukaniu buforem TBST membrane
inkubowano w buforze TBST z dodatkiem 5% odtluszczonego mleka zawierajacego
Il-rzgdowe przeciwcialo sprzezone z peroksydaza chrzanowa (HRP, ang. horseradish
peroxidase) przez 1lh w temperaturze pokojowej. Detekcje biatek prowadzono
z wykorzystaniem chemiluminescencji wykorzystujac komercyjne zestawy ECL Prime
(Amersham) badZz ECL (GE, USA). Wyniki rejestrowano za pomocg klisz rentgenowskich
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare).

W celu ponownego barwienia membrany przeciwcialami usuwano poprzednio
wykorzystane przeciwciata wykorzystujac bufor zawierajacy 62 mM Tris/HCI pH 6,8,
2% SDS, 200 mM 2-merkaptoetanol (ang. stripping buffer).
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5.15 Znakowanie immunofluorescencyjne z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego

Analize ekspresji 1 lokalizacji wewnatrzkomérkowej wybranych konstruktow
wykonywano wykorzystujac znakowanie immunofluorescencyjne po przejsciowej transfekcji
komoérek HEK293T.

Komérki HEK293T wysiewano na szalki o srednicy 35 mm ze szklanym dnem (Cellvis
oraz IBL Baustoff + Labor GmbH). Po osiggni¢ciu konfluencji 50% — 80% komorki
transfekowano odpowiednim plazmidem. Po 18 — 24 godzinach w celu wyznakowania
mitochondriow cze¢$¢ hodowli komérkowych inkubowano w obecnosci 100nM barwnika
fluorescencyjnego MitoRed (Invitrogen) przez 20 — 30 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie,
po przeptukaniu roztworem PBS komorki utrwalono schiodzonym do 4°C roztworem
4% paraformaldehydu w PBS (Cell Signaling) przez 20 — 30 minut. Nast¢pnie po kilkukrotnym
przeptukaniu roztworem PBS komorki permeabilizowano roztworem zawierajacym 0,1
lub 0,05% Triton X-100 w PBS (2 razy po 3 minuty). Inkubowano komoérki w Triton X-100
2-krotnie przez 3 minuty. Nastgpnie komoérki inkubowano przez noc z przeciwciatem
I-rzedowym w roztworze PBS wzbogaconym w 4% FBS, w temperaturze 4°C. Nastepnie
po przeptukaniu roztworem PBS (3 razy po 10 minut) komérki inkubowano w roztworze PBS
z 4% FBS orazprzeciwcialem II-rzedowym (w rozcienczeniu 1:1000) zawierajacym
odpowiedni barwnik fluorescencyjny przez 1 - 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
komorki ptukano roztworem PBS (3 razy po 10 minut).

W celu ochrony sygnalu fluorescencyjnego preparaty zalewano odczynnikiem
VECTASHIELD Mounting Medium (VectorLaboratories). W do$wiadczeniach zastosowano
komercyjnie dostgpne przeciwciata [I-rzedowe zawierajace fluorofor Alexa488 oraz Alexa555
(Invitrogen). Preparaty obserwowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Olympus
FluoView 1200 (Olympus). Zdjecia analizowano za pomoca programu ImageJ (National
Institutes of Health, USA).

5.16 Technika patch-clamp

Pomiary elektrofizjologiczne z wykorzystaniem techniki stabilizacji skrawka blony
(technika patch-clamp) umozliwiajag pomiar przeptywu jondéw przez kanaty zlokalizowane
w natywnej btonie komorkowej. W technika patch-clamp opiera si¢ na pomiarze
przeptywajacego pradu jonowego przez biatka kanatowe rejestrowanego w czasie
rzeczywistym. Biatka kanalowe moga przyjmowac¢ konformacj¢ uniemozliwiajacag przeptyw

jonow (stan zamknigty) lub umozliwiajaca przeptyw jondw (stan otwarty). Zmiany pomi¢dzy
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tymi stanami sg dynamiczne i zalezne od warunkow srodowiskowych oraz obecno$ci substancji
aktywujacych badz blokujacych transport jonéw przez kanal. Na podstawie analizy zmian
przeptywajacych jonow przez kanat mozna ustali¢ prawdopodobienstwo otwarcia kanatu
jonowego (Po). Przewodnictwo kanalu wyznaczamy na podstawie zaleznos$ci pradowo-
napigciowej. W tej pracy wykorzystano technike¢ patch-clamp w konfiguracji “mitoplast inside-
out”. Sa to pomiary wykonywane na mitoplastach (mitochondriach pozbawionych zewng¢trzne;
btony mitochondrialnej)

Przygotowanie mitoplastow oraz pomiary aktywnosci kanalu BK-VEDEC metoda
patch-clamp

Do przeprowadzenia pomiardw elektrofizjologicznych pobrano 5-10 pl zawiesiny
mitochondriow otrzymanych zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 5.10.1 i zawieszano
w 1 ml roztworu izotonicznego (150 mM KCI, 10 mM HEPES, 100 uM CaCly, pH 7,2).

Przygotowano mostek solny, czyli szklang kapilar¢ odniesienia ktéra wypetniano
3M KCl w 1% agarozie. W mostku solnym umieszczono elektrode chlorosrebrowg i calosé
zanurzano w szalce z 2 ml buforu hipotonicznego (5 mM HEPES i 100 uM CaCl2, pH 7,2)
umiejscowionym na mikroskopie (Olympus 1X71). W celu otrzymania mitoplastoéw, dodawano
2 pl roztworu rozcienczonych mitochondriow do szalki z buforem hipotonicznym. Formowanie
si¢ mitoplastow monitorowano z wykorzystaniem kontrastu fazowego stosujac obiektyw 40x.
P¢cznienie mitochondriéw hamowano poprzez dodawanie 0,5 ml roztworu hipertonicznego
(750 mM KCI1, 30 mM HEPES i 100 uM CaCl2, pH 7,2) uzyskujac roztwor izotoniczny.

Do rejestracji elektrofizjologicznych wykonano szklang mikropipet¢ pomiarowa
na pionowe] wyciggarce PC-10 Puller (Narishige International) i wypelniono ja buforem
izotonicznym. W mikropipecie pomiarowej umieszczono chlorosrebrowa elektrod¢ pomiarowa
(Ag/AgCl). Pipety posiadaly otwor oporno$¢ rzedu ok. 15-18 MQ. Otwoér mikropipety
pomiarowej delikatnie zblizano do pgcherzyka mitoplastu. Po zassaniu, koniec mikropipety
tworzy kontakt gigaomowy (GC, - 10 do 9 Ohma) z btong mitoplastu. W wyniku przytozenia
potencjatu dodatniego, mitoplast pekat, a w pipecie pozostawatl skrawek wewnetrznej btony
mitochondrialnej tworzac konfiguracje inside-out (strona zewngtrzna mitochondrium
znajdowata si¢ od strony elektrody pomiarowej, a strona macierzy mitochondrialnej skierowana
byla w strone roztworu w szalce). Wysoki opér styku pozwala na zminimalizowanie wplywu
zaktocen tla oraz gwarantuje pomiar przeptywu pradu przez biatka znajdujace si¢ na skrawku
btony przylegajacej do pipety. Sygnal rejestrowano przez wzmacniacz Axopatch 200B

(Microelectrode Amplifier) oraz przeksztatcano przez przetwornik analogowo-cyfrowy Axon
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Instruments Digidata 1440A Low-noise Data Acquisition System. Sygnal wzmacniano
10-krotnie (10 mV/pA), probkowano przy czgstotliwosci 100 kHz i filtrowano przy
czestotliwosci 1 kHz. Po zaobserwowaniu obecnosci kanalu, prowadzono pomiar pradu
jonowego w czasie rzeczywistym. Do zapisu zmian przeptywajacego pradu jonowego
wykorzystywano oprogramowanie Clampex 10.7.

W celu identyfikacji kanalu oraz badania wptywu wybranych substancji na aktywnos¢
kanatlu wykorzystywano system perfuzji sprzezony z pompa perystaltyczng umozliwiajacy
staly przeplyw roztworu zawierajacy wybrane modulatory kanalu mitoBKca. Ponizej

przedstawiono schemat techniki patch-clamp (Rycina 10).
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Rycina 10 Schemat doswiadczen elektrofizjologicznych z wykorzystaniem techniki patch-clamp. Przedstawiono
kolejno etapy takie jak: izolowanie mitochondriéw, przygotowanie mitoplastow, zassanie skrawka btony
mitoplastu przez mikropipete oraz utworzenie potaczenie btona-pipeta w konfiguracji mitopast inside-out.
Rysunek wilasny.

Analiza rejestracji elektrofizjologicznych

Do analizy danych otrzymanych technika patch-clamp wykorzystano program Clampfit
10.7 (Molecular Devices). Na podstawie zarejestrowanej aktywnos$ci przeprowadzano
identyfikacj¢ kanatu jonowego. Oszacowano prawdopodobienstwo otwaré¢ (Po, ang. channel
open probability) poprzez ustalenie stanu otwartego i zamknietego dla kanalu. Warto$¢ Po
to stosunek sumarycznego czasu otwar¢ kanatu do catkowitego czasu trwania rejestracji
aktywnosci kanatu. Podejscie to bylo wykorzystane do obliczenia Po dla pradu

zarejestrowanego dla pojedynczego kanalu. W do§wiadczeniach, w ktorych rejestrowano dwa
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lub wigcej kanaldow w tym samym skrawku btony wyliczano NPo (prawdopodobiefistwo
otwarcia N liczby kanalow). Przy czym NPo obliczane dla skrawkoéw zawierajacych od dwoch
do osmiu kanatow mozliwe bylo dzigki dostgpnej w programie wyszukiwarce pojedynczych
kanatéw (ang. Single-Channel Search). Wowczas recznie oznaczano poziom zamknigty
oraz do o$miu poziomoé6w otwartych. W trakcie prowadzonych doswiadczen wielokrotnie
rejestrowano wigkszg liczbe kanatéw, gdzie okreslenie poziomow otwarcia bylo trudne
do oznaczenia 1 wyliczenia przez program. Takie multikanaty wymagaty obliczen
szacunkowych. Prawdopodobienstwo otwaré wyliczano ze stosunku pradu elektrycznego
przeptywajacego przez kanaty do maksymalnego pradu, ktdéry moze przeptynac przez kanaty,
w danym wycinku czasowym rejestracji.

Odpowiedz kanatu na zmiany napigcia pradu w czasie oraz wplyw modulatoréw kanatu
porownywano z zapisem kontrolnym, okre§lonym w stanie zamknietym. Wszystkie
poréwnania prowadzono przy takiej samej wartosci potencjatu przytozonego na kanat. Zmiany
poréwnywano wzgledem rejestracji kontrolnej oraz po odptukaniu zwigzku chemicznego.

Na podstawie zarejestrowanych amplitud ptynacego pradu wyliczono przewodnictwo

kanatu przy zadanym napigciu.

5.17 Analiza statystyczna

Do przeprowadzenia analizy danych statystycznych wykorzystano programu Exel2016
(Microsoft Office), GraphPad Prism 4 oraz 9 (GraphPad Software). Dane przedstawiono jako $rednia
+ odchylenie standardowe (SD, ang. standard deviation). Analiz¢ statystyczng pomi¢dzy dwiema
grupami badanymi przeprowadzono za pomocg testow t-Studenta (test t-Studenta dla par).
Analize statystyczng pomigdzy grupami badanymi wiekszymi niz dwie przeprowadzono za
pomocg jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA z testem Turkey’a (test post-hoc).
Wartosci istotnosci statystycznej oznaczano dla p < 0,05 (*); p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)
lub p <0,0001 (****).
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6 Wyniki

6.1 Charakterystyka mitochondrialnej izoformy kanalu BKca: VEDEC

Pierwsza czeg$¢ badan pracy poswiecona byta weryfikacji hipotezy mowiacej, ze izoforma
VEDEC kanalu BKca tworzy funkcjonalny kanat w mitochondriach. W celu odpowiedzi
na to pytanie przeprowadzono badania z wykorzystaniem techniki elektrofizjologicznej
patch-clamp umozliwiajacej badanie aktywno$ci kanatdéw jonowych w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej. Badania zostalty wykonane z wykorzystaniem linii komorkowej HEK293T,

ktora jest modelem czgsto wykorzystywanym w badaniach kanalow typu BKca.

6.1.1 Analiza jakoSciowa ekspresji podjednostki a kanalu BKca w komdrkach

HEK?293T transfekowanych plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC

Dotychczasowe badania aktywno$ci mitochondrialnych kanaléw jonowych opieraty sie
na modelach natywnie ekspresjonujacych kanaly potasowe w mitochondriach. Hipoteza
moéwiaca, ze izoforma VEDEC kanatu BKca moze tworzy¢ kanal w mitochondriach wymagata
jednak zastosowania nowego podejscia metodologicznego i wykorzystania linii komorkowe;,
w ktorej ekspresja kanatow typy BKca/mitoBKca jest niewielka. Zastosowanie takiej linii
umozliwitoby ekspresj¢ 1 rejestracje badanych kanaléw bez obawy o obecnos¢ innych kanatow
potasowych w mitochondriach. Dane literaturowe sugeruja, ze w komorkach HEK293
oraz HEK293T dzikiego typu aktywnos$¢ kanatow typu BKca jest bardzo niska [235].
W zwiazku z tym wstgpne do$wiadczenia miaty na celu porownanie ekspresji kanalu BKca
w linii HEK293T oraz U-87 MG, w ktorej aktywno$¢ kanalow typu BKca oraz mitoBKca
jest wysoka. Z obydwu linii komoérkowych wyizolowano RNA, przeprowadzono odwrotng
transkrypcje i wykonano reakcj¢ PCR w celu wykrycia produktéw ekspresji genu KCNMA1.
W tym celu wykorzystano pare starterow rozpoznajaca wszystkie izoformy kanatu BKca.
Produkt PCR wykryto w obu liniach komérkowych co $wiadczy o ekspresji genu KCNMAL
(Rycina 11).
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Rycina 11 Analiza ekspresji genu KCNMAL w liniach komorkowych dzikiego typu HEK293T (H) oraz
astrocytoma U-87 MG (A). Zdjecie zelu agarozowego przedstawiajagcego obecnos¢ produktow PCR wykonanego
z wykorzystaniem starterow amplifikujacych wszystkie izoformy podjednostki o tworzacej por kanatu BKca
(oczekiwana wielko$¢ produktu PCR 167 pz).

6.1.2  Aktywnos¢ kanalowa w mitochondriach komérek HEK293T

W zwiazku z identyfikacja produktow PCR sugerujacych ekspresje genu KCNMAL
podjeto probe zidentyfikowania aktywnos$ci biatek kanatowych w mitochondriach komorek
HEK293T typu dzikiego. Ponadto, dokonano przejsciowej transfekcji komérek HEK293T
plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC kanatu BKca W celu identyfikacji i poréwnania
aktywnosci kanatéw mitoBKCa w mitochondriach.

W tym celu zastosowano technik¢ patch-clamp izolowanych mitoplastow. Schemat
doswiadczenia zaprezentowano na rycinie 12. Z komoérek HEK293T typu dzikiego
oraz HEK293T przejsciowo transfekowanych plazmidem VEDEC, izolowano mitochondria,
a nastgpnie poprzez zastosowanie szoku osmotycznego uzyskiwano mitoplasty. Nastgpnie
dokonywano zassania skrawka btony mitoplastu przez mikropipet¢ szklang. Doswiadczenia
wykonywano w konfiguracji inside-out oznaczajacej, ekspozycj¢ mitoplastu od strony
macierzy mitochondrialnej do naczynia z buforem eksperymentalnym. W trakcie doswiadczen
wykorzystywano system perfuzji umozliwiajacym podawanie wybranych substancji (od strony

macierzy mitochondrialnej) do badanego skrawka btony.
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Rycina 12 Schemat techniki patch-clamp w procedurze otrzymywania rejestracji zmian przeplywajacego
pradu jonowego przez kanaly mitochondrialne. Etapy doswiadczenia obejmowaly izolacje mitochondriéw z
komoérek, przygotowanie mitoplastow, zassanie skrawka btony mitoplastu przez mikropipete oraz perfuzjge w
konfiguracji inside-out. Rysunek wiasny

W komoérkach HEK293T typu dzikiego nie obserwowano zadnej aktywnosci kanalowe;j
w izolowanych mitoplastach. Brak zmian przeptywajacego pradu obserwowano w 104
rejestracjach z 10 niezaleznych izolacji mitochondriow. Z drugiej strony w transfekowanych
komorkach HEK293T obserwowano aktywnos¢ kanatowa w 76 z 646 rejestracji (~12%).
Rejestracji dokonywano przy potencjale +40mV w buforze symetrycznym (150/150 mM KClI,
pH 7.2) w warunkach wysokiego stezenia jonéw wapnia (100 pM Ca?*). Na rycinie 13
przedstawiono przyktadowe rejestracje uzyskane z mitoplastow komorek HEK293T dzikiego

typu oraz komorek transfekowanych plazmidem VEDEC.

HEK293T WT HEK293T + VEDEC

e TETTLICNTL o

0,5s

— stan zamkniety kanatu
| 10 pA

Rycina 13 Rejestracje elektrofizjologiczne wykonane technikg patch-clamp z mitoplastow komérek
HEK?293T. Rejestracja zmian przeplywu pradu jonowego w czasie przy potencjale +40 mV w uktadzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2. Komérki dzikiego typu (HEK293T WT) poréwnano do komoérek
przejsciowo transfekowanych plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKca (HEK293T + VEDEC).
»~ 0znacza stan zamkniety kanatu. Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.
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Opisane powyzej wstepne doswiadczenia wykazaly, ze komoérki HEK293T
nie wykazywaty aktywnos$ci kanatow mitochondrialnych rejestrowanych w zastosowanym
uktadzie eksperymentalnym, natomiast aktywno$¢ kanatowa pojawiala si¢ jedynie
po przejsciowej transfekcji. W zwigzku z tym, komorki te sg dobrym modelem umozliwiajgcym
zweryfikowanie hipotezy moéwiacej, ze kanat mitoBKca moze by¢ tworzony przez izoformeg
VEDEC. W oparciu o powyzsze przeprowadzono doktadng charakterystyke kanatow
obserwowanych po transfekcji. Nalezy jednak podkresli¢, ze czg¢sto$¢ pojawiania si¢ kanatu
po transfekcji byta nieregularna i nie kazda transfekcja skutkowala mozliwoscia rejestracji
aktywno$ci kanatéw, dlatego nie wszystkie zaplanowane do$wiadczenia byly mozliwe
do wykonania w zaplanowanym zakresie. Ponadto, w wyniku stosunkowo cze¢stego
wystepowania grup kanatow, czeg$¢ rejestracji oraz analizy statystycznej byta wykonywana
na grupach kanatéw, a nie na rejestracjach pojedynczych kanatow.

Kolejne doswiadczenia ujawnily wystepowanie grup kanatow w mitochondriach
izolowanych z komorek HEK293T transfekowanych plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC.
Efekt ten objawiat si¢ jako znaczne zmiany przeptywu pradu jonowego w czasie,
ktore wykraczaty poza przewodnictwo jednego kanatu BKca. Przyktadowe rejestracje grup
kanalow przedstawiaja Rycina 14 oraz Rycina 15. Na rycinie 14 pokazano rejestracje
przy potencjale +60 mV, na ktérej mozna wyodrgbnic szes¢ stanow otwartych kanatu. Wartosci
amplitudy pomigdzy kolejnymi stanami otwartymi wynosza okoto 20 pA. Takie natezenie
pradu odpowiada kanatowi BKca.

OB
05
o4 ..

03 f
02 ) y

g

M ,

— stan zamkniety kanatu
o stan otwarty | 20 pA

Rycina 14 Rejestracja aktywnos$ci szeSciu kanatdéw mitoBK ca w jednym skrawku btony mitochondrialnej. Pomiar
metoda patch-clamp z mitoplastow komérek HEK293T. Rejestracja zmian przeplywu pradu jonowego w czasie
przy potencjale +60 mV w ukladzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2. Komorki przejsciowo
transfekowano plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKca. ,,-” oznacza stan zamknigty kanatu.

,»0” oznacza stan otwarty kanatu (01-06). Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.
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Niekiedy kanaly obserwowane w pojedynczym patchu byly na tyle liczne,
ze do oszacowania ich liczby nalezalo zastosowal $rednie warto$ci natezenia pradu
pojedynczego kanatu. Dzigki zastosowaniu tej metody oszacowano, ze na rejestracji z ryciny

15 obserwowana byta aktywnos¢ siedemnastu kanatow BKca.
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Rycina 15 Przykladowa rejestracja aktywnosci siedemnastu kanalow mitoBKca w jednym skrawku blony
mitochondrialnej z komérek HEK293T transfekowanych plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC kanalu
BKca. Pomiar metodg patch-clamp z mitoplastow komérek HEK293T. Rejestracja zmian przeplywu pradu
jonowego w czasie przy potencjatach od +60 mV do -60 mV w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl,
pH 7,2. Komorki przej$ciowo transfekowano plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKc.. ,,-” oznacza
stan zamknigty kanatu. ,,0” oznacza stan otwarty kanatu (01-017). Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.
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6.1.3 Wilasciwosci biofizyczne kanalu obserwowanego po transfekcji plazmidem

kodujgcym izoforme¢ VEDEC kanalu BKca

Kinetyka obserwowanych aktywnos$ci kanatow w mitoplastach po transfekcji
plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC przypominata aktywno$¢ kanatléw mitoBKca
w komorkach natywnie ekspresjonujgcych ten kanat (np. komorki linii U-87 MG). Jednak
w celu jednoznacznego potwierdzenia tego czy obserwowana aktywno$¢ odpowiada kanatowi
mitoBKca dokonano doktadnej analizy wlasciwosci biofizycznych kanatu obserwowanego
po transfekcji.

Poprzednie doniesienia literaturowe wskazuja, ze aktywno$¢ kanalu mitoBKca
wykazuje zalezno$¢ od potencjalu blonowego. W zwiagzku z tym kanat obserwowany
po transfekcji komoérek rejestrowano w zakresie potencjatlow -60mV, -40mV, -20mV
oraz +20mV, +40mV oraz +60 mV (Rycina 16). Zastosowanie szerszego zakresu napi¢é
skutkowalo niestabilno$cia pomiarow wynikajaca prawdopodobnie z uszkodzen btony.

Zamieszczone rejestracje jednoznacznie wskazuja na zmiany czesto$ci otwar¢ kanalu
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Rycina 16 Pomiar metoda patch-clamp mitoplastow komorek HEK293T przej$ciowo transfekowanych
plazmidem kodujacych izoforme¢ VEDEC kanalu BKca. Rejestracja zmian przeptywu pradu jonowego w czasie
przy potencjatach od +60 mV do -60 mV w uktadzie symetrycznych stgzen 150/150 mM KCl, pH 7,2. ,,-” oznacza
stan zamknigty kanatu. Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.

w zaleznos$ci od przylozonego napigcia.

ik

-40 mV

-60 mV

Nastgpnie w oparciu o powyzsze dane ustalone zostalo prawdopodobienstwo otwarc
kanatu w zaleznosci od przylozonego napigcia (Rycina 17). Dokonana analiza wykazata,
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ze prawdopodobienstwo otwar¢ (P0) kanatu byto nizsze przy potencjatach ujemnych. Wartosé
Po wynosita okoto 0,006 przy —60 mV, a przy przytozeniu dodatniego napigcia zaobserwowano
wzrost Po. Szybko$¢ zmiany wartosci prawdopodobienstwa otwar¢ rosta w zakresie napigé
dodatnich. Maksymalng warto§¢ Po zaobserwowano przy +60 mV i wynosito 0,73. Punkty
eksperymentalne przedstawione na rycinie 17 zostaly dopasowane za pomoca funkcji
sigmoidalnej. Otrzymana krzywa przedstawia rozktad prawdopodobienstw otwar¢ dla kanatu

mitoBKca oraz BKca opisanego w literaturze.

1.00 1
0.75 A
0.50 A

0.25 A

Prawdopodobienstwo otwaré

000 1 I L] 1 1 1
-80 -60 40 -20 0 20 40 60 &0
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Rycina 17 Analiza prawdopodobienstw otwaré¢ kanalu mitoBKca przy potencjalach od +60 mV do -60 mV
w ukladzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2 w warunkach kontrolnych. Komorki przejsciowo
transfekowano plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKca. Sygnat filtrowano z czgstotliwoscig 1 kHz.
Dane przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe (SD) (n=7).

Dalsza analiza wykazata, ze charakterystyka pradowo-napigciowa kanatu rejestrowanego
w buforze symetrycznym (150 mM KCI po obu stronach pipety) i w obecnosci 100 uM Ca?* byta
typowa dla mitochondrialnego kanalu o duzym przewodnictwie regulowanego jonami wapnia znanego
z innych modeli doswiadczalnych (Rycina 18). Na podstawie wykresu zalezno$ci pradowo-
napieciowej przedstawionego na rycinie 18 wyznaczono przewodnictwo kanatu. W warunkach
symetrycznych stezen 150/150 mM KCIl analizowano nachylenie wyznaczonej prostej do osi
napigcia. Uzyskana warto$¢ przewodnictwa rejestrowanego kanatu wynosita 290,543,2pS

I jest poréwnywalna z przewodnictwem kanatu mitoBKca opisanym w literaturze.
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Rycina 18 Wykresy zalezno$¢ pradowo-napieciowej kanatlu mitoBKca w komérkach HEK293T przej$ciowo
transfekowanych plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanalu BKca. Pomiar metoda patch-clamp
z mitoplastoéw komérek HEK293T. Rejestracja zmian przeptywu pradu jonowego w czasie przy potencjatach
od +60 mV do -60 mV w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2. ,,-” oznacza stan zamknigty
kanatu. Sygnat filtrowano z czestotliwos$cia 1 kHz. Przewodnictwo wynosito 290,5+ 3,2 pS. n=7.

Na podstawie otrzymanych rejestracji okreslono takze $rednie czasy otwar¢ (Rycina 19
A) i zamkni¢¢ (Rycina 19 B) kanatlu przy wartosciach potencjatéw -60mV, -40mV, -20mV
oraz +20mV, +40mV oraz +60 mV. Pomiary te zostaty przeprowadzone w warunkach
kontrolnych przy wysokim stezeniu jonéw wapnia (100 pM Ca?") w buforze izotonicznym.
Maksymalna $rednia warto$¢ czasow otwar¢ zaobserwowana przy +60 mV wynosita 10,2 ms,
natomiast maksymalna S$rednia warto$¢ czasoOw zamkni¢¢ zaobserwowana przy —60 mV
wynosita okoto 289,7 ms. Te wlasciwosci biofizyczne kanatu zostaly okreslone na podstawie

rejestracji pojedynczego kanatu (n = 7).
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Rycina 19 Analiza $redniego czasu otwar¢ (A) oraz zamknie¢ kanalu mitoBKca (B) przy potencjalach
od +60 mV do -60 mV w ukladzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCIL, pH 7,2 w warunkach kontrolnych.
Komorki przejsciowo transfekowano plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanalu BKc.. Sygnat filtrowano
z czestotliwosceia 1 kHz. Dane przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe (SD) (n=7).

6.1.4 Regulacja aktywnoSci kanalu przez jony wapnia

Jedna z gldwnych cech charakteryzujacych kanal BKca jest regulacja aktywnosci
przez jony wapnia. Prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu wzrasta w miar¢ wzrostu stezenia
jondéw wapnia. Z tego powodu w ramach analizy witasciwo$ci obserwowanego kanatu,
przeprowadzono rejestracje kanatu tworzonego przez izoform¢ VEDEC w mitochondriach
z zastosowaniem buforéw zawierajacych rézne stezenia Ca?'. Bufor kontrolny zawieral
wysokie, 100 uM stezenie jonow wapnia. W tych warunkach rejestrowany kanal wykazywat
wysoka aktywno$¢. Dlatego do okreslenia zaleznos$ci od st¢zenia jonow wapnia zastosowano
stezenia nizsze: 1 uM, 10 uM, 30 uM, 40 uM, 50 pM, 70 uM Ca?'. Przyktadowe rejestracje
aktywnosci kanatlu w obecnosci buforéw zawierajacych rézne stezeni Ca®* zaprezentowano
na rycinie 20. Rejestracje wykonano przy potencjale +40 mV oraz -40 mV.

Obserwowane kanaly wykazywaly spadek aktywnosci po wymianie buforu
z zawierajacego 100 uM Ca?* na bufor zawierajacy 1 uM Ca?*. Obserwowano rowniez rosnaca
aktywno$¢ wraz ze wzrostem st¢zenia jondw wapnia w buforze, przy potencjale +40mV
(Rycina 20 A). Nie zaobserwowano znacznych zmian przy potencjale -40mV (Rycina 20 B).
Na przyktadowych fragmentach rejestracji zamieszczonych ponizej widoczna jest aktywnos¢
pigciu kanaldéw w warunkach kontrolnych przy +40mV. W tym samym czasie przy -40mV
zaobserwowano cztery stany otwarte. Przy obnizeniu stezenia Ca®* do 1 pM

nie zaobserwowano aktywnosci kanalowej zar6wno przy +40mV jak i -40mV. Podwyzszenie
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stezenia jondw wapnia do 10 pM pozwolito zaobserwowac sporadyczne otwarcie jednego
kanatu przy +40mV, jednakze nie przy -40mV. Brak aktywnos$ci utrzymywatl si¢ przy podaniu
30 uM Ca?* przy -40mV, podczas gdy przy +40mV mozna byto zaobserwowaé dwa stany
otwar¢ kanatu. Przy podaniu 40 uM oraz 50 uM przy -40mV mozna bylo zaobserwowac
pojawienie si¢ pierwszego stanu otwartego, cho¢ ta tendencja nie zostala zachowana
przy 70 pM. Kanat zamkng si¢ przy ujemnych potencjatach. Réwnolegle przy potencjale
dodatnim zaobserwowano cztery stany otwarte przy 40 pM Ca?*oraz po trzy stany otwarte
przy podaniu 50 pM i 70 uM Ca?'. Na podstawie tej rejestracji zatem w zakresie 40-70 pM
Ca?* zmiany nie sa wyrazne zdefiniowane. W ostatnim kroku aktywno$¢ kanatowa
rejestrowano w buforze zawierajacym 100 pM stezenie Ca?*. Pomimo przywrdcenia warunkow
kontrolnych rejestrowane aktywnosci kanatow nie powracaly do pelnej aktywnosci.

Niemniej zaleznos$¢ aktywnosci kanatu od stezenia jonéw wapnia jest wyraznie widoczna.
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Rycina 20 Wplyw stezenia jonéw wapnia na aktywno$¢ kanalu. Rejestracja aktywnosci kanatlow mitoBKca
w jednym skrawku btony mitochondrialnej. Pomiar metoda patch-clamp z mitoplastéw komorek HEK293T.
Rejestracja zmian przeptywu pradu jonowego w czasie przy potencjatach +40 mV (A) oraz -40 mV (B) w ukladzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCIl, pH 7,2. Komoérki przejsciowo transfekowano plazmidem kodujacych
izoforme VEDEC kanalu BKca. ,,-” oznacza stan zamkni¢ty kanatu. ,,0” oznacza stan otwarty kanatu (01-05).
Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.

W celu ilosciowej oceny obserwowanych zmian dokonano analizy statystycznej zmian
pradu jonowego ptynacego przez kanat BKca w buforze zawierajacym rozne st¢zenia jonow
wapnia przy potencjalach +40mV oraz -40mV (Rycina 21 ). Za 100% aktywnosci przyjeto
prawdopodobienstwo otwaré kanatu w warunkach kontrolnych (100pM Ca?*). Warto$ci pradu
rejestrowanego w buforze zawierajacym 1 pM Ca?* siegata 0.07% kontroli przy + 40 mV
i 0.28% kontroli przy — 40 mV. Zgodnie z ponizszg analizg kanaly wykazywaly rosngcg
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aktywno$¢ w miarg zwickszania stezenia jondw wapnia w buforze. Zwickszenie st¢zenia jondw
wapnia w buforze do 50 uM spowodowato wzrost pradu jonowego do okoto 32,2% wartosci
kontrolnej przy +40 mV oraz 7,6% przy —40 mV. Gdy poziom wolnych jonéw wapnia powrocit
do poziomu kontrolnego (100 uM), zaobserwowany prad jonowy wzrost do 60,2% warto$ci
kontrolnej przy +40 mV i jedynie 13,5% przy —40 mV. Zaobserwowano réwniez duza

zmienno$¢ aktywnosci kanatu w odpowiedzi na wzrost st¢zenia jondw wapnia w zastosowanym

buforze.
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Rycina 21 Analiza statystyczna zmian pradu jonowego plynacego przez kanal BKca w buforze
zawierajagcym rozne stezenia jonow wapnia przy potencjatach +40 mV (A) oraz -40 mV (B).
Komorki przej$ciowo transfekowano plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKca. n=3-6.

6.1.5 Regulacja aktywnosci kanalu tworzonego przez izoform¢ VEDEC

przez modulatory kanalu mitoBKca

Jedng z metod pozwalajacych na identyfikacje rejestrowanych kanatéw metoda patch-
clamp jest zastosowanie specyficznych modulatorow wptywajacych na aktywnos$¢ danych
kanatoéw. W przypadku kanatéw mitoBKca znana jest grupa syntetycznych aktywatorow
do ktorej nalezy migedzy innymi NS11021.

W zwigzku z tym w kolejnej czgsci badan zastosowano wspomniany aktywator
w celu okreslenia jego wptywu na aktywno$¢ rejestrowanego kanalu. Aktywator NS11021
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podawano w czasie rejestracji kanatu w buforze zawierajacym 100 uM stezenie jondOw wapnia
(Rycina 22 A). W badaniach zastosowano wzrastajace stezenia NS11021 - 1 uM, 3 uM, 5 uM,
10 uM. Pomiary prowadzono przy dodatnim potencjale +40mV w warunkach symetrycznego
stezenia KCI (150/150 mM). Ponizsza przyktadowa rejestracja wykazuje, iz zastosowanie coraz
wyzszych stezen NS11021 skutkowato obserwacja coraz czestszych otwar¢ kanatu w obecnosci
100puM Ca?* (Rycina 22 A). Co wiecej, w obecnosci 10 uM NS11021 obserwowano 5 stanow
otwartych podczas gdy w warunkach kontrolnych byty maksymalnie 4 widoczne stany otwarte.
Moze to $§wiadczy¢ o zwigkszeniu si¢ prawdopodobienstwa otwaré kanalow i naktadaniu
si¢ ich aktywno$ci lub otwarciu si¢ kanatu nie widocznego w warunkach kontrolnych.
Ponadto, NS11021 zastosowano w obecnosci 1uM stezenia jonéw wapnia w buforze,
gdy aktywnos$¢ kanatowa byta bardzo niska. Jednakze, w tych warunkach podanie aktywatora
NS11021 w buforze zawierajagcym 1pM Ca?', nie zwickszato prawdopodobienstwa otwaré
(Rycina 22 B). Kanat pozostawatl zamkniety niezaleznie od stezenia aktywatora. Zaznaczy¢
nalezy, ze w tym przypadku obserwowano jedynie jeden kanat w warunkach kontrolnych

(100 uM stezenie jonéw wapnia).
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Rycina 22 Wplyw aktywatora NS11021 na aktywnos$¢ badanego kanalu. Rejestracja aktywnosci kanatow
mitoBKca w jednym skrawku btony mitochondrialnej. Pomiar metodg patch-clamp z mitoplastow komorek
HEK293T. Rejestracja zmian przeplywu pradu jonowego w czasie przy potencjatach +40 mV w ukladzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2. NS11021 rozpuszczono w buforze zawierajagcym 100 pM Ca?*
(A) lub 1 uM Ca?* (B). Komorki przejsciowo transfekowano plazmidem kodujacych izoforme VEDEC kanatu
BKca. ,-” oznacza stan zamknicty kanatu. ,,0” oznacza stan otwarty kanatu (ol-05). Sygnat filtrowano
z czestotliwoscia 1 kHz.

o

Na rycinie 23 przedstawiono analize¢ statystyczng wplywu aktywatora NS11021
na aktywno$¢ kanalu rejestrowanego po transfekcji komorek HEK293T plazmidem kodujacym
izoform¢ VEDEC. Panel A przedstawia wptyw NS11021 na aktywnos$¢ kanatu rejestrowang
w buforze zawierajacym 100 pM Ca?*, a panel B przedstawia wptyw NS11021 na aktywno$¢
kanatu rejestrowang w buforze zawierajagcym 1 pM Ca?'. Zastosowanie 5 uM oraz 10 uM
NS11021 zwieksza aktywno$¢ kanalu w sposob istotny statystycznie w buforze zawierajacym

100 uM Ca?*.
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Rycina 23 Analiza statystyczna wplywu aktywatora NS11021 na aktywnos$¢ kanalu rejestrowanego
po transfekcji komérek HEK293T plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC. (A) Wptyw NS11021
na aktywno$¢ kanatu rejestrowang w buforze zawierajgcym 100uM Ca?* Panel B przedstawia wptyw NS11021
na aktywno$¢ kanatu rejestrowang w buforze zawierajagcym 1uM Ca?”,

Oprécz aktywatoréw kanalu mitoBKca znana jest réwniez grupa inhibitoréw
blokujacych aktywno$¢ kanatu. W celu pelnej identyfikacji aktywnosci rejestrowanej
po transfekcji komorek HEK293T plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC zastosowano dwa
inhibitory kanatu mitoBKca. Pierwszym zastosowanym inhibitorem byta hemina, ktora hamuje
aktywnos$¢ kanatow BKca oraz mitoBKca [168, 169]. Inhibitor ten wigze si¢ do motywu
aminokwasowego znanego jako motyw wigzacy hemine¢ (ang. hemin binding motif HBM),
znajdujacym si¢ pomi¢dzy domenami RCK podjednostki o kanatu.

Na rycinie 24 przedstawiono przyklad rejestracji aktywnosci kanatu po przejSciowej
transfekcji plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKca. Aktywno$¢ kanatu byta
rejestrowana w buforze kontrolnym zawierajacym 100 uM Ca?*. Podanie heminy w stezeniu
500 nM w buforze zawierajagcym 100 uM Ca?* skutkowato catkowitym hamowaniem kanatu.
Ponowna perfuzja buforem zawierajagcym 100 pM Ca?*, niezawierajagcym heminy, skutkowata
powrotem aktywnosci kanatu. Swiadczy to o przejéciowej interakcji heminy z podjednostka o

kanatu. Taka kinetyka reakcji pokrywa si¢ z wtasciwos$ciami mitochondrialnego kanatu BKca.
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Napiecie +40 mV
kontrola [100 uM Ca®]

e, T

o1

a0

500 nM hemina

100 uM Ca™

A Wy

N

— stan zamkniety kanatu

o stan otwarty kanatu 20 pA

Rycina 24 Wplyw 500 nM heminy na aktywno$¢ rejestrowanego kanalu. Rejestracja aktywnosci kanatow
mitoBKca w jednym skrawku btony mitochondrialnej. Pomiar metodg patch-clamp z mitoplastow komorek
HEK293T. Rejestracja zmian przeptywu pradu jonowego w czasie przy potencjatach +40 mV w ukladzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2. Heming¢ rozpuszczono w buforze kontrolnym zawierajacym
100 pM Ca?". Komorki przejsciowo transfekowano plazmidem kodujgcych izoform¢ VEDEC kanatu BKca.
-~ 0znacza stan zamknigty kanalu. ,,0” oznacza stan otwarty kanatu (o1-05). Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia
1 kHz.

Na rycinie 25 przedstawiono analiz¢ statystyczng wplywu heminy na aktywno$¢
rejestrowanego kanatu. Srednia wielko§¢ pradu jonowego po podaniu heminy wynosita 8,3%
warto$ci kontrolnej rozumianej jako prad ptynacy w buforze zawierajacym 100 uM Ca?* (n=7).

Obserwowana zmiana jest istotna statystycznie.
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Rycina 25 Analiza statystyczna wplywu heminy na aktywno$¢é kanalu rejestrowanego po transfekcji komorek
HEK293T plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC. n=7.

Kolejnym zastosowanym inhibitorem kanatéw typu BKca oraz mitoBKca byta
paksylina. Zastosowanie 5 uM paksyliny w buforze zawierajacym 100 uM Ca?* skutkowato
catkowitym hamowaniem rejestrowanego kanatu. Na rycinie 26 przedstawiono przyktadowsg
rejestracj¢ kanatu aktywnego w buforze kontrolnym o wysokim stezeniu jonéw wapnia
oraz hamowanie aktywnos$ci po podaniu 5 uM paksyliny rozpuszczonej w buforze kontrolnym.
Ponadto, paksylina byta stosowana jako kontrolny inhibitor w kazdym z opisywanych

wczesniej doswiadczen.

Napiecie +40 mV
kontrola [100 uM Ca™]

AMW‘“WWMWW

5 UM paksylina

A Itk " - »

— stan zamkniety kanatu 0.2s

o stan otwarty kanatu 20 pA

Rycina 26 Wplyw 5 pM paksyliny na aktywno$¢ rejestrowanego kanatu. Rejestracja zmian przeptywu pradu
jonowego w czasie dokonywana byla przy potencjale +40 mV w uktadzie symetrycznych stgzen 150/150 mM
KCl, pH 7,2. Paksyling rozpuszczono w buforze kontrolnym zawierajgcym 100 uM Ca?". Komorki przejsciowo
transfekowano plazmidem kodujacych izoform¢ VEDEC kanatu BKca. ,,-” oznacza stan zamknigty kanatu.
,»0” oznacza stan otwarty kanatu (01-03). Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz.
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Zgodnie z obserwacja, wyniki analizy statystycznej potwierdzaja istotng zmiang w
przeptywie pradu jonowego przed i po podaniu inhibitora kanalu mitoBKca co przedstawiono

na rycinie 27.
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Rycina 27 Analiza statystyczna wplywu paksyliny na aktywnos$¢ kanalu rejestrowanego po transfekcji
komoérek HEK293T plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC. n=4

Powyzsze dane jednoznacznie wskazuja, ze kanat rejestrowany po transfekcji komorek
HEK293T plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC wykazuje wszystkie cechy kanatu
mitoBKca opisanego wezesniej. Swiadcza o tym zaréwno wlasciwosci biofizyczne kanatu takie
jak przewodnictwo czy zalezno$¢ od potencjalu blonowego, a takze regulacja przez jony

wapnia czy heming oraz wybrane modulatory.

6.1.6 Analiza ekspresji podjednostki a i B4 kanalu BKca w komoérkach HEK293T
transfekowanych plazmidem kodujacym izoforme¢ VEDEC

W kolejnej czesci doswiadczen dokonano analizy ekspresji izoformy VEDEC
oraz lokalizacji tej izoformy w komérkach HEK293T typu dzikiego oraz po transfekc;ji.

W pierwszej czesci tych doswiadczen przeprowadzono odwrotng transkrypcje RNA
wyizolowanego z komorek HEK293T typu dzikiego po przej$ciowej transfekcji plazmidem
kodujacym izoform¢ VEDEC podjednostki a kanatu BKca oraz plazmidem pcDNAS3.1
niekodujacym biatka. Nastepnie, w celu jako$ciowej analizy transkryptoéw wybranych genow
w komorkach, wykonano reakcje PCR. Do analizy jako geny referencyjne zastosowano startery
rozpoznajace produkt genu GAPDH (dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa) oraz B2M
(B2-mikroglobulina).
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Na rycinie 28 przedstawiono przyktadowy wynik analizy ekspresji genu KCNMA1
oraz izoformy VEDEC w badanych komorkach. W badaniach zastosowano startery
rozpoznajace wszystkie potencjalne izoformy podjednostki o kanatu BKca (§ciezki oznaczone
jako KCNMAL) oraz startery rozpoznajace specyficznie izoform¢ VEDEC. Jak widaé
na rysunku poziom ekspresji genu KCNMAL w komorkach HEK293T dzikiego typu byt bardzo
niski ($ciezka 1). Mozna takze zaobserwowaé §ladowy poziom ekspresji izoformy VEDEC
(Sciezka 4). Roéwnie niska intensywnos$¢ prazkow zaobserwowano w przypadku transfekeji
plazmidem pcDNA3.1 ($ciezki 3 1 6). Jednakze po transfekcji komorek plazmidem kodujagcym
izoform¢ VEDEC intensywno$¢ sygnalu produktow amplifikowanych przez startery
rozpoznajace wszystkie izoformy podjednostki a oraz izoform¢ VEDEC kanalu BKca
byly znaczaco wyzsze (Sciezki 2 i 5). W przypadku zastosowania starteroOw rozpoznajacych
produkty gendéw referencyjnych (GAPDH i B2M) sygnal byl wykrywalny we wszystkich
probach ($ciezki 7-12).

KCNMA1 VEDEC GAPDH B2M
| | | | | | | |
pcDNA3.1 - -4 ; ; + ; ) . ] ] N
VEDEC - - - - - - - - - - + -
pz
300-

100-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Rycina 28 Analiza ekspresji wybranych genow w linii komérkowej HEK293T po przejsciowej transfekcji
plazmidem BK-VEDEC kodujacym izoform¢ VEDEC podjednostki a kanalu BKca. Zdjecie zelu
agarozowego przedstawiajacego obecnos¢ produktow jakosciowego PCR dla podjednostki tworzacej por kanalu
—a (167 pz) i jej izoformy VEDEC 113 pz) oraz markeréw koméorkowych GAPDH (161 pz) oraz B2M (86 pz).
n=3.

Aktywnos¢ kanatu mitoBKca jest regulowana przez podjednostki regulatorowe B, w tym
podjednostke B4, ktora zostata zidentyfikowana w mitochondriach réznych tkanek i zostata
zidentyfikowana jako jednostka potencjalnie oddzialujaca z podjednostkami tancucha
oddechowego [150]. Z tego wzgledu pierwsze doswiadczenia tej czgéci pracy poswigcone byty
probie odpowiedzi na pytanie czy podjednostka B4 kanalu BKca jest ekspresjonowana
w komorkach HEK293T dzikiego typu. Rownolegle poréwnano ekspresje tej podjednostki
w komorkach astrocytomy U-87 MG, w ktérych kanat mitoBKca byt opisany poprzednio [150,
163]. W zwigzku z tym z obydwu linii komoérkowych wyizolowano RNA, przeprowadzono

odwrotng transkrypcje i wykonano reakcje PCR z zastosowaniem dwoch par starterow
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rozpoznajacych transkrypt genu KCNMB4 kodujacego podjednostke 4. Wykorzystano pary
starteroOw rozpoznajacych inne odcinki transkryptu. W dos$wiadczeniu wykorzystano jako
matryce cDNA pochodzace z tej samej transkrypcji. Na rycinie 29 pokazano zdjgcie zelu
agarozowego zawierajace produkty amplifikacji transkryptu genu KCNMB4. Na poziomie
jako$ciowej analizy genu nie zaobserwowano znacznej réznicy w ekspresji genu kodujacego
podjednostke B4 kanatu BKca, w obu typach komorek co §wiadczy o tym, ze w komorkach
HEK293T zachodzi ekspresja genu KCNMB4.

A HA H__

bp
KCNMB4

—N BN
oo S
PPPT?P

1 2 3 4

A — Astrocytoma U87-MG WT
H - HEK293T WT

Rycina 29 Analiza ekspresji genow podjednostek B4 kanatu BKca w dwoch liniach komérkach dzikiego typu
HEK?293T oraz astrocytoma U-87 MG. Zdjgcie zelu agarozowego przedstawiajacego obecnos¢ produktéw PCR
dla podjednostki B4 z wykorzystaniem starterow: $ciezka 1/2 (118/119, 168 pz), Sciezka 3/4 (104/105, 278 pz).

W nastgpnym kroku podjeto probe pordwnania ekspresji podjednostki 34 w komorkach
HEK293T transfekowanych podjednostka VEDEC kanatlu BKca. Wyniki zaprezentowano
na rycinie 30. W analizie uwzgledniono réwniez transkrypt podjednostki | oksydazy
cytochromu c, ktéra jest kodowana przez genom mitochondrialny oraz dwoch gendéw
referencyjnych GAPDH oraz B2M. Jak zaprezentowano na rysunku, analiza PCR nie wykazata

zmian ekspresji podjednostki B4 zaleznej od izoformy VEDEC.

89



KCNMB4 MT-CO1 GAPDH B2M
I I 1 I |
pcDNA3.1 - - + - - + - - + - - +

VEDEC - + - - 4+ - - 4+ - -+ -

bp
300-

eee .. . eewe. .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12

Rycina 30 Analiza ekspresji wybranych gendéw w linii komorkowej HEK293T po przejsciowej transfekcji
plazmidem BK-VEDEC kodujacym izoform¢ VEDEC podjednostki a kanatu BKca. Zdjecie zelu agarozowego
przedstawiajacego obecno$¢ produktow jakosciowego PCR dla podjednostki B4 kanatu (149 pz) oraz markera
mitochondrialnego COXIV (MT-CO1, 96 pz) oraz markerow komérkowych GAPDH (161 pz) i B2M (86 pz).

Po analizie jakos$ciowej z wykorzystaniem techniki PCR przeprowadzono takze analize¢
iloSciowa za pomoca ilo$ciowej tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(RT-gPCR). Wyniki analizy przedstawiono ponizej w postaci wykresu wartosci Ct na rycinie
31. Warto$¢ Ct oznacza liczbe cykli reakcji przy ktorej obserwowany jest produkt amplifikacji.

Przeanalizowano wartosci Ct dla komorek typu dzikiego oraz po przejsciowej
transfekcji plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC podjednostki o kanatu BKca
oraz plazmidem pcDNA3.1. W nietransfekowanych komorkach HEK293T $rednia wartos¢ Ct
dla genu KCNMA1 (dla wszystkich izoform) wynosita 26. W komorkach transfekowanych
pustym plazmidem pcDNA3.1 $rednia warto$¢ Ct wynosita 27. W przypadku starterow
rozpoznajacych izoform¢ VEDEC wartos¢ Ct w komoérkach HEK293T nietransfekowanych
wynosita 33 a w komoérkach transfekowanych plazmidem pcDNA3.1 wynosita 29,5. Wartosci
poziomu amplifikacji genu KCNMAL znaczaco spadaty po przejsciowej transfekcji komorek
plazmidem BK-VEDEC. W tym przypadku warto§¢ Ct dla wszystkich izoform wynosita 12
(po odrzuceniu wartosci odbiegajacej réwnej Ct=19), a Ct dla izoformy VEDEC warto$¢ Ct
wynosita 13 (po odrzuceniu wartosci odbiegajacej réwnej Ct=20). Takie zmiany oznaczaja
znaczacy wzrost poziomu transkryptéw po transfekcji plazmidem kodujacym izoforme
VEDEC. W tych doswiadczeniach zanalizowano takze ekspresje podjednostki 34 kanatu BKca.
W nietransfekowanych komodrkach HEK293T $rednia wartos¢ Ct dla genu KCNMB4 wynosita
22. W komoérkach transfekowanych pustym plazmidem pcDNA3.1 $rednia warto$¢ Ct wynosita
24. Po transfekcji plazmidem kodujagcym izoform¢ VEDEC, poziom transkryptu genu

KCNMB4 nie ulega statystycznie istotnej zmianie.
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W przypadku poziomu ekspresji markera mitochondrialnego ktérym byta podjednostka
1 kompleksu IV tancucha oddechowego kodowanej przez gen MT-CO1 poziom Ct byt réwniez
zblizony miedzy poszczegolnymi typami komoérek i wynosit 12. W przypadku genu
referencyjnego GAPDH s$rednia warto$¢ Ct byla zblizona dla wszystkich badanych komorek

1 wynosita 14.

KCNMA1 VEDEC KCNMB4 MT-CO1 GAPDH
1

wartosc Ct

v
v M AA-W'%'
_:v_ v ‘#TWS'VV

0

A WT HEK293T VHEK293T + VEDEC VHEK293T +pcDNA3.1

Rycina 31 Analiza ekspresji wybranych genow w linii komorkowej HEK293T po przejsciowej transfekcji
plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC podjednostki a kanalu BKca. Wykres przedstawia warto$¢ Ct.
Obserwowano produkty RT-qPCR dla podjednostki tworzacej por kanatu — a i jej izoformy VEDEC, podjednostki
B4 kanatu, podjednostki 1 kompleksu IV tancucha oddechowego kodowanego przez gen MT-CO1 oraz markera
komorkowego GAPDH (dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa). n=4.

6.1.7 Lokalizacja komorkowa izoformy VEDEC w komoérkach HEK293T

Celem kolejnej czgsci doswiadczen byto potwierdzenie lokalizacji izoformy VEDEC
w mitochondriach komoérek HEK293T po przejsciowe;j transfekcji. W tym celu wykorzystano
technike Western blot oraz analiz¢ immunofluorescencyjna wykorzystujaca mikroskopie
konfokalng.

W pierwsze] cze¢sci wykonano eksperymenty wykorzystujace elektroforeze SDS

oraz analiz¢ Western blot frakcji mitochondrialnych izolowanych z komérek HEK293T typu
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dzikiego oraz po przejsciowej transfekcji komorek HEK293T plazmidem kodujacym izoforme
VEDEC. Przyktadowy wynik tego eksperymentu pokazano na rycinie 32. Membrang PVDF
znakowano przeciwcialem rozpoznajagcym podjednostk¢ a kanatu BKca oraz markerem
mitochondrialnym, ktérym byto biatko Hsp75. Sciezka 1 zawierata probke nietransfekowang
plazmidem VEDEC. Podjednostka o kanalu BKca wykrywalna byla jedynie we frakcji
zawierajacej mitochondria izolowane z komorek transfekowanych HEK293T. Zgodnie
z informacja producenta zastosowane przeciwciato przeciwko podjednostce a kanalu BKca
powinno rozpoznawac wszystkie izoformy tej podjednostki kanatu BKca. Wynik ten sugeruje,
ze w komorkach HEK293T pomimo obecnosci transkryptow genu KCNMAL prawdopodobnie
nie wystepuje biatko tworzace kanat BKca. Jednoczes$nie barwienie biatka Hsp75 wykazywato

wyrazny sygnat w obu testowanych frakcjach (Sciezka 1 i 2; anty-Hsp75).

HEK293T

mitochondria
|

|
kDa - + YEDEC
130- .
70-
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Rycina 32 Analiza obecno$ci podjednostki o kanalu BKca w komérkach HEK293T dzikiego typu
oraz w komérkach przejsciowo transfekowanych plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC kanalu BKca.
Analiza technika Tricine — SDS — PAGE Western blot z oczyszczonych mitochondriéw komérek HEK293T.
Zdjecia kliszy z wyznakowania immunologicznego podjednostki kanatu BKca o (~120 kDa) oraz markera
mitochondrialnego — Hsp75 (~80 kDa). ,,-,, — komorki nietransfekowane plazmidem VEDEC oraz ,,+” — komorki
transfekowane plazmidem VEDEC. Do wykrywania bialek zastosowano mysie przeciwciato anty-o (1:200,
NeuroMab, L6/60) oraz krolicze przeciwciato anty-Hsp75 (1:1000, Abcam, ab182775). n=6.

anty-Hsp75

W ostatniej serii eksperymentow tej czesci pracy podjeto probe okreslenia lokalizacji
izoformy VEDEC w komoérkach HEK293T po przeprowadzeniu przejsciowej transfekcji.
Izoforma VEDEC byta poprzednio zidentyfikowana w mitochondriach serca [145]. Ponadto
ekspresja tej izoformy w komoérkach HEK293 rowniez skutkowata cze¢sciowa lokalizacja
w  mitochondriach. =~ W  opisanych  doswiadczeniach  wykonano  znakowanie

immunofluorescencyjne podjednostki o kanalu BKca skorelowane z barwieniem
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mitochondriow markerem fluorescencyjnym MitoRed. Ponadto wykonano znakowanie
siateczki $rddplazmatycznej wykorzystujac jako marker biatko PDI (ang. protein disulfide
isomerase). Podsumowanie wykonanych doswiadczen zaprezentowano na rycinie 33.
Podjednostke a znakowano barwnikiem zielonej fluorescencji, natomiast kompartmenty
komorkowe przedstawiono w kolorze czerwonym. Wykonane do$wiadczenia wykazaty
czesciowy lokalizacje podjednostki VEDEC z frakcja mitochondrialng (Rycina 33A). Sygnat
pochodzacy z barwienia izoformy VEDEC kanalu BKca kolokalizowat si¢ rowniez z siateczka
endoplazmatyczng (Rycina 33B). Kolokalizacja biatka z wybranymi przedziatami
komoérkowymi objawiata si¢ barwa pomaranczowa (zdjgcia po prawej stronie w panelach

A 1 B). Ponadto, przedstawiono powigkszone obrazy przyktadowej kolokalizacji sygnatow.

A MitoRed

+VEDEC

+VEDEC

Rycina 33 Analiza obecnos$ci podjednostki a kanalu BKca w komoérkach HEK293T dzikiego typu
oraz w komorkach przej$ciowo transfekowanych plazmidem kodujacym izoform¢ VEDEC kanatu BKca. Zdjecia
lokalizacji komérkowej uzyskane za pomoca mikroskopii konfokalnej. Obrazowanie lokalizacji komorkowej
izoformy VEDEC za pomoca przeciwciata anty-o (krolicze, 1:200, Alomone Labs, APC021) — kanat zielony.
A) Badanie kolokalizacji z mitochondriami za pomocg markera mitochondrialnego MitoRed (Sigma-Aldrich)
— kanatl czerwony. B) Badanie kolokalizacji z siateczka $rdédplazmatyczna za pomoca przeciwciata anty-PDI
(mysie, 1:500, Abcam, ab2792) — kanat czerwony. Superimpozycja kanatow czerwonego oraz zielonego w kolorze
pomaranczowym. Skala 5 pm.

6.1.8 Weryfikacja wystepowania podjednostki f4 w komorkach HEK293T

Analiza ekspresji genu KCNMB4 wskazuje na obecno$¢ transkryptow tego genu

w komorkach HEK293T. W zwigzku z tym przeprowadzono eksperymenty majace na celu
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potwierdzenie obecnosci podjednostki 4 na poziomie biatka. W tym celu wykonano
elektroforeze¢ Tricine SDS-PAGE probek zawierajgcych homogenat komoérkowy lub
oczyszczone mitochondria komorek HEK293T dzikiego typu i przeprowadzono znakowanie
z zastosowaniem przeciwciatl rozpoznajgcych podjednostke B4 kanatlu BKca. W poprzednich
badaniach, prowadzonych w Pracowni Wewnatrzkomoérkowych Kanatéw Jonowych, majacych
na celu identyfikacj¢ tej podjednostki w mitochondriach komoérek mézgowych wykorzystano
przeciwciato poliklonalne firmy Alomone Lab. Niemniej jednak, w celu uzyskania bardziej
wiarygodnych wynikéw postanowiono wykonac te analize z wykorzystaniem wiekszej liczby
przeciwcial pochodzacych od trzech producentow - Proteintech, ThermoFisher (Invitrogen)
oraz Alomone Labs. Na rycinie 34 zaprezentowano wyniki analizy Western blot

z zastosowaniem powyzszych przeciwcial.
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Rycina 34 Analiza Western blot po elektroforezie Tricine —frakcji homogenatow catokomorkowych (H) oraz
mitochondrialnych (M) z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych podjednostke B4 kanatu BKca.
Do barwienia immunologicznego podjednostki 4 kanatu BKca (~24 kDa) w komoérkach HEK293T zastosowano
przeciwciala anty-B4 firmy Proteintech (mysie, 1:1000, 60122-1-lg), ThermoFisher (Invitrogen) (krélicze, 1:200,
PA5-50692) oraz Alomone (krélicze, 1:200, APC-061).

Podjednostka 4 to biatko o masie okoto 24kDa. Analiza wykazata, ze zastosowane
przeciwciala znakuja biatka o masie znacznie wigkszej niz przewidziana dla podjednostki 4.
Przeciwciato firmy Proteintech znakowato prazek na zadanej wysokosci, jedynie we frakcji
zawierajacej homogenat komorkowy. W przypadku przeciwciata firmy Alomone Labs
widoczny byt staby prazek na wysokosci okoto 24 kDa we frakcji mitochondrialnej, co moze

sugerowaé obecno$¢ podjednostki B4 w mitochondriach. Znakowanie prazkow o wigkszej
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masie niz przewidywana dla bialka 4 moglyby sugerowaé pojawienie si¢ klastrow
podjednostki 4. Jednak nalezy zauwazyC, ze przeciwciata znakowaly prazki o roéznych
masach, co moze wskazywac na niespecyficzne znakowanie innych biatek.

Potwierdzeniem obecnosci biatka B4 w tych komoérkach mogltoby by¢ zastosowanie
techniki CRISPR/Cas9 w celu uzyskania klonow ze zmutowanym genem KCNMB4
skutkujacym brakiem funkcjonalnego biatka. W trakcie realizacji tej pracy podjeto probe
uzyskania takich linii, jednak proby te nie zakonczyty si¢ powodzeniem. Niemniej jednak,
analiza z wykorzystaniem przeciwciata firmy Alomone Labs sugeruje obecno$¢ podjednostki
4 w mitochondriach komorek HEK293T.

Pomimo prawdopodobienstwa czgsciowo niespecyficznego znakowania podjeto probe
analizy kompleksow biatkowych w mitochondriach komérek HEK293T z wykorzystaniem
przeciwciala firmy Alomone Labs. Poprzednie doswiadczenia wykonane w Pracowni
Wewnatrzkomorkowych Kanalow Jonowych wskazaty na interakcj¢ podjednostki (4
z oksydazg cytochromu ¢ w komorkach U-87 MG [150]. Dlatego postanowiono wykonac
analize Blue Native w celu poréwnania potencjalnych komplekséw tworzonych w komodrkach
HEK293T przez podjednostke B4 z kompleksami tworzonymi przez oksydaze cytochromu c
(Rycina 35). Analiza wykazata obecno$¢ prazkow o tej samej wysokosci znakowanych
we frakcji mitochondrialnej przez przeciwciato rozpoznajace podjednostke B4 jak i oksydaze
cytochromu c. Podobny wynik obserwowano w przypadku komorek linii U-87 MG, jednak
w przypadku komoérek HEK293T nalezy wzig¢ pod uwage potencjalne niespecyficzne
znakowanie cz¢sci widocznych kompleksow. Jednym z potencjalnych do§wiadczen mogacych
rozstrzygna¢ wyzej wskazane watpliwosci mogloby by¢é wykonanie w przysztosci analizy
z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej, ktora pozwala na wskazanie masy

monomerdéw biatek tworzacych analizowane kompleksy biatkowe.
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Rycina 35 Porownanie z wykorzystaniem elektroforezy Blue Native kompleksow biatkowych rozpoznawanych
przez przeciwciato anty-f4 oraz kompleksow oksydazy cytochromu ¢ w komoérkach HEK293T dzikiego typu.
W analizie zastosowano przeciwcialo anty-f4 firmy Alomone (krélicze, 1:200, APC-061). Do znakowania

podjednostki Va oksydazy cytochromu ¢ wykorzystano przeciwciato firmy Thermo Fisher Scientific (krélicze,
1:1000, PA5-27432).

Ekspresja podjednostki 4 w komoérkach HEK293T stawia pytanie o jej lokalizacje
w przedziatach komoérkowych. Poprzednie dane literaturowe wskazuja, ze ta podjednostka
moze si¢ lokalizowa¢ w mitochondriach, mi¢dzy innymi komérek mézgu oraz nowotworowych
komorek astrocytomy [150, 163]. Niemniej, na uzyskane wyniki nalezy spojrze¢ krytycznie
z uwagi na niespecyficzne barwienia ujawnione w analizie Western blot po elektroforezie
Tricine SDS-PAGE. Stawia to pod znakiem zapytania, cho¢ nie wyklucza obecnosci natywne;j
podjednostki 34 kanatu BKca w komoérkach/mitochondriach komérek HEK293T.

6.1.9 Podsumowanie

Podsumowujac pierwsza cze$¢ pracy mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzone
eksperymenty wykazaty, ze ekspresja izoformy VEDEC kanatu BKca w komérkach HEK293T
prowadzi do pojawienia si¢ funkcjonalnego kanatu mitoBKca w mitochondriach tych komorek.
Kluczowym narzedziem w tych badaniach byly doswiadczenia elektrofizjologiczne

z zastosowaniem techniki patch-clamp, ktore umozliwity precyzyjne pomiary aktywnosSci
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kanatu w izolowanych mitochondriach. Rejestracje wykazaty charakterystyczne dla kanatlu
BKca wlasciwosci, takie jak aktywacja zalezna od jonow wapnia i napigcia.

Dodatkowo, lokalizacje¢ kanalu mitoBKca w mitochondriach potwierdzono za pomocg
analizy immunofluorescencyjnej. Zastosowanie specyficznych przeciwcial wykazato
czgsciowe wspotwystepowanie sygnalu z markerem mitochondrialnym, co wskazuje
na ukierunkowanie i integracje biatkka w mitochondriach. Wyniki te jednoznacznie
potwierdzaja, ze izoforma VEDEC moze by¢ rozpoznawana jako biatko mitochondrialne 1 jest

zdolna do formowania aktywnego kanatu mitoBKca w transfekowanych komorkach HEK293T.
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6.2 Identyfikacja bialek oddzialujacych z podjednostkami kanalu BKca
z wykorzystaniem techniki TurbolD

Jak wspomniano wcze$niej kanaty typu BKca odgrywaja istotng role w wielu procesach
komorkowych, takich jak regulacja potencjatu btonowego, homeostaza wapniowa czy kontrola
napi¢cia migsniowego. Wiadomo tez, ze kanaty mitoBKca petnig rowniez istotng funkcje
w mitochondriach, wptywajac na ich prawidtowe dziatanie 1 adaptacj¢ do stresu komorkowego.
W  mitochondriach kanaly te moga odgrywa¢ role w regulacji potencjalu blony
mitochondrialnej, produkcji ATP oraz generowaniu reaktywnych form tlenu.

Badania opisane powyzej wykazaty, ze izoforma VEDEC kanalu BKca tworzy
funkcjonalny kanat mitoBKca w mitochondriach. Co wigcej, istniejg przestanki sugerujace,
ze kanaly mitoBKca moga oddziatywa¢ z komponentami tancucha oddechowego
mitochondridow, co prawdopodobnie jest elementem mechanizmu regulujacego
funkcjonowanie mitochondriéw. Tego typu interakcje moglyby wyjasnia¢, w jaki sposob
mitoBKca przyczynia si¢ do ochrony komoérek przed stresem oksydacyjnym oraz wspomaga
funkcje energetyczne mitochondriow.

Dotychczasowe proby badania interakcji kanatdéw BKca z partnerami biatkowymi,
W tym w mitochondriach opieraly si¢ na metodach biochemicznych, takich
jak immunoprecypitacja potaczona ze spektrometria mas. W opisywanych badaniach
postanowiono wykorzysta¢ technike TurbolD, ktéra pozwala na biotynylacje biatek
w bezposrednim sasiedztwie badanego biatka. Dzigki temu podej$ciu eksperymentalnemu
mozliwa jest identyfikacja potencjalnych partneréw podjednostek kanatu BKca W naturalnym
srodowisku w roznych przedziatach komorkowych, w tym mitochondriow. To podejscie
pozwoli na okreslenie bliskiego otoczenia tych biatek, niekoniecznie jednak muszg by¢ to
biatka trwale oddziatujace z kanatem BKca.

Zastosowanie techniki TurbolD, w potaczeniu z mikroskopia i zaawansowang analiza
proteomiczng, pozwoli uzyska¢ obraz interakcji kanatow BKca z innymi biatkami, co moze
otworzy¢ nowe mozliwosci badawcze w kontekscie ich roli w funkcjonowaniu catych komoérek
oraz mitochondriéw.

Jako model do badan wybrano komoérki HEK293T, mimo ze komorki te nie wykazuja
naturalnej, wysokiej ekspresji kanatéw typu BKca. Jednak komorki te sa powszechnie
stosowane w badaniach kanatow BKca. Ponadto wykorzystano t¢ lini¢ w badaniach opisanych
powyzej do badania aktywnosci izoformy VEDEC kanatu BKca w mitochondriach. Wskazuje,

to, ze jest ona prawidlowo rozpoznawana jako biatko kierowane do mitochondriow. Komorki
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HEK293T charakteryzuja si¢ tatwoscia i wysoka wydajnoscig transfekcji, co umozliwia
skuteczng ekspresj¢ badanego biatka. Podj¢to rowniez proby wykorzystania komorek U-87
MG, w ktérych kanal BKca w mitochondriach wystepuje naturalnie, jednak komorki te sg
trudne do transfekcji, a proby wyprowadzenia stabilnych linii kodujacych podjednostki kanatu
BKca nie powiodly si¢ z powodu szybkiej adaptacji komoérek do antybiotykéw selekcyjnych.

6.2.1 Przygotowanie systemu do biotynylacji partnerow podjednostek kanalu

BKca/mitoBKca

Poprzednie badania wykazatly, ze w komoérkach HEK293T izoforma VEDEC tworzy
funkcjonalny kanat mitoBKca, a komorki te prawdopodobnie ekspresjonuja podjednostke B4
kanatu. Ponadto, wykazaty, ze podjednostka ta moze oddzialywa¢ z mitochondrialnym
fancuchem oddechowym. W zwigzku z tym podjeto probe przygotowania systemu
do znakowania poprzez biotynylacje i pozniejsza identyfikacje biatek bedacych w poblizu
podjednostek kanatu BKca/mitoBKca.

Zaplanowane doswiadczenia obejmowaly przygotowanie odpowiednich konstruktow,
weryfikacj¢ ekspresji, lokalizacji oraz funkcjonalno$ci podjednostek kanatu BKca
oraz biotynylacj¢ 1 identyfikacje potencjalnych partneréw bialkowych. Schemat
zaplanowanego do$wiadczenia zaprezentowano na rycinie 36. Schemat przedstawia proces
przejsciowej transfekcji komorek HEK293T plazmidem kodujacym wybrane biatka
sfuzjowane z enzymem TurbolD, biotynylacji oraz oczyszczania biotynylowanych biatek

z probki mitochondrialnej lub calokomorkowej na streptawidynowym ztozu magnetycznym.
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Rycina 36 Schemat doswiadczen majacych na celu identyfikacje partneréw bialkowych podjednostek
kanatu BKca/mitoBKca. Doswiadczenia obejmowaty przejsciows transfekcj¢ komorek plazmidami kodujacymi
biatka sfuzjowane z ligaza TurboID, biotynylacj¢, koimmunoprecypitacjne oczyszczanie biatek biotynylowanych
przez ligaze TurbolD oraz identyfikacje biatek biotynylowanych z wykorzystaniem spektrometrii mas. Rysunek
wlasny.
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W doswiadczeniach zaplanowano wykorzystanie ligazy TurbolD, bedacej
zmodyfikowang forma enzymu BirA. Ligaza TurbolD przeprowadza adenylacj¢ biotyny
w wyniku czego powstaje reaktywne biotynylo-AMP. Biotynylo-AMP przeprowadza atak
nukleofilowy na lizyne znajdujacg si¢ w promieniu 10-15 nm. Schemat biotynylacji
zachodzacej w czasie opisywanych doswiadczen zamieszczono na rycinie 37, na przyktadzie
konstruktu zawierajacego podjednostke¢ P4 kanatu BKca sfuzjowana z ligaza TurbolD.
Zmodyfikowana ligaza sfuzjowana byta na C-koncu badanego biatka (podjednostki B4 lub a
kanatu BKca).

AMP
- °o it @
® . r~ 10-15nm
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Rycina 37 Zasada dzialania ligazy TurboID w obecnosci biotyny. Schemat zjawiska biotynylacji
na przyktadzie konstruktu zawierajacego podjednostke B4 kanatu BKc, oraz ligaze TurbolD. Rysunek wiasny.
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W celu wykonania zaplanowanych dos$wiadczen przeprowadzono seri¢ klonowan
majacych na celu uzyskanie wybranych konstruktoéw. W niniejszej pracy wykorzystano,
poza konstruktami oa-TurbolD oraz B4-TurbolD, takze konstrukty kodujgce ligaze TurbolD
kierowang do dwoch przedzialdow mitochondrialnych (macierzy oraz przestrzeni
migdzyblonowej), jadra komoérkowego lub pozostajaca w cytozolu.

Podstawa do przygotowania konstruktow byl plazmid kodujacy podjednostke o
wykorzystang w do§wiadczeniach opisanych powyzej oraz plazmid kodujacy podjednostke B4,
regulujacg aktywnos$¢ kanatu BKca pochodzacy z firmy ORIGENE (nr RC202318).
W celu wklonowania ligazy TurboID do obu plazmidéw postuzono si¢ metoda klonowania
bez udzialu enzyméw restrykcyjnych znang jako ,,quickchange” zgodnie z opisem
zamieszczonym w rozdziale Materialy i metody. W celu kierowania enzymu TurbolD
do przestrzeni migdzybtonowej do genu kodujacego ten enzym sfuzjowano sekwencje
kierujaca biatka SMAC (mitochondrialny czynnik 2 aktywujacy kaspazy ang. second
mitochondria-derived activator of caspases). W celu kierowania enzymu TurbolD do macierzy
mitochondrialnej gen kodujacy ten enzym sfuzjowano z sekwencja kierujacg transkarbamylazy
ornititynowej (OTC, ang. ornithine transcarbamylase) lokalizujacej si¢ w macierzy
mitochondrialnej. Oba konstrukty wykorzystane zostaly z powodzeniem w poprzednich
badaniach prowadzonych w Pracowni Wewnatrzkomorkowych Kanatéw Jonowych [241].
W przypadku konstruktu kierowanego do jadra komdrkowego wykorzystano plazmid dostepny
w bazie Addgene 3xHA-TurbolD-NLS_pCDNA3 (Plasmid #107171). Plazmid ten zawiera
sekwencje kierujace do jadra komodrkowego sfuzjowane na C-koncu biatka TurbolD.
Plazmid kodujacy biatko TurboID pozostajace w cytozolu przygotowano na bazie powyzszego
plazmidu poprzez wprowadzenie stop kodonu pomiedzy ligazag TurbolD a sekwencjami
kierujagcymi do jadra komorkowego. Dzigki zastosowaniu tych konstruktow mozliwe byto
wyselekcjonowanie specyficznych i unikatowych biatek biotynylowanych przez podjednostki
kanatu BKca. Schemat konstruktéw wykorzystanych do przeprowadzenia opisywanych

doswiadczen zaprezentowano na rycinie 38.
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Rycina 38 Konstrukty wykorzystane do identyfikacji bialek metoda biotynylacji pobliskich bialek
z wykorzystaniem ligazy TurbolD. Rysunek wiasny.

6.2.2 Analiza funkcjonalnosci konstruktow kodujacych enzym TurbolD

Jak wspomniano wczes$niej, W poprzednich badaniach prowadzonych w naszej
Pracowni wykorzystano dwa konstrukty kontrolne biotynylujace biatka mitochondrialne. W
zwigzku z tym wstepna analiza ekspresji oraz funkcjonalnosci enzymu TurboID w komodrkach
HEK293T zostata wykonana z wykorzystaniem tych konstruktow. Mitochondrialne konstrukty
kontrolne: OTC oraz SMAC zawieraly metke 3xHA. Biatko SMAC-TurbolD-3HA
ma przewidywang wielko$¢ ~46kDa, a OTC-TurbolD-3HA ~43kDa. W celu wykrycia
obecno$ci biatka oraz aktywnosci enzymu TurbolD wykonano ekspresje tych biatek
w komorkach HEK293T. Nastepnie przygotowano lizaty komorkowe, ktore poddano analizie
z wykorzystaniem techniki Western blot. W tym celu wykonano elektroforez¢ Tricine SDS-
PAGE, a nastgpnie transfer biatek z zelu na membrang PVDF. Membrang PVDF znakowano
mysim przeciwciatem anty-HA (1:2000, Sigma, H9658) w celu wykrycia biatek OTC-TurbolD
oraz SMAC-TurbolD (Rycina 39 A). Analiza wykazata, obecno$¢ prazkow na wysokosci
odpowiadajacej przewidywanej wielko$ci badanych konstruktow. W nastepnej kolejnosci
zbadano zdolno$¢ obu biatek do biotynylacji innych biatek. W tym celu przeprowadzono
inkubacje transfekowanych komoérek w obecnosci biotyny. Do wykrycia biotynylacji
wykorzystuje si¢ fakt biotynylacji biatek, z ktorymi TurbolD jest sfuzjowane oraz biotynylacji
pobliskich biatek. Za pomoca analizy Western blot mozliwe jest wykrycie biotynylowanych
biatlek wykorzystujac barwienie membran konjugatem streptawidyny sfuzjowanej
z peroksydazg chrzanowa (streptawidyna-HRP, 1:10000, ThermoScientific, 21130).

Streptawidyna wykazuje silne powinowactwo wzgledem biotyny. Analiza wykazatla,
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pojawienie si¢ wielu prazkow w lizatach z nadekspresja zaréwno OTC-TurbolD jak i SMAC-

TurbolD (Rycina 39 B). Powyzsze analizy wskazuja na petng funkcjonalnos¢ obu konstruktow.
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Rycina 39 Analiza lizatow komérkowych z komérek HEK293T po przejsciowej transfekcji wybranymi
konstruktami: SMAC zawierajacy TurboID oraz OTC zawierajacy TurboID. WT, to nietransfekowane
komorki dzikiego typu. A) Barwienie przeciwciatem anty-HA). B) Znakowanie streptawidyna sprzezong z HRP
po biotynylacji.

W kolejnym etapie przeprowadzono wstgpne do§wiadczenia majace na celu weryfikacje
funkcjonalnosci nowouzyskanych konstruktow kodujacych podjednostke B4 oraz a (izoforme
VEDEC) sfuzjowanych z ligazg TurboID. W zwigzku z tym wykonano przejsciowa transfekcje
komorek HEK293T obydwoma plazmidami. Po transfekcji i uzyskaniu lizatow komorkowych
przeprowadzono analiz¢ Western blot w celu wykrycia obecnosci biatek w komorce.

W przypadku analizy ekspresji konstruktu kodujgcego podjednostke 34 sfuzjowanego
z ligazg TurboIlD wykorzystano mysie przeciwciato anty-FLAG (1:1000, Sigma, F1804).
Jako kontrole wykorzystano oryginalny plazmid kodujacy biatko B4, ktére zawierato metke
FLAG oraz myc sfuzjowang na C-koncu biatka (ORIGENE). Laczna wielko$¢ biatka 4
sfuzjowanego z metkami wynosita okoto 27,5 kDa. Ligaza TurbolD jest wielkosci 35kDa
i zawiera 15 mutacji w poréwnaniu do klasycznej ligazy BirA dzikiego typu [239]. Zatem
znakowanie membrany przeciwciatem FLAG powinno wykaza¢ obecno$¢ badanych bialek

na wysokos$ci ~27 kDa dla B4-FLAG oraz ~62 kDa dla B4-FLAG-TurbolD (Rycina 40 A).
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Rycina 40 Analiza lizatéw komérkowych z komérek HEK293T po przejsciowej transfekcji wybranymi
konstruktami:4-FLAG oraz p4-FLAG zawierajacy dodatkowo TurbolID. WT, to nietransfekowane komorki
dzikiego typu. A) Barwienie przeciwciatem anty-FLAG M2). B) Znakowanie streptawidyna sprzezona z HRP
po biotynylacji.

Analiza B4-FLAG oraz B4-TurbolD wykazata, ze oba konstrukty ulegaja ekspres;ji,
a powstate biatka nie ulega degradacji. Ponadto, zaobserwowano réznice w wysokosci prazka
mig¢dzy konstruktem zawierajacym ligaz¢ TurbolD 1 konstruktem oryginalnym. Wartos¢ ta
odpowiada wielkosci wstawki TurboID. W nastgpnej kolejnosci zbadano zdolno$¢ biatka
B4-TurboID do biotynylacji innych biatek (Rycina 40 B). W tym celu przeprowadzono
inkubacje transfekowanych komorek w obecnosci biotyny. Analiza wykazata, pojawienie si¢
wielu prazkow w lizatach z nadekspresja biatka 4-TurbolD (Rycina 41 B). Powyzsza analiza
wskazuje na pelng funkcjonalnos$¢ konstruktu f4-TurbolD.

W nastepnej kolejnosci wykonano analiz¢ ekspresji stabilno$ci powstajacego biatka
oraz jego funkcjonalnosci w przypadku fuzji podjednostki a kanatu BKca z ligazg TurbolD
(Rycina 41). Na panelu A zaprezentowano wynik barwienia przeciwciatem rozpoznajagcym
podjednostke a (1:200, NeuroMab, L6/60). W przypadku transfekcji konstruktem kontrolnym
wykryto prazki na oczekiwanej wysoko$ci oraz prawdopodobne agregaty biatka. Jednak
w przypadku ekspresji podjednostki a-TurbolD wykrycie sygnalu wymagato dluzszej
ekspozycji. Wydtuzenie czasu ekspozycji uwidocznitlo prazki w $ciezce zawierajace]
a-TurbolD (Rycina 41 A). Ponadto, zaobserwowano wiele prazkow o nizszych masach
co sugeruje niestabilno$¢ tego biatka. Analiza biotynylacji wykazala, ze konstrukt a-TurbolD
nie wykazywal wigkszych wlasciwosci biotynylujacych w poréwnaniu do probki zawierajacej
lizat z komorek dzikiego typu oraz uprzednio transfekowanych plazmidem niezawierajagcym

ligazy TurbolD (Rycina 41 B).
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Rycina 41 Analiza lizatéw komérkowych komérek HEK293T po przejSciowej transfekcji konstruktami
kodujacymi podjednostke a oraz a-TurbolD. WT, to nietransfekowane komorki dzikiego typu. A) Barwienie
przeciwcialem anty-a. ). krotka ekspozycja - 3 sekundy, dtuga ekspozycja - 3 minuty. B) Znakowanie streptawidyna
sprze¢zona z HRP.

W zwiazku z problemami ze stabilno$cig podjednostki a-TurbolID oraz watpliwosciami
zwigzanymi ze zdolno$cig do biotynylacji biatek do dalszych badan wykorzystano jedynie
konstrukt kodujacy biatko B4-TurbolD.

6.2.3 Lokalizacja komorkowa podjednostki B4-TurbolD kanalu BKca

W nastepnych doswiadczeniach zbadano czy obecno$¢ enzymu TurbolD wplywa
na lokalizacje¢ bialka P4 po transfekcji komorek HEK293T poprzez przeprowadzenie
obrazowania z wykorzystaniem fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej. W tym celu
komorki HEK293T WT przejsciowo transfekowano plazmidem kodujagcym podjednostke
B4-FLAG-TurbolD. Nastgpnie znakowano podjednostke 4 mysim przeciwciatem anty-FLAG
(1:500, Sigma, F1804). Lokalizacj¢ konstruktow p4-FLAG oraz p4-FLAG-TurbolD
obserwowano przy wykorzystaniu markera mitochondrialnego (fluorescencyjny barwnik
MitoRed) oraz przeciwciata rozpoznajacego SERCA (ang. Sarco-Endoplasmic Retikulum
Calcium ATP-ase), jako markera siateczki $rodplazmatycznej. MitoRed po wniknigciu
do komorek emituje $wiatlo barwy czerwonej. SERCA natomiast zostalo znakowane
anty-kroliczym przeciwcialem pierwszorzedowym anty-SERCA2 (1:100, PA5-78837,
ThermoFisher), a nastepnie drugorzedowym zawierajagcym fluorofor Alexa555 (Invitrogen).
Anty-mysie przeciwciato Alexa488 (Invitrogen) zastosowano wobec podjednostki p4.
Wzbudzenie Alexa555 powoduje emisj¢ barwy czerwonej, a Alexa488 barwy zielonej.

Nalozenie barw $wiadczy o kolokalizacji i objawia si¢ barwa pomaranczowo-zoita.
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Na zdjeciach z obrazowania mikroskopig konfokalng zauwazono czg¢sciowa kolokalizacje
zarowno P4-FLAG, jak 1 P4-FLAG-TurbolD =z mitochondriami oraz siateczka
srodplazmatyczng. Jednak duza czg$¢ sygnalu pochodzita prawdopodobnie z innych
przedziatow komorkowych. Wydaje sie, ze obecnos¢ ligazy TurbolD nie wplywa znaczaco

na lokalizacj¢ komérkowa podjednostki 4.
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A MitoRed anty-FLAG

+B4-FLAG

B MitoRed anty-FLAG

+B34-TurbolD

C anty-SERCA anty-FLAG

+B4-FLAG

D anty-SERCA anty-FLAG

+B34-TurbolD

Rycina 42 Analiza lokalizacji komérkowej podjednostki B4 sfuzjowanej z ligaza TurboID. Komorki
HEK293T byty przejsciowo transfekowane plazmidem kodujgcy podjednostke B4-FLAG lub p4-FLAG-TurbolD
(kanat zielony). Rownolegle komorki barwione byty markerem mitochondrialnym MitoRed lub znakowane
przeciwciatem anty-SERCA (kanat czerwony). Transfekcja podjednostka 4 bez ligazy TurbolD (A) oraz z ligaza
TurbolD (B) w obecnosci MitoRed. Transfekcja podjednostka f4 bez ligazy TurbolD (C) oraz z ligaza TurbolD
(D) oraz znakowanie anty-SERCA. Skala 5 pm.

W nastepnym doswiadczeniu zweryfikowano czy podjednostka B4 kanalu BKca

kolokalizuje si¢ z podjednostkg o tego kanatu i czy obecnos¢ enzymu TurbolD wpltywa
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na t¢ kolokalizacje. W tym celu komorki HEK293T WT przej$ciowo kotransfekowano
plazmidami kodujacymi kolejno podjednostke VEDEC oraz $4-FLAG lub f4-FLAG-TurbolD
(Rycina 43). Na podstawie obrazu mikroskopii konfokalnej zaobserwowano kolokalizacje¢
sygnatow z podjednostki B4 zawierajgcej ligaze TurbolD (Rycina 43 B) oraz podjednostki 4
nie zawierajacej ligaze TurbolD (Rycina 43 A) wzgledem podjednostki o kanatu BKca.
Znakowano podjednostke o kroliczym przeciwcialem anty-a (1:100, Alomone,
APC-021) oraz podjednostk¢ B4 mysim przeciwciatem anty-FLAG (1:500, Sigma, F1804).
W celu wykrycia obu przeciwcial zastosowano komercyjnie dostepne anty-krélicze
przeciwciata Il rzedowe zawierajace fluorofor Alexa555 (Invitrogen) oraz anty-mysie
Alexa488 (Invitrogen) (Rycina 43). Uzyskane dane wskazuja, ze obecnos¢ ligazy TurbolD
nie wptywa na kolokalizacj¢ podjednostki 4 z podjednostka .. Dodatkowym potwierdzeniem
tej interakcji mogloby by¢ wykonanie do§wiadczenia typu pull-down w celu zaobserwowania
interakcji obu bialek. Pomimo tych zastrzezen przeprowadzono eksperymenty majace na celu

identyfikacj¢ biatek biotynylowanych przez biatko 34.

A anty-FLAG

+a-DEC
+B4-FLAG

B anty-FLAG

+a-DEC
+B34-TurbolD

Rycina 43 Analiza kolokalizacji podjednostki p4 sfuzjowanej z ligaza TurbolID z podjednostka o kanatu BKca.
Komoérki HEK293T przejéciowo transfekowano plazmidami kodujacy podjednostke VEDEC (kanat czerwony)
oraz B4-FLAG i B4-FLAG TurbolD (kanat zielony). A) Kontransfekcja podjednostkg p4 bez ligazy TurbolD
oraz B) z ligaza TurbolD. Skala 5 um.
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6.2.4 Identyfikacja partnerow  bialkowych podjednostki p4 w lizatach

calokomérkowych

Pierwsze eksperymenty tej czeSci pracy miaty na celu optymalizacje warunkéw
przygotowania probek przeznaczonych do analizy za pomoca spektrometrii mas. Gtownym
celem tych testow bylta redukcja tta pochodzacego z detergentéw, ktérych budowa molekularna
oparta jest o glikol polietylenowy (PEG), zastosowanych do solubilizacji materiatu
biologicznego. W zwiazku z tym, w porozumieniu ze Srodowiskowym Laboratorium
Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, przygotowano kilka wariantow
buforow zawierajacych rdézne detergenty stosowane do oczyszczania badanych prob.
Biotynylowane probki oczyszczono z zastosowaniem kulek magnetycznych optaszczonych
streptawidyna zgodnie z ogdlnym protokolem opisanym w rozdziale Materiaty i metody,
stosujgc bufory zawierajace detergenty takie jak NP-40, SDS, Triton X-100 i deoksycholan
sodu. W wyniku przeprowadzonych testéw, w porozumieniu ze Srodowiskowym Laboratorium
Spektrometrii Mas IBB PAN, wybrano oczyszczanie probek w buforze zawierajgcym
1% NP-40 oraz 0,4% SDS. Poszczegoélne etapy oczyszczania opisano W rozdziale 5.11.
Na koniec probki zawieszano w 10 mM Tris pH 7.4

W pierwszej czesci doswiadczen podjeto probe identyfikacji biatek biotynylowanych
przez podjednostke B4 z wykorzystaniem lizatow catokomorkowych. Komorki HEK293T
przejsciowo transfekowano konstruktem kodujacym podjednostke B4 kanatu BKca sprz¢zona z
ligazg TurbolD oraz konstruktami kodujacymi kontrole - ligaze TurbolD kierowang do jadra
komorkowego oraz ligaze TurbolD pozostajaca w cytozolu, a takze plazmidem pcDNA3.1,
ktory nie kodowat biatka. Po inkubacji komoérek, przez czas odpowiedni do uzyskania ekspresji
biatek kodowanych przez plazmidy, do medium hodowlanego podano biotyng. Po uptywie
czasu, potrzebnego na biotynylacje, komorki zebrano, lizowano i przeprowadzono
oczyszczanie probek na ztozu streptawidynowym. Uzyskane zloza przekazywano do
Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w celu
identyfikacji z wykorzystaniem spektrometrii mas biatek zwigzanych ze ztozem.

Przyjety protokot identyfikacji bialek w spektrometrii mas obejmowat jednoczesne
przygotowanie wszystkich badanych prob w celu umozliwienia potencjalnej analizy iloSciowej
uzyskanych wynikow. W pracy nie zastosowano pogtebionej analizy statystycznej uzyskanych
danych, jednak istnieje taka mozliwo$¢ 1 analiza ta zostanie wykonana we wspotpracy
z Srodowiskowej Pracowni Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN
w najblizszej przysztosci. Niemniej, na podstawie liczby zidentyfikowanych peptydow
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przygotowano liste biatek bedacych potencjalnymi partnerami podjednostkami biatka 4.
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze do selekcji tej nalezy podej$¢ z ostrozno$cia, niemniej pokazuje
ona petniejszy obraz interakcji podjednostki 4.

W wyniku analizy uzyskanych danych przygotowano dwie listy bialek bedacych
potencjalnymi partnerami podjednostki 4. Pierwsza lista zawiera bialka biotynylowane
jedynie w komorkach transfekowanych po odrzuceniu biatek zidentyfikowanych w probach
uzyskanych z komoérek ekspresjonujacych konstrukty kontrolne. Ponadto, kryterium selekc;ji
stanowito wystepowanie bialka w co najmniej 2 z 3 powtdrzen. Biatka te zaprezentowano
w tabeli 4. Identyfikacje biatek i ich lokalizacj¢ ustalono z wykorzystaniem bazy Uniprot.
W celu uproszczenia analizy i zwigkszenia czytelnosci uzyskanych wynikow przyjeto podziat
na nastepujace frakcje komorkowe: CS — cytoszkielet, C — cytoplazma, GA — aparat Golgiego,
N —jadro komodrkowe, ER — siateczka §rodplazmatyczna, PM — blona plazmatyczna, V — biatko
znajdujace si¢ w pecherzykach komorkowych (vesicle), M — mitochondria, L — lizosom, Me —
melanosom, LD — krople lipidowe (lipid droplet), S — biatko wydzielane przez komorke
(secretet protein). Frakcja pecherzykowa obejmuje rdézne rodzaje pecherzykow
wewnatrzkomorkowych. Jak mozna zauwazy¢ wiele zidentyfikowanych biatek lokalizuje si¢
w kilku frakcjach komorkowych. Wynika to z kilku powodow, m. in. rzeczywistej lokalizacji
tego samego biatka w kilku przedziatach komorkowych, istnienia wielu izoform jednego bialka,
ktore jednak z uwagi na podobienstwo budowy sa niemozliwe do rozroéznienia w analizie
spektrometrii mas czy istnienia biatek nalezacych do jednej rodziny (grupy biatek) o zblizone;j
budowie i zawierajacej takie same fragmenty/domeny identyfikowane w spektrometrii mas.
W zwiazku z powyzszym wiele zidentyfikowanych peptydow przypisanych jest do kilku biatek
(numerdéw ID w bazie Uniprot).

Catkowita liczba zidentyfikowanych bialek we frakcji  calokomorkowej
wynosita 1171. Z tej listy 596 biatek zostalo co najmniej raz odnotowanych, jako biatko
biotynylowane przez B4-TurbolD. Pozostate 575 biatek zostato zidentyfikowanych jedynie
w grupach kontrolnych pcDNA3.1, NUC-TurbolD oraz CYT-TurbolD.

W  wyniku analizy  zidentyfikowano 126  biatek,  ktére = uznano
za unikatowe dla biotynylacji przez podjednostke B4, czyli byty to biatka, ktorych peptydy byty
wykryte jedynie w grupie badanej B4-TurbolD (Zatacznik: Tabela Z1). Jednakze ze wzgledu
na znaczg liczbe tych biatek obrano znacznie bardziej restrykcyjne kryterium wyboru biatek
unikatowych. W tabeli biatek unikatowych dla frakcji calokomorkowej zamieszczono liste

biatek, ktorych identyfikacja wystepowala jedynie w 2 z 3 powtorzen w grupie badanej
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B4-TurboID. W tabeli znalazto si¢ 41 bialek. Pozostate bialka zidentyfikowano jedynie w
jednym do$wiadczeniu.

Uzyskane dane przeanalizowano pod katem wyst¢powania zidentyfikowanych biatek
w organellach komérkowych. Na rycinie 44 zaprezentowano rozklad bialek w organellach.
W analizie zidentyfikowanych interakcji biatka B4 w lizatach komorkowych najwickszg grupe
stanowity biatka lokalizujace si¢ w siateczce srodplazmatycznej (~30%), btonie komorkowe;j

(~19%), cytozolu (~11%), aparacie Golgiego (~11%) i pecherzykach (~11%).

Biatka unikatowe w lizatach catokomodrkowych
= Me-melanosomy = |-lizosomy ™ LD-krople ttuszczu

2,41% 1,20%
2,41% A~ " = M-mitochondrium

® S-biatka sekrecyjne < 2,41%
1,20% /
u
® Cs-cytoszkielet
2,41%
O C-cytoplazma
10,84%

GA-aparat Golgiego
O  ER-siateczka

10,84%
srédplazmatyczna
30,12%

O PM-btona komdrkowa
19,28%

Rycina 44 Rozklad lokalizacji bialek biotynylowanych przez biatko p4-TurbolD. Biatka unikatowe dla probki

B4-TurboID wzgledem probek kontrolnych w badaniach catokomérkowych. Identyfikacja wybranego biatka w co
najmniej 2 z 3 probek.
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Tabela 4 Lista bialek unikatowych dla prébki p4-TurbolD wzgledem probek kontrolnych w badaniach calokomérkowych. Identyfikacja wybranego bialka

w co najmniej 2 z 3 probek.
CS (cytoszkielet), C (cytoplazma), GA (aparat Golgiego), N (jadro komérkowe), ER (siateczka $rodplazmatyczna), PM (blona komorkowa), V (pecherzyki), and M (mitochondria), L — lizosomy, Me — melanosom, LD — krople tluszczu, S-biatka
sekrecyjne

Score i liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce
ID biatka Nazwa biatka Lokalizacja
(UNIPROT)
Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3
Q9H3P7 Golgi resident protein GCP60 441.0 (8) 153.0 (4) - GA, M
Q9HCU5 Prolactin regulatory element-binding protein 733.0 (8) 117.0(2) - ER, N
P62491, Q15907 Ras-related protein Rab-11A, Ras-related protein Rab-11B 464.0 (7) 268.0 (4) - PM, V, GA,

Q9BZF1 Oxysterol-binding protein-related protein 8 388.0(7) 139.0(2) 188.0(3) ER, N
P35613 Basigin 358.0 (6) 105.0(2) 103.0(2) Me, PM, V, ER,
P18031 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 275.0 (6) 110.0(2) - ER

Q9Y5M8 Signal recognition particle receptor subunit beta 197.0(5) 166.0 (4) - ER

Q8TCT9 Minor histocompatibility antigen H13 514.0 (5) 424.0 (3) - ER, PM,
Q8TCI2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3B 249.0 (5) 173.0(3) - ER
QouBmM7 7-dehydrocholesterol reductase 281.0 (5) 110.0(3) - ER

015126 Secretory carrier-associated membrane protein 1 541.0 (5) 100.0 (2) - GA,V,
QouLc3 Ras-related protein Rab-23 268.0 (5) 90.0 (2) - PM,C,V,
Q86W47 Calcium-activated potassium channel subunit beta-4 1823.0(4) 1661.0 (4) 620.0 (3) PM

Q9H3N1 Thioredoxin-related transmembrane protein 1 281.0 (4) 251.0 (4) 216.0 (3) ER, M, S
Q8NFQ8 Torsin-1A-interacting protein 2 273.0 (4) 219.0 (4) - ER, N
P30519 Heme oxygenase 2 188.0 (4) 207.0 (4) - ER,V
075915 PRAL1 family protein 3 833.0 (4) 592.0(2) 176.0 (3) ER,PM, C, Cs
P05556 Integrin beta-1 233.0 (4) 107.0(2) 93.0(2) PM, Me, V
Q15005 Signal peptidase complex subunit 2 406.0 (4) 75.0 (2) - ER

Q8NF37 Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 217.0 (4) 143.0(2) - ER, GA, PM, LD
Q9Y6N7 Roundabout homolog 1 202.0 (4) 86.0 (2) - ER, PM,
Q9UGP8 Translocation protein SEC63 homolog 203.0(3) 164.0 (3) - ER

Q9NR31 GTP-binding protein SAR1a 288.0 (3) 85.0(2) 112.0(2) ER,GA,C, L
Q9Y6B6 GTP-binding protein SAR1b 271.0(3) 119.0(2) - ER,GA,C, L

P20340, Q9NRW1 Ras-related protein Rab-6A,Ras-related protein Rab-6B 156.0 (3) 73.0(2) - GA,V, ER

095208 Epsin-2 142.0(2) 125.0(3) - cV
QINPAO ER membrane protein complex subunit 7 82.0(2) 94.0 (2) 160.0 (2) ER

P60468 Protein transport protein Sec61 subunit beta 271.0 (2) 185.0(2) - ER

Q02952 A-kinase anchor protein 12 88.0 (2) 203.0(2) - C, Cs, PM
014828 Secretory carrier-associated membrane protein 3 161.0(2) 92.0(2) - PM

P43307 Translocon-associated protein subunit alpha 136.0(2) 104.0 (2) - ER

Q9Y5V3 Melanoma-associated antigen D1 90.0 (2) 149.0(2) - C,PM, N
Q9H2H9 Sodium-coupled neutral amino acid transporter 1 86.0 (2) 150.0 (2) - PM

Q9HDC5 Junctophilin-1 91.0(2) 125.0(2) - PM, ER
P62330 ADP-ribosylation factor 6 114.0(2) 87.0(2) - C,PM, V, GA
Q96A33 PAT complex subunit CCDC47 101.0(2) 90.0 (2) - ER

Q9H8Y8 Golgi reassembly-stacking protein 2 81.0(2) 104.0 (2) - GA, ER
Q14160 Protein scribble homolog 79.0 (2) 86.0 (2) - PM, C
094906 Pre-mRNA-processing factor 6 - 88.0(2) 103.0(2) N
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W dalszej czgsci analizy podjeto sie selekcji tzw. biatek wzbogaconych we frakcji
transfekowanych  plazmidem kodujacym podjednostk¢  B4-TurbolD. Wytypowano
37 biatek, ktore uznano za wzbogacone (Tabela 5). Kryterium do okreslenia wzbogacenia byto
czestsze wystepowanie danego peptydu w grupie badanej, wzgledem grupy kontrolne;j.
Na li$cie biatek wzbogaconych nie umieszczono bialek unikatowych.

Uzyskane dane przeanalizowano pod katem wystepowania zidentyfikowanych biatek
w organellach komérkowych. W rycinie 45 zaprezentowano rozklad biatek w organellach.
W analizie interakcji biatka B4 w lizatach komoérkowych najwigkszg frakcje stanowity biatka
btony plazmatycznej (~19%), siateczki srodplazmatycznej (~16%), cytoplazmy (~16%), jadra
komorki (~15%), cytoszkieletu (~11%) i pecherzykow (~10%).

Biatka wzbogacone w lizatach catokomdrkowych

) = | D-krople ttuszczu
= L—I|zosomy 1,37%

= Me-melanosomy 2,74% = M-mitochondrium

5,48% \ 1,37%
[ Cs-cytoszkielet
10,96%

O C-cytoplazma GA-aparat Golgiego
16,44% 1,37%
O PM-btona komdrkowa
19,18%

O ER-siateczka
Srédplazmatyczna
16,44%

Rycina 45 Rozklad lokalizacji bialek biotynylowanych przez bialko P4-TurbolD. Biatka wzbogacone
dla probki f4-TurbolD wzgledem probek kontrolnych uzyskanych po izolacji bialek biotynylowanych z lizatow
catokomoérkowych.
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Tabela 5 Lista bialek wzbogaconych dla prébki p4-TurboID wzgledem probek kontrolnych uzyskanych po izolacji bialek biotynylowanych z lizatow

calokomérkowych
CS (cytoszkielet), C (cytoplazma), GA (aparat Golgiego), N (jadro komorkowe), ER (siateczka $rodplazmatyczna), PM (blona komorkowa), V (pgcherzyki), and M (mitochondria), L — lizosomy, Me — Melanosom, LD — krople ttuszczu, S-biatka

sekrecyjne
Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce
(:J[:\l:):::g?r) Nazwa biatka B4-TurbolD pcDNA3.1 CYT-TurbolD NUC-TurbolD Lokalizacja
1 | 2 | 3 1 | 2 | 3 1 2 | 3 1 | 2 3

Q86UP2 Kinectin 5943.0 (56) 3397.0 (39) 3727.0 (42) - - - 590.0 (10) 521.0(8) 339.0(6) - 82.0(2) - ER
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4 5423.0(32) 3023.0(27) 2792.0(25) - - - 150.0(3) 130.0(3) 121.0(2) - 89.0(2) - ER, PM, CS
Q86UE4 Protein LYRIC 3526.0 (20) 2568.0 (19) 1865.0 (17) - - - 1984.0(17) 1058.0 (15) 1319.0 (16) 1197.0 (15) 344.0 (6) 4(4161")0 ER, N, C
Q9P2ES Ribosome-binding protein 1 2930.0 (35) 1961.0 (25) 2304.0(32) - - - 773.0(15) 449.0(9) 419.0(9) 323.0(5) 178.0(4) 319.0(8) ER

Q13885,Q9BVA1  Tubulin beta-2A chain,Tubulin beta-2B chain - 870.0(7) 751.0(6) - - - - - - - - 928.0(9) C,CS
Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK 2323.0(41) 1046.0 (21) 616.0(15) - - - 949.0 (20) 675.0(13) 769.0(15) 202.0(5) 116.0(3) - N
043491 Band 4.1-like protein 2 1727.0(20) 878.0(15) 854.0(9) 167.0(3) -  405.0(8) 729.0(11) 759.0(10) 460.0(8) 185.0(5) 377.0(7) 256.0(6) C,CS, PM
Q14126 Desmoglein-2 1564.0 (19) 809.0 (11) 462.0(9) - - - 339.0(5) 179.0 (5) 156.0 (3) 91.0 (2) - - PM
P51149 Ras-related protein Rab-7a 1491.0 (11) 444.0(4) 195.0(3) - - - - - 121.0(2) - 146.0 (3) - V,M,L LD, Me
Q15758 Neutral amino acid transporter B(0) 1083.0 (11) 766.0(6) 642.0(5) - - 219.0(3) 187.0(2) 275.0(3) 181.0(2) - - 203.0(3) PM, Me
Q96AG4 Leucine-rich repeat-containing protein 59 1558.0 (12) 628.0(9) 347.0(6) - - - - - 145.0(2) 166.0(3) 83.0(2) 95.0(2) N,ER,V
P11717 Cation-independent mannose-6-phosphate receptor 870.0 (16) 301.0(7) 160.0(3) - - - - 117.0(2) - - - - GA,V
Q14247 Src substrate cortactin 686.0 (10) 356.0(7) 143.0 (4) - - - 482.0(8) 355.0(6) 324.0(7) 111.0(3) - - CCS,PM,ER
P05023 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 972.0(14) 293.0(6) 166.0(3) - - 309.0 (5) 124.0(3) - 247.0 (5) - 153.0(3) 281.0(7) PM, Me
Q14739 Delta(14)-sterol reductase LBR 593.0(10) 345.0(5) 363.0(6) 132.0(3) - - 220.0(3) 404.0(6) 196.0(4) 410.0(5) 342.0(5) 83.0(2) N,ER,C,
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 591.0(10) 496.0(8) 380.0(6) - - 175.0(3) 103.0(2) 289.0(5) 254.0(4) - 144.0 (2) 265.0 (6) PM, L, Me
095292 Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C 568.0 (5) 117.0(2) - - - - - 170.0(2) - - - - ER
Q9NQC3 Reticulon-4 506.0(5) 260.0(3) 184.0(2) - - - - 188.0 (2) - - - - ER,PM
Q96C19 EF-hand domain-containing protein D2 466.0 (8) 288.0(5) - - - - 262.0(4) 203.0(5) 267.0(5) 262.0(4) 143.0(3) - PM
Q16181 Septin-7 542.0(7) 88.0(2) - - - - 220.0(4) 145.0(3) - - - - GGs,
060716 Catenin delta-1 473.0(8) 158.0(2) 188.0(2) - - - - 222.0(3) - 91.0 (2) - - C, N, PM
Q16625 Occludin 371.0(5) 184.0(3) - - - - 106.0 (2) - - - - - PM
Qov2J2 Band 4.1-like protein 3 403.0 (6) - 112.0(2) - - - - 112.0(2) - - - - GCS,PM
P52948 Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96 408.0 (6) 94.0 (2) - - - - - 105.0(3) - - - - N
Q8WYP5 Protein ELYS 360.0(7) 189.0(3) - - - - - 93.0(2) - 230.0(5) 86.0(2) - NC
Q722W4 Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 253.0(5) - 86.0 (2) - - - - 171.0(3) - - - - C,N
Q15836 Vesicle-associated membrane protein 3 362.0(3) 108.0(2) 102.0(2) - - - - 95.0 (2) - - - - Vv
Q9H490 Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class U protein 223.0(2) 180.0(3) 87.0(2) - - - - - 151.0(2) - - - ER
P08240 Signal recognition particle receptor subunit alpha 328.0(8) 97.0(2) 86.0 (2) - - - - - 84.0 (2) - - - ER
P53990 IST1 homolog 120.0(3) 158.0(4) - - - - - 113.0(3) - - - - N,GCS,V
Q8TA86 Retinitis pigmentosa 9 protein 250.0(5) 115.0(3) 96.0 (2) - - - 119.0(3) 84.0 (2) - 134.0(3) - 84.0(2) N
060831 PRA1 family protein 2 - 161.0(3) 111.0(2) - 1120(2) - - - - - 97.0(2) - v
060749 Sorting nexin-2 - 160.0 (4)  86.0(2) - - - - 114.0 (3) - - - - v

PO4S99. POSTSA Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2,Guanine

! ! nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-3,Guanine nucleotide- 76.0 (2) 121.0(3) 106.0(2) - - 182.0(3) - - - - - 81.0(2) PM,N,C,CS

P63096

binding protein G(i) subunit alpha-1
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6.2.5 Identyfikacja partnerow bialkowych podjednostki B4 we frakcjach wzbogaconych

w mitochondria

W kolejnych doswiadczeniach postanowiono zidentyfikowac potencjalnych partnerow
podjednostki B4 po izolacji frakcji wzbogaconych w mitochondria. W zwigzku z tym komorki
HEK293T przejsciowo transfekowano plazmidem kontrolnym (pcDNA3.1) oraz konstruktami
kodujacymi biatka kontrolne (SMAC-TurbolD, OTC-TurboID) oraz podjednostk¢ B4 kanatu
BKca sprzezona z ligaza TurbolD. Nastgpnie, po odpowiednim czasie inkubacji w celu
uzyskania ekspresji biatek sfuzjowanych z ligazg TurbolID, do medium hodowlanego podano
biotyne. Po uptywie czasu potrzebnego na biotynylacj¢ komorki zebrano i oczyszczono frakcje
wzbogacone w mitochondria (tzw. crude mitochondria). Kolejno przeprowadzono
oczyszczanie probek na ztozu streptawidynowym. Po analizie z wykorzystaniem spektrometrii
mas otrzymano liste biatek, ktore potencjalnie wchodzg w interakcje z biatkiem B4-TurbolD
oraz biatkami kontrolnymi.

Podobnie jak w przypadku analizy frakcji catlokomoérkowych uzyskane dane
analizowano pod katem uzyskania listy biatek biotynylowanych wylacznie przez biatko
B4-TurbolD. W ponizszej analizie przyjeto, ze biatka unikatowo biotynylowane przez
podjednostke B4 kanalu BKca, to takie ktore nie wchodza w interakcje z grupa kontrolng
pcDNA3.1, OTC-TurbolD oraz SMAC-TurbolD Uzyskane wyniki zaprezentowano w tabeli 6.
Podobnie jak we wczesniejszej analizie, w celu przypisania lokalizacji wykorzystano dane
zawarte w bazie Uniprot.

Catkowita liczba zidentyfikowanych peptydow we frakcji mitochondrialnej
odpowiadata 1633 biatkom. Z tej listy 1069 bialek zostato co najmniej raz odnotowanych, jako
biatko biotynylowane przez B4-TurbolD. Pozostale 564 peptydow zidentyfikowano jedynie w
grupach kontrolnych pcDNA3.1, OTC-TurbolD oraz SMAC-TurbolD.

Na liscie unikatowych identyfikacji znalazto si¢ 550 biatek (Zatacznik, Tabela Z2).
Podobnie jak opisano to wyzej, za biatka unikatowe, uznano te ktorych peptydy byly wykryte
jedynie w grupie badanej B4-TurbolD. Jednakze ze wzgledu na znaczng liczbe tych biatek
obrano znacznie bardziej restrykcyjne kryterium wyboru biatek unikatowych. W tabeli biatek
unikatowych dla frakcji mitochondrialnej zamieszczono list¢ 58 biatek, ktorych identyfikacja

wystepowata jedynie w grupie badanej B4-TurbolID w 3 z 4 powtorzen.
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Uzyskane dane przeanalizowano pod katem wystepowania zidentyfikowanych biatek
w organellach komdrkowych. Na rycinie 46 zaprezentowano rozktad bialek w wybranych
organellach. W przypadku analizy lokalizacji bialek zidentyfikowanych we frakcjach
wzbogaconych w mitochondria najwigksza grupe stanowity biatka lokalizujace si¢ w siateczce
srodplazmatycznej (~28%), jadrze komorkowym (~17%), cytoplazmie (~13%) oraz
pecherzykach (~12%).

Biatka unikatowe we frakcjach wzbogaconych w
mitochondriach

n
Me-melanosomy L-lizosomy ® | D-krople ttuszczu

1,96% 1,96% \ / 3,92%

a5 " M-mitochondrium

= S-biatka sekrecyjne __ ~ 5,88%
0,98%
] Cs-cytoszkielet/
4,90%
O C-cytoplazma
12,75%

O  ER-siateczka
Srédplazmatyczna
28,43%

GA-aparat Golgiego
5,88%

= PM-btona komdrkowa

4,90%

Rycina 46 Rozklad lokalizacji bialek biotynylowanych przez biatko p4-TurbolD. Biatka unikatowe dla probki
B4-TurboID wzglgdem probek kontrolnych we frakcjach wzbogaconych w mitochondria. Identyfikacja
wybranego biatka w co najmniej 3 z 4 probek.
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Tabela 6 Lista bialek unikatowych dla probki 4-TurbolD wzgledem prébek kontrolnych we frakcjach wzbogaconych w mitochondria. ldentyfikacja wybranego

biatka w co najmniej 3 z 4 probek.
CS (cytoszkielet), C (cytoplazma), GA (aparat Golgiego), N (jadro komorkowe), ER (siateczka $rodplazmatyczna), PM (blona komorkowa), V (pgcherzyki), and M (mitochondria), L — lizosomy, Me — Melanosom, LD — krople ttuszczu, S-biatka

sekrecyjne
ID biatka Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce
Nazwa biatka Lokalizacja
(UNIPROT) Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4
P20700 Lamin-B1 176.0 (3) 1124.0 (18) 571.0 (11) 931.0 (15) N
Q02952 A-kinase anchor protein 12 73.0(1) 388.0(9) 391.0(8) - C, CS, PM.
P46060 Ran GTPase-activating protein 1 73.0 (1) 400.0 (8) 109.0(2) - C,N,CS,
Q14254 Flotillin-2 55.0 (1) 325.0(7) 549.0 (10) - PM, V
095573 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3 58.0 (1) 422.0(7) 357.0(7) 106.0 (2) M, P, V, ER
P27824 Calnexin 62.0 (1) 404.0 (7) 374.0 (7) - ER, M, Me
Q96124 Far upstream element-binding protein 3 - 274.0 (7) 134.0(3) 97.0(2) N
Q86W47 Calcium-activated potassium channel subunit beta-4 769.0 (5) 1932.0(6) 1846.0 (6) 813.0(6) PM
Q9Y5M8 Signal recognition particle receptor subunit beta 63.0 (1) 344.0 (5) 431.0(7) 56.0 (1) ER
Q9HD20 Endoplasmic reticulum transmembrane helix translocase 53.0 (1) 198.0 (5) 96.0 (2) 148.0(3) ER
Q8NF37 Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1 - 263.0 (4) 259.0 (5) 76.0 (1) ER, GA, PM, LD
015173 Membrane-associated progesterone receptor component 2 71.0(1) 210.0 (4) 185.0 (4) 71.0(1) PM, N, ER, S
Q9UMO00 Calcium load-activated calcium channel - 250.0 (4) 367.0 (4) 61.0 (1) C, N, M, ER, GA
Q9Y4P3 Transducin beta-like protein 2 - 176.0 (4) 203.0(3) 64.0 (1) ER
Q55SWX8 Protein odr-4 homolog - 228.0 (4) 84.0 (2) 61.0 (1) PM
095721 Synaptosomal-associated protein 29 83.0 (1) 164.0 (4) 53.0(1) - C,GA,V,
Q8TEM1 Nuclear pore membrane glycoprotein 210 - 176.0 (4) 53.0(1) 112.0(2) ER, N
P51572 B-cell receptor-associated protein 31 196.0 (3) 242.0 (3) 414.0 (7) 65.0 (1) ER, MAMs
Q8TC12 Retinol dehydrogenase 11 57.0(1) 147.0(3) 223.0(3) 185.0(2) ER
P00387 NADH-cytochrome b5 reductase 3 54.0 (1) 138.0(3) 177.0(3) 64.0 (1) ER, M, C
Q96HY6 DDRGK domain-containing protein 1 70.0 (1) 174.0(3) 292.0(3) 62.0 (1) ER
QouBM7 7-dehydrocholesterol reductase 56.0 (1) 116.0(3) 148.0(3) - ER
075534 Cold shock domain-containing protein E1 - 142.0(3) 143.0(3) 63.0 (1) C
Q86XL3 Ankyrin repeat and LEM domain-containing protein 2 - 151.0(3) 152.0(3) 60.0 (1) ER
014983, P16615 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 & 2 52.0 (1) 135.0(3) 99.0 (2) 70.0 (1) ER
Q8N4V1 ER membrane protein complex subunit 5 55.0 (1) 138.0(3) 103.0(2) 59.0 (1) ER, GA,V
Q15629 Translocating chain-associated membrane protein 1 - 239.0(3) 156.0 (2) 61.0 (1) ER
Q6NUQ4 Transmembrane protein 214 - 138.0(3) 121.0(2) 77.0(1) ER
Q9BTX1 Nucleoporin NDC1 - 174.0 (3) 64.0 (1) 60.0 (1) N
P61619, Q9H9S3 Protein transport protein Sec61 subunit alpha isoform 1 & 2 63.0 (1) 118.0(3) - 122.0(2) ER
Q96KC8 DnaJ homolog subfamily C member 1 60.0 (1) 97.0 (2) 217.0(5) - ER, N,V
Q00341 Vigilin 56.0 (1) 98.0 (2) 218.0 (4) - C,N
095772 STARD3 N-terminal-like protein 57.0(1) 91.0(2) 86.0 (2) - Y
Q9Y385 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1 51.0 (1) 110.0(2) 125.0(2) - ER
P05067 Amyloid-beta precursor protein - 114.0(2) 110.0(2) 58.0 (1) PM, V, ER
Q9UG63 ATP-binding cassette sub-family F member 2 - 82.0(2) 95.0 (2) 72.0(1) PM
Q9Y490 Talin-1 - 99.0 (2) 95.0 (2) 57.0 (1) CS,PM,V,
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https://www.uniprot.org/locations/SL-0097
https://www.uniprot.org/locations/SL-0097
https://www.uniprot.org/locations/SL-0097
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https://www.uniprot.org/locations/SL-0094

ID biatka
(UNIPROT)

Q7L5N7
015504
P12277
Qayel9
Q13586
Q15738
QI9NZI8
060282, P33176, Q12840
P51159
Q6P2E9
A1LOTO

A6NHQ2, P22087

P22314
P53365
Q8NFH5
Q9NP72

Nazwa biatka

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2

Nucleoporin NUP42

Creatine kinase B-type

Testis-expressed protein 264

Stromal interaction molecule 1

Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase, decarboxylating
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1

Kinesin heavy chain isoform 5A & 5C, Kinesin-1 heavy chain
Ras-related protein Rab-27A

Enhancer of mRNA-decapping protein 4

2-hydroxyacyl-CoA lyase 2

rRNA/tRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin-like protein 1, rRNA 2'-O-
methyltransferase fibrillarin

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1

Arfaptin-2

Nucleoporin NUP35

Ras-related protein Rab-18

Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3
62.0 (1) 104.0 (2) 57.0 (1)
- 99.0 (2) 47.0 (1)

- 111.0(2) 100.0 (1)

- 102.0(2) 52.0 (1)

- 119.0 (1) 214.0 (5)

- 74.0 (1) 178.0 (4)

- 53.0 (1) 173.0 (3)

- 56.0 (1) 140.0 (2)
74.0 (1) 105.0 (1) 81.0(1)
48.0 (1) 63.0 (1) 47.0 (1)
- 105.0 (1) 70.0 (1)

- 37.0(1) 40.0 (1)

- 48.0 (1) 87.0(1)

- 47.0 (1) 57.0 (1)

- 73.0 (1) 69.0 (1)

- 52.0 (1) 73.0 (1)

Prébka 4

57.0 (1)
54.0 (1)
55.0 (1)
56.0 (1)
67.0 (1)
66.0 (1)
56.0 (1)
56.0 (1)

63.0 (1)
65.0 (1)

70.0 (1)
65.0 (1)
61.0 (1)
71.0 (1)

Lokalizacja

ER, GA, PM, LD
N

C, M, PM
ER,V,C,N
PM, ER, Cs
ER, LD

N, C

CGCs, L

PM, L, Me, V
C N

ER

N

C,M,N
GA

N

PM, LD, ER
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https://www.uniprot.org/locations/SL-0086

W dalszej czg$ci analizy podjeto sie selekcji tzw. biatek wzbogaconych we frakcji
transfekowanych plazmidem kodujagcym podjednostk¢ B4-TurbolD podobnie jak wykonano
to w przypadku lizatoéw catokomoérkowych. Na podstawie liczby zidentyfikowanych peptydow
przygotowano liste biatek bedacych potencjalnymi partnerami podjednostkami biatka P4.
Wyniki zaprezentowano w tabeli 7. W wyniku tej analizy wytypowano 194 biatek
(unikatowych rekordow w bazie Uniprot), ktore uznano za wzbogacone. Kryterium do
okreslenia wzbogacenia byta identyfikacja co najmniej w 3 doswiadczeniach oraz wigksza
liczba zidentyfikowanych peptydow w grupie badanej, wzgledem grup kontrolnych. Trzeba
jednak zaznaczy¢, ze do selekcji tej nalezy podejs¢ z ostrozno$cia, niemniej pokazuje ona
petniejszy obraz interakcji podjednostki 4. Ponizsza lista nie uwzglednia biatek unikatowych.

Uzyskane dane przeanalizowano pod katem wystepowania zidentyfikowanych biatek
w organellach komorkowych. Na rycinie 47 zaprezentowano rozktad bialek w organellach.
W przypadku analizy lokalizacji biatek zidentyfikowanych we frakcjach wzbogaconych
w mitochondria najwieksza grupe stanowily biatka lokalizujgce si¢ kolejno w cytoplazmie
(~21%), jadrze komorkowym (~17%), siateczce s$rodplazmatycznej (~16%), blonie
komorkowej (~9%), pecherzykach (~9%), btonie komorkowej (~9%) i mitochondriach (~7%).
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Biatka wzbogacone we frakcjach wzbogaconych w
mitochondriach

= S-biatka = Me-melanosomy

" L-lizosomy = | D-krople ttuszczu
sekrecyjn 5,03%

-\ 2'?]5%/ 0,67%
B = M-mitochondrium
® Cs-cytoszkielet 6,71%

O C-cytoplazma
21,48%

ER-siateczka

$rédplazmatyczna GA-aparat Golgiego
15,77% 6,71%

|
= PM-btona komédrkowa

8,72%

Rycina 47 Rozklad lokalizacji bialek biotynylowanych przez biatko P4-TurbolD. Biatka wzbogacone
dla probki B4-TurbolID wzgledem probek kontrolnych w analizie frakcji wzbogaconych w mitochondria
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Tabela 7 Lista bialek wzbogaconych dla prébki f4-TurboID wzgledem prébek kontrolnych w analizie frakcji wzbogaconych w mitochondria.
CS (cytoszkielet), C (cytoplazma), GA (aparat Golgiego), N (jadro komorkowe), ER (siateczka $rodplazmatyczna), PM (blona komérkowa), V (pecherzyki), and M (mitochondria), L — lizosomy, Me — Melanosom, LD — krople tluszczu, S-biatka

sekrecyjne
Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce Lokalizacjalw
ID biatka . komoérce
(UNIPROT) Razbalbiaika B4-TurbolD pCcDNA3.1 SMAC-TurbolD OTC-TurbolD
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Q9P2E9 | Ribosome-binding protein 1 330.0(6) 1449.0(25) 1495.0(27)  145.0(3) 160.0(3) 987.0(17) 487.0(6) 303.0(5) |407.0(9) 510.0(9) 461.0(7) 197.0(4) | 249.0(6) 233.0(5) 143.0(1) 190.0(4) [ER
Q86UP2 | Kinectin 156.0(3)  1024.0(23) 2106.0(33)  59.0(1) - - - - - - 52.0 (1) - - 52.0(1) 126.0(3) - ER
Q07065 | Cytoskeleton-associated protein 4 267.0(5)  1379.0(23) 2404.0(30) 835.0(15) - - - - - 110.0 (2) 209.0 (4) - - - 223.0 (4) - ER, PM, C, CS
P08670 | Vimentin 108.0(2) 1141.0(18) 720.0(12)  698.0(8) - - - - 177.0(3) 379.0(7) 102.0(2) 50.0(1) | 61.0(1) 267.0(3) 670.0(8) 107.0(2) [C,CS, N, PM
P19338 | Nucleolin 649.0(11) 981.0(17) 1511.0(21) 196.0(4) 387.0(8) 768.0(11) 703.0(11) 717.0(10) | 670.0(9) 582.0(10) 841.0(15) 352.0(7) | 647.0(9) 549.0(11) 842.0(12) 712.0(11)N,C.
P11021 | Endoplasmic reticulum chaperone BiP 442.0(7)  1220.0(17) 1147.0(17) 233.0(3) 45.0 (1) - - - - 458.0 (6) - - - - 253.0(5) - ER, Me, C, PM
P05023
P13637 | Na/K transporting ATPase subunit alpha-1, 2, 3 90.0(2)  1022.0(16) 1219.0(17) 117.0(2) - - - - 70.0(1) 491.0(9) 349.0(6) 96.0(2) - 312.0(7) 644.0(9) - PM, Me
P50993
P08195 | 4F2 cell-surface antigen heavy chain 138.0(2)  891.0(15) 1021.0(16)  144.0(2) - - - - 113.0(2) 494.0(8) 274.0(4) 167.0(3) | 104.0(2) 176.0(4) 415.0(6) 97.0(1) |PM,L, Me
014654 | Insulin receptor substrate 4 99.0(2)  1016.0(15) 567.0(10) 56.0 (1) - - - - 425.0(8) 640.0(12) 326.0(5) 370.0(6) - 540(1) 93.0(2) 105.0(2) PM
21222116667' Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha, and isoforms beta/gamma 183.0(2) 858.0 (14) 869.0 (13) 609.0 (9) - - - - 268.0 (5) 543.0(10) 324.0(6) 556.0(6) | 137.0(3) 380.0(7) 464.0(7) 173.0(3) |C,N
(3322323; AP-3 complex subunit beta-1, AP-3 complex subunit beta-2 192.0 (4) 532.0(13) 461.0 (11) 146.0 (3) 161.0(4) 596.0(14) 570.0(11) 347.0(7) 182.0(4) 421.0(9) 287.0(7) 223.0(4) | 80.0(2) 54.0(1) 529.0(10) 483.0(10) [GA,V
P08240 Signal recognition particle receptor subunit alpha 130.0 (2) 918.0(13) 958.0 (10) 118.0(2) - 41.0(1) - - 151.0(3) 348.0(4) 67.0(1) 102.0(2) - 108.0(2) 265.0(4) 126.0(2) [ER
Q14126 | Desmoglein-2 - 634.0(11)  977.0(15) - - - - - 52.0(1) 378.0(8) 573.0(11) 93.0(2) - - 240.0 (5) - Pm
P09651, Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al, Heterogeneous nuclear
Q32p51 ribonucleoprotein Al-like 2 159.0 (3) 1038.0 (11) 871.0(9) 138.0(2) - - - - 343.0(4) 405.0(5) 344.0(3) 43.0(1) |252.0(3) 386.0(6) 726.0(8) 98.0(2) [N,C
AOFGR8 | Extended synaptotagmin-2 52.0 (1) 425.0(10)  571.0(11) 92.0(1) - - - - - 50.0 (1) - - - 51.0(1) 226.0(5) 50.0(1) |PM,ER
PODPH7
PODPH8
P68363, Tubulin alpha-3C chain, Tubulin alpha-3D chain, Tubulin alpha-1B chain, Tubulin
Q6PEY2, | alpha-3E chain, Tubulin alpha-14 chain, Tubulin alpha-1C chain 459.0(5)  1349.0(10) 1238.0(10)  1002.0 (8) 160.0 (3) 55.0(1) 146.0(2) | 361.0(5) 593.0(4) 564.0(6) 766.0(8) | 50.0(1) 66.0(1) 909.0(8) 275.0(3) |C,CS
Q71U36
Q9BQE3
043491 Band 4.1-like protein 2 - 625.0(10)  486.0(10) 72.0(1) - - - - - 166.0(3) 169.0(3) - 50.0(1) 122.0(2) 189.0(3) - C, CS, PM
P34931 | Heat shock 70 kDa protein 1-like 359.0(5)  1030.0 (10)  941.0(9) 471.0 (6) 450(1)  141.0(3) - - 731.0(8) 939.0(8) 951.0(8) 781.0(8) - - 303.0(6) 214.0(5) |c,M
000571, )
015523, | ATP-dependent RNA helicase DDX3X and DDX3Y, Probable ATP-dependent RNA | oo (1) 4960(10)  527.0(9)  1040(2) - - - - 170.0(3) 430.0(8) 154.0(2) 67.0(1) . 74.0(1) 181.0(4) 89.0(2) PPM,N,C,Cs
helicase DDX4
QoNalo
P68104, Elongation factor 1-alpha 1, Elongation factor 1-alpha 2, Putative elongation factor
Q05639, 1-a|pgha-like 3 pha s, s phas, s 146.0 (2) 833.0(10) 506.0 (7) 467.0(7) - 270.0(3)  126.0(2) 91.0(2) 159.0(3) 223.0(3) 249.0(3) 359.0(5) [ 56.0(1) 123.0(2) 310.0(5) 63.0(1) [C,N,PM
Q5VTEO
Q86UE4 | Protein LYRIC 98.0(2) 620.0 (10) 518.0(7) 159.0(3) - 58.0(1) 86.0(2) 129.0(2) | 190.0(3) 214.0(3) 276.0(3) 162.0(3) | 59.0(1) 124.0(2) 351.0(7) 131.0(2) [ER,N,PM,C
060488 | Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 55.0 (1) 385.0(9) 439.0(9) - - - - - - 60.0(1) 59.0(1) - - 53.0(1) 53.0(1) - M, P, V, ER, PM
P55011 | Solute carrier family 12 member 2 105.0 (1) 387.0(9) 399.0(7) 102.0 (1) - - - - 100.0 (1) 152.0(2) 143.0(2) 71.0(1) - - 144.0 (3) - P
Q9UGP8 | Translocation protein SEC63 homolog 174.0 (3) 501.0(9) 428.0 (6) 195.0(3) - - - - - - - - - - 59.0 (1) - ER
P51149 Ras-related protein Rab-7a 357.0(5) 955.0 (8) 1164.0 (9) 169.0 (3) - - - - 162.0(2) 272.0(3) 456.0(5) 62.0(1) - 77.0(1) 271.0(3) - V, Me, LD, M
P45880 | Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 532.0(5) 565.0 (8) 672.0(7) 185.0 (3) 128.0(2) 292.0(6) 490.0(5) 113.0(2) |538.0(5) 813.0(5) 520.0(6) 206.0(3) | 383.0(4) 515.0(4) 728.0(5) 184.0(2) [M,PM
/7760'\;’;/'5\/56 Putative annexin A2-like protein, Annexin A2 56.0 (1) 399.0(8) 388.0(7) - - - - - - - - - - 60.0(1) 124.0(1) 53.0(1) [S,Me
P11940 Polyadenylate-binding protein 1 193.0 (4) 492.0(8) 345.0 (6) 264.0 (5) - - - - 65.0(1) 118.0(2) 59.0(1) 108.0(2) - - 75.0(1) - C, N
P13639 | Elongation factor 2 97.0(2) 362.0(8) 248.0 (6) 257.0(5) - - - - - 71.0 (1) - 61.0 (1) - - 54.0 (1) - c,N
Q9BsI8 Extended synaptotagmin-1 112.0(2) 529.0 (8) 361.0 (5) 217.0(4) - - - - - 132.0(2) 57.0(1) 62.0(1) - 66.0(1) 125.0(2) 85.0(2) [ER,PM
P61011 | Signal recognition particle 54 kDa protein 97.0(2) 426.0 (8) 331.0(5) - - - - - 71.0(1) 99.0(2) 198.0(4) 57.0(1) - 142.0(2) 158.0(3) 82.0(1) |N,C ER
P19320, Vascular cell adhesion protein 1, Centromere protein F 55.0(1) 345.0 (8) 128.0 (2) - - - - - - - - - - 62.0(1) 127.0(2) - PM, S, C, N, Cs
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ID biatka
(UNIPROT)

P49454
P04350
P07437
Q13509
Q13885
Q9BVAL
Q96AG4
ASA3EQ,
POCG38,
POCG39,
P60709,
P62736,
P63261,
P63267,
P68032,
P68133,
Q562R1,
Q65813,
Q9BYX7
P29966
Q15758
Q15233
P18031
P50402
Q5JRA6
Q00839
014617
P11717
P04843
P78344
Q92900
Q9POLO
Q722W4
Q9Y277
Q9H3N1
Q8TCT9
QoUL25
Q6P1MO
Q13310
PRDX1_HUM
AN,
Q06830,
Q13162
075396
Q96TC7
Qovawi
Q9Y2W6
P30519
P61026
P62820,
Q92928,
QoHoU4
Q9UHBY
P49006
P53985

Nazwa biatka

Tubulin beta-4A chain, Tubulin beta chain, Tubulin beta-3 chain, Tubulin beta-2A
chain, Tubulin beta-2B chain

Leucine-rich repeat-containing protein 59

POTE ankyrin domain family member E, F, I, J, Actin, cytoplasmic 1, Actin, aortic
smooth muscle, Actin, cytoplasmic 2, Actin, gamma-enteric smooth muscle, Actin,
alpha cardiac muscle 1, Actin, alpha skeletal muscle, Beta-actin-like protein 2,
Putative beta-actin-like protein 3

Mpyristoylated alanine-rich C-kinase substrate

Neutral amino acid transporter B(0)

Non-POU domain-containing octamer-binding protein
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1

Emerin

Transport and Golgi organization protein 1 homolog
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

AP-3 complex subunit delta-1

Cation-independent mannose-6-phosphate receptor
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2
Regulator of nonsense transcripts 1

Vesicle-associated membrane protein-associated protein A
Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3
Thioredoxin-related transmembrane protein 1

Minor histocompatibility antigen H13

Ras-related protein Rab-21

Long-chain fatty acid transport protein 4
Polyadenylate-binding protein 4

Peroxiredoxin-1, Peroxiredoxin-4

Vesicle-trafficking protein SEC22b

Regulator of microtubule dynamics protein 3
Thyroid hormone receptor-associated protein 3
Tudor and KH domain-containing protein

Heme oxygenase 2

Ras-related protein Rab-10

Ras-related protein Rab-1A, Putative Ras-related protein Rab-1C, Ras-related
protein Rab-1B

Signal recognition particle subunit SRP68
MARCKS-related protein
Monocarboxylate transporter 1

Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce

Lokalizacja w

komérce
B4-TurbolD PcDNA3.1 SMAC-TurbolD OTC-TurbolD

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
113.0(2) 581.0(7) 551.0 (8) 908.0 (11) - 59.0 (1) - - 86.0(1) 320.0(5) 165.0(3) 467.0(5) - - 240.0 (5) 185.0(4) [Cs, C
142.0(2) 472.0(7) 524.0(8) 187.0 (3) - - - - - 82.0(2) - - - - 49.0 (1) - Vv, ER, N
235.0 (4) 353.0(7) 465.0 (7) 402.0 (6) - 47.0(1)  163.0(4) - 60.0(1) 129.0(3) 119.0(2) 326.0(6) | 63.0(1) - 327.0(6) 160.0(3) [C,Cs,N
650.0 (7) 962.0(7) 554.0 (6) 55.0 (1) - - - - - 56.0(1) 108.0(2) - - - 192.0 (3) - PM, C, Cs
133.0(3) 640.0 (7) 656.0 (6) 256.0 (4) - - - - 129.0(1) 360.0(5) 75.0(1) 57.0(1) - 212.0(3) 332.0(4) - PM, Me
58.0 (1) 379.0(7) 344.0 (6) - - - - - - 58.0(1) 53.0(1) 70.0(1) | 97.0(2) 175.0(3) 394.0(7) 52.0(1) |N

- 384.0(7) 385.0 (6) 156.0 (3) - - - - 72.0(1) 209.0(3) 72.0(1) 59.0(1) | 50.0(1) 151.0(3) 135.0(2) - ER.
173.0(3) 427.0(7) 280.0 (5) 61.0 (1) - 157.0(3)  64.0(1) 76.0 (1) 102.0(2) 131.0(3) 52.0(1) 84.0(1) | 148.0(3) 110.0(2) 96.0(2) 94.0(1) [N
67.0 (1) 350.0(7) 173.0 (3) 78.0 (1) - - - - - 63.0(1) - - - - - - ER
61.0 (1) 302.0(7) 90.0 (2) 183.0 (4) - - - - - 50.0 (1) - 89.0(2) - - - 53.0(1) |N,C,Cs,PM
58.0 (1) 333.0(7) 136.0 (2) 69.0 (1) - - - - - 190.0(3) 71.0(1) - - - 111.0(2) 93.0(2) [C,GA
54.0 (1) 262.0 (6) 561.0 (10) 99.0(2) - - - - 100.0(2) 343.0(7) 431.0(9) 165.0(3) - 52.0(1) 156.0(4) - GA, V
94.0(2) 271.0(6) 485.0(9) 207.0 (4) - - - - - 57.0(1) - 57.0(1) - - - - ER, Me
97.0(2) 296.0 (6) 367.0(7) - - - - - 60.0(1) 105.0(2) - 47.0(1) - 48.0(1) 65.0(1) - o

- 319.0 (6) 310.0(7) 111.0 (2) - - - - - 158.0 (3) - 55.0 (1) - - - - C,N
53.0(1) 577.0 (6) 417.0 (6) 113.0(2) - - - - - - 52.0 (1) - - - - - ER, PM, N

- 243.0 (6) 299.0 (6) 61.0 (1) - - - - - 184.0 (4) 103.0(2) - - - 140.0 (2) - C,N
240.0 (4) 486.0 (6) 418.0(5) 135.0(1) - 227.0(3) 112.0(2) 58.0(1) 403.0 (4) 450.0(4) 354.0(5) 300.0(4) | 296.0(4) 277.0(3) 488.0(4) 222.0(3) |M,PM
211.0(3) 585.0 (6) 493.0 (5) 233.0 (4) - - - - - 92.0(2) 51.0(1) - - - 57.0(1) - ER, M, S, MAMs
182.0(2) 711.0 (6) 652.0 (5) 275.0 (1) - - - - - 56.0 (1) - - - - - - ER, PM
58.0 (1) 407.0 (6) 329.0(5) 77.0 (1) - - - - - 67.0(1) 178.0(4) - - 52.0 (1) - - ER, GA, V,

- 234.0(6) 225.0(5) 61.0(1) - - - - - 55.0 (1) - - - - - - ER

- 267.0 (6) 233.0(3) 108.0 (2) - - - - - 140.0 (2) - 54.0 (1) - - - - c

Me, C, ER
95.0(2) 295.0 (5) 364.0 (8) 107.0(2) - 113.0(2)  213.0(4) - 147.0(2) 156.0(2) 243.0(4) 58.0(1) - 162.0(2) 229.0(4) 189.0(3)
427.0(3) 442.0 (5) 512.0 (6) 266.0 (3) - - - - 268.0(2) 413.0(4) 446.0(5) 470.0(5) | 63.0(1) 190.0(3) 402.0(4) 174.0(1) [ER, GA, Me
208.0 (3) 281.0(5) 370.0(6) - - - - - - - - - - 82.0(1) - - M, C, N, CS
118.0(2) 281.0(5) 386.0(6) 472.0(7) - 142.0(2) 153.0(3) 383.0(5) | 170.0(3) 234.0(3) 309.0(4) 319.0(5) [ 69.0(1) 77.0(1) 154.0(2) 401.0(6) [N
52.0(1) 245.0 (5) 288.0 (6) - - - - - 75.0(1) 237.0(5) 198.0(4) - - 160.0 (3) 219.0(3) - c, M
54.0(1) 308.0(5) 327.0(5) 59.0(1) - - - - - - - - - - 49.0(1) - PM, V, ER
139.0 (3) 313.0(5) 345.0 (4) 93.0(1) - - - - 92.0(2) - 122.0(2) 105.0(2) - 159.0(3) 170.0(3) - Cs, V, GAER, L
GA, ER, V, C, Me,

98.0(2) 308.0 (5) 290.0 (4) 93.0(1) - - - - - 154.0(2) 125.0(2) - - - 192.0(2) -
97.0(1) 448.0(5) 260.0 (4) - - - - - 112.0(2) 111.0(1) 221.0(4) 60.0(1) - 61.0(1) 108.0(1) 59.0(1) [C, N, ER
89.0 (1) 404.0 (5) 213.0 (3) 64.0 (1) - - - - - 100.0(2) 78.0(1) - - 61.0(1) 214.0(3) - Cs, PM
63.0(1) 291.0(5) 317.0(3) 126.0(1) - 97.0(1) - - - 149.0(2) 136.0(1) - - 133.0(2) 240.0(2) - PM
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ID biatka
(UNIPROT)

QsToL3
Q96PK6
P18085
Q08211
095292
P20340
Q72434
P05787
Q61AA8
Q14318
P57721,
Q15366
043865,
Q96HN2
QINX63
014828
Q7KzZF4
Q15365
P61006
Q15058
Q14781
Q13283
P18583
Q8IXI1
Q13151
Q8NEO1
Q92841
QINVH1

Q96RL7

P08729
Q9BZF1
Q5JTV8
QINRW1
P07900
P51153
Q14157
Q9BVC6
P10599
Q04637
QSNZ)7
QINR31
Q15286
Q02878
Q9NPAO
P13984
000264
075179
000767
P15880
Q12906
075643
P62424
043402
P60468

Nazwa biatka

Protein wntless homolog

RNA-binding protein 14

ADP-ribosylation factor 4

ATP-dependent RNA helicase A

Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C
Ras-related protein Rab-6A

mitochondrial antiviral-signaling protein

Keratin, type Il cytoskeletal 8

Ragulator complex protein LAMTOR1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP8

Poly(rC)-binding protein 3,Poly(rC)-binding protein 2

S-adenosylhomocysteine hydrolase-like protein 1,Adenosylhomocysteinase 3

MICOS complex subunit MIC19

Secretory carrier-associated membrane protein 3
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1
Poly(rC)-binding protein 1

Ras-related protein Rab-8A

Kinesin-like protein KIF14

Chromobox protein homolog 2

Ras GTPase-activating protein-binding protein 1
Protein SON

mitochondrial Rho GTPase 2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO
Metal transporter CNNM3

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17
Dnal homolog subfamily C member 11

Vacuolar protein sorting-associated protein 13A

Keratin, type Il cytoskeletal 7

Oxysterol-binding protein-related protein 8
Torsin-1A-interacting protein 1

Ras-related protein Rab-6B

Heat shock protein HSP 90-alpha

Ras-related protein Rab-13

Ubiquitin-associated protein 2-like
Transmembrane protein 109

Thioredoxin

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
mitochondrial carrier homolog 1

GTP-binding protein SAR1a

Ras-related protein Rab-35

60S ribosomal protein L6

ER membrane protein complex subunit 7

General transcription factor IIF subunit 2
Membrane-associated progesterone receptor component 1
Ankyrin repeat domain-containing protein 17
Stearoyl-CoA desaturase

40S ribosomal protein S2

Interleukin enhancer-binding factor 3

U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase
60S ribosomal protein L7a

ER membrane protein complex subunit 8

Protein transport protein Sec61 subunit beta

Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce

Lokalizacja w

komorce
B4-TurbolD PcDNA3.1 SMAC-TurbolD OTC-TurbolD

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
64.0 (1) 245.0 (5) 166.0 (3) 66.0 (1) - - - - - 76.0 (1) - - - - - - [GAV,PM, ER

- 224.0(5) 144.0 (3) 106.0 (2) - - - - 154.0(2) 136.0(2) 222.0(4) 72.0(1) | 1040(1) 193.0(3) 185.0(3) 65.0(1) |N,C

- 257.0(5) 201.0(2) 59.0 (1) - - - - 58.0(1) 49.0(1) 105.0(2) 51.0(1) - - - - lea PM
61.0 (1) 342.0(5) 54.0 (1) 225.0(3) - - - - - 160.0 (2) - 61.0 (1) - - - 96.0(2) N, C,Cs,

- 327.0(4)  716.0(7) 74.0 (1) - - - - - - 66.0 (1) - - - - - R
62.0 (1) 238.0(4)  314.0(6) - - - - - 89.0(2) 101.0(2) - - - - - - leAv
171.0(3)  232.0(4) 250.0 (5) 111.0(2) - - - - 193.0(3) 216.0(4) 203.0(3) 52.0(1) | 69.0(1) 73.0(1) 196.0(4) 60.0(1) |M,P
209.0(3)  278.0(4)  408.0(5) 210.0(2) - - - 161.0(2) - - - 186.0 (2) - - 276.0(4) 264.0(2) [C,N
127.0(2)  376.0(4)  547.0(5) 62.0 (1) - - - - 159.0(2) 135.0(2) 257.0(3) 66.0(1) | 146.0(2) 243.0(4) 305.0(2) 55.0(1) |LV
118.0(1)  379.0(4)  374.0(5) 107.0 (1) - - - - 112.0(2) 338.0(4) 130.0(2) 94.0(1) | 82.0(1) 100.0(2) 201.0(3) 84.0(1) M
133.0(2)  312.0(4) 201.0 (4) 63.0 (1) - - - - - 87.0(2) 109.0(2) - - - 65.0 (1) - e
65.0(1)  199.0(4)  2400(4)  109.0(2) - : : - - 720(1) 620(1) 68.0(1) - - 54.0(1) . RePMyY
65.0 (1) 208.0 (4) 242.0 (4) 60.0 (1) - - - - - 103.0(2) 170.0(3) - - 58.0(1) 122.0(2) - MmN
61.0(1) 289.0 (4) 289.0 (4) 132.0(1) - - - - - 79.0(1) 187.0(3) - - - 132.0(2) - pm
77.0(1) 209.0 (4) 172.0 (4) 70.0 (1) - - - - 54.0(1) 119.0(2) 88.0(2) - - - 93.0(2) -GN, Me

- 298.0 (4) 200.0 (4) 121.0(2) - - - - - - - - - - 65.0 (1) - N

- 235.0 (4) 242.0 (4) 93.0(1) - - - - - 127.0(2) 98.0(2) - - 99.0(2) - - PM,GAV,Cs, L
69.0 (1) 228.0 (4) 173.0(3) - - - - - - 184.0 (3) - 70.0(1) | 56.0(1) 57.0(1) - - NG

- 237.0 (4) 126.0 (3) 70.0 (1) - 77.0(2)  141.0(3) 77.0(1) | 66.0(1) 53.0(1) - 93.0(2) | 49.0(1) - 89.0(2) 119.0(2) N

- 239.0 (4) 193.0(3) 61.0(1) - - - - - 63.0 (1) - - - 52.0(1) - - &GN
122.0(2) 181.0 (4) 137.0(2)  317.0(5) - 550(1)  49.0(1) - - 141.0(3) 52.0(1) 234.0(4) - 57.0(1) 54.0(1) - 0N
112.0(2)  209.0 (4) 102.0 (2) 139.0(2) - - - - 134.0(2) 118.0(2) 137.0(2) 142.0(2) | 95.0(2) 115.0(2) 207.0(3) 68.0(1) M
58.0 (1) 252.0 (4) 139.0(2) 138.0(2) - - - - 53.0(1) 540(1) 53.0(1) - 58.0(1) 145.0(3) 105.0(2) - N
78.0 (1) 188.0 (4) 113.0(2) - - - - - - 70.0(1) 68.0(1) 50.0(1) - 64.0(1) 63.0(1) - pm

- 171.0 (4) 154.0 (2) 115.0(2) - - - - 57.0 (1) - - - - - 147.0(3) - N
72.0(1) 159.0 (4) 62.0 (1) - - - 52.0(1) - 720(1)  99.0(2) 56.0(1) - 67.0(1) 103.0(2) - - m

M, ER, V, L, LD,

54.0 (1) 169.0 (4) 50.0 (1) - - - - - - 71.0(1)  80.0(1) - - - - - feA
52.0(1) 144.0(2) 164.0 (2) - 47.0(1)  67.0(1)  279.0(4) - 202.0(4) 585.0(7) 359.0(5) 178.0(3) | 233.0(5) 724.0(5) 960.0(8) 334.0(5) |C
56.0 (1) 2450(3)  434.0(7) - - - - - - 48.0(1) 75.0(1) - - - 124.0(2) - RN
73.0 (1) 230.0(3) 260.0 (5) 195.0 (3) - - - - 68.0(1) 60.0(1) 107.0(2) 68.0(1) - - 103.0(2) 68.0(1) |N,
62.0(1) 149.0(3)  317.0(5) - - - - - 89.0(2) 101.0(2) - - - - - - |6AER,V
150.0 (3) 115.0(3) 186.0 (4) - - 64.0 (1) - - - - - - - - - - IN,C,Me,PM, M

- 177.0(3) 256.0 (4) 93.0(1) - - - - - 87.0(2) 92.0(2) - - - - - M,V 6A,
115.0(2) 195.0(3) 177.0(3) 102.0(2) - - - - - 720(1) 68.0(1) 75.0(1) - - 65.0 (1) - N
169.0(2)  246.0(3) 225.0(3) 150.0 (2) - - - - - 69.0(1) 68.0(1) 50.0(1) - - 80.0 (1) - NER
203.0(2)  265.0(3) 275.0(3) 87.0(1) - - - - 76.0(1) 82.0(1) 133.0(2) 121.0(2) | 93.0(1) - 223.0(3) 91.0(1) NGS
64.0 (1) 119.0(3) 219.0(3) - - - - - - - - - - - 78.0 (1) - &GN

- 170.0(3) 185.0 (3) 68.0 (1) - - - - 56.0(1) 79.0(1) 74.0(1) - 55.0(1) 59.0(1) 81.0(1) - m
108.0(2) 127.0(3) 129.0(2) 59.0 (1) - - - - - - 60.0(1) 57.0(1) - - - - [ERGACL
61.0 (1) 192.0(3) 150.0 (2) 93.0(1) - - - - - 53.0(1) 93.0(2) 68.0(1) - 60.0(1) 115.0(2) - PM,V, Me
68.0 (1) 129.0(3) 121.0(2) 55.0 (1) - - - 94.0(1) | 64.0(1) 47.0(1) - 63.0(1) | 88.0(1) 650(1) 60.0(1) 57.0(1) [CER
66.0 (1) 159.0 (3) 197.0(2) 91.0(1) - - - - - 68.0 (1) - - - - - - ER
63.0 (1) 154.0 (3) 133.0(2) - - - - - 90.0(1) 62.0(1) 96.0(1) - - 55.0(1)  86.0(1) - 0N
62.0 (1) 2200 (3) 146.0 (2) - - - - - - - 53.0(1) - - - - - L ER, M, S

- 167.0(3) 121.0(2) 77.0 (1) - 66.0 (1) - - 54.0 (1) - - - - 53.0(1) 47.0(1) 64.0(1) [CN

- 165.0 (3) 125.0(2) 55.0 (1) - - - - - 57.0 (1) - - - - - - R
52.0(1) 175.0(3) 70.0 (1) 72.0 (1) - - - - - 59.0 (1) - - - - 56.0 (1) - &GN

- 214.0 (3) 48.0(1) 69.0 (1) - - - - - - - 70.0 (1) - - 60.0(1) 60.0(1) |N,C
63.0 (1) 173.0(3) - 71.0(1) - - - - - - - - - 53.0(1) - - 0N
95.0(2) 112.0(2) 195.0 (4) - - - - - 56.0 (1) - - 58.0 (1) - - 87.0(2) 580(1) [c

- 173.0(2) 283.0 (4) 82.0(1) - - - - - - 57.0(1) - - - - - R
56.0 (1) 124.0(2) 110.0(2) 73.0 (1) - - - - - 60.0(1) 53.0(1) - - - - - R
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ID biatka
(UNIPROT)

Q15717
Q9H490
Q07812
PO5388,
Q8NHW5
Q9Y6B6
P31943,
P55795
P59190
P62829
P27708
Q15390
043143
Q14789
P83731
Q14498
Q9HO19
B2RXH8
B7ZW38
060812
P07910
PODMR1
Q13243
P02545
P61019
Q9Y394
B7ZAQ6
POCGO8
P50454
P52292
Q13595
P43003
P51648
014966
060831
Q8NC51
P62937
Q15393
P23526

Nazwa biatka

ELAV-like protein 1
Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class U protein
Apoptosis regulator BAX

60S acidic ribosomal protein P0,60S acidic ribosomal protein PO-like

GTP-binding protein SAR1b

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H,Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H2

Ras-related protein Rab-15

60S ribosomal protein L23

CAD protein

mitochondrial fission regulator 1

Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15
Golgin subfamily B member 1

60S ribosomal protein L24

RNA-binding protein 39

mitochondrial fission regulator 1-like

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 1, 2, 3, 4, C1/C2

Serine/arginine-rich splicing factor 5
Prelamin-A/C

Ras-related protein Rab-2A
Dehydrogenase/reductase SDR family member 7

Golgi pH regulator A, Golgi pH regulator B

Serpin H1

Importin subunit alpha-1

Transformer-2 protein homolog alpha
Excitatory amino acid transporter 1

Aldehyde dehydrogenase family 3 member A2
Ras-related protein Rab-7L1

PRA1 family protein 2

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Splicing factor 3B subunit 3
Adenosylhomocysteinase

Score oraz liczba zidentyfikowanych peptydéw w danej prébce

Lokalizacja w

komérce
B4-TurbolD PcDNA3.1 SMAC-TurbolD OTC-TurbolD
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4
68.0 (1) 108.0 (2) 114.0 (2) 55.0 (1) - - - - - 53.0(1) - 78.0 (1) - - - C,N, C
52.0(1) 102.0(2) 95.0(2) - - - - - - 52.0(1) - - - 51.0 (1) - ER
58.0 (1) 85.0(2) 114.0 (2) - - - - - - 53.0(1) 70.0(1) - - - - M, N, C
- 96.0 (2) 87.0(2) 175.0 (3) - - - - - - - 85.0 (1) - 75.0 (1) - N €
- 133.0(2) 79.0(2) 59.0 (1) - - - - - - 60.0(1) 57.0(1) - - - ER, GA, C, L
- 90.0 (2) 94.0 (2) 65.0 (1) - - - - 66.0 (1) - - - - - - N
- 141.0 (2) 150.0 (2) 93.0(1) - - - - 53.0(1) - - - - - - PM
54.0 (1) 94.0(2) 54.0 (1) 60.0 (1) - 53.0(1) - - - - - 46.0 (1) 60.0(1) 35.0(1) 42.0(1) [C
42.0(1) 136.0 (2) 48.0 (1) 54.0 (1) - - - - - - - 96.0 (2) - - - IC,N
68.0 (1) 122.0(2) 55.0 (1) - - - - - - 57.0(1) 74.0(1) - 60.0(1)  49.0(1) - M
- 103.0(2) 47.0(1) 153.0 (3) - 64.0 (1) - - - - 60.0(1) 96.0(2) - - - N
- 101.0 (2) 64.0 (1) 137.0(2) - - - - 71.0 (1) - - 116.0 (2) - - - GA
- 138.0(2) 84.0 (1) 73.0 (1) - - - - - - - 77.0 (1) - 71.0(1) 71.0(1) [c
- 131.0(2) 89.0 (1) 79.0 (1) - - - - - 76.0 (1) - 71.0 (1) - 72.0 (1) - N
- 170.0 (2) 72.0 (1) 59.0 (1) - - - - - 67.0(1) - - 56.0 (1) - - M
- 95.0(2) 72.0(1) 75.0 (1) - - - - - - - - - - 59.0(1) N
- 113.0(2) 70.0 (1) 94.0 (1) - - - 55.0 (1) - - - 141.0 (2) - - - N
72.0 (1) 116.0 (2) - 158.0 (3) - - - - - - - 56.0 (1) - - - N
55.0 (1) 72.0(1) 125.0 (3) 68.0 (1) - - - - - 74.0(1)  90.0(1) - - - - ER, Me, GA, V,
54.0 (1) 286.0 (1) 431.0(3) 73.0 (1) - - - - - - 67.0 (1) - - - - ER
- 82.0(1) 144.0 (3) 79.0 (1) - - - - - 53.0(1) 60.0(1) 96.0(2) - - - GA
57.0(1) 74.0 (1) 106.0 (2) - - - - - - - - - - 90.0 (2) - ER
- 56.0(1) 89.0(2) 101.0(2) - - - - - 52.0(1) - - - - - C, N, ER, GA
- 57.0(1) 122.0(2) 62.0 (1) - 92.0(1) 64.0 (1) 55.0 (1) 60.0(1)  95.0(1) - 96.0 (1) 69.0 (1) - 56.0 (1) N
- 64.0 (1) 234.0(2) 64.0 (1) - - - - - 68.0 (1) - - - - - &Y
- 62.0 (1) 140.0 (2) 74.0 (1) - - - - - 50.0 (1) - - - - - L ER
55.0(1) 119.0(1) 94.0(1) 64.0(1) - - - - 80.0(1) - - 94.0(1) - 63.0(1) - PM, C, GA, Cs
69.0 (1) 80.0 (1) 76.0 (1) 63.0 (1) - - 55.0 (1) - - - - - - 56.0 (1) -
50.0(1) 70.0(1) 67.0(1) - - - - - - 79.0(1) 72.0(1) - - 79.0 (1) - C,N
- 61.0 (1) 66.0 (1) 68.0 (1) - - - - - 62.0(1) 62.0(1) - - - - C,S,N
- 82.0(1) 76.0(1) 56.0(1) - - - - - 62.0 (1) - 56.0 (1) - - - N
- 68.0 (1) 55.0 (1) 68.0 (1) - - - - - - - 68.0 (1) - - - C, Me, N, ER
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W obu podejsciach eksperymentalnych liczba zidentyfikowanych  biatek
mitochondrialnych uznanych za biatka potencjalnie oddziatujace z biatkiem B4 stanowila kilka
procent populacji. Trzeba jednak wzig¢ pod uwage, ze zastosowanie kontroli wyeliminowato
duza populacje biatek, ktore byty biotynylowane przez B4 oraz biotynylowane przez biatka
kontrolne. Ponadto, trzeba uwzgledni¢ fakt, ze wiele biatek lokalizuje si¢ w kilku przedziatach
komorkowych, a uzyskane dane nie wskazuja w ktorym przedziale komorkowym zaszta

biotynylacja.

6.2.6 Préba potwierdzenia wybranych, potencjalnych interakcji z podjednostka B4
kanalu BKca

Analiza proteomiczna z zastosowaniem spektrometrii mas ujawnita, ze podjednostka 4
kanatu BKca biotynyluje wiele bialek, reprezentujacych rézne przedziaty komoérkowe, w tym
mitochondria. Wyniki te wskazuja na szeroki zakres potencjalnych interakcji, ktore moga by¢
istotne dla funkcji podjednostki B4 zarowno w mitochondriach, jak i innych strukturach
komorkowych. Na podstawie lokalizacji oraz potencjalnych funkcji tych biatek wytypowano
kilku interesujacych kandydatow do dalszych badan, ktére moga mie¢ znaczenie
dla mechanizméw regulacyjnych zwigzanych z podjednostka 4. Aby zweryfikowac
te interakcje, przeprowadzono eksperymenty typu Co-IP (koimmunoprecypitacja biatek), ktore
miaty na celu potwierdzenie fizycznej interakcji miedzy podjednostka P4 a wybranymi
biatkami. Wyniki tych badan moga dostarczy¢ informacji na temat zlozonej sieci interakc;ji
podjednostki 4 oraz jej potencjalnej roli w komorkowych procesach regulacyjnych.

Aby potwierdzi¢ wybrane interakcje podjednostki f4 kanatu BKca, przeprowadzono
seri¢ eksperymentow z wykorzystaniem komoérek HEK293T w celu wykonania analizy
mozliwosci powstawania 1 izolacji kompleksow biatkowych tworzonych przez podjednostke
B4. W pierwszym etapie komorki transfekowano przejsSciowo plazmidem kodujagcym
podjednostke 4. Dodatkowo wykonano kotransfekcje z plazmidem kodujacym podjednostke
a, aby umozliwi¢ tworzenie pelnego kompleksu kanalu BKca. Nastepnie izolowano
mitochondria za pomocg frakcjonowania subkomorkowego, co pozwolito na uzyskanie frakcji
wzbogaconych w mitochondria.

Izolowane mitochondria poddano analizie elektroforeza Blue Native (BN-PAGE),
ktéra umozliwia oceng tworzenia si¢ kompleksow biatkowych w ich natywnym stanie. Dzigki
tej technice sprawdzono czy podjednostka B4 tworzy kompleksy z podjednostka o kanatu BKca

oraz czy tworzy kompleksy z innymi biatkami. Na rycinie 48 zaprezentowano przyktadowy
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wynik analizy komplekséw po transfekcji podjednostkami B4-FLAG oraz VEDEC.
W zaprezentowanym do$wiadczeniu probki rozciggni¢to na zelu gradientowym o stezeniu
akryloamidu 4-10%. Takie warunki pozwalajg na obserwowanie wigkszych kompleksow.
Wybor stezenia byt podyktowany spodziewang wielkoscia kompleksow tworzonych
przez kanal BKca obserwowanych natywnie w komoérkach U-87 MG [147]. Znakowanie
przeciwciatem rozpoznajacym metke FLAG ukazato prazki jedynie w §ciezkach zawierajacych
frakcje izolowane z komodrek przejsciowo transfekowanych plazmidem kodujacym
podjednostke 4 kanatu BKca. Jednak intensywnos¢ sygnatu byta wyraznie wigksza w $ciezce
z probkami transfekowanymi jednym plazmidem. W przypadku kotransfekcji sygnat
byt wyraznie stabszy. Barwienia komplekséw tworzonych przez podjednostki a kanatu BKca
mysim przeciwciatem anty-o ukazalo prazki jedynie w $ciezce, gdzie mitochondria pochodzity
z probki przejsciowo transfekowanej plazmidem kodujacym podjednostke o. Analiza
wykazata, ze podjednostka B4 tworzy wiele kompleksow, o czym $§wiadczy rozciagniety
sygnal. Z drugiej strony podjednostka o réwniez tworzy wiele kompleksow, a wykryty sygnat
nie tworzyt skupionych prazkow.

Dla poréwnania wyznakowano wybrane podjednostki kompleksu II (podjednostka SDHA)
oraz IV tancucha oddechowego (podjednostka COXIV). Barwienie przeciwcialem anty-FLAG

przeprowadzono po odmyciu z membrany przeciwciata anty-SDHA.
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Rycina 48 Analiza technikg Blue Native. Mitochondria komérek HEK293T oczyszczone za pomocg wirowania
réznicowego z wykorzystaniem permeabilizacji komoérek digitoning. Komoérki HEK293T WT przej$ciowo
transfekowano nast¢pujacymi plazmidami: pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1), plazmid kodujacym
podjednostke B4 kanatu BKca wraz z metka FLAG oraz plazmidem kodujacym podjednostke o (o). A) Zdjgcie
membrany PVDF po transferze Western blot i barwieniu Coomassie. B) Zdjecie klisz z wyznakowania
immunologicznego podjednostki o kanatu BKca mysim przeciwcialem anty-o (1:200, NeuroMab, L6/60),
podjednostki mitochondrialnej oksydazy cytochromu c anty-COXIV (krdlicze, 1:1000, Cell Signaling, 4844C),
podjednostki SDHA mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej anty-SDHA (krolicze, 1:1000, Abcam,
Ab137040) oraz podjednostki B4 kanatu BKca przeciwcialem rozpoznajacym metke FLAG anty-FLAG M2
(mysie, 1:1000, Sigma, F1804). ,,+” — transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji.

Powyzsza analiza pokazata, ze transfekcja podjednostkami kanatu BKca skutkuje
tworzeniem si¢ komplekséw bialkowych mozliwymi do wykrycia za pomoca technik
elektroforetycznych. W  zwigzku z tym celem kolejnych doswiadczen byla
koimmunoprecypitacja podjednostek kanalu BKca i proba identyfikacji potencjalnych
partneréw na podstawie uzyskanych danych w do$§wiadczeniach opisanych wczesnie;.

Koimmunoprecypitacje komplekséw tworzonych przez biatko B4 w komorkach
HEK293T przeprowadzono zgodnie z protokotem zamieszczonym w rozdziale Materiaty i
metody. W pierwszej kolejnosci komorki HEK293T dzikiego typu przejsciowo transfekowano
plazmidem kodujacym podjednostke B4-FLAG kanalu BKca oraz koekspresje biatka B4-FLAG
z podjednostka VEDEC. Grupe kontrolng stanowita transfekcja komorek plazmidem

pcDNA3.1, ktory nie zawierat wstawki kodujacej biatko (pcDNA3.1). Nastepnie
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przeprowadzono izolacj¢ frakcji wzbogaconej w mitochondria i przeprowadzono
immunoprecypitacyjne oczyszczanie biatlek zawierajacych metke FLAG. Do tego celu
zastosowano ztoze magnetyczne zwigzane z przeciwciatem rozpoznajacych metke FLAG.

Pierwsze eksperymenty mialy na celu poréwnanie wplywu zastosowania buforu
zawierajacego digitoning w stezeniu 1% lub Triton X-100 w stezeniu 1%. Oba detergenty
sa wykorzystywane w tego typu doswiadczeniach, jednak digitonina jest tagodniejszym
detergentem.

Komoérki HEK293T WT przejsciowo transfekowano plazmidami: pcDNA3.1, B4-FLAG
lub kotransfekowano B4-FLAG wraz z plazmidem kodujagcym podjednostke VEDEC. Zebrane
komorki podzielono i zsolubilizowano w buforze zawierajacym wybrany detergent. Nastepnie
przeprowadzono izolacj¢ kompleksow biatkowych wykorzystujac ztoze anty-FLAG (DDDDK-
tagged Protein Magnetic Purification Kit, MBL Life Science). Elucji bialek ze zloza dokonano
wykorzystujac peptyd FLAG. Nastepnie przeprowadzono -elektroforeze w warunkach
denaturujacych z wykorzystaniem zelu Tris-Tricine-SDS oraz transfer na membran¢ PVDF.
Na rycinie 49 przedstawiono uzyskane wyniki przeprowadzonych do$wiadczen. Barwienie
przeciwciatem anty-FLAG (mysie, 1:1000, Sigma, F1804) ukazato sygnat we frakcjach ,,I”
(ang. input, frakcja przed inkubacja ze ztozem), ,,E” (ang. elution, elucja peptydem FLAG)
oraz ,,U” (ang. unbound, frakcja w ktorej wystepuja biatka niezwigzane ze ztozem).

Wyniki oczyszczania biatek byty zblizone w obu probach. Wysokos$¢ oraz intensywnos¢
obserwowanych prazkéw byly zblizone dla obu préob po solubilizacji oraz we frakcji
niezwigzanej ze ztozem. Sygnatl po elucji w probce solubilizowanej digitoning byt skupiony
w przedziale 35 kDa — 70 kDa. Wyraznie mocniejszy sygnat byt na wysokosci 35-40 kDa.
Zaobserwowano takze prazek na wysokosci okoto 100 kDa dla probki transfekowanej
wylacznie plazmidem B4-FLAG (Rycina 49 A). Sygnal po elucji w probce solubilizowane;j
Tritonem X-100 byt skupiony w przedziale 37 kDa — 180 kDa. Prazki byly wyraznie
zaznaczone o poroéwnywalnej intensywnosci (Rycina 49 B). W poréwnaniu do probki
traktowanej digitoning, w probkach solubilizowanych Tritonem X-100 zaobserwowano
dodatkowe prazki na powyzej 100 kDa co sugeruje powstawanie dodatkowych agregatow,
podczas gdy probki po solubilizacji digitoning pozostawaly w znacznej cze¢sci w formie
monomeru.

Nastepnie podjeto probe okreslenia wpltywu detergentu na stabilno$§¢ kompleksu
tworzonego przez podjednostki 34 oraz VEDEC. Podjednostka B4 kanatu BKca jest biatkiem

regulujagcym aktywnos$¢ kanatow BKca/mitoBKca tworzonych przez podjednostki a. W celu
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wykrycia podjednostki o (VEDEC) w uzyskanych eluatach, membrany wybarwiono
przeciwcialem rozpoznajacym te podjednostke (Rycina 49 C i D).

Znakowanie immunologiczne przeciwcialem anty-a wykazato sygnat we wszystkich
frakcjach w probkach po transfekcji plazmidem VEDEC. Wysoko$¢ oraz intensywnos$¢
obserwowanych prazkéw byty zblizone dla obu préb po solubilizacji we frakeji ,,I”. Sygnat
dla probki solubilizowanej Tritonem X-100 zawierat wiecej agregatdw o masie przekraczajacej
180 kDa. Sygnat po elucji w probce solubilizowanej digitoning byt roztozony w przedziale
55 kDa — 180 kDa. Wyraznie mocniejszy sygnal byl na wysokosci 100 — 130 kDa
odpowiadajacej monomerom podjednostki o (Rycina 49 D). Obecno$¢ prazkow na nizszej
wysokosci moze §wiadczy¢ o degradacji znakowanego biatka. W poréwnaniu do probek
solubilizowanych digitoning, zastosowanie Tritonu X-100 skutkowato stabszym sygnatem
w elucji przy porownywalnym sygnale we frakcji . Moze to §wiadczy¢ o mniejszej stabilnosci
kompleksu przy zastosowaniu Tritonu X-100. Z tego powodu kolejne doswiadczenia

wykonywano jedynie stosujac digitoning jako detergent do solubilizacji.
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Rycina 49 Analiza Western blot interakcji bialka B4-FLAG z podjednostka VEDEC po elektroforezie
Tricine-SDS-PAGE. Komorki przejsciowo transfekowano plazmidami pcDNA3.1, p4-FLAG lub B4-FLAG
i VEDEC (a). Zastosowanie buforu do lizy zawierajacego 1% digitoning (panele A, C) lub 1% Triton X-100
(panele B, D). (1) frakcja zawierajgca zsolubilizowang probke, przed podaniem na ztoze magnetyczne anty-FLAG.
(U) frakcja zawierajaca cze$¢ probki, ktdra nie ulegla zwigzaniu ze ztozem magnetycznym. (E) frakcja zawierajaca
biatka, ktore zwigzaty si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastgpnie ulegly elucji peptydem FLAG — eluat. Stezenie biatka
we frakcjach I oraz U stanowito okoto 10% stezenia we frakcji elucji.
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Poprzednie dos$wiadczenia potwierdzity mozliwo$¢ wykonania doswiadczen
koimmunoprecypitacji podjednostek kanalu BKca po transfekcji w komoérkach HEK293T.
W nastepnej kolejnosci wykonano eksperymenty majace na celu zweryfikowanie hipotezy
o interakcji kanatu mitoBKca z podjednostkami tancucha oddechowego, co byto sugerowane
poprzednio. W zwiazku tym komorki przej$ciowo transfekowano plazmidem kodujacym
podjednostke B4-FLAG oraz plazmidem pcDNA3.1, po czym izolowano frakcje wzbogacone
w mitochondria. W nastepnej kolejnosci przeprowadzono izolacje kompleksow biatkowych
wykorzystujac ztoze anty-FLAG. Do solubilizacji frakcji mitochondrialnych wykorzystano
bufor zawierajacy 1% digitoning. Kompleksy zwigzane ze zlozem eluowano wykorzystujac
peptyd FLAG, a uzyskane frakcje analizowano technikag Western blot z wykorzystaniem
elektroforezy Tricine SDS-PAGE oraz elektroforezy Blue-Native.

W przypadku elektroforezy Tricine SDS-PAGE analizowano obecnos¢ kilku
podjednostek oksydazy cytochromu c¢ (COXI oraz COXIV) oraz dehydrogenazy
bursztynianowej (SDHA). Przyktadowy wynik tych do$wiadczen zaprezentowano na rycinie
50 B. Podobny wynik otrzymano dla eksperymentow zakonczonych znakowaniem membrany
przeciwciatami wobec kompleksu III tancucha oddechowego: anty-Corel (Rycina 50 A). W
celu wyznakowania poszczegdlnych podjednostek kompleksow tancucha oddechowego
zastosowano przeciwciato anty-FLAG M2 (mysie, 1:1000, Sigma, F1804); anty- Corel (mysie,
1:1000, Abcam, ab14745, anty-COXI (mysie, 1:2000, Invitrogen, 459600, Klon 1D6E1A8);
anty-SDHA (krolicze, 1:1000, Abcam, Ab137040) oraz anty-COXIV (krolicze, 1:1000, Cell
Signaling, 4844C). W uzyskanych probkach po elucji peptydem FLAG stwierdzono brak tych
podjednostek w elucji lub niespecyficzne wiazanie si¢ podjednostek taficucha oddechowego
(obecnos¢ we frakeji uzyskanej po transfekcji plazmidem pcDNA3.1) i brak wzbogacenia we
frakcjach zawierajacych biatko B4-FLAG. Podobny wynik uzyskano kilkukrotnie co sugeruje
brak bezposredniej trwalej interakcji badanych biatek z podjednostka 4. Na rycinie 50 A
probki znakowano rownolegle na dwoch membranach anty-FLAG (panel goérny) oraz

przeciwcialami wobec kompleksu 1V i III tancucha oddechowego (panel dolny).
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Rycina 50 Analiza Western blot interakcji bialka B4-FLAG z podjednostkami lancucha oddechowego
po elektroforezie Tricine SDS-PAGE. Komorki HEK293T WT przej$ciowo transfekowano nastepujacymi
plazmidami: pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1) oraz plazmid kodujagcym podjednostke PB4-FLAG.
Zastosowanie buforu do ptukania zawierajacego digitonine. Panel A) —analiza obecnos$ci wybranych podjednostek
kompleksu I oraz I11. Panel B) — analiza obecnosci w elucjach wybranych podjednostke kompleksu II oraz IV (I)
frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem na zloze magnetyczne anty-FLAG . (U) frakcja
zawierajaca cze$¢ probki, ktora nie ulegla zwigzaniu ze ztozem magnetycznym . (E) frakcja zawierajaca biatka,
ktére zwigzaly si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastepnie ulegly elucji peptydem FLAG - eluat. Zdjecie klisz z.,,+” —
transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji. Stezenie biatka we frakcjach I oraz U stanowito okoto 10% st¢zenia we frakcji
elucji.

W przypadku zastosowania elektroforezy Blue Native potencjalne kompleksy
znakowano przeciwciatami rozpoznajacymi wybrane podjednostki kompleksu IV (COXI
Rycina 51 panel A, gérne zdjecie, oraz COXIV, Rycina 51 panel B, gorne zdjecie). Nastepnie,
po inkubacji membran w buforze umozliwiajgcym usuniecie przeciwciat, membrany barwiono
przeciwcialem anty-FLAG w celu weryfikacji izolacji komplekséw tworzonych przez biatko
B4-FLAG (Rycina 51 panele A i B, dolne zdjecia). Na zalgczonym zdjeciu w przypadku
membrany uprzednio barwionej przeciwciatem anty-COXI we frakcji I (input) widaé
pozostato$¢ sygnatu biatka COXI. Co istotne, mimo obecno$ci w eluowanych frakcjach
kompleksow biatka 34 nie wykryto sygnatu pochodzacego z oksydazy cytochromu c. Wyniki

te sa zgodne z danymi uzyskanymi po elektroforezie Tricine SDS-PAGE opisywanymi wyze;.
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Rycina 51 Analiza Western blot interakcji bialtka B4-FLAG z podjednostkami lancucha oddechowego
(po elektroforezie Blue Native PAGE). Komorki HEK293T WT przejsciowo transfekowano nastepujacymi
plazmidami: pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1) lub plazmidem kodujacym podjednostke B4 kanatu BKca
wraz z metka FLAG (B4-FLAG). (I) frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem na zloze
magnetyczne anty-FLAG . (E) frakcja zawierajaca biatka, ktore zwiazaty si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastgpnie
ulegly elucji peptydem FLAGZdjecie kliszy ze znakowania immunologicznego przeciwcialem anty-COXIV
(krolicze, 1:1000, Cell Signaling, 4844C), anty-COXI (mysie, 1:2000, Invitrogen, 459600, Klon 1D6E1A8)
oraz anty-FLAG M2 (mysie, 1:1000, Sigma, F1804); Stezenie biatka we frakcjach I oraz U stanowito okoto 10%
stezenia we frakcji elucji,,+” — transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji.

W ostatniej czesci pracy gtownym zadaniem byla weryfikacja wybranych potencjalnych
interakcji zidentyfikowanych dzigki eksperymentom z wykorzystaniem biotynylacji.

Na wstepie wytypowano kilka bialek mitochondrialnych tworzacych kompleks MICOS.
Wiyniki biotynylacji zasugerowaty, ze w poblizu podjednostki 34 kanatu BKca moga znajdowac
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si¢ komponenty tego kompleksu. Kompleks MICOS odpowiedzialny jest m. in. za regulacje¢
pofaldowan mitochondrialnej btony wewngtrznej. Biatko Mic19 kompleksu MICOS byto
wzbogacone we wszystkich 4 probkach mitochondrialnych przebadanych po biotynylacji
za pomocg spektrometrii mas. Biatko Mic27 (27 kDa) bylo zidentyfikowane jedynie w probce
ekspresjonujacej P4-FLAG-TurbolD. Aby zweryfikowaé te obserwacje wykonano seri¢
koimmunoprecypitacji biatka B4-FLAG po izolacji frakcji mitochondrialnych z komorek
HEK293T po przejsciowej transfekcji konstruktem kodujacym te podjednostke. Barwienia
na obecnos¢ podjednostek Mic19 i Mic27 nie wykazaly ich obecnosci w uzyskanych eluatach
(Rycina 52). Wyznakowano rowniez biatkko OPA1 (GTPaza dynamino-podobna, ang. optic
atrophy 1) ze wzgledu na jego blisko$¢ wzglegdem kompleksu MICOS oraz jego znaczenie
w utrzymaniu morfologii mitochondriéow. Jedynie barwienie na obecno$¢ bialtka OPAI
wykazato lekkie wzbogacenie w frakcjach elucji uzyskanych z komorek transfekowanych
bialkiem B4-FLAG. Jednakze w biatko OPA1 widoczne bylo takze we elucji uzyskanej
z komorek transfekowanych plazmidem kontrolnym (pcDNA3.1) (Rycina 52 B). Uzyskane
wyniki nie wskazujg, aby podjednostka 34 tworzyta trwate kompleksy z elementami kompleksu
MICQOS, a potencjalna interakcja moze by¢ przejsciowa. Potwierdzenie tej potencjalnej

interakcji wymaga weryfikacji innymi metodami badawczymi.
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Rycina 52 Analiza Western blot interakcji bialka f4-FLAG z podjednostkami kompleksu MICOS. Komorki
HEK293T WT przejsciowo transfekowano nastepujacymi plazmidami: pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1),
plazmid kodujacym podjednostke B4 kanatu BKca wraz z metkg FLAG (B4-FLAG) oraz plazmidem kodujacym
podjednostke o (a). (I) frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem na zloze magnetyczne
anty-FLAG . (E) frakcja zawierajgca biatka, ktore zwigzaly si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastepnie ulegly elucji
peptydem FLAG. Zdjecia klisz ze znakowania immunologicznego przeciwciatami anty-FLAG M2 (mysie, 1:1000,
Sigma, F1804); anty-Micl9 (krdlicze, 1:8000, Proteintech, 25625-1-AP); anty-OPAl (mysie, 1:2000,
BD Transduction Laboratories, 612607) oraz anty-Mic27 (krdlicze, 1:1000, Abbexa, abx027862). ,+” —
transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji.

Na podstawie wynikow biotynylacji wytypowano kilka bialek potencjalnie
wchodzacych w interakcje z podjednostkg PB4, ktorych interakcje sprobowano potwierdzi¢
za pomoca koimmunoprecypitacji. Kryterium przy selekcji potencjalnych partnerow byta rola
transportowa wymienionych biatek, lokalizacja oraz poprzednie informacje dotyczace
interakcji z kanatami typu BKca. Sumaryczne podsumowanie uzyskanych danych
zaprezentowano na rycinie 53.

Pierwszym biatkiem testowanym w tej serii dos§wiadczen byl transporter z wewngtrznej
btony mitochondrialnej SLC25A3 (ang. Solute carrier family 25 member 3). Biatko
to odpowiedzialne jest za transport jondw miedzi lub fosforanow w poprzek wewnetrznej btony
mitochondrialnej do macierzy mitochondrialnej [242]. Ulegto ono wzbogaceniu w 2 z 4 probek
badanych. Niemniej analiza Tricine SDS-PAGE Western Dblot nie wykazata
koimmunoprecypitacji tego biatka z biatkiem B4-FLAG. W 3 powtorzeniach nie obserwowano
w sygnatu w elucji (Rycina 53, panel A).

Kolejno w tym bloku do$wiadczen testowana byta interakcja z hemoksygenaza 2

(HMOX2, ang. heme oxygenase 2), ktora lokalizujagca si¢ glownie w siateczce
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srodplazmatycznej [243-246]. Wyniki biotynylacji pokazaly wzbogacenie tego biatka
we wszystkich powtorzeniach probki mitochondrialnej p4-FLAG-TurbolD oraz w 2 na 3
powtorzeniach probki calokomorkowej. Interakcje miedzy kanatem BKca a hemoksygenazg 1
i 2 byla opisywana poprzednio [175]. W przeprowadzonych doswiadczeniach nie wykryto
trwalej interakcji natywnego biatka HMOX2 z podjednostka B4-FLAG (Rycina 53, panel B).
Do barwienia biatka wykorzystano przeciwciato anty-HMOX2 (krdlicze, 1:500) firmy
Proteintech, 14817-1-AP.

Kolejnym biatkiem, ktorego oddzialywanie z podjednostkg B4 byto zweryfikowane
w pracy bylo biatko CLAC (ang. Calcium load-activated calcium channel) kodowane
przez gen TMCOL. Bialko to jest zlokalizowane w btonie siateczki $rddplazmatycznej
i opisywane jest jako potencjalny kanat wapniowy oraz jako element systemu importu biatek
do ER [247, 248]. W probkach mitochondrialnych zaobserwowano unikatowa biotynylacje
tego biatka 3-krotnie na 4 powtorzenia, a probce calokomoérkowej raz. Pomimo kilku prob
nie udato si¢ zaobserwowac trwatego oddziatywania tego biatka z podjednostka B4 (Rycina 53,
panel C). Do barwienia biatka wykorzystano przeciwciato anty-CLAC (krolicze, 1:1000) firmy
Proteintech, 27757-1-AP. Na rycinie 53 C przedstawiono barwienie anty-FLAG, ktore zostato
wykorzystane na rycinie 52 B, ze wzglgdu na to, ze oba barwienia pochodzg z jednego
doswiadczenia.

Kolejnym testowanym bialkiem byto NKCCI, kotransporter jonéw sodowych,
potasowych i chlorkowych (ang. sodium potassium chloride cotransporter 1). Wzbogacenie
wystepowato w probce zawierajacej frakcje mitochondrialng oraz w probee calokomoérkowe;.
NKCC1 kodowane jest przez gen SLC12A2. Biatko pojawilo si¢ w 2 powtorzeniach w 4
eksperymentach opartych na koimmunoprecypitacji (Rycina 53, panel D). Przeciwciato
anty-NKCCI1 (krélicze, 1:2000, Proteintech, 13884-1-AP) uwidaczniato stabe prazki w eluacie
probek B4-FLAG oraz B4-FLAG/a na wysokosci ok 100-130 kDa.

W nastepnej kolejnosci zweryfikowano interakcje migdzy B4 a dwoma biatkami blony
plazmatycznej pompg sodowo-potasowa (ang. Na*/K*-ATPase) oraz transporterem SLC1Ab5.
Pompa sodowo-potasowa kodowana jest przez gen ATP1Al i jest odpowiedzialna za wymiang
jony K" na Na" w poprzek btony plazmatycznej. W eksperymentach z uzyciem ligazy TurbolD
pompa sodowo-potasowa ulegala wyraznemu wzbogaceniu zar6wno w probkach
mitochondrialnych jak i z calych komoérek. W wyniku koimmunoprecypitacyjnego

oczyszczania bialek nie obserwowano sygnatu w 2 kolejnych powtdrzeniach (Rycina 53,
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panel D). W tej analizie zastosowano przeciwciato anty-Na/K ATPaza (mysie, 1:1000) firmy
Abcam, ab7671.

Nastgpnie zweryfikowano interakcje podjednostki B4 z transporterem SLC1A5
(ang. Neutral amino acid transporter B(0)), inaczej znanym jako transporter ASCT2,
ktory jest kodowany przez gen SLC1A5. Biatko to jest trimerem odpowiedzialnym za import
glutaminy do wnetrza komorek i jest nadekspresjonowany w komorkach nowotoworowych
[249]. Transporter SLCIA5 byl wzbogacony we wszystkich probkach zawierajacych
f4-FLAG-TurbolD niezaleznie od frakcji komodrkowej. Jednakze w  badaniach
koimmunoprecypitacyjnych nie obserwowano elucji w 5 kolejnych powtdrzeniach (Rycina 53,
panel E). W analizie wykorzystano przeciwciato anty-Asct2 (krolicze, 1:2000) firmy
Proteintech, 20350-1-AP.

Ostatnim testowanym biatkiem w tej serii byto biatko CLCC1 (ang. chloride channel
CLIC-like protein 1). Biatko to ulegto biotynylacji przez p4-FLAG-TurboID w probce z catych
komorek oraz z frakcji mitochondrialnej. W analizie catokomodrkowej biatko to nie bylo
biotynylowane we frakcjach kontrolnych. Przeprowadzone koimmunoprecypitacje
eksperymenty wykazaty obecnos$¢ tego biatka we frakcjach elucji w 1 z 3 powtorzen (Rycina
53, panel F). W analizie wykorzystano przeciwciato anty-CLCC1 (krolicze, 1:3000), firmy
Proteintech, 26680-1-AP. Na rycinie 53 F przedstawiono barwienie anty-FLAG, ktore zostato
wykorzystane na rycinie 49 A, ze wzgledu na to, ze oba barwienia pochodza z jednego

doswiadczenia.
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Rycina 53 Analiza Western blot potencjalnych, wybranych interakcji biatka B4-FLAG. Komorki HEK293T
WT przejsciowo transfekowano nastepujacymi plazmidami: pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1), plazmid
kodujacym podjednostke P4 kanatu BKca wraz z metka FLAG (B4-FLAG) oraz plazmidem kodujacym
podjednostke a (a). (I) frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem na zloze magnetyczne
anty-FLAG. (E) frakcja zawierajaca biatka, ktore zwiagzaly si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nast¢pnie ulegly elucji
peptydem FLAG. ,+” — transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji.

Podsumowujac, powyzsze wyniki koimmunoprecypitacji nie  dostarczyly
wystarczajgcych dowodow na jednoznaczne potwierdzenie interakcji podjednostki [4

z wytypowanymi biatkami. Dalsze badania z wykorzystaniem alternatywnych metod

sg niezbedne do weryfikacji tych interakcji.
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6.2.7 ldentyfikacja oddzialywania kanalow typu BKca z bialkiem TMX1

Ostatnim biatkiem, ktorego potencjalna interakcja z podjednostka (4 byta
weryfikowana za pomocg koimmunoprecypitacji bylo btonowe biatko TMXI1
(ang. Thioredoxin-related transmembrane protein 1). Biatko TMX1 w analizie spektrometrii
mas w eksperymentach z wykorzystaniem ligazy TurbolD wykazalo wzbogacenie w prébce
mitochondrialnej. Odnotowano go w kazdym z 4 powtorzen eksperymentow TurbolD.
Co wiecej byt to unikatowy wynik dla probki B4-FLAG-TurbolD w badaniach
biotynylowanych biatek dla probek catokomorkowych (3 z 3 powtorzen). Biotynylacji ulegly
takze inne biatka typu TMX. Tioredoksyna byta wzbogacona w probkach catokomoérkowych,
bialko TMX2 znajdowaty si¢ na listach biatek unikatowych zaréwno w probce
catokomorkowej, jak i wzbogaconej w mitochondria, a biatko TMX4 na liscie bialek
unikatowych w probce wzbogaconej w mitochondria. Wynik spektrometrii mass dla
tioredoksyny §wiadczyt o niewielkim stopieniu wzbogacenia. Biatko TMX2 wystapito w 1 z 3
powtdérzen dla probek calokomédrkowych i 2 z 4 powtdrzen dla probek wzbogaconych
w mitochondria. Biatko TMX4 wystgpilo zaledwie w 2 z 4 powtdrzen dla probek
wzbogaconych w mitochondria. Ze wzgledu na restrykcyjne kryterium wyboru wszystkich
bialek unikatowych nie kontynuowano badan pod katem interakcji podjednostki 4 kanatu
BKca z biatkami tioredoksyny, TMX2 oraz TMX4.

Na wstegpie badania interakcji podjednostki B4 z biatkiem TMX1 przeprowadzono
analize sieci powigzan biatka TMX1 z innymi biatkami z wykorzystaniem bazy STRING
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins, https://string-db.org).

Na schemacie zaprezentowano pierwsze 20 interakcji z najwigkszym prawdopodobienstwem

wystapienia.

138


https://string-db.org/

MSRA

TXNDC15

. NDUFB11
—~
1
\ )
\

TXNL1 GRAMD1C

TMX1

\ cysT™1

CSPG5

CCDC90B

G3BP1

Rycina 54 Schemat potwierdzonych i przewidywanych oddzialywan bialka TMX1 na podstawie bazy
STRING (https://string-db.org). Krawedzie wskazujg zaréwno funkcjonalne, jak i fizyczne powigzania miedzy
biatkami. W analizie pokazano 20 interakcji z najwickszym prawdopodobienstwem (score). Linie w kolorze
niebieskim i fioletowym oznaczaja interakcje potwierdzone (na podstawie baz danych oraz eksperymentow). Linie
w kolorze zielonym i czerwonym i ciemnoniebieskim oznaczaja przewidywane interakcje.

W tabeli 8 zaprezentowano list¢ biatek z ryciny 54 utozonych wedlug malejacego
wskaznika score, czyli liczbowego wskaznika, ktory okresla wiarygodnosé przewidywanych
interakcji migdzy biatkami. Jest on obliczany na podstawie roznych zrodet danych i metod
analizy. Biatka, ktére zostaly wytypowane w tej analizie zlokalizowane sa w siateczce
srodplazmatycznej, a czg$¢ to biatka mitochondrialne. Warto zauwazy¢, ze biatko TMX1
oddziatuje ze wcze$niej wspominanymi biatkami tioredoksyng oraz TMX2. Na liScie nie ma za
to kanatu BKca. Niemniej postanowiono zweryfikowac¢ interakcje pomigdzy biatkiem TMX1

oraz podjednostkami kanalu BKca.

Tabela 8 Lista bialek oddzialujacych z bialkiem TMX1 wg. bazy danych STRING.
Symbol biatka Angielska nazwa biatka Score
CANX Calnexin; | 0872
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TXN
TMX2
BACE1
TMX3
CYSTM1
TXNDC12
SSR1
TXNDC15
ERO1A
NDUFB11
GRAMD1C
CSPG5
G3BP1
ERP27
MSRA
TXNL1
ATP2A2
CCDC90B
PDILT

Thioredoxin;

Thioredoxin related transmembrane protein 2.

Beta-secretase 1;

Protein disulfide-isomerase TMX3;

Cysteine-rich and transmembrane domain-containing protein 1;

Thioredoxin domain-containing protein 12;

Translocon-associated protein subunit alpha;

Thioredoxin domain-containing protein 15;

ERO1-like protein alpha;

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11, mitochondrial;
Protein Aster-C;

Chondroitin sulfate proteoglycan 5;

Ras GTPase-activating protein-binding protein 1;

Endoplasmic reticulum resident protein 27;

Mitochondrial peptide methionine sulfoxide reductase;.

Thioredoxin-like protein 1;

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2;

Coiled-coil domain-containing protein 90B, mitochondrial; Coiled-coil domain containing 90B.
Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis;

0.858
0.792
0.604
0.579
0.574
0.557
0.541
0.540
0.518
0.516
0.515
0.512
0.499
0.485
0.483
0.481
0.478
0.470
0.457

Koimmunoprecypitacja natywnych partnerow z biatkiem f4-FLAG wykazato obecnosé

TMX1 w elucjach po inkubacji ze zlozem anty-FLAG specyficznie w probkach izolowanych

z komorek transfekowanych plazmidem P4-FLAG oraz kotransfekowanych plazmidami

B4-FLAG i1 o-VEDEC (Rycina 55). Rycina przedstawia barwienie membrany uzyskanej

po elektroforezie w warunkach denaturujgcych z wykorzystaniem zelu Tricine SDS-PAGE.

Podobny wynik uzyskano w 4 niezaleznych izolacjach. TMX1 nie uleglto oczyszczeniu

w probee kontrolnej po ekspresji plazmidu pcDNA3.1. Na rycinie 55 przedstawiono barwienie

anty-FLAG, ktore zostato wykorzystane na rycinie 53 D, ze wzgledu na to, ze oba barwienia

pochodza z jednego do§wiadczenia.
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Rycina 55 Analiza Western blot interakcji bialka B4-FLAG z natywnym bialkiem TMXI1. Komorki
HEK293T WT przejsciowo transfekowano nastepujacymi plazmidami: pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1),
plazmid kodujacym podjednostke 4 kanatu BKca wraz z metka FLAG (B4-FLAG) oraz plazmidem kodujacym
podjednostke o (a). (I) frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem na ztoze magnetyczne
anty-FLAG . (U) frakcja zawierajaca cze$¢ probki, ktora nie ulegla zwigzaniu ze zlozem magnetycznym.
(E) frakcja zawierajaca biatka, ktore zwigzaty si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastgpnie ulegly elucji peptydem
FLAG. Zdjecie klisz z wyznakowania immunologicznego przeciwciatem anty-FLAG M2 (mysie, 1:1000, Sigma,
F1804); anty-TMX1 (krolicze, 1:5000, Proteintech, 27489-1-AP), 31 kDa. n=4 ,+” — transfekcja,
.-, — brak transfekcji. Stezenie biatka we frakcjach I oraz U stanowito okoto 10% stezenia we frakcji elucji.

W kolejnych doswiadczeniach podjeto probe identyfikacji natywnych kompleksow
tworzonych przez biatko TMX1 i podjednostke B4 z wykorzystaniem Blue Native-PAGE.
W pierwszej kolejnosci komorki HEK293T przejsciowo transfekowano plazmidem pcDNA3.1
(pcDNA3.1), plazmidem kodujacym podjednostke B4 kanatu BKca wraz z metka FLAG
(B4-FLAG) oraz plazmidem kodujacym podjednostke¢ o (o). Komorki solubilizowano
i oczyszczono na ztozu anty-FLAG, a otrzymane frakcje analizowano z wykorzystaniem
elektroforezy Blue Native. W tym celu probki natozono na ciagly zel gradientowy 4-10% (bez
zelu zageszczajacego) 1 przeprowadzono elektroforezg, po czym wykonano transfer z zelu

na membran¢ PVDF.
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Po wykonaniu transferu na membrang PVDF wykonano znakowanie przeciwciatem
anti-FLAG oraz anti-a w celu wykrycia podjednostek kanatu BKca w badanych frakcjach.
Przyktadowy wynik przedstawiono na rycinie 56 A. Uzyskane barwienia wykazaty
rozciggniety sygnal, ktory nie ukiadat si¢ klarowne prazki. W przypadku barwienia
przeciwciatlem anty-FLAG sygnat byl wykrywalny we frakcjach, w ktorych wystepowato
biatko B4, a sygnat anty-a jedynie we frakcji uzyskanej z komorek transfekowanych plazmidem
kodujacym podjednostke VEDEC. Trzeba zauwazy¢, ze wykryty sygnal nie tworzyt
Klarownych prazkéw i byl rozciagniety. Kolejno membrang znakowano przeciwciatlem
anty-TMX1 (Rycina 56 B). W wyniku znakowania zidentyfikowano bardzo intensywny sygnat
we frakcjach I (input) prawdopodobnie odpowiadajacy natywnym kompleksom biatka TMX1.
Jednak sygnat byl rozciggnigty na duza czg$¢ Sciezki i nie tworzyl wyraznych prazkéw. Dhuzsza
ekspozycja pozwolita na uwidocznienie prazkéw o niskiej intensywnosci w elucji jedynie
w S$ciezkach zawierajacych biatko P4-FLAG. Mozliwe jest, ze sygnal ten pochodzi
z kompleksow B4-FLAG-TMX1.
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Rycina 56 Analiza Western blot interakcji bialka f4-FLAG z natywnym bialkiem TMXI1 po elektroforezie
Blue Native. Komérki HEK293T WT przejsciowo transfekowano nastepujacymi plazmidami: pustym plazmid
pcDNA3.1 (pcDNA3.1), plazmid kodujagcym podjednostke p4 kanatu BKca wraz z metka FLAG (B4-FLAG)
oraz plazmidem kodujacym podjednostke a (o). (I) frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem
na ztoze magnetyczne anty-FLAG . (E) frakcja zawierajaca biatka, ktore zwiagzaty si¢ ze ztozem anty-FLAG,
anastepnie ulegly elucji peptydem FLAG W analizie zastosowano przeciwcialo anty-ao (mysie, 1:200, NeuroMab,
L6/60); anty-FLAG M2 (mysie, 1:1000, Sigma, F1804) oraz anty-TMXI1 (krélicze, 1:5000, Proteintech,
27489-1-AP). ,,+” —transfekcja, ,,-,,— brak transfekcji. Stezenie biatka we frakcjach I stanowito okoto 10% stezenia
we frakcji elucji.

W celu potwierdzenia interakcji biatka TMXI1 z podjednostkami kanatu BKca
postanowiono wykona¢ koimmunoprecypitacj¢ z wykorzystaniem metkowanego biatka
TMXI1. W tym celu zakupiono plazmid kodujacy biatko TMX1 (ORIGENE). Plazmid ten
podobnie jak plazmid kodujacy biatko B4 na C-koncu koduje metki MYC i FLAG.
Uniemozliwialo to wykonanie koimmunoprecypitacji w oparciu o metke FLAG w celu
potwierdzenia interakcji (oba biatka wigzatyby si¢ do ztoza anty-FLAG). Aby rozwigzaé ten
problem postanowiono wykona¢ wymian¢ metki FLAG w podjednostce 4 na metk¢ HA
(czasteczka hemaglutyniny (HA) wirusa grypy ludzkiej odpowiadajgca aminokwasom 98-106).
W zwigzku z tym zastosowano technike¢ klonowania molekularnego bez wykorzystania
enzymoOw restrykcyjnych (tzw. quickchange) polegajaca na jednoczesnej delecji metki FLAG

I insercji metki HA. Do zaplanowanych eksperymentéw wykorzystano startery zaprezentowane
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w tabeli 2. Startery zaprojektowano wykorzystujac algorytm firmy TakaraBio. Prawidlowos¢
uzyskanej wymiany sekwencji potwierdzono sekwencjonowaniem DNA.

Nastepnie komoérki HEK293T WT przejsciowo transfekowano odpowiednimi
plazmidami w celu uzyskania ekspresji biatka TMXI1-FLAG oraz p4-HA i1 wykonania
koimmunoprecypitacji potencjalnych komplekséw p4-HA oraz TMX1-FLAG.

Komorki solubilizowano 1 biatka oczyszczono koimmunoprecypitacyjne na ztozu
anty-FLAG. Nastepnie przeprowadzono elektroforez¢ Tricine SDS-PAGE lizatow
calokomorkowych, a nastgpnie transfer bialek na membrang PVDF. Membrany znakowano
immunologicznie przeciwcialem rozpoznajagcym metke HA (podjednostka B4 kanatu BKca)
oraz FLAG (biatkko TMXI1). Na podstawie uzyskanych wynikow potwierdzono,
iz podjednostka B4 kanatu BKca ulega koimmunoprecypitacji z biatkiem TMX (Rycina 57).
W wyniku znakowania uwidocznity si¢ prazki wielkosci okoto 35-40 kDa we frakcjach
zawierajacych zsolubilizowane probki p4-HA, przed podaniem na zloze magnetyczne
anty-FLAG. Zaobserwowano rowniez prazek wielkosci okoto 35-40 kDa w elucji probki TMX-
FLAG kotransfekowanej f4-HA. Tym samym potwierdzono interakcje miedzy tymi biatkami
z wykorzystaniem biatka TMX1 jako biatka ,,przynety” (ang. bait).
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Rycina 57 Analiza Western blot interakcji bialka B4-FLAG z bialkiem TMXI. Biatka oczyszczono
koimmunoprecypitacyjnie wzgledem metki FLAG. Komorki HEK293T przej$ciowo transfekowano plazmidami:
pcDNA3.1, p4-HA i/lub TMX-FLAG. (I) frakcja zawierajgca zsolubilizowang probke, przed podaniem na ztoze
magnetyczne anty-FLAG. (E) frakcja zawierajaca biatka, ktore zwiazaty si¢ ze zlozem anty-FLAG, a nastgpnie
ulegty elucji peptydem FLAG. Biatka znakowano immunologicznego przeciwciatem anty-FLAG M2 (mysie,
1:1000, Sigma, F1804) oraz anty-HA (mysie, 1:2000, Sigma, H9658). St¢zenie bialka we frakcjach I stanowito
okoto 10% stezenia we frakcji elucji, n=3.
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Nastepnie po przeprowadzeniu przejsciowej transfekcji komoérek HEK293T
plazmidami kodujacym biatko TMX1-FLAG oraz PB4-HA oraz koimmunoprecypitacii,
kompleksy rozdzielono na zelu Blue Native-PAGE. Biatko TMXI1 oczyszczono z probki
calokomorkowej koimmunoprecypitacyjnie na ztozu rozpoznajacym metk¢ FLAG, a nastepnie
znakowano B4-HA przeciwcialem anty-HA (Rycina 58 A). Analogicznie podjednostka B4
kanatu BKca oczyszczono na zlozu rozpoznajgcym metke HA, a nastgpnie znakowano TMX1-

FLAG przeciwciatem anty-TMX1 (Rycina 58 B). Niestety w elucji sygnat biatka TMX1 byt

niewyrazny.
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Rycina 58 Analiza technikg Blue Native-PAGE biatek po koimmunoprecypitacyjnym oczyszczania na metke
FLAG. Komérki HEK293T WT przej$ciowo transfekowano nastepujacymi plazmidami: pustym plazmid
pcDNA3.1 (pcDNAS3.1), plazmid kodujagcym podjednostke P4 kanatu BKca wraz z metka HA (B4-HA)
oraz plazmidem kodujacym biatko TMX1 wraz z metkg FLAG (TMX-FLAG). (I) frakcja zawierajaca
zsolubilizowana probke, przed podaniem na zloze magnetyczne anty-FLAG . (E) frakcja zawierajaca bialka,
ktore zwigzaty si¢ ze zlozem anty-FLAG, a nastgpnie ulegly elucji peptydem FLAG . A) Zdjecie klisz
z wyznakowania immunologicznego anty-HA (mysie, 1:2000, Sigma, H9658) po oczyszczeniu na ztozu
anty-FLAG. B) Zdjecie klisz z wyznakowania immunologicznego anty-TMXI1 (krdlicze, 1:5000, Proteintech,
27489-1-AP) po oczyszczeniu na ztozu anty-HA (krotka oraz diuga ekspozycja). Stezenie biatka we frakcjach I
stanowito okoto 10% stezenia we frakcji elucji ,,+” — transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji.

Ostatnie przeprowadzone do$wiadczenia miaty odpowiedzie¢ na pytanie czy biatko
TMX1 oddziatuje tez z podjednostkg o kanatu BKca. W tym celu w komoérkach HEK293T
wykonano seri¢ kotransfekcji plazmidami kodujacymi biatko VEDEC i TMX1-FLAG.
Nastepnie wykonano seri¢ koimmunoprecypitacji, a uzyskane frakcje analizowano metoda
Western blot z wykorzystaniem elektroforezy Tris-Tricine SDS i Blue Native. Jak
zaprezentowano na rycinie 59, analiza frakcji po elektroforezie w warunkach denaturujacych
wykazata jednoznacznie obecno$¢ podjednostki VEDEC we frakcji po kotransfekcji z biatkiem
TMX1 (Rycina 59). We frakcjach oznaczonych jako | (input) biatko VEDEC byto obecne
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w dwoch probkach (o oraz o+TMX1). Ponadto, we frakcji U (unbound) sygnat podjednostki a
nie byl widoczny w probkach oa+TMXI1. Uzyskane wyniki jednoznacznie $wiadczg

o powstawaniu kompleksow podjednostki a kanalu BKca z biatkiem TMX1.
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Rycina 59 Analiza Western blot interakcji bialka VEDEC z bialkiem TMX1-FLAG po elektroforezie
Tricine SDS-PAGE. Na rycinie przedstawiono analize probek catokomorkowych po koimmunoprecypitacyjnym
oczyszczeniu biatek zawierajacych metke FLAG. Komorki HEK293T przejsciowo transfekowano plazmidami:
pcDNA3.1, TMX-FLAG i/lub a. (I) frakcja zawierajaca zsolubilizowang probke, przed podaniem na ztoze
magnetyczne anty-FLAG . (U) Frakcja zawierajgca cze$¢ probki, ktora nie ulegla zwigzaniu ze ztozem
magnetycznym . (E) Frakcja zawierajaca biatka, ktore zwigzaty si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastepnie ulegly elucji
peptydem FLAG. Zdjgcie kliszy ze znakowania immunologicznego przeciwcialem anty-FLAG M2 (mysie,
1:1000, Sigma, F1804) oraz przeciwcialem anty-o (1:200, NeuroMab, 1L6/60). Stezenie biatka we frakcjach 1
stanowito okoto 10% st¢zenia we frakcji elucji. n=3.

Nastepnie wykonano analiz¢ uzyskanych frakcji z wykorzystaniem elektroforezy Blue
Native. Barwienie membrany z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych podjednostke a
wykazalo obecnos¢ wielu kompleksow tej podjednostki o duzej masie (Rycina 60).
Moze to $wiadczy¢ o interakcji tetramerow podjednostek o oraz komplekséw kanatlu BKca
z biatkiem TMXI1. Wykonana analiza wykazala obecno$¢ niewielkiej frakcji kompleksow
0 nizszej masie (migdzy 440 a 669 kDa). Co istotne sygnat podjednostki a w elucji byt obecny
jedynie we frakcji zawierajacej biatko TMX1 oraz a. Uzyskane dane §wiadcza o tym, Ze oba
typy podjednostek kanatu BKca mogg oddziatywaé z biatkiem TMXI1. Niemniej, w celu
doktadniejszej analizy tych interakcji wymagane sg dalsze badania szczegoétowo analizujace

oddziatywania mi¢dzy tymi biatkami oraz ich znaczenie fizjologiczne.
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Rycina 60 Analiza technika Blue Native-PAGE kompleksow biatkowych po koimmunoprecypitacyjnym
oczyszczania na metk¢ FLAG. Komorki HEK293T WT przej$ciowo transfekowano nastgpujacymi plazmidami:
pustym plazmid pcDNA3.1 (pcDNA3.1), plazmidem kodujacym biatko TMX1 wraz z metkg FLAG
(TMX-FLAG) oraz plazmidem kodujacym podjednostke¢ o kanalu BKCa (o). (I) frakcja zawierajaca
zsolubilizowang probke, przed podaniem na ztoze magnetyczne anty-FLAG . (E) frakcja zawierajaca biatka, ktore
zwigzaty si¢ ze ztozem anty-FLAG, a nastgpnie ulegly elucji peptydem FLAG. Zdjecie klisz z wyznakowania
immunologicznego anty-a (1:200, NeuroMab, L6/60). Stezenie biatka we frakcjach I stanowito okoto 5% stezenia
we frakcji elucji ,,+” — transfekcja, ,,-,, — brak transfekcji.

6.2.8 Podsumowanie

Podsumowujac druga czgs¢ pracy mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzone eksperymenty
wykazaly potencjalne interakcje podjednostki B4 kanatu BKca z wieloma partnerami
biatkowym. Kluczowym narzedziem w tych badaniach bylo zastosowanie biotynylacji jako
metody znakowania pobliskich biatek oraz spektrometrii mas jako metody identyfikacji biatek.
Uzyskane interakcje podjednostki B4 dotyczyty biatek znajdujacych si¢ w roznych przedziatach
komorkowych, w tym w blonie plazmatycznej, siateczce §rodplazmatycznej i mitochondriach.
Wsrod wytypowanych interakcji potwierdzono oddzialywanie podjednostek kanatu BKca
z biatkiem TMX1. Biatko to wchodzi w interakcje zaréwno z podjednostkg a jak i B kanatu

BKca. Rola tej interakcji pozostaje nieznana i wymaga dalszych badan.
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7  Dyskusja

Niniejsza praca skupia si¢ na dwoch gléwnych zagadnieniach zwigzanych
z funkcjonowaniem kanatu BKca w mitochondriach. Pierwszym byto potwierdzenie hipotezy,
ze izoforma VEDEC podjednostki a kanatu BKca jest zdolna do formowania aktywnego kanatu
mitoBKca w mitochondriach. Badania te mialy na celu wykazanie, ze specyficzna izoforma a,
znana z lokalizacji mitochondrialnej, tworzy funkcjonalny kanat o charakterystycznych
wlasciwos$ciach elektrofizjologicznych.

Drugim zagadnieniem byto zidentyfikowanie potencjalnych partneréw biatkowych
regulatorowej podjednostki B4 kanalu BKca W organellach komoérkowych, w tym
mitochondriach komérek HEK293T. Podjednostka B4, znana ze swojej roli modulacyjnej,
zostala przebadana pod katem mozliwych interakcji z innymi biatkami, w tym komponentami
mitochondrialnego tancucha oddechowego. Analiza interakcji miata na celu dostarczenie
potencjalnych nowych informacji pozwalajacych na lepsze zrozumienie roli kanatow
BKca/mitoBKca.

Przeprowadzone badania dostarczajg istotnych informacji na temat mechanizmoéw
molekularnych zwigzanych z funkcjonowaniem kanatu mitoBKca oraz interakcji jego
podjednostek, co moze mie¢ znaczenie dla dalszych badan nad rolg tych bialek

w mitochondriach 1 innych przedziatach komorkowych.

7.1 1zoforma VEDEC moze tworzy¢ kanal mitoBKca

Przez wiele lat, od odkrycia w mitochondriach watroby pierwszego kanatu potasowego,
czyli kanalu mitoKatp [90], mitochondrialne kanaly potasowe w réznych typach komorek
1 tkanek byty identyfikowane gtownie na podstawie ich aktywnosci elektrofizjologicznej oraz
wlasciwosci farmakologicznych [59, 250]. Z tego wzgledu kanaty potasowe w mitochondriach
byly poczatkowo opisywane jako zjawisko bez jednoznacznie zdefiniowanego podloza
molekularnego. Ponadto, obecno$¢ w wewnetrznej btonie mitochondrialnej biatek
o charakterystyce kanalow jonowych byla trudna do zaakceptowania. Biatka rozpraszajace
potencjat btonowy, takie  jak  kanaly  jonowe, nie Y] oczywistym
1 obligatoryjnym elementem teorii chemiosmotycznej opisujacej proces fosforylacji

oksydacyjnej w mitochondriach [106, 118, 251, 252].
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Pomimo wielu lat badan, wciaz pozostaje wiele pytan dotyczacych struktury i funkcji
mitochondrialnych kanatow potasowych, w tym kanalu mitoBKca [250]. Z uwagi na istotng
role kanalu mitoBKca w regulacji funkcji mitochondridow, a w szczegdlnosci role w
cytoprotekeji tkanki serca oraz mozgu temat budowy tego kanatu jest szczeg6lnie interesujacy.
Dzigki intensywnym badaniom poprzednich lat wykazano, ze izoforma VEDEC kanalu BKca
znajduje si¢ w mitochondriach tkanki sercowej [145]. Jednak nie byto dowodow na to, ze biatko
to mogloby tworzy¢ aktywny kanat w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Badania
przedstawione w tej pracy miaty na celu zweryfikowanie tej hipotezy.

W opisanych badaniach zastosowano technik¢ patch-clamp izolowanych mitoplastow,
aby wykry¢ aktywno$¢ kanalu potasowego po transfekcji komoérek HEK293T plazmidem
kodujacym izoform¢ VEDEC kanatu BKca. Na podstawie uzyskanych danych mozna
wyciggnag¢ dwa gtowne wnioski. Po pierwsze, ekspresja izoformy VEDEC prowadzi do
aktywnos$ci mitoBKca w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Po drugie, nasze dane wskazuja,
ze komoérki HEK293T moga by¢ potencjalnie odpowiednim modelem do badan nad ekspresja
1 elektrofizjologia mitochondrialnych kanatéw potasowych.

Kanat zaobserwowany po transfekcji z izoforma VEDEC wykazywat przewodnictwo
wynoszgce okoto 290 pS, co jest zblizone do przewodnictwa opisanego wczesniej dla kanatu
mitoBKca. W tkance mézgowej i kilku liniach komérkowych glejaka $rednie przewodnictwo
tego kanatu, zarejestrowane w podobnych warunkach eksperymentalnych, wynosito
od ~275 pS do ~295 pS [95, 114, 150, 183, 253, 254]. Podobne wartosci zaobserwowano
dla kanatu mitoBKca w mig$niach szkieletowych i komorkach s$rodblonka [115, 134].
Przewodnictwo zarejestrowanego kanatu byto rowniez bliskie warto§ciom zaobserwowanym
w blonie plazmatycznej w komorkach HEK293, gdzie po ekspresji kanaldow BKca
zaobserwowano kanal o przewodnictwie okoto 250 pS [255]. Jednak przewodnictwo kanatu
mitoBKca moze rézni¢ si¢ od podanych wyzej wartosci. Szczegdélnym przyktadem jest tkanka
sercowa. W mitochondriach kardiomiocytow myszy, warto$¢ przewodnictwa kanatlu
opisywanego jako mitoBKca byta znacznie mniejsza i nie przekraczata 190 pS w zalezno$ci
od warunkoéw eksperymentalnych [146, 225]. Z drugiej strony, w kardiomiocytach serca
szczura przewodnictwo kanalu mitoBKca wynosito okoto 308 pS [165]. Podsumowujac mozna
stwierdzi¢, ze przewodnictwo kanalu obserwowane po transfekcji komorek HEK293T
izoformg VEDEC odpowiada przewodnictwu kanatu mitoBKca znanemu z literatury.

Inne analizowane cechy biofizyczne zarejestrowanych kanalow sa réwniez podobne

do tych opisywanych w przypadku kanatow mitoBKca wystepujacych natywnie. Zar6wno
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zalezno$¢ prawdopodobienstwa otwar¢ od przytozonego napigcia, jak 1 wartosci $redniego
czasu otwarcia i zamkniecia odpowiadajg kanatowi mitoBKca z tkanki sercowej i sg zblizone
do wartosci obserwowanych dla kanalow mitoBKca w $roédbtonku oraz w komorkach
nowotworowych, w szczegdlnosci w glejakach [134, 146, 165]. Ponadto aktywnos¢ kanatu byta
zalezna od obecnosci jondw wapnia. Ta wlasciwos$¢ jest jedng z kluczowych cech kanatow
BKca [159].

Co wigcej, zastosowanie aktywatora kanatow BKca, — NS11021 — indukowato wzrost
pradu jonowego w obecnosci 100 uM jondow wapnia. Wczesniejsze badania wykazaty, ze
NS11021 jest silnym aktywatorem BKca z blony plazmatycznej, co byto obserwowane po
ekspresji tych biatek w oocytach Xenopus laevis i komorkach HEK293 [200]. Ponadto
wykazano, ze aktywacja kanatow mitoBKca w komoérkach serca po podaniu NS11021 prowadzi
do indukcji mechanizméw cytoprotekcyjnych [227, 256]. Dane literaturowe wskazuja,
ze NS11021 moze aktywowac kanaty BKca w szerokim zakresie stezen jondw wapnia,
w tym w $rodowisku nominalnie pozbawionym Ca®* oraz moze aktywowaé kanaly pozbawione
domeny wykrywajacej wapn [201]. W przeciwienstwie do wyzej wymienionych badan,
w opisywanych eksperymentach nie zaobserwowano wzrostu aktywnosci kanatu po podaniu
NS11021 w obecnoéci 1 uM Ca®** w buforze eksperymentalnym. Jednym z mozliwych
wyjasnien zaobserwowanych réznic moze by¢ mitochondrialna lokalizacja kanatu i potencjalne
interakcje z proteomem mitochondrialnym i/lub réznice w skladzie lipidowym miedzy
mitochondriami a btong plazmatyczng. Z drugiej strony mozliwe jest, ze pomiary w szerszym
zakresie napie¢ potwierdzityby aktywacje kanahu przez NS11021 w obecnoséci 1 pM Ca?*.
Jednakze w zastosowanym systemie uzycie wyzszych napig¢ podczas eksperymentu
z wykorzystaniem techniki patch-clamp izolowanych mitoplastow powoduje niestabilno$¢
btony.

Poprzednie prace wykazaly takze, Ze NS11021 wplywa na funkcje mitochondrialne,
a efekty te byly odwracane przez zastosowanie paksyliny, co potwierdzato zaangazowanie
kanatu mitoBKca [134]. W prezentowanych eksperymentach paksylina hamowata aktywno$é
kanatu co $wiadczy o tym, Ze rejestrowana aktywno$¢ to kanat typu BKca.

Oprocz wptywu aktywatora NS11021 w opisywanych badaniach zastosowano heming,
ktora jest znanym inhibitorem kanalow BKca 0raz mitoBKca [167, 257]. Zastosowanie heminy
spowodowato spadek prawdopodobienstwa otwarcia kanatu. Wczesniej wykazano, ze hem
i hemina blokuja aktywno$¢ mitoBKca w komorkach glejaka i §rodbtonka [168, 170, 176].
Co istotne, oba inhibitory blokuja kanaty BKca w blonie plazmatycznej [172, 258].
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Wszystkie powyzsze dane stanowig mocne argumenty za wsparciem hipotezy mowiacej,
ze izoforma VEDEC podjednostki o kanatow BKca tworzy funkcjonalny kanal w wewnetrzne;j
btonie mitochondrialne;.

Ekspresja VEDEC w komorkach HEK293T skutkuje obecnoscig podjednostki o
w roznych przedziatach komoérkowych, w tym w siateczce $rodplazmatycznej
i mitochondriach. Obserwacja ta jest zgodna z wczesniej opublikowanymi danymi [212, 214,
215]. Rownie wazne jest, ze w przeciwienstwie do komorek HEK293T, w tkance serca
izoforma VEDEC jest kierowana wytacznie do mitochondriéw [212]. Nalezy jednak wskazac,
ze izoforma VEDEC nie jest jedyna izoforma, ktora moze by¢ kierowana do mitochondriow.
W komorkach astrocytoma U-87 MG nie wykryto izoformy VEDEC pomimo tego,
ze aktywno$¢ kanatu mitoBKca w tych komorkach jest dobrze udokumentowana [160].
Podobne obserwacje opisano w przypadku komoérek nabtonka oskrzeli, gdzie nie wykryto
ekspresji izoformy VEDEC pomimo aktywnos$ci kanatu mitoBKca [259]. Ponadto wykazano,
ze izoformy BKca VYR i ERL moga by¢ zlokalizowane w mitochondriach po ekspresji
w komorkach HEK293 [214]. Jednak dane te nie majg jeszcze potwierdzenia na gruncie badan
elektrofizjologicznych, a jedynie oparte sa na badaniach obecno$ci biatka we frakcjach
mitochondrialnych lub doswiadczeniach wykorzystujacych immunofluorescencjg.

Budowa molekularna mitochondrialnych kanalow potasowych jest tematem
intensywnych badan, czego przyktadem jest budowa kanatu mitoKatp [92, 93, 106]. Kanat ten
byt pierwszym kanatem potasowym odkrytym w mitochondriach [90].

Wnhioski dotyczace budowy kanatow mitoKatp oraz innych mitochondrialnych kanatéw
potasowych  wyciggano glownie na podstawie ich wlasciwosci biofizycznych
1 farmakologicznych. Uwaza si¢, ze mitochondrialne kanaly potasowe majg pewne
podobienstwa do kanalow potasowych obecnych w blonie plazmatycznej. W zwigzku z tym
wigkszo$¢ mitochondrialnych kanatow potasowych to prawdopodobnie izoformy (warianty
splicingowe) kanalow potasowych blony plazmatycznej. Dotyczy to rowniez biatek
pomocniczych, takich jak podjednostki B kanatow mitoBKca czy receptorow
sulfonylomocznikow (SUR) [59, 93, 158]. Jednak nie musi to by¢ reguta czego przyktadem
jest wspomniany kanal mitoKatp. W ostatnim czasie zasugerowano, ze kanat ten jest tworzony
przez biatko CCDCS51. Jest to biatko mitochondrialne co sprawia, ze potencjalnie kanat ten,
jako jedyny bylby tworzony przez unikatowe biatko mitochondrialne [93]. Sekwencja
aminokwasowa CCDCS51 sugeruje obecno$¢ dwoch segmentéw  transblonowych,

co czyni je dobrym kandydatem na substrat translokazy TIM23.
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Jednak odpowiedz na pytanie o budowg tego kanalu nie jest tak jednoznaczna.
Weczesniejsze badania zasugerowaly, ze kanat ten moze by¢ tworzony przez kanat ROMK?2 [92,
260]. Ponadto inne badania zasugerowaly, ze za aktywnos$¢ kanatu mitoK atp moze odpowiadaé
réwniez syntaza ATP [94]

W ostatnim czasie pojawily si¢ prace jednoznacznie wskazujgce, ze podjednostka o
kanalu mitoBKca jest kodowana przez gen KCNMAL. Zastosowanie techniki CRISPR/Cas9
w celu wprowadzenia mutacji w tym genie, skutkujacych brakiem podjednostki a. doprowadzita
do utraty aktywnosci kanatu mitoBKca. Zaobserwowano to w komorkach astrocytomy U-87
MG oraz komorkach nabtonka oskrzelowego [147, 259]. Wydaje si¢ zatem, ze dane §wiadczace
o tym, ze biatko tworzace kanat mitoBKca jest kodowane przez gen KCNMAL jest oparte
na solidnych podstawach.

Oddzielnym zagadnieniem wymagajacym doglgbnych badan jest problem importu
podjednostki o do mitochondriow i sortowania do wewngtrznej btony mitochondrialne;.
Temat importu kanalow potasowych do mitochondriéw nie byt do tej pory szeroko studiowany.
Jednak w przypadku kanalu ROMK2 wydaje si¢, ze biatko to moze by¢ importowane
przez translokaz¢ TIM23. ROMK2 posiada bowiem sekwencj¢ kierujaca do mitochondriow
na N-koncu biatka [92]. W przypadku kanatu mitoBKca sytuacja wydaje si¢ inna. Podjednostka
a, tworzaca por kanalu, posiada siedem domen transblonowych, co sugeruje, ze import
do mitochondriow moze przebiega¢ inng $ciezkg [158], Prawdopodobnie za posrednictwem
translokazy TIM22. Badania dotyczace biogenezy mitochondriéw wskazuja bowiem,
ze ta translokaza w duzej czg¢sci odpowiada za import biatek z wieloma domenami btonowymi
[24]. Jednak ostatnic badania wykazaly, Zze import mitochondrialny kanatu Kvl1.3
(wielodomenowego biatka transblonowego, podobnego do kanalu BKca) prawdopodobnie
odbywa si¢ za posrednictwem TIM23 [261]. To niespodziewane odkrycie wskazuje
na konieczno$¢ dalszych badan nad mechanizmami importu takich biatek. Tajemnicg réwniez
pozostaje lokalizacja domen kierujacych podjednostke o do mitochondriow. W przypadku
kanatéw Kv1.3 sekwencje umozliwiajgce rozpoznanie przez translokazy mitochondrialne oraz
import do mitochondriéw sg rozproszone w réznych rejonach biatka [261].

Kolejnym istotnym zagadnieniem jest sortowanie podjednostek mitochondrialnych
kanatéw potasowych migdzy roznymi przedziatami komérkowymi. Kanaly BKca sa obecne
w blonie plazmatycznej, jadrze 1 mitochondriach, co wymaga efektywnego systemu dystrybucji
biatek [140]. Jednym z czynnikow wplywajacych na lokalizacje kanalu w wybranych
organellach moze by¢ splicing mRNA kodujacego podjednostki o kanatu, w wyniku ktoérego
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powstaja jej rozne izoformy. ldentyfikacja izoformy VEDEC i jej jednoznaczna lokalizacja
w mitochondriach komorek serca moga sugerowac, ze w kardiomiocytach istnieje specyficzny
mechanizm kierowania izoformy VEDEC do mitochondriow [145]. Mozliwg role w tym
procesie odgrywajag rowniez biatka opiekuncze, takie jak HSP60, ktore oddziatuja
z podjednostkg o kanatu BKca, potencjalnie zwigkszajac jej kierowanie do mitochondriow
[215]. Interakcje migdzy biatkami opiekunczymi a podjednostkami kanatu BKca zostaly
pokazane w wielu publikacjach [212, 214, 215]. Réwniez badania potencjalnych oddziatywan
podjednostki 4 z partnerami biatkowymi wykonanymi w tej pracy wskazuja na oddziatywania
z biatkami opiekunczymi. Identyfikacja tych potencjalnych oddzialywah moze by¢ wskazdéwka
do przysztych badan identyfikujacych mechanizmy sortowania wybranych izoform kanatow
potasowych do mitochondridow. Wydaje si¢ to istotne zwtaszcza z tego powodu, ze sortowanie
to powinno mie¢ miejsce juz w cytoplazmie. Wynika to z faktu, ze gléwne mechanizmy
kierowania biatek do mitochondriow oparte sg o transfer gotowych biatek z cytozolu
do mitochondriow [17]. Alternatywnie, istnicje mozliwo$¢ kotranslacynej insercji
nowopowstajacego biatka do zewnetrznej btony mitochondrialnej, jednak przyktadéw biatek
w taki sposob kierowanych do mitochondriow jest niewiele i glownie dotycza biatek btony
zewnetrznej [262]. Mato prawdopodobna wydaje si¢ takze $ciezka importu podjednostek
za posrednictwem innych bton komérkowych, w szczegdlnosci siateczki srddplazmatyczne;.
Taki mechanizm jest opisany, ale bardzo rzadko spotykany [262].

Innym interesujacym aspektem jest wptyw preferencji kodonow na sortowanie kanatow
potasowych wirusow migdzy mitochondriami a innymi przedziatami komoérkowymi.
Optymalizacja kodonow zwickszata kierowanie tych kanatow do mitochondriow,
co obserwowano w roznych liniach komorkowych, sugerujac istnienie ogdlnego mechanizmu
[263]. Badania te wydaja si¢ szczegélnie istotne w konteks$cie obecnosci réznych kanatow
potasowych w mitochondriach réznych tkanek. Wydaje si¢, zatem, ze identyfikacja
mechanizméw kierowania kanatow potasowych powinny by¢ jednym z gtownych kierunkow
badawczych w tym obszarze w przysztosci.

Kolejnym wartym podkreslenia kontekstem opisywanych w tej pracy badan jest to, ze
komorki HEK293T moga stanowi¢ obiecujacy model do§wiadczalny do badan nad ekspresja
1 pomiarami elektrofizjologicznymi mitochondrialnych kanatow potasowych. Komorki
HEK?293 s3 powszechnie stosowanym modelem w badaniach kanaléw BKca w blonie
plazmatycznej. Niektore wczesniejsze prace sugerowaty brak ekspresji podjednostki tworzace;j

por dla BKca w tych komorkach [236]. Z drugiej strony wykazano ekspresj¢ BKca w komorkach
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HEK293, a pomiary patch-clamp zasugerowaly obecno$¢ minimalnych pradow
odpowiadajacych aktywnosci BKca w btonie plazmatycznej [157, 258]. W naszych komodrkach
nie zaobserwowaliSmy zadnej znanej aktywnosci elektrofizjologicznej mitochondrialnych
kanatéw potasowych w mitoplastach wyizolowanych z dzikiego typu komorek HEK293T.
Do tej pory wszystkie badania aktywnos$ci mitochondrialnych kanalow potasowych opieraty si¢
na pomiarach kanaléw mitoBKca ekspresjonowanych natywnie. Takie badania sg niezwykle
cenne, jednak majg kilka ograniczen. Jednym z nich jest fakt, ze aktywnos$¢ kanalow
ekspresjonowanych natywnie bywa nieregularna i trudna do przewidzenia. Ponadto takie
uklady nie dajg mozliwosci manipulacji genetycznych pozwalajacych na lepsze zrozumienie
regulacji aktywnosci badanych kanatéw. W zwigzku z tym uwazamy, ze komorki HEK293T
moga by¢ odpowiednim modelem do przysztych badan nad zagadnieniami zwigzanymi

z aktywnos$cig i1 regulacja mitochondrialnych kanatow potasowych.

7.2 Identyfikacja bialek oddzialujacych z podjednostky 4 kanalu BKca

Druga cz¢$¢ pracy dotyczyta identyfikacji potencjalnych interakcji podjednostek
tworzacych kanat BKca/mitoBKca. Zgodnie z przedstawionymi danymi ta czes¢ badan byta
mozliwa do wykonania jedynie w odniesieniu do podjednostki regulatorowej B4 kanatu.
Uzyskane dane jednoznacznie wskazuja na to, ze podjednostka B4 lokalizuje si¢ w wielu
przedziatach komorkowych, w tym w blonie plazmatycznej, siateczce $rddplazmatycznej
1 mitochondriach. Wprawdzie pierwotnym celem bylo opisanie nowych interakcji
w mitochondriach, jednak uzyskano interesujagce dane wskazujace na nowe interakcje
podjednostki 4 z biatkami w r6znych organellach komérkowych.

Srodowisko, w ktorym funkcjonuja mitochondrialne kanaty potasowe, rozni sie od tego
w blonie plazmatycznej. To unikatowe $rodowisko obejmuje specyficzny zestaw biatek
w mitochondriach, z ktorych niektore bezposrednio oddziatujg z biatkami kanatowymi [99,
212, 215]. Wiele z tych biatek bierze udziat w reakcjach redoks [215]. Ponadto mitochondria,
jako miejsce syntezy reaktywnych form tlenu, rdéznig si¢ pod tym wzgledem od blony
plazmatycznej. Dodatkowo, mitochondrialne kanaty potasowe sa regulowane przez czynniki
takie jak ATP i Ca?", ktore odgrywaja kluczowa rol¢ w metabolizmie mitochondrialnym [59,
99].

Poprzednie prace zasugerowaty interakcje strukturalno-funkcjonalne mitochondrialnych
kanatéw potasowych z biatkami tancucha oddechowego. Moze to $wiadczy¢ o tym,
ze w mitochondriach wystepuja unikatowe mechanizmy regulacji mitochondrialnych kanatow
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potasowych [150]. Najlepszym przyktadem moze by¢ aktywnos$¢ kanatlu mitoBKca z ludzkiej
linii komodrkowej astrocytoma (glioblastoma) U-87 MG [150]. Wykazano, ze substraty
fancucha oddechowego, takie jak NADH, bursztynian oraz glutaminian/jabtczan, obnizajg
aktywnos$¢ tego kanatu. Efekt ten byt blokowany przez rotenon, antymycyne oraz cyjanek
potasu, ktére s inhibitorami fancucha oddechowego. Przy uzyciu elektroforezy Blue Native
zademonstrowano potencjalng interakcje podjednostki P4 kanalu mitoBKca z oksydaza
cytochromowg [150]. Rowniez poprzednie prace wykorzystujgce metody wysokoprzepustowe,
takie jak spektrometria mas sugerowaty interakcje kanatu mitoBKca z tancuchem oddechowym.
Jedna z pierwszych analiz oddzialywan kanalu BKca wykazata, ze co najmniej 20%
potencjalnych biatek oddziatujacych z kanatami BKca jest zlokalizowanych w mitochondriach
[212]. Kolejne analizy w komoérkach serca oraz mozgu rowniez wskazywaly na potencjalng
interakcje kanatu mitoBKca z tancuchem oddechowym [214, 215].

Poprzednie badania nie uwzglegdniaty podejscia metodologicznego jak zastosowane w tej
pracy. W niniejszej pracy zastosowano dodatkowe kontrole w postaci konstruktéw swobodnie
1 przypadkowo biotynylujacych biatka znajdujace w macierzy i przestrzeni mi¢dzybtonowe;j
mitochondriow. Wydaje si¢, Ze w znaczacy sposob ograniczylo to liczbe wykrytych bialek,
ktore byly biotynylowane. Ponadto, nie obserwowano koimmunoprecypitacji wybranych
podjednostek tancucha oddechowego z podjednostka 4. Ta podjednostka byta wskazywana
poprzednio jako oddziatujgca z oksydazg cytochromu ¢ w komorkach U-87 MG [150]. Trzeba
jednak zaznaczy¢, ze pozniejsza analiza kompleksow biatkowych tworzonych przez kanat
mitoBKca w mitochondriach tych komorek nie potwierdzita jednoznacznie tej interakcji [147].
W doswiadczeniach opisywanych w tej pracy obserwowano biotynylacje jedynie pojedynczych
biatek zwigzanych ze sktadaniem tancucha oddechowego, a takze kilku jego podjednostek.
Wyniki uzyskane w tej pracy wskazuja zatem, ze interakcja ta moze byC niestabilna 1
przej$ciowa. Niewykluczone, ze modyfikacja koimmunoprecypitacji np. poprzez zastosowanie
zwigzkow sieciujacych (tzw. cross-linkerow) pozwolitoby na ustabilizowanie 1 wykrycie takich
interakcji. Mozliwe tez, ze interakcja i regulacja aktywnosci kanatu mitoBKca przez tancuch
oddechowy moze odbywac si¢ za posrednictwem innych przekaznikow takich jak np.
reaktywne formy tlenu. Z drugiej strony niedawne badania sugeruja, ze inny kanat
mitochondrialny Kv1.3 oddzialuje fizycznie z kompleksem I tafcucha oddechowego
mitochondriow [264]. Niewatpliwie temat oddzialywania kanatow mitoBKca z tancuchem

oddechowym wymaga dalszych ukierunkowanych badan.
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W kontekscie zidentyfikowanych potencjalnych oddzialywan warto zwrédci¢é uwage
na biotynylacje biatek kompleksu MICOS [24]. Wprawdzie nie odnotowano jednoznacznie
bezposredniej interakcji z biatkami tego kompleksu, ale biotynylacja tych biatek sugeruje, ze
podjednostka B4 moze lokalizowaé si¢ w poblizu zagig¢ grzebieni mitochondrialnych. Warto
zwroci¢ uwage, ze duza cz¢s¢ kompleksow tancucha oddechowego lokalizuje si¢ w blonach
grzebieni mitochondrialnych, co ma zwigzek z wydajnoscia procesu fosforylacji oksydacyjne;
[5]. Bliska obecnos¢ tancucha oddechowego oraz kompleksu MICOS moze wskazywac na
lokalizacje¢ kanalu mitoBKca w tej cze$ci wewnetrznej btony mitochondrialnej. Rodzi to pytanie
o role tego kanatu. Mozliwe, ze aktywno$¢ kanatu zlokalizowanego w tak specyficznym
miejscu moze mie¢ zwigzek z regulacja objetosci macierzy mitochondrialnej. Naptyw jonow
potasu indukuje bowiem pgcznienie macierzy mitochondrialnej [120].

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji niniejszej pracy wskazuja, ze podjednostka 4
moze oddziatywaé z wieloma biatkami pochodzacymi z réznych przedziatow komorkowych o
czym $wiadcza biatka zidentyfikowane po biotynylacji. Wyniki te odzwierciedlajg szeroka
lokalizacj¢ podjednostki B4 w komodrce, obejmujaca zaréwno blony, jak 1 przedziaty
wewnatrzkomorkowe, takie jak mitochondria czy siateczka §rodplazmatyczna. Obserwowane
interakcje wskazuja na potencjalne zaangazowanie B4 w réznorodne procesy biologiczne,
w tym regulacje transportu jondw, metabolizmu energetycznego oraz sygnalizacji komorkowe;.
Interesujacg grupa biatek biotynylowang przez podjednostk¢ (4 byly biatka zwigzane
z metabolizmem lipidow, co stanowi wyrazne wskazanie na przyszty kierunek badan. Jest to
szczegolnie interesujace, ze interakcje kanatéw BKca z innymi biatkami wydaja si¢ kluczowe
dla regulacji ich aktywnosci [265]. Wcze$niej wykazano, ze kanal BKca zlokalizowany
w blonie plazmatycznej oddzialuje z hemoksygenaza-2 [175]. W tym samym badaniu
zaobserwowano, ze aktywnos¢ kanatu w blonie plazmatycznej zmniejsza si¢ podczas hipoksji,
a hemoksygenaza-2 odgrywa kluczowa role w takim zachowaniu kanatu. Ta obserwacja
jest sprzeczna z badaniami wskazujacymi, ze aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu BKca
wzrasta przy niskiej dostepnosci tlenu [183, 253]. W naszych do$wiadczeniach biatko (4
biotynylowato hemoksygenazg-2 jednak w  doswiadczeniach z  wykorzystaniem
koimmunoprecypitacji podjednostki p4-FLAG nie obserwowano tego biatka w elucji.
Interakcja rdwniez nie byla jednoznaczna jesli podjednostka B4 byla koekspresjonowana
z podjednostka o kanalu. Biotynylacja przeprowadzona byta w komoérkach, w ktorych

podjednostka o wystepuje na bardzo niskim poziomie. Te dane wyraznie pokazuja,
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ze wlasciwosci kanatu silnie zalezg od lokalizacji i prawdopodobnie od interakcji z innymi
biatkami.

Zaobserwowane interakcje biotynylowanych biatek zwigzanych z podjednostka B4
kanatu BKca mogag $wiadczy¢ o oddzialywaniu catego kompleksu kanatu BKca z r6oznymi
strukturami komorkowymi. Jednocze$nie otrzymane wyniki mogg sugerowac, ze podjednostka
B4 moze peli¢ réwniez niezalezng role, niezwigzang bezposrednio z aktywnos$cig kanatu.
Wyniki te wskazuja na potencjalne funkcje regulatorowe lub sygnalizacyjne 4, ktore moga
wykracza¢ poza jej klasyczne zadanie jako podjednostki modulatorowej. Takie zachowanie
podkresla ztozono§¢ mechanizméw, w ktorych p4 moze uczestniczy¢ oraz wymaga dalszych
badan w celu zrozumienia jej roli w r6znych kontekstach komorkowych.

Jednym z biotynylowanych bialek bylo biatko TMXI, ktorego oddziatywanie
z podjednostkami kanatu BKca zostalo potwierdzone poprzez koimmunoprecypitacje. TMX1
to biatko btonowe siateczki §rodplazmatycznej (ER) zawierajace unikalng domeng TRX-like,
ktéra odpowiada za jego aktywno$¢ jako reduktazy dwusiarczkowej [266, 267].
Charakterystyczna sekwencja aktywnego miejsca CPAC z obecnoscia proliny wptywa
na stabilno$¢ wigzan dwusiarczkowych, preferujac ich form¢ zredukowang. TMXI1 posiada
takze motyw diargininowy (RQR), ktéry odpowiada za jego retencj¢ w ER, a takze miejsca
palmitoilacji 1 fosforylacji w czesci cytoplazmatycznej, co reguluje lokalizacje subkomorkowsa
i interakcje z innymi biatkami [268-270].

Biatko TMX1 wystepuje w szczegdlnosci w domenach MAM (ang. mitochondrial
assosiated membranes), gdzie bierze udzial w kontroli ruchéw jonéw wapnia miedzy ER
a mitochondriami [268]. Poprzez interakcje z pompag SERCA2b TMX1 reguluje transport Ca?*
do ER w sposob zalezny od stanu redoks. Redukcja poziomu TMX1 powoduje zwigkszony
naptyw wapnia do ER i zaktdcenia w jego transporcie do mitochondriéw, co moze prowadzi¢
do dysfunkcji metabolicznej komorki [271, 272]. TMX1 prawdopodobnie ma takze wptyw
na faldowanie bialek poprzez formowanie i redukcj¢ mostkow dwusiarczkowych [273].
Interakcja pomiedzy podjednostkami kanatu BKca a biatkiem TMX1 sugeruje potencjalne
powiazania miedzy funkcja kanatu BKca a procesami redoks w komorce. Po pierwsze, TMX1
potencjalnie moze modulowa¢ aktywno$¢ kanalu BKca poprzez mechanizmy zalezne
od redoks. Kanaty typu BKca s3 regulowane przez stan redoks, a potencjalnymi miejscami
regulacji sg cysteiny i metioniny [169, 274]. Domena tioredoksynowa TMX1 potencjalnie
moglaby oddzialywa¢ z resztami cysteinowymi w podjednostkach kanatlu BKca, zmieniajac

jego stan redoks. Taka interakcja mogtaby wptywac¢ na wiasciwosci bramkowania kanatu,
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szczegoblnie w warunkach stresu oksydacyjnego. Dzigki temu kanal BKca moglby dynamicznie
reagowac na zmiany w Srodowisku redoks, co wptywaloby na procesy takie jak sygnalizacja
wapniowa i regulacja potencjalu btonowego. Po drugie, interakcja z TMX1 moze wskazywac
na funkcjonalne powigzanie kanalu BKca z regulacja ruchu jondw wapnia migdzy ER
a mitochondriami, w szczegolnoséci w obrebie domen MAM. Siateczka $rodplazmatyczna jest
glownym miejscem magazynowania jonow wapnia w komorce [275]. Interakcja z TMX1
moglaby, wiec faczy¢ sygnalizacje miedzy ER a mitochondriami, wskazujac na role kanatu
BKca w homeostazie wapniowej i rownowadze redoks.

Biatko TMX1 odgrywa réwniez ztozong role w procesach nowotworowych [272, 276,
277]. Obnizenie jego ekspresji zakloca transport wapnia, spowalnia oddychanie
mitochondrialne i zwigksza oporno$¢ komorek na stres oksydacyjny, co sprzyja agresywnemu
wzrostowi nowotworow. W niektorych przypadkach wysoka ekspresja TMX1 koreluje jednak
z zaawansowanym stadium choroby i gorszym rokowaniem [278, 279]. Co wazne, ostatnio
uzyskane w Pracowni Wewnatrzkomérkowych Kanaléw Jonowych niepublikowane dane
pokazuja, ze kanal BKca oddziatuje z biatkiem TMX1 rowniez w komoérkach glioblastomy
U-87 MG. Wydaje si¢ zatem, ze oddzialywanie to jest uniwersalne i wystepuje w réznych
typach komorek. Co istotne, kanaty typu BKca petnig istotng role w fizjologii niektorych
nowotworow, np. glejakow [147]. W zwigzku z tym interakcje migdzy biatkiem TMXI1
a kanatami typu BKca moze mie¢ szczegdlng role w komoérkach nowotworowych.

Dodatkowo, wskazana interakcja miedzy biatkiem TMX1 a kanatem BKca moze
sugerowac, ze biatko TMX1 moze wspomaga¢ fatldowanie 1 dojrzewanie podjednostek kanatu
BKca lub wplywac na ich sortowanie do okreslonych przedziatow komoédrkowych, takich jak
btona ER [155]. Zapewniatoby to prawidlowg lokalizacj¢ kanatu BKca tam, gdzie jego funkcje
sa niezbedne. Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢, ze obserwowane oddzialywanie jest
zwigzane z nadekspresja podjednostek P4 oraz o. Jednak na podkreslenie zastuguje fakt,
ze analiza interakcji kanatu ROMK2 wykonana w Pracowni Wewnatrzkomérkowych Kanatow
Jonowych nie wykazata biotynylacji biatka TMX1 przez kanat ROMK2 [241]. Sugeruje to,
specyficznos¢ interakcji kanatu BKca z biatkiem TMX1.

Na koniec, biotynylacja biatek znajdujacych si¢ z poblizu podjednostki B4 kanatu BKca,
wykazata, takze potencjalne interakcje z innymi biatkami typu TMX. Moze to $wiadczy¢
o szerszej interakcji kanatu BKca z tego typu biatkami. Zrozumienie roli tych oddziatywan

w roznych kontekstach komoérkowych wymaga dalszych badan.
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Podsumowujac, interakcja kanalu BKca z TMX1 wskazuje na potencjalny mechanizm
regulacji zaleznej od redoks oraz rol¢ w komunikacji migdzy organellami, szczegdlnie migdzy
ER a mitochondriami. Relacja ta moze by¢ kluczowa dla utrzymania homeostazy komérkowe;j
w warunkach stresu. Biorgc pod uwage obecno$¢ kanatéw typu BKca zardéwno w Siateczce
srédplazmatycznej jak i w mitochondriach wydaje si¢ to szczegdlnie interesujace. Ponadto,
biatkko TMX1 jest obiecujagcym celem terapeutycznym w kontek$cie chordb zwigzanych
z zaburzeniami homeostazy wapnia, stresem ER i nowotworami [268]. Konieczne sg dalsze
badania w celu lepszego zrozumienia wplywu tej interakcji na procesy fizjologiczne

I patologiczne.
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8 Podsumowanie i wnioski

Na podstawie danych uzyskanych w trakcie przeprowadzonych badan w ramach niniejsze;j
pracy mozna wyciagna¢ nastgpujace wnioski:

I Izoforma VEDEC moze tworzy¢ funkcjonalny kanat typu mitoBKca

o Zarejestrowano  obecno$¢ kanalu w  mitochondriach  komoérek HEK293T
po przejsciowej transfekcji plazmidem zawierajacym gen kodujacy izoform¢ VEDEC
kanatu mitoBKca.

o Zaobserwowany kanal odpowiadal charakterystyce kanalu potasowego o duzym
przewodnictwie aktywowanego jonami wapnia. Kanal wykazywatl zaleznos$¢
od przylozonego napigcia oraz aktywacje przez jony wapnia.

o Obserwowany kanat ulegat regulacji przez modulatory kanalu mitoBKca.
Kanat byt aktywowany NS11021, inhibitowany paksyling oraz hemina.

o Izoforma VEDEC kanatu BKca lokalizowata si¢ czeSciowo we frakcji mitochondrialnej.

o Dowiedziono, ze komoérki HEK293T stanowiag nowy model badawczy mozliwy
do wykorzystania w badaniach mitochondrialnych kanatéw potasowych.

Il. Podjednostka 4 kanatu BKca oddziatuje z licznymi biatkami w wielu organellach

komorkowych

¢ Nie potwierdzono jednoznacznie interakcji podjednostki 4 kanatu BKca z podjednostkami

fancucha oddechowego.

e Zidentyfikowano nowe bialka potencjalnie wchodzace w interakcje z podjednostka 34

kanatu BKca zlokalizowane w roéznych organellach komorkowych.

e Biatko TMXI1 tworzy kompleksy z podjednostka regulatorowg (B4).

e Wykazano, ze biatkko TMX1 moze wchodzi¢ w interakcje rowniez z podjednostka

(a-VEDEC) kanatu BKca €0 sugeruje interakcje catego kanatu z tym biatkiem.
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10 Zalaczniki

Tabela Z1 Lista bialek unikatowych dla probki p4-TurboID wzgledem prébek kontrolnych w badaniach
calokomérkowych.

ID biatka
(UNIPROT)

Q9H3P7
Q9HCU5
P62491, Q15907
Q9BZF1
P35613
P18031
Q9Y5M8
Q8TCT9
Qs8TCI2
QouBM7
015126
QouLC3
Qsew47
Q9H3N1
Q8NFQ8
P30519
075915
P05556
Q15005
Q8NF37
Q9Y6N7
Q9UGP8
Q9NR31
QoYeB6
P20340, Q9NRW1
095208
Q9NPAO
P60468
Q02952
014828
P43307
Q9Y5V3
Q9H2H9
Q9HDC5
P62330
Q96A33
Q9H8Y8
Q14160
094906
CATD_HUMAN,
P07339
Q8N5G2
P05089
075694
QouL25
Q57749
Q9Y394
P63027
P05109
P25311
Q96QA5
QINRGY
P29508
Q9P003
Q08554
P23634
Q9Y6Y8
095716
P20336
Q92692
P78310
P11233
AOFGR8
Q9H2J7
P43121
Q96G23
Q8WUX9
Q9Y385
Q15629

Nazwa biatka

Golgi resident protein GCP60

Prolactin regulatory element-binding protein
Ras-related protein Rab-11A, Ras-related protein Rab-11B
Oxysterol-binding protein-related protein 8

Basigin

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1
Signal recognition particle receptor subunit beta
Minor histocompatibility antigen H13
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3B
7-dehydrocholesterol reductase

Secretory carrier-associated membrane protein 1
Ras-related protein Rab-23

Calcium-activated potassium channel subunit beta-4
Thioredoxin-related transmembrane protein 1
Torsin-1A-interacting protein 2

Heme oxygenase 2

PRAL1 family protein 3

Integrin beta-1

Signal peptidase complex subunit 2
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1
Roundabout homolog 1

Translocation protein SEC63 homolog

GTP-binding protein SAR1a

GTP-binding protein SAR1b

Ras-related protein Rab-6A,Ras-related protein Rab-6B
Epsin-2

ER membrane protein complex subunit 7

Protein transport protein Sec61 subunit beta
A-kinase anchor protein 12

Secretory carrier-associated membrane protein 3
Translocon-associated protein subunit alpha
Melanoma-associated antigen D1

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 1
Junctophilin-1

ADP-ribosylation factor 6

PAT complex subunit CCDC47

Golgi reassembly-stacking protein 2

Protein scribble homolog

Pre-mRNA-processing factor 6

>sp|CATD_HUMAN |,Cathepsin D

Macoilin

Arginase-1

Nuclear pore complex protein Nup155
Ras-related protein Rab-21

Keratinocyte proline-rich protein
Dehydrogenase/reductase SDR family member 7
Vesicle-associated membrane protein 2

Protein S100-A8

Zinc-alpha-2-glycoprotein

Gasdermin-A

Aladin

Serpin B3

Protein cornichon homolog 4

Desmocollin-1

Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4
SEC23-interacting protein

Ras-related protein Rab-3D

Ras-related protein Rab-3A

Nectin-2

Coxsackievirus and adenovirus receptor
Ras-related protein Ral-A

Extended synaptotagmin-2

Sodium-dependent neutral amino acid transporter B(0)AT2
Cell surface glycoprotein MUC18

Ceramide synthase 2

Charged multivesicular body protein 7
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1
Translocating chain-associated membrane protein 1

Score i liczba zidentyfikowanych

peptydéw w danej prébce

Prébka 1 ‘ Prébka 2 ‘ Prébka 3

441.0 (8)
733.0(8)
464.0 (7)
388.0 (7)
358.0 (6)
275.0 (6)
197.0 (5)
514.0 (5)
249.0 (5)
281.0 (5)
541.0 (5)
268.0 (5)
1823.0 (4)
281.0 (4)
273.0 (4)
188.0 (4)
833.0 (4)
233.0 (4)
406.0 (4)
217.0 (4)
202.0 (4)
203.0 (3)
288.0 (3)
271.0(3)
156.0 (3)
142.0 (2)
82.0(2)
271.0(2)
88.0 (2)
161.0 (2)
136.0 (2)
90.0 (2)
86.0 (2)
91.0(2)
114.0 (2)
101.0 (2)
81.0(2)
79.0 (2)

322.0(6)
264.0 (5)
214.0 (5)
249.0 (4)
215.0 (4)
213.0 (4)
204.0 (4)
193.0 (4)
190.0 (4)
241.0 (3)
239.0 (3)
228.0 (3)

153.0 (4)
117.0 (2)
268.0 (4)
139.0 (2)
105.0 (2)
110.0 (2)
166.0 (4)
424.0(3)
173.0 (3)
110.0 (3)
100.0 (2)
90.0 (2)
1661.0 (4)
251.0 (4)
219.0 (4)
207.0 (4)
592.0 (2)
107.0 (2)
75.0 (2)
143.0 (2)
86.0 (2)
164.0 (3)
85.0 (2)
119.0 (2)
73.0 (2)
125.0 (3)
94.0 (2)
185.0 (2)
203.0 (2)
92.0(2)
104.0 (2)
149.0 (2)
150.0 (2)
125.0 (2)
87.0(2)
90.0 (2)
104.0 (2)
86.0 (2)
88.0 (2)

180.0 (4)
128.0 (3)
184.0 (2)
136.0 (2)
134.0 (2)
130.0 (2)
120.0 (2)
112.0 (2)
103.0 (2)
95.0 (2)
93.0(2)
84.0 (2)
84.0 (2)
75.0 (2)
73.0 (2)

188.0 (3)
103.0 (2)

620.0 (3)
216.0 (3)

176.0 (3)
93.0(2)

112.0 (2)

160.0 (2)

103.0 (2)
196.0 (3)

134.0 (2)
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ID biatka
(UNIPROT)

014681
Q99442
Q15768
Q6WKZ4
QONWQS8
000767
P55011
Q96566
095721
P11441
Q96QD8
043169
P14209
Q92859
P00387
Q9Y2H6
P84095
Q01650
095297
P04439
Q61AA8
Q8NFH5
Q9UMO0
Q92572
P98172
Q8WU79
Q12955
Q86X29
Q07960
Q53GG5
Q8IYB5
Q16527
P49757
043752
096005
Q9Y679
Q9UEY8
Q865K9
P00533
P84157
015504
Q8N128
Q9Y6M7
095819
Q9Y320
Q13190
P78368, Q9Y6M4
P46531
000400
Q12981
CYC_HUMAN,
P99999
P24666
Q9COB5

Nazwa biatka

Etoposide-induced protein 2.4 homolog
Translocation protein SEC62

Ephrin-B3

Rab11 family-interacting protein 1

Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched microdomains 1

Stearoyl-CoA desaturase

Solute carrier family 12 member 2

Chloride channel CLIC-like protein 1
Synaptosomal-associated protein 29

Ubiquitin-like protein 4A

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2
Cytochrome b5 type B

CD99 antigen

Neogenin

NADH-cytochrome b5 reductase 3

Fibronectin type-lll domain-containing protein 3A
Rho-related GTP-binding protein RhoG

Large neutral amino acids transporter small subunit 1
Myelin protein zero-like protein 1

HLA class | histocompatibility antigen, A alpha chain
Ragulator complex protein LAMTOR1

Nucleoporin NUP35

Calcium load-activated calcium channel

AP-3 complex subunit sigma-1

Ephrin-B1

Stromal membrane-associated protein 2

Ankyrin-3

Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor

Rho GTPase-activating protein 1

PDZ and LIM domain protein 3

Stromal membrane-associated protein 1

Cysteine and glycine-rich protein 2

Protein numb homolog

Syntaxin-6

Cleft lip and palate transmembrane protein 1

Lipid droplet-regulating VLDL assembly factor AUP1
Gamma-adducin

Stearoyl-CoA desaturase 5

Epidermal growth factor receptor
Matrix-remodeling-associated protein 7
Nucleoporin NUP42

Protein FAM177A1

Sodium bicarbonate cotransporter 3
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
Thioredoxin-related transmembrane protein 2
Syntaxin-5

Casein kinase | isoform gamma-2,Casein kinase | isoform gamma-3
Neurogenic locus notch homolog protein 1
Acetyl-coenzyme A transporter 1

Vesicle transport protein SEC20
>sp|CYC_HUMAN|,Cytochrome c

Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase
Palmitoyltransferase ZDHHC5

Score i liczba zidentyfikowanych

peptydéw w danej prébce

Prébka 1 ‘ Prébka 2 ‘ Prébka 3

170.0 (3) - -
159.0 (3) - -
155.0 (3) - -
153.0 (3) - -
153.0 (3) - -
138.0 (3) - -
125.0 (3) - -
109.0 (3) - -
106.0 (3) - -
97.0(3) - -
348.0 (2) - -
209.0 (2) - -
197.0 (2) - -
177.0 (2) - -
149.0 (2) - -
149.0 (2) - -
146.0 (2) - -
145.0 (2) - -
141.0 (2) - -
137.0(2) - -
130.0 (2) - -
128.0 (2) - -
116.0 (2) - -
113.0 (2) - -
112.0(2) - -
107.0 (2) - -
106.0 (2) - -
101.0 (2) - -
98.0 (2) - -
95.0 (2) - -
92.0(2) - -
91.0(2) - -
91.0(2) - -
90.0 (2) - -
89.0 (2) - -
89.0 (2) - -
89.0 (2) - -
89.0 (2) - -
87.0(2) - -
6.0 (2) - -
85.0 (2) - -
85.0 (2) - -
84.0 (2) - -
83.0 (2) - -
81.0(2) - -
81.0(2) - -
80.0 (2) - -
79.0 (2) - -
77.0 (2) - -
74.0 (2) - -
73.0(2) - -

73.0(2) - -
71.0 (2) B .

178



Tabela Z2 Lista bialek unikatowych dla prébki p4-TurboID wzgledem prébek kontrolnych we frakcjach
wzbogaconych w mitochondria.

ID biatka
(UNIPROT)

Q86w47
P20700
Q96A33
Q9InNQc3
P21333
Q15005
Q14254
Q9HCUS
QINXW2
Q12981
Q9Y5M8
P27824
075915
095573
Q9P035
Q9Y2H6
Q02952
Q9UMO0
095793
P46459
Q70UQ0
Q8NBQS
Q96124
095716
P43307
P46060
Q99653
P35658
P51572
P04637
QeNuQl
P37198
Q96HY6
Q9Y4pP3
015269
Q8NF37
Q8NFQ8
Q99442
Q03252
Q9COES
Q92575
Q8TC12
076024
Q13586
Q71RC2
Q15382
P27544
QINRW7
076094
Q15629
QIUNF1
P12277
Q96KC8
Q9UNY4
Q5SWX8
P37802
Q96NTO
Q72417
Q86XL3
Q15904
P20337, Q96E17
P20336
Q92572
P26196
Q15043
Q9Y6A9
Qoy2)2
Q8wvms
Q9617
Q6NUM9
Q96G23
Q6ZMG9
QINzI8
Q55W79
Q9HD20
Q9H1ES
P00387
QINTIS
P53350
015173
Q16799
Q8wwi12
QouBM7
Q15738
Q15334
Q00341
Q9Y2G8

Nazwa biatka

Calcium-activated potassium channel subunit beta-4
Lamin-B1

Coiled-coil domain-containing protein 47

Reticulon-4

Filamin-A

Signal peptidase complex subunit 2

Flotillin-2

Prolactin regulatory element-binding protein

Dnal homolog subfamily B member 12

Vesicle transport protein SEC20

Signal recognition particle receptor subunit beta
Calnexin

PRA1 family protein 3

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3

Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3
Fibronectin type-Ill domain-containing protein 3A
A-kinase anchor protein 12

Calcium load-activated calcium channel
Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 1
Vesicle-fusing ATPase

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase-interacting protein
Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11

Far upstream element-binding protein 3

Ras-related protein Rab-3D

Translocon-associated protein subunit alpha

Ran GTPase-activating protein 1

Calcineurin B homologous protein 1

Nuclear pore complex protein Nup214

B-cell receptor-associated protein 31

Cellular tumor antigen p53

RADSO-interacting protein 1

Nuclear pore glycoprotein p62

DDRGK domain-containing protein 1

Transducin beta-like protein 2

Serine palmitoyltransferase 1

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1
Torsin-1A-interacting protein 2

Translocation protein SEC62

Lamin-B2

Endoplasmic reticulum junction formation protein lunapark
UBX domain-containing protein 4

Retinol dehydrogenase 11

Wolframin

Stromal interaction molecule 1

La-related protein 4

GTP-binding protein Rheb

Ceramide synthase 1

Vacuolar protein sorting-associated protein 45

Signal recognition particle subunit SRP72
Translocating chain-associated membrane protein 1
Melanoma-associated antigen D2

Creatine kinase B-type

DnaJ homolog subfamily C member 1

Transcription termination factor 2

Protein odr-4 homolog

Transgelin-2

Coiled-coil domain-containing protein 115

Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2
Ankyrin repeat and LEM domain-containing protein 2
V-type proton ATPase subunit S1

Ras-related protein Rab-3B,Ras-related protein Rab-3C
Ras-related protein Rab-3A

AP-3 complex subunit sigma-1

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6

Metal cation symporter ZIP14

Signal peptidase complex subunit 1

Band 4.1-like protein 3

Sec1 family domain-containing protein 1

Protein disulfide-isomerase TMX3

All-trans-retinol 13,14-reductase

Ceramide synthase 2

Ceramide synthase 6

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1
Centrosomal protein of 170 kDa

Endoplasmic reticulum transmembrane helix translocase
Thioredoxin-related transmembrane protein 4
NADH-cytochrome b5 reductase 3
Phosphatidylinositol-3-phosphatase SAC1
Serine/threonine-protein kinase PLK1
Membrane-associated progesterone receptor component 2
Reticulon-1

PEST proteolytic signal-containing nuclear protein
7-dehydrocholesterol reductase
Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase, decarboxylating
Lethal(2) giant larvae protein homolog 1

Vigilin

Dnal homolog subfamily C member 16

Score oraz liczba zidentyfikowanych
peptydéw w prébce

Prébka 1
769.0 (5)
176.0 (3)

55.0 (1)

63.0(1)
62.0(1)

58.0 (1)

73.0(1)

73.0(1)

196.0 (3)

70.0 (1)

53.0(1)

54.0 (1)

71.0(1)
56.0(1)

56.0 (1)

Prébka 2
1932.0 (6)
1124.0 (18)

282.0(5)

400.0 (8)
87.0(2)
177.0(3)

111.0 (2)
97.0(2)
169.0 (3)

102.0(2)
100.0 (2)
140.0 (2)
53.0(1)
123.0(2)
198.0 (5)
124.0(2)
138.0(3)
108.0 (2)
210.0 (4)
75.0 (1)
116.0 (3)
74.0 (1)
81.0(2)
98.0(2)

Prébka 3
1846.0 (6)
571.0 (11)
313.0 (6)
400.0 (3)
349.0(7)
346.0 (3)
549.0 (10)
282.0 (4)
316.0 (6)
266.0 (4)
431.0(7)
374.0(7)
223.0(3)
357.0(7)
198.0 (3)
198.0 (5)

118.0(3)
234.0(3)
223.0(3)
214.0(5)
120.0(2)
97.0(2)
135.0 (1)

90.0 (2)
121.0(2)
152.0 (3)
92.0(2)
192.0(3)
192.0(3)
115.0 (2)

125.0 (1)
144.0 (4)
53.0(1)
127.0(2)
114.0 (2)
124.0(2)
83.0(2)
173.0 (3)
97.0(2)
96.0(2)
94.0(2)
177.0(3)

185.0 (4)
140.0 (2)
107.0(2)
148.0 (3)
178.0 (4)
129.0(2)
218.0 (4)
104.0 (2)

Prébka 4
813.0 (6)
931.0 (15)

185.0(2)

67.0(1)

56.0 (1)

148.0 (3)
64.0 (1)
108.0 (2)

71.0(1)



ID biatka
(UNIPROT)

P52948
Q92692
P98088

P61619, Q9H9S3

Q9y371
075534
P29317
P23588
095721
Q6NUQ4
Q16625
Q8WUX9
Q13492
Q7KzI7
P27448
P35221
Q8TEM1
043169
Q13263
QINVT9
P13591
Q6P9B6
Q92545
Q9Y385
P38606
Q96GP6
QsuBC2
P55196
075695
Q9Y5Y0
Q9BQO4, Q9BWF3
Q8TCG1
Q9H4MS
P49257
Qs8ly17
Q8Ivos
P78310
Q9BTX1

014983, P16615

Q07960
QIUN86
QI9NUU7, QSUMR2
Q8N4V1
QS9HOWS
096005
Q9H3P7
Qeuxv4
075533
Q13308
Q8TCI2
P51159
Q14118
QsouLv4
Q9H4G4
Q06265
014681
Q14697
Q9Y673
043390
P05067
P55265
Q8WXX5
Q53EU6
Q96AA3
Q9Y490
P69849, Q15155,
Q5JPE7
000186
P14209
075694
QouGe3
P27348
Q96CS3
Q5T8D3
Q06481
Q6UwWP7
Q9Y265
Q9BT22
P35241
P62826
Q14258
Q7Z4H7
Q15645
Q13277
Q8N1F7
Q658P3
Q8N6H7
Q9BY77

Nazwa biatka

Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96
Nectin-2
Mucin-5AC

Protein transport protein Sec61 subunit alpha isoform 1,Protein transport protein Sec61 subunit alpha

isoform 2

Endophilin-B1

Cold shock domain-containing protein E1

Ephrin type-A receptor 2

Eukaryotic translation initiation factor 4B
Synaptosomal-associated protein 29
Transmembrane protein 214

Occludin

Charged multivesicular body protein 7
Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein
Serine/threonine-protein kinase MARK2
MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3
Catenin alpha-1

Nuclear pore membrane glycoprotein 210
Cytochrome b5 type B

Transcription intermediary factor 1-beta

Armadillo repeat-containing protein 1

Neural cell adhesion molecule 1

MTOR-associated protein MEAK7

Transmembrane protein 131

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1

V-type proton ATPase catalytic subunit A

Scavenger receptor class F member 2

Epidermal growth factor receptor substrate 15-like 1
Afadin

Protein XRP2

Feline leukemia virus subgroup C receptor-related protein 1
RNA-binding protein 4B,RNA-binding protein 4
Protein CIP2A

EH domain-containing protein 1

Protein ERGIC-53

Patatin-like phospholipase domain-containing protein 6
5'-3' exonuclease PLD3

Coxsackievirus and adenovirus receptor

Nucleoporin NDC1

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1,Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium

ATPase 2

Rho GTPase-activating protein 1

Ras GTPase-activating protein-binding protein 2
ATP-dependent RNA helicase DDX19A,ATP-dependent RNA helicase DDX19B
ER membrane protein complex subunit 5

Coiled-coil domain-containing protein 8

Cleft lip and palate transmembrane protein 1

Golgi resident protein GCP60

MICOS complex subunit MIC27

Splicing factor 3B subunit 1

Inactive tyrosine-protein kinase 7
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3B
Ras-related protein Rab-27A

Dystroglycan

Coronin-1C

Golgi-associated plant pathogenesis-related protein 1
Exosome complex component RRP45
Etoposide-induced protein 2.4 homolog

Neutral alpha-glucosidase AB

Dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R
Amyloid-beta precursor protein

Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase
Dnal homolog subfamily C member 9
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 3

Protein RFT1 homolog

Talin-1

Nodal modulator 3,Nodal modulator 1,Nodal modulator 2

Syntaxin-binding protein 3

CD99 antigen

Nuclear pore complex protein Nup155
ATP-binding cassette sub-family F member 2
14-3-3 protein theta

FAS-associated factor 2

Acyl-CoA-binding domain-containing protein 5
Amyloid-like protein 2

Lysocardiolipin acyltransferase 1

RuvB-like 1

Chitobiosyldiphosphodolichol beta-mannosyltransferase
Radixin

GTP-binding nuclear protein Ran

E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25

HAUS augmin-like complex subunit 6
Pachytene checkpoint protein 2 homolog
Syntaxin-3

Nuclear pore complex protein Nup93
Metalloreductase STEAP3

ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 2
Polymerase delta-interacting protein 3

Score oraz liczba zidentyfikowanych
peptydéw w prébce

Prébka 1

63.0(1)

Prébka 2
151.0 (3)
54.0 (1)
101.0 (2)

118.0(3)

(

101.0(2)
142.0(3)
103.0(2)
164.0 (4)
138.0(3)

99.0(2)
110.0 (2)
140.0 (3)
97.0(2)
44.0 (1)
93.0(2)

174.0(3)
135.0(3)

114.0 (2)
89.0(2)
89.0(2)
138.0 (3)
60.0 (1)
98.0(2)
53.0(1)
106.0 (2)
111.0 (2)
152.0(2)
105.0 (1)
86.0 (1)
70.0 (1)
95.0(2)
120.0(2)
85.0(1)
85.0(2)
114.0 (2)
108.0 (2)

Prébka 3
55.0 (1)
150.0 (3)

143.0(3)
98.0(2)
100.0 (2)
53.0(1)
121.0(2)
105.0 (2)
114.0(2)
100.0 (1)
99.0(2)
98.0(2)

53.0 (1)

96.0 (2)
96.0 (1)
92.0(2)
125.0(2)
49.0 (1)
94.0(2)
90.0 (2)
142.0(3)

93.0(2)

128.0(3)
104.0 (1)
90.0 (2)
90.0 (2
64.0 (1

99.0 (2

)
)
)
64.0 (1)

103.0 (2)
117.0(2)
79.0(1)
88.0 (1)
122.0(2)
63.0(1)
53.0(1)
81.0(1)
86.0(2)
86.0 (1)
102.0(2)
99.0(2)
50.0(1)

110.-0 ()

118.0 (1)

95.0(2)
101.0 (1)
50.0(1)
120.0(2)
82.0(2)
113.0(2)
82.0(2)
114.0 (2)

58.0 (1)

88.0 (1)

Prébka 4

122.0(2)

63.0(1)

102.0 (2)
72.0(1)



ID biatka
(UNIPROT)

A1LOTO
Q13200
Q9Y6N7
Q9HO089
060282, P33176,
Q12840
095772
Q9H2U1
P48651
Q16850
P11233,P11234

Q96GQ5
Q969Q5
P35670
060493
095470
000165
014737
Q9HAUO
Q86Y82
094874
QSUNKO
Q96EL3
P52655
Q86uUL3

E9PAV3, Q13765

P01889, P10321

Q9H1E3
P19634
Q96HRS
095487
QoPOT7
QS9UNL2
Q9H2J7
Q14061
Q9HBMO
Q15006
Q14247
Q14320
P12268
Qovel9
Q6ZWT7
Q6IANO
Q9NZ01
Q6NXT6
Q9H330
Q5BJH7
Q96A49
P04049, P10398,
P15056
P11171
P22314
Q7L5N7
Q9UBH6
Q92797
P18124
Q86Y56
015440
Q9NSV4
P49768
P30041
015504
Q8wu76
Q8NFH5
P30050
Q14694

P13861, P31323

QSH4AS
075822
Q05655
Q9NP72
P23528
Q5TCzZ1
QouL26
Q9CoB5
Q8N6M3
060762
095819, Q8N4CS,
QOUKES
P11441
P60174
Q9BTV4
Q9BV44
Q9NTI3
Q13642
Q9UEE9
P24534

Nazwa biatka

2-hydroxyacyl-CoA lyase 2

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
Roundabout homolog 1

Large subunit GTPase 1 homolog

Kinesin heavy chain isoform 5C,Kinesin-1 heavy chain,Kinesin heavy chain isoform 5A

STARD3 N-terminal-like protein

ATP-dependent DNA/RNA helicase DHX36
Phosphatidylserine synthase 1

Lanosterol 14-alpha demethylase

Ras-related protein Ral-A,Ras-related protein Ral-B

RUS family member 1

Ras-related protein Rab-24

Copper-transporting ATPase 2

Sorting nexin-3

Sphingosine-1-phosphate lyase 1

HCLS1-associated protein X-1

Programmed cell death protein 5

Pleckstrin homology domain-containing family A member 5
Syntaxin-12

E3 UFM1-protein ligase 1

Syntaxin-8

39S ribosomal protein L53, mitochondrial

Transcription initiation factor I1A subunit 1
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 4

Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-specific form,Nascent polypeptide-
associated complex subunit alpha

HLA class | histocompatibility antigen, B alpha chain,HLA class | histocompatibility antigen, C alpha
chain

Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1
Sodium/hydrogen exchanger 1

Receptor expression-enhancing protein 6

Protein transport protein Sec24B

Proton-transporting V-type ATPase complex assembly regulator TMEM9
Translocon-associated protein subunit gamma
Sodium-dependent neutral amino acid transporter B(0)AT2
Cytochrome c oxidase copper chaperone

Vezatin

ER membrane protein complex subunit 2

Src substrate cortactin

Protein FAM50A

Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2
Testis-expressed protein 264

Lysophospholipid acyltransferase 2
Dehydrogenase/reductase SDR family member 7B
Very-long-chain enoyl-CoA reductase

Transmembrane anterior posterior transformation protein 1 homolog
Transmembrane protein 245

Protein YIF1B

Synapse-associated protein 1

RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase,Serine/threonine-protein kinase A-
Raf,Serine/threonine-protein kinase B-raf

Protein 4.1

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2

Xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1

Symplekin

60S ribosomal protein L7

Dynein assembly factor 5, axonemal

Multidrug resistance-associated protein 5

Protein diaphanous homolog 3

Presenilin-1

Peroxiredoxin-6

Nucleoporin NUP42

Secl family domain-containing protein 2

Nucleoporin NUP35

60S ribosomal protein L12

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory subunit,cAMP-dependent protein kinase type

II-beta regulatory subunit

Golgi phosphoprotein 3-like

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J
Protein kinase C delta type

Ras-related protein Rab-18

Cofilin-1

SH3 and PX domain-containing protein 2A
Ras-related protein Rab-22A

Palmitoyltransferase ZDHHC5

Acyl-coenzyme A diphosphatase FITM2
Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4,Misshapen-like kinase 1,TRAF2 and NCK-
interacting protein kinase

Ubiquitin-like protein 4A

Triosephosphate isomerase

Transmembrane protein 43

THUMP domain-containing protein 3

Structural maintenance of chromosomes protein 4
Four and a half LIM domains protein 1

Craniofacial development protein 1

Elongation factor 1-beta

Score oraz liczba zidentyfikowanych
peptydéw w prébce

Prébka 1

Prébka 2
105.0 (1)

51.0(1)
92.0(1)

102.0(2)
52.0(1)
69.0 (1)
69.0 (1)
69.0 (1)
69.0 (1)
78.0(1)
49.0 (1)
67.0(1)

(

(

45.0(1)
48.0 (1)
104.0 (2)

Prébka 3
70.0 (1)
79.0(2)
52.0(1)

140.0 (2)
86.0 (2)

85.0 (1)
133.0(3)
66.0 (1)
91.0(2)
76.0 (1)
58.0 (1)
62.0 (1)
96.0 (1)
95.0 (2)
90.0 (2
96.0 (2
96.0 (2
93.0(1

90.0 (2)

)
)
)
)

98.0(2)

72.0 (1)
99.0(2)
85.0 (2)
58.0 (1)
55.0 (1)
71.0 (1)
85.0 (2)
71.0 (1)
90.0 (2)
49.0 (1)
52.0(1)
87.0(2)

47.0(1)
71.0 (1)

Prébka 4
63.0 (1)
79.0 (1)

56.0 (1)

131.0(2)
56.0 (1)



ID biatka
(UNIPROT)

Q8TB61
P11586
000148, Q13838
Q96)85
Q9Y4D1
Q53G6Q0
Q3zAQ7
QINRC1
Q96P70
P07814
Q9BV81
Q9P2W9
Q8WXHO
QoP2ls5
043752
Q9BQE4
Q7RTP6
P48634
Q6P1A2
Q8NEN9
Q49896
Q15643
Q8wyY22
P46013
A6NKT7, PODJDO,
PODID1, P49792,
Q72313
P4g44s
GSTP1_HUMAN,
P09211
075821
Q71989
Q99733
Q8WUMO
A4FUOL
Q14145
P19367
Q14103
Q15084
Q9UHV9
Q9BS26
P40616
Q86V85
P51151, QONP90
Q8WXF7
P53367
Q8TAA9
Q9H5V9
Q965K2
Q9Y230
QoULX3

A8CG34, Q96HAL

Q92621
Q81Y63, Q9Y2J4
coILws
Q04323
Q9UIGO
P62304
P30825, P52569
P51957
P78368, Q9Y6M4
P35637, Q92804
Q9BX40
Q6UX01, Q8WVP7
Q8N5M9
P53365
Q6P2E9
Q92859

015021, 060307,
P51812, Q15418,
Q6P0QS, QI6GXS,
Q9UK32, Q9Y2H9

P45974
QI9NSP4
Q15349, Q86UES,
Q9UKI8
P61224, P62834
Qsixaa
Q15042
P62753
Q8NHH9
Q14980
Q8NHP6
P08865
095399
Q9HDC5
Q5SSJ5
094919

Nazwa biatka

Adenosine 3'-phospho 5'-phosphosulfate transporter 1
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic

ATP-dependent RNA helicase DDX39A,Spliceosome RNA helicase DDX39B
CDKS5 regulatory subunit-associated protein 3

Disheveled-associated activator of morphogenesis 1

Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase

Vacuolar ATPase assembly integral membrane protein VMA21
Suppressor of tumorigenicity 7 protein

Importin-9

Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase

ER membrane protein complex subunit 6

Syntaxin-18

Nesprin-2

Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic

Syntaxin-6

Selenoprotein S

[F-actin]-monooxygenase MICAL3

Protein PRRC2A

Lysophospholipid acyltransferase 5

PDZ domain-containing protein 8

Cytochrome c oxidase assembly protein COX19

Thyroid receptor-interacting protein 11

BRI3-binding protein

Proliferation marker protein Ki-67

RanBP2-like and GRIP domain-containing protein 3,RANBP2-like and GRIP domain-containing protein
1,RANBP2-like and GRIP domain-containing protein 2,E3 SUMO-protein ligase RanBP2,RanBP2-like and
GRIP domain-containing protein 4

Coatomer subunit delta

>sp| GSTP1_HUMAN | ,Glutathione S-transferase P

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G
Endonuclease/exonuclease/phosphatase family domain-containing protein 1
Nucleosome assembly protein 1-like 4

Nuclear pore complex protein Nup133

Myotubularin-related protein 11

Kelch-like ECH-associated protein 1

Hexokinase-1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO

Protein disulfide-isomerase A6

Prefoldin subunit 2

Endoplasmic reticulum resident protein 44

ADP-ribosylation factor-like protein 1

Integral membrane protein GPR180

Ras-related protein Rab-9A,Ras-related protein Rab-9B

Atlastin-1

Arfaptin-1

Vang-like protein 1

UPF0428 protein CXorf56

Transmembrane protein 209

RuvB-like 2

RNA-binding protein NOB1

Nuclear envelope pore membrane protein POM 121C,Nuclear envelope pore membrane protein POM
121

Nuclear pore complex protein Nup205

Angiomotin-like protein 1,Angiomotin-like protein 2

Mapk-regulated corepressor-interacting protein 1

UBX domain-containing protein 1

Tyrosine-protein kinase BAZ1B

Small nuclear ribonucleoprotein E

High affinity cationic amino acid transporter 1,Cationic amino acid transporter 2
Serine/threonine-protein kinase Nek4

Casein kinase | isoform gamma-2,Casein kinase | isoform gamma-3

RNA-binding protein FUS,TATA-binding protein-associated factor 2N

Protein LSM14 homolog B

Protein LMBR1L,Limb region 1 protein homolog

Protein jagunal homolog 1

Arfaptin-2

Enhancer of mRNA-decapping protein 4

Neogenin

Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 4,Microtubule-associated serine/threonine-
protein kinase 3,Ribosomal protein S6 kinase alpha-3,Ribosomal protein S6 kinase alpha-
1,Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 2,Serine/threonine-protein kinase
greatwall,Ribosomal protein S6 kinase alpha-6,Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5

Centromere protein M

Ribosomal protein S6 kinase alpha-2,Serine/threonine-protein kinase tousled-like 2,Serine/threonine-
protein kinase tousled-like 1

Ras-related protein Rap-1b,Ras-related protein Rap-1A
GPALPP motifs-containing protein 1

Rab3 GTPase-activating protein catalytic subunit

40S ribosomal protein S6

Atlastin-2

Nuclear mitotic apparatus protein 1

Motile sperm domain-containing protein 2

40S ribosomal protein SA

Urotensin-2

Junctophilin-1

Heterochromatin protein 1-binding protein 3
Endonuclease domain-containing 1 protein

Score oraz liczba zidentyfikowanych
peptydéw w prébce

Prébka 1

Prébka 2
62.0 (1)
52.0 (1)
76.0 (2)
62.0 (1)
61.0 (1)
56.0 (1)

62.0(1)

54.0 (1)

61.0 (1)

76.0 (2)
61.0(1)

60.0 (1)
54.0 (1)
58.0 (1)

Prébka 3
64.0 (1)

56.0 (1)

56.0(1)
51.0(1)
55.0(1)
54.0(1)
64.0(1)
63.0(1)
48.0 (1)
54.0(1)
55.0(1)

Prébka 4



ID biatka
(UNIPROT)

Qoy224
Q9BXT8
P26599
Q99570
B2RPKO, P09429
Qovail
P16435
Q13505
094832
QSNVe6
Q6DD88
Q9BU76
Q8WvCe
Q12846
A1X283
QS9UHR5
Q96JQ2
P85298
P78347
Q9Y639
Q16527
P49757
P55209
P63010, Q10567
Q00013
P50851
Q9UEUO0
P17706
Q9684
Q9BVT8
P36873
094806, Q9BZL6
Q14444
Q3YEC7
P06702
QSUNK9
Q07954
P60228
Q99808
P63173
095297
Q9NW15
Q9Y320
Q9HB71
Q9HBI0, Q9NQL2
Q6FI81
Q15691
P84157
Q9NW82
Q9UHB6
P43378
P62854, Q5JNZ5
P31948
Q93045
P16949
P25398
QouUL54
Q9H2M9
Q9Y520
P49327
P62258
014523
Q08752
000151
Q9y314
Q8IZH2
Q6PKGO
014641
Qs8lzvs
Q9H6H4
Q96GS4
075955
Q9HCS7
Q8TEWO

P29558, Q6XE24

095163
P49321
A2RRP1
P39656
Q8NEWO
Q96H55
Q07866
Q9e6J01
043815
Q8NHG7
Q14BN4
095197
QINW68
043504

Nazwa biatka

RNA transcription, translation and transport factor protein

RING finger protein 17

Polypyrimidine tract-binding protein 1

Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4

Putative high mobility group protein B1-like 1,High mobility group protein B1
Nischarin

NADPH--cytochrome P450 reductase

Metaxin-1

Unconventional myosin-Id

S-adenosyl-L-methionine-dependent tRNA 4-demethylwyosine synthase TYW1
Atlastin-3

Multiple myeloma tumor-associated protein 2

Dephospho-CoA kinase domain-containing protein

Syntaxin-4

SH3 and PX domain-containing protein 2B

SAP30-binding protein

Calmin

Rho GTPase-activating protein 8

General transcription factor I1-I

Neuroplastin

Cysteine and glycine-rich protein 2

Protein numb homolog

Nucleosome assembly protein 1-like 1

AP-2 complex subunit beta,AP-1 complex subunit beta-1

55 kDa erythrocyte membrane protein
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein
Vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1B
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 2

Kin of IRRE-like protein 1

Transmembrane and ubiquitin-like domain-containing protein 1
Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit
Serine/threonine-protein kinase D3,Serine/threonine-protein kinase D2
Caprin-1

Rab-like protein 6

Protein S100-A9

Protein angel homolog 1

Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E

Equilibrative nucleoside transporter 1

60S ribosomal protein L38

Myelin protein zero-like protein 1

Anoctamin-10

Thioredoxin-related transmembrane protein 2

Calcyclin-binding protein

Ras-related GTP-binding protein C,Ras-related GTP-binding protein D
Anamorsin

Microtubule-associated protein RP/EB family member 1
Matrix-remodeling-associated protein 7

WD repeat-containing protein 70

LIM domain and actin-binding protein 1

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9

40S ribosomal protein $26,Putative 40S ribosomal protein $26-like 1
Stress-induced-phosphoprotein 1

Stathmin-2

Stathmin

40S ribosomal protein $12

Serine/threonine-protein kinase TAO2

Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic subunit

Protein PRRC2C

Fatty acid synthase

14-3-3 protein epsilon

Phospholipid transfer protein C2CD2L

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D

PDZ and LIM domain protein 1

Nitric oxide synthase-interacting protein

5'-3" exoribonuclease 1

La-related protein 1

Segment polarity protein dishevelled homolog DVL-2

Retinol dehydrogenase 10

Receptor expression-enhancing protein 4

BLOC-1-related complex subunit 6

Flotillin-1

Pre-mRNA-splicing factor SYF1

Partitioning defective 3 homolog

RNA-binding motif, single-stranded-interacting protein 1,RNA-binding motif, single-stranded-
interacting protein 3

Elongator complex protein 1

Nuclear autoantigenic sperm protein

Neuroblastoma-amplified sequence
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit
Zinc transporter 7

Unconventional myosin-XIX

Kinesin light chain 1

THO complex subunit 3

Striatin

Small VCP/p97-interacting protein

Sarcolemmal membrane-associated protein

Reticulon-3

BSD domain-containing protein 1

Ragulator complex protein LAMTORS

Score oraz liczba zidentyfikowanych
peptydéw w prébce

Prébka 1

Prébka 2

55.0 (1)
55.0 (1)

Prébka 3
55.0 (1)

49.0(1)

63.0 (1)

54.0 (1)
53.0(1)

49.0 (1)

53.0(1)
53.0 (1)
52.0(1)
59.0 (1)
60.0 (1)
52.0(1)
50.0 (1)
52.0(1)
50.0 (1)
54.0 (1)
150 (1)
52.0(1)
52.0(1)
52.0(1)

49.0(1)
49.0(1)
49.0 (1)
54.0 (1)
49.0 (1)

Prébka 4

55.0 (1)

54.0 (1)



ID biatka
(UNIPROT)

000303
Q9HB21
QSNWQ8
P00533
Q5W0z9
Q8N5M4
Q722K8
Q7L9L4, Q9H8S9
Q7z3D4
Q5BID5
PODP23, PODP24,
PODP25, P27482
P25098, P35626
P51116
015371
P62072
A6NHQ2, P22087
P52429
P42771, P42772
Q9Y2X9
Q13619, Q13620
Q8NCSs4
P53990
P56962
P61009
Q14C86
Q08379
060725
CYB5_HUMAN,
P00167
P35579, P35749
075607
P84098

Q5BKT4, Q517T1

P50991
Q9Y289
P51798
Q9H3U1
QI9NQG1
P00558
P10155
Q14728
P38435
P26640
Q8NBJ7
Q96125
015121
Q9BXB4
Q92616
Q96904
Q14534
014735
Q67586
Q9UHQ4
043768, P56211
Q9P246
Q16181, Q6ZU15
Q14141, Q92599,
Q9NVA2

Q7L1Q6, Q9Y6E2

P43243
Q8NIN7
Q00765

Nazwa biatka

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F

Pleckstrin homology domain-containing family A member 1

Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched microdomains 1
Epidermal growth factor receptor

Palmitoyltransferase ZDHHC20

Tetratricopeptide repeat protein 9C

G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1

MOB kinase activator 1B,MOB kinase activator 1A

LysM and putative peptidoglycan-binding domain-containing protein 3
Transmembrane protein 41B

Calmodulin-1,Calmodulin-2,Calmodulin-3,Calmodulin-like protein 3

Beta-adrenergic receptor kinase 1,Beta-adrenergic receptor kinase 2
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim10
rRNA/tRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin-like protein 1,rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin
Diacylglycerol kinase epsilon

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A,Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B
Zinc finger protein 281

Cullin-4A,Cullin-4B

Transmembrane protein 35B

1ST1 homolog

Syntaxin-17

Signal peptidase complex subunit 3

GTPase-activating protein and VPS9 domain-containing protein 1

Golgin subfamily A member 2

Protein-S-isoprenylcysteine O-methyltransferase

>sp|CYB5_HUMAN|,Cytochrome b5

Myosin-9,Myosin-11

Nucleoplasmin-3

60S ribosomal protein L19
Dol-P-Glc:Glc(2)Man(9)GlcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-glucosyltransferase,Putative Dol-P-
Glc:Gle(2)Man(9)GlcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-glucosyltransferase
T-complex protein 1 subunit delta

Sodium-dependent multivitamin transporter

H(+)/Cl(-) exchange transporter 7

Protein unc-45 homolog A

Protein MANBAL

Phosphoglycerate kinase 1

60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein

Major facilitator superfamily domain-containing protein 10
Vitamin K-dependent gamma-carboxylase

Valine--tRNA ligase

Inactive C-alpha-formylglycine-generating enzyme 2
Splicing factor 45

Sphingolipid delta(4)-desaturase DES1

Oxysterol-binding protein-related protein 11

elF-2-alpha kinase activator GCN1

ADP-ribosylation factor-like protein 11

Squalene monooxygenase

CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase
Putative glycerol kinase 5

B-cell receptor-associated protein 29
Alpha-endosulfine,cAMP-regulated phosphoprotein 19
Stromal interaction molecule 2

Septin-7,Septin-14

Septin-6,Septin-8,Septin-11

Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 1,Basic leucine zipper and W2 domain-
containing protein 2

Matrin-3

Leucine-rich repeat-containing protein 57

Receptor expression-enhancing protein 5

Score oraz liczba zidentyfikowanych
peptydéw w prébce

Prébka 1

Prébka 2
49.0(1)
49.0 (1)
49.0(1)

49.0 (1)
51.0(1)
49.0 (1)
48.0 (1)

48.0 (1)

48.0 (1)
48.0 (1)

49.0 (1)
37.0(1)

47.0(1)
47.0(1)

41.0(1)
36.0(1)

35.0(1)

Prébka 3

49.0 (1)
46.0 (1)
48.0(1)
48.0(1)
48.0(1)

48.0(1)
46.0 (1)
40.0 (1)
47.0(1)

47.0(1)
47.0(1)

26.0 (1)

22.0(1
420(1
41.0(1

41.0(1

36.0 (1)
30.0(1)

Prébka 4

184



