=

AUTOREFERAT

dotyczacy postepowania habilitacyjnego

Poznan, 27 kwietnia 2019

Regulacja aktywnosci tancucha oddechowego przez wybrane nosniki

wewnetrznej btony mitochondrialnej

dr Andrzej Marek Woyda-Ptoszczyca

O o o NN
Il I 1 < 1 )\
HO-P-0-P-0-P-0 N-SN

[ I | (0] NH,
OH OH OH

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
Wydziat Biologii
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Zaktad Bioenergetyki



Zatgcznik nr 3.1 AUTOREFERAT 27 kwietnia 2019
dr Andrzej M. Woyda-Ptoszczyca

Spis tresci

1. DANE OSODOWE .....uiiieeniiiiineiiiiieeiiiiireeiiireasisiieessestrenssssstesssssssresssssssrensssssnesssssssssnnssssssennses 3
2. Posiadane tytuty i Stopnie NAUKOWE ......ccciiiieiiiiniiiiiiiiiiciinicieniiineiiinisiesieniseerenesessssssssnsns 3
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych........c...ccovveueiiriennnnnnns 3

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017
(R T Y 200 Iy £ - ) RPNt 3

N VAV oY 01T =T A=Y o Y [T PSPPI 5

4.2. Poziom redukcji mitochondrialnego koenzymu Q reguluje wielkos¢ indukowanego przecieku
H* katalizowanego przez UCP, niezaleznie od typu aktywatora UCP ..........cccceeveevverereevereevereeennen, 7

4.3. Mitochondrialna izoforma kinazy difosforanéw nukleozydéw (mtNDPK) reguluje aktywnos$é
AAC i UCP poprzez dynamiczne zmiany lokalnych stezen okreslonych nukleotydéw purynowych

........................................................................................................................................................ 10
4.4. Czy poziom redukcji mitochondrialnego koenzymu Q wptywa na rozprzegajgcy aktywnos¢
Y O TR 13
4.5. Regulacja aktywnosci UCP jest dosc silnie zachowana w mitochondriach réznych
przedstawicCieli @UKATIONTOW .........uiiiiiiiie e e e e e s e e e s ssaaeaeenns 14
4.6. Potencjalne praktyczne wykorzystanie wynikdw badan osiggniecia naukowego................... 15
5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.........c..ceriieeiiiiiinciiiiiieciiineennnnns 17
5.1. Osiggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora.........cccccvvveeeeeeeiennnnnneee. 17

5.1.1. Oksydaza alternatywna (AOX) w mitochondriach mikroorganizméw eukariotycznych..17

5.1.2. UCP1 i €80 NOMOIOGii.uuuereeieeiieiiiiiiieieeeeeeecitree e e e e eectreee e e e e e eessetnrreeeeeeeesesansreseeeeeesesnnns 17
5.1.3. Funkcja AOX i UCP podczas stresu okSydacCyjNneg0 .....cccvvveeeeeeeeiicinrrereeeeeeeecinrrereeeeeeeennns 18
5.2. Inne osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora........cccccevvveeeeeeeienennnnnee. 20

5.2.1. Wptyw hiperglikemii na bioenergetyke mitochondriow komadrek srodbtonka cztowieka

.................................................................................................................................................... 20
5.2.2. Wptyw zmian temperatury i treningu wytrzymatosciowego na bioenergetyke
MItOChONAIiIOW MIESNI SZCZUIA ..t e et e e e e e e et re e e e e e e e e snnrtaeeeeeaeesennnes 21
5.2.3. Wptyw stresu temperatury na biogeneze mitochondriéw kalafiora w ujeciu zmian
aktywnosci sktadnikow tancucha oddechoWego..........oooviiiiiieic e, 21
6. Podsumowanie dorobku NAaUKOWEEO0 ......cc.ceveuiiieenerieneieeniereeneereenereencerenseesesserensessaseessnsessanes 22
7. Projekty naukowe w realizacji i plany badawceze ......c.cceveeeieeniiieeirienicreneniennereeneereeseereaneesenes 22
211 o111 = | - TR 23



Zatgcznik nr 3.1 AUTOREFERAT 27 kwietnia 2019
dr Andrzej M. Woyda-Ptoszczyca

1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Andrzej Marek WOYDA-PLOSZCZYCA
2. Posiadane tytuty i stopnie naukowe

2004 tytut licencjata

(studia na kierunku biologia w zakresie biologii molekularnej)
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza (UAM) w Poznaniu, Wydziat Biologii

2006 tytut zawodowy magistra
(studia na kierunku biologia w zakresie biologii molekularnej)
UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii

2011 17 czerwca — stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii —
biologii molekularnej
Praca doktorska pt. Regulacja aktywnosci systemdw rozpraszajqgcych energie,
oksydazy alternatywnej i biatka rozprzegajgcego, w mitochondriach ameby
Acanthamoeba castellanii,
Promotor: Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz,
UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii,
Zaktad Bioenergetyki,
Rada Wydziatu Biologii UAM podjeta uchwate w dniu 17 czerwca 2011 r. o
wyroznieniu rozprawy doktorskie;j.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
2006-2011  Studia doktoranckie, UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii
2011-10-01 do chwili obecnej na stanowisku adiunkta, UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii,

Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Zaktad Bioenergetyki

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017
r. poz. 1789)

a) tytut osiggniecia naukowego:

Regulacja aktywnosci taricucha oddechowego przez wybrane nosniki

wewnetrznej btony mitochondrialnej
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b) publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

Whytacznie dwuautorskie prace wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego, z sumaryczna
wartoscig IF okoto 14 (Tab. 1), powstaty m.in. dzieki finansowemu wsparciu kierowanych i
samodzielnie wykonywanych przeze mnie dwdch projektéw:

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 1P2012 059172 (luventus Plus, 2013-2015) oraz
Narodowego Centrum Nauki 2015/19/D/NZ3/00087 (Sonata 10, 2016-2020).

Tabela. 1. Zestawienie parametrow naukometrycznych czterech prac wchodzacych w sktad osiggniecia
naukowego habilitanta.

Parametry naukometryczne osiggniecia naukowego wartos¢

publikacje oryginalne (3) i przeglagdowe (1) indeksowane w bazie 4
Journal Citation Reports (JCR)

sumaryczny IF publikacji wg. bazy JCR zgodnie z rokiem opublikowania 12,959
sumaryczny IF 5-letni (2018) 14,356
sumaryczna liczba punktéw za publikacje wg. listy MNiSW (2017) 140
sumaryczna liczba cytowan publikacji wg. bazy Web of Science (WoS) 31

Prace doswiadczalne

1. Woyda-Ploszczyca AM, Jarmuszkiewicz W (2013) Hydroxynonenal-stimulated activity of the
uncoupling protein in Acanthamoeba castellanii mitochondria under phosphorylating conditions.
Biological Chemistry 394: 649-658

IF 2,689 (IF 5-letni 3,002); 25 pkt. MNiSW,; liczba cytowan: 7

2. Woyda-Ploszczyca AM, Jarmuszkiewicz W (2014) Sensitivity of the aldehyde-induced and free
fatty acid-induced activities of plant uncoupling protein to GTP is regulated by the ubiquinone
reduction level. Plant Physiology and Biochemistry 79: 109-116

IF 2,756 (IF 5-letni 3,217); 35 pkt. MNiSW,; liczba cytowan: 3

3. Woyda-Ploszczyca AM, Jarmuszkiewicz W (2014) Different effects of guanine nucleotides (GDP
and GTP) on protein-mediated mitochondrial proton leak. PLoS One 9(6): €98969
IF 3,234 (IF 5-letni 3,352); 40 pkt. MNiSW,; liczba cytowan: 10


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24705332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24705332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24705332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24904988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24904988

Zatgcznik nr 3.1 AUTOREFERAT 27 kwietnia 2019
dr Andrzej M. Woyda-Ptoszczyca

Praca przegladowa

4. Woyda-Ploszczyca AM, Jarmuszkiewicz W (2017) The conserved regulation of mitochondrial
uncoupling proteins: From unicellular eukaryotes to mammals. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) — Bioenergetics 1858: 21-33

IF 4,28 (IF 5-letni 4,785); 40 pkt. MNiSW,; liczba cytowan: 11

c) omowienie celu naukowggo ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania :
4.1. Wprowadzenie

Nieodtagczng cechg mitochondriow sg systemy rozpraszajagce energie (ang. energy-
dissipating systems), ktére obnizajg efektywnos¢ odnawiania puli ATP na drodze fosforylacji
oksydacyjnej (OXPHOS), a wiec procesu zachowywania energii (ang. energy conservation)

(Jarmuszkiewicz et al., 2010). Skutkiem ubocznym rozpraszania energii pochodzacej z utleniania

substratéw oddechowych faricucha oddechowego (np. NADH) jest uwalnianie energii cieplnej,
cho¢ nie oznacza to, ze zawsze wzrasta temperatura komorki lub tkanki, czyli zachodzi proces
termogenezy. Wsréd czynnikéw zmniejszajgcych wydajnos¢ OXPHOS olbrzymie znaczenie majg
okreslone biatka wewnetrznej btony mitochondrialnej o funkcji nosnika, nalezace do rodziny MCF
(ang. mitochondrial carrier family). Jej dwdch przedstawicieli, tj. nosnik ADP/ATP (AAC, ang.
ADP/ATP carrier), nazywany réwniez translokazg ADP/ATP lub translokaza nukleotydow
adeninowych (ANT, ang. adenine nucleotide translocase), oraz biatko rozprzegajace (UCP, ang.
uncoupling protein) uwaza sie za dwa giéwne "katalizatory" przecieku protonéw [ang. proton (H')
leak] w mitochondriach (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a, 2017). Przeciek ten istotnie
wptywa na aktywnos¢ tancucha oddechowego, w tym szybkos¢ zuzywania tlenu (Vo), potencjat
wewnetrznej btony mitochondrialnej (AW) oraz poziom redukcji koenzymu Q (QH,/Q). Podobnie
jak FoFy syntaza ATP, AAC i UCP réwniez wykorzystujg elektrochemiczny gradient protonowy
wytwarzany przez pompy H' mitochondrialnego taricucha transportu elektronéw. Jednakze,
zalezna od AAC i UCP translokacja H* z przestrzeni miedzybtonowej do macierzy mitochondrialne;j
nie prowadzi do syntezy ATP. Nalezy podkresli¢, ze UCP jest biatkiem typowo wyspecjalizowanym
w przecieku H*. Natomiast w przypadku AAC sytuacja jest bardziej skomplikowana, poniewaz w

zaleznosci od warunkdow fizjologicznych, translokaza ta zapewnia transport ADP i ATP w

*

cytowania w tekscie: pogrubione (prace wchodzace w sktad osiggniecia habilitanta), podkreslone (inne prace stanowigce dorobek
habilitanta), bez podkreslenia (inne cytowania)
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odpowiednich kierunkach, i tym samym podtrzymuje ciggtos¢ OXPHOS, lub nabiera cech UCP (ang.
UCP-like protein), tj. posredniczy w przecieku H*. Zatem, AAC moze réwniez ostabia¢ sprzezenie w
mitochondriach pomiedzy utlenianiem np. NADH, prowadzgcym do transportu elektronéw przez
tancuch oddechowy, a fosforylacjag ADP katalizowang przez FoF; syntaze ATP. W zwigzku z tym, ze
aktywnos¢ rozprzegajgca AAC i UCP w duzym stopniu podlega regulacji z udziatem okreslonych
efektoréw (oba biatka mogg by¢ odwracalnie aktywowane i hamowane), skutkiem
kontrolowanego dziatania tych no$nikéw jest tzw. indukowany przeciek H* (ang. inducible protein-
mediated H* leak). W mitochondriach ma miejsce réwniez tzw. podstawowy przeciek H® (ang.
basal H* leak), nie podlegajacy regulacji, ktéry gtdwnie zalezy od obecnosci, a nie aktywnosci,
biatkowych nosnikéw bfony wewnetrznej oraz w duzo mniejszym stopniu od przechodzenia H*
wprost (bez udziatu biatek) przez dwuwarstwe lipidowg. Skoro AAC i UCP wspdtistnieja w
przypadku wiekszosci mitochondriow [wyjgtek stanowig np. pewne gatunki drozdzy, u ktérych
brak UCP (Brand et al., 1999)], pojawia sie pytanie, czy oba te nosniki zaangazowane w zjawisko
przecieku H* sg regulowane w podobny sposéb? Niestety w tej kwestii istnieje pewien chaos
informacyjny, poniewaz w opublikowanych pracach prezentowane sg czesto sprzeczne wyniki
dotyczace specyficznosci danych efektorow, zwtaszcza inhibitorow AAC i UCP. Biatka umozliwiajace
przeciek H" musza podlegaé $cistej kontroli (zwfaszcza hamowaniu), tak aby ich aktywnos$¢ nie
prowadzita do szkodliwego spadku stezenia ATP w komodrce. Istote mojego osiggniecia
naukowego stanowi zatem przedstawienie zaleznosci pomiedzy wielkosciq mitochondrialnego
przecieku H' a rekrutacjq endogennych efektorow niebiatkowych stymulujgcych, hamujgcych,
modulujgcych Ilub nie wplywajgcych na rozprzegajgcq aktywnos¢ AAC i UCP w ujeciu
okreslonego czynnika biatkowego (kinazy) przejsciowo wykluczajgcego (ostabiajgcego) udziat
AAC i UCP w translokacji H'. Naturalne rozprzeganie mitochondridw moze wydawaé sie
marnowaniem zasobdw energii, jednak zjawisko to ma prawdopodobnie olbrzymie znaczenie dla

skutecznego ograniczania uszkodzen oksydacyjnych komorki (Jarmuszkiewicz i Woyda-Ploszczyca,

2008; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Pojecie tzw. "tagodnego (czeSciowego)
rozprzegania" (ang. mild uncoupling), odnoszace sie do mitochondriow komodrek/tkanek z
obnizong ekspresjg i aktywnoscig biatka UCP, oznacza rodzaj bardzo waznego zabezpieczenia
przed uwalnianiem zbyt duzych ilosci reaktywnych form tlenu (RFT), jako niepozgadanego skutku
hiperpolaryzacji btony wewnetrznej (wynikajacej z zaburzonej réwnowagi oksydoredukcyjnej

taricucha oddechowego). Dlatego tez, kontrolowany przeciek H* zalicza sie do elementéw systemu
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pierwszej linii obrony antyoksydacyjnej. Co istotne, nadmiar RFT intensyfikuje procesy
nieenzymatycznej peroksydacji lipidow btonowych i tym samym prowadzi do zwielokrotnienia
wytwarzania czgsteczek réznych nienasyconych aldehydéw. Takie produkty koricowe utleniania
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych fosfolipidéw sg bardzo reaktywne i dlatego moga m.in.

chemicznie modyfikowaé¢ DNA (Grimsrud et al., 2008; Gueraud, 2017; Woyda-Ploszczyca i

Jarmuszkiewicz, 2008; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2012). Wiele badan dowodzi, ze

reaktywne aldehydy inaktywujg geny i biatka, co stanowi podtoze licznych stanéw patologicznych,
takich jak nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne, oraz gtdwna przyczyne przyspieszonego
starzenia sie.

Wyniki mojej pracy doswiadczalnej przede wszystkim dotyczg badan funkcjonalnych
prowadzonych na oczyszczonej frakcji izolowanych mitochondriéw réznych przedstawicieli
eukariontéw, w tym mikroorganizmu, tj. ameby (Acanthamoeba castellanii), rosliny naczyniowej,
tj. ziemniaka (Solanum tuberosum), a takze ssakow, tj. szczura (Rattus norvegicus) oraz cztowieka
(na przykfadzie linii komdrkowej ludzkiego srddbtonka). Podejscie takie umozliwia wyciggniecie
whnioskéw ogdlnych, dotyczacych wszystkich organizméw oddychajgcych tlenowo z udziatem
mitochondridw. Ponadto, w przypadku mitochondridéw izolowanych z nerek szczura stosowatem
réwniez technike przygotowywania odwrdconych czastek submitochondrialnych (i-o SMP, ang.
inside-out submitochondrial particles). Natomiast sposrdéd technik rejestrujgcych okreslone
parametry bioenergetyczne in vitro stosowatem: (i) polarograficzny pomiar Vo (elektroda tlenowa
Clarka), (ii) pomiar zmian AW przy uzyciu elektrody specyficznej wobec jonow
tetrafenylofosfoniowych (TPP*) oraz (iii) ekstrakcje mitochondrialnego koenzymu Q i pomiar
poziomu jego redukcji, a takie stezenia formy utlenionej i zredukowanej, wykorzystujgc

wysokocisnieniowg chromatografie cieczowa (HPLC).

4.2. Poziom redukcji mitochondrialnego koenzymu Q reguluje wielkos¢ indukowanego przecieku
H* katalizowanego przez UCP, niezaleinie od typu aktywatora UCP

Koenzym Q to niebiatkowy sktadnik mitochondrialnego tancucha oddechowego, ktéry
posredniczy w przekazywaniu elektrondw z dehydrogenaz, bedacych miejscami wprowadzania
elektronéw, czyli Sciezkami redukujgcymi utleniong forme koenzymu Q (ang. Q-reducing
pathways) do szlaku(éw) utleniajgcego(ych) zredukowang forme tej czgsteczki, tj. ubichinol [ang.

QH,-oxidizing pathway(s)] (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Dotychczas wykazano, ze
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stymulacja aktywnosci zaréwno AAC, jak i UCP, zachodzi pod wptywem wolnych
(dtugotancuchowych) kwaséw ttuszczowych (FFA, ang. free fatty acid), np. kwasu linolowego,
produktu koncowego peroksydacji lipidéw btonowych, tj. reaktywnego aldehydu 4-hydroksy-2-
nonenalu (HNE), zwigzkdéw strukturalnie podobnych do HNE, takich jak retinoidy (rézne formy
witaminy A, w tym trans-retinal i kwas trans-retinowy) oraz innych 2-alkenali (Echtay et al., 2003;
Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Pomiedzy mitochondrialng pulg Q/QH; i aktywnoscia
UCP istnieje bardzo znaczgca zaleznos¢, gdyz u przedstawicieli réznych grup systematycznych
eukariontéw wykazano, ze poziom redukcji koenzymu Q moduluje wigzanie sie nukleotydu
purynowego (PN, ang. purine nucleotide), adeninowego lub guaninowego, z UCP (Woyda-
Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Wedtug licznych badan, prowadzonych juz od poczatku lat 70-
tych XX w., to wtasnie nukleotydy purynowe, w tym przede wszystkim GDP i GTP, petnig funkcje
fizjologicznych oraz silnych inhibitoréw mitochondrialnego przecieku H* (Nicholls i Lindberg, 1973;
Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Jako reprezentacyjny inhibitor UCP najczesciej stosuje
sie GDP, gdyz uznano, ze ten PN nie jest transportowany przez AAC i tym samym nie jest szybko
metabolizowany w mitochondriach. Jednakze, prowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze
silniejszym i bardziej specyficznym inhibitorem homologéw UCP jest GTP, dlatego ten PN traktuje
jako "diagnostyczny" dla oznaczania hamowania przecieku H® zaleznego od UCP (Woyda-

Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2011; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a). Poza tym, moje

badania pokazaty roéowniez, ze GDP (nawet w wysokim stezeniu) jest bardzo szybko
metabolizowany w izolowanych mitochondriach w warunkach zblizonych do warunkow

fizjologicznych (podrozdziat 4.3).

Na przyktadzie mitochondriow izolowanych z trofozoitow ameby A. castellanii po raz pierwszy

wykazatem, ze:

e podczas oddechowego stanu 3 (fosforylujgcego, tj. w warunkach zachodzqcej OXPHQOS)
wrazliwos¢ aktywowanego przez 4-hydroksy-2-nonenal AcUCP (biatka rozprzegajgcego
ameby A. castelanii) na hamowanie przez GTP jest pod kontrolg poziomu redukcji
mitochondrialnej puli koenzymu Q (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2013). Im wyzszy
jest poziom redukcji btonowego koenzymu Q, tym AcUCP stymulowane przez HNE jest mniej

podatne na hamowanie przez GTP;
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Na przyktadzie mitochondriow izolowanych z bulw ziemniaka po raz pierwszy wykazatem, ze:

e poziom redukcji mitochondrialnej puli koenzymu Q reguluje podatnos¢ aktywowanego przez
4-hydroksy-2-nonenal i trans-retinal StUCP (biatka rozprzegajgcego ziemniaka) na
hamowanie przez GTP podczas oddechowego stanu 4 (niefosforylujgcego, tj. w obecnosci
inhibitorow  OXPHQOS, oligomycyny i karboksyatraktylozydu) (Woyda-Ploszczyca i

Jarmuszkiewicz, 2014b).

Wyniki te wraz z wczesniejszymi pracami sugeruja, ze efektywnosc dziatania trzech znanych
typow aktywatorow UCP, tj. wolnego (dtugotancuchowego) kwasu ttuszczowego (np. kwasu

linolowego) (Jarmuszkiewicz et al., 2005; Navet et al., 2005; Swida et al., 2008; Woyda-Ploszczyca i

Jarmuszkiewicz, 2014b), reaktywnego aldehydu (4-hydroksy-2-nonenalu) (Woyda-Ploszczyca i

Jarmuszkiewicz, 2012); (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2013; Woyda-Ploszczyca i

Jarmuszkiewicz, 2014b) oraz retinoidu (trans-retinalu) (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz,
2014b) jest pod kontrolg poziomu redukcji bfonowego koenzymu Q w mitochondriach réznych
organizmow, niezaleinie od stanu oddechowego (Ryc. 1). Zwiekszona aktywnos¢ UCP przy
zwiekszonym stezeniu QH, prawdopodobnie oznacza, ze poziom redukcji mitochondrialnej puli
koenzymu Q funkcjonuje jako uniwersalny wskaznik stanu metabolicznego catej komérki, ktéry
moduluje aktywacje/hamowanie UCP w zaleznosci od zapotrzebowania na ATP (Woyda-Ploszczyca
i Jarmuszkiewicz, 2017).

Niestety, nadal nie zidentyfikowano miejsca wigzgcego QH, w strukturze UCP (Woyda-
Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Jako zespdt kierowany przez prof. dr hab. Wiestawe
Jarmuszkiewicz zaproponowalismy, ze zwigzanie sie jednej czasteczki QH, z UCP zakidca
oddziatywanie tego nosnika z PN (bezposrednio wyklucza hamowanie UCP przez PN) wskutek
podobienstw strukturalnych obu efektoréw (zaréwno czgsteczka QH,, jak i PN, zawiera pierscien
aromatyczny). Prawdopodobnie miejsca wigzania QH, i PN zlokalizowane sg w réznych rejonach
UCP, jednak przynajmniej czeSciowo mogg sie pokrywac (Ryc. 1). Jest to tylko jedna z propozycji

wyjasniajacych wptyw koenzymu Q na aktywnos¢ UCP.
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Ryc. 1. Poziom redukcji mitochondrialnej puli koenzymu Q reguluje wrazliwos¢ stymulowanego UCP na
hamowanie przez GTP, niezaleznie od typu aktywatora UCP. A) Wysokie stezenie Q sprzyja hamowaniu
UCP przez PN (GTP) i tym samym ostabia aktywacje z udziatem FFA, RAL lub HNE (czerwony X). W
przypadku HNE, jeden z modeli aktywacji UCP przez reaktywne aldehydy zaktada powstawanie trwatych
adduktow, wskutek kowalencyjnej modyfikacji tego nosnika (np. grup -SH cysteiny), co powoduje przyjecie
konformacji niezbednej do translokacji H*. B) Z kolei wysokie stezenie QH, zapobiega wigzaniu sie GTP
(czerwony X) i tym samym aktywatory (FFA, RAL lub HNE) umozliwiaja transport H* zalezny od UCP (zielony
+). Model ten zaktada wzajemne wykluczanie sie wigzania jednej czasteczki QH, i PN z UCP. RAL - trans-
retinal, FFA - wolny (dtugotancuchowy) kwas ttuszczowy, Q - czasteczka utlenionego koenzymu Q
(ubichinon), QH, - czasteczka zredukowanego koenzymu Q (ubichinol), RC - faiicuch oddechowy, UCP -
biatko rozprzegajace, IMM - wewnetrzna btona mitochondrialna (ang. inner mitochondrial membrane).
Zmodyfikowane z Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017.

4.3. Mitochondrialna izoforma kinazy difosforanéw nukleozydéw (mtNDPK) reguluje aktywnos¢
AAC i UCP poprzez dynamiczne zmiany lokalnych stezen okreslonych nukleotydéw purynowych
W badaniach bioenergetycznych jednym z najpopularniejszych i najciekawszych
inhibitorow jest karboksyatraktylozyd (CATR), glikozyd pochodzenia roslinnego (syntetyzowany np.
przez gatunki z rodzaju Xanthium) (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a, 2017). Zwigzek
ten, oprocz standardowego zastosowania do blokowania OXPHOS (transportu ADP/ATP z udziatem
AAC) podaje sie rowniez jako inhibitor przecieku H' zaleznego od AAC. Intrygujacy jest fakt, ze
efekt CATR i GDP moze by¢ zbiezny, ale niekoniecznie addytywny (zwitaszcza w obecnosci
oligomycyny hamujacej FoF; syntaze ATP), w kontekscie hamowania mitochondrialnego przecieku
H*. Dlatego tez, w niektdrych opracowaniach naukowych, zaréwno GDP jak i CATR, rozpatruje sie
jako potencjalne inhibitory przecieku H* katalizowanego przez AAC oraz UCP. Poniewaz CATR nie
moze by¢ uznany za fizjologiczny czynnik hamujgcy rozprzegajgcg aktywnos$é AAC i UCP u
wiekszosci organizméw, to wtasnie GDP stat sie gtdbwnym kandydatem do tej roli. Bardzo istotna

konsekwencjg opisanej powyzej obserwacji jest stwierdzony brak specyficznosci GDP i CATR w
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stosunku do ich klasycznych celdw, tj. wigzania sie GDP z UCP i CATR z AAC (potencjalny dualizm
dziatania GDP i CATR w odniesieniu do hamowania "katalizatoréw" przecieku H'). Z tej przyczyny
zatem, nie powinno wykonywac sie pomiaréw dotyczgcych rozrdzniania udziatu AAC i UCP w
mitochondrialnym przecieku H® poprzez podawanie egzogennych GDP i CATR. Ponadto,
zaskakujgce wyniki moich badani ujawnity kolejny powdd, dla ktérego nie nalezy uzywaé GDP w
rozumieniu fizjologicznie istotnego inhibitora rozprzegajacej aktywnosci AAC/UCP. W warunkach
zblizonych do warunkoéw fizjologicznych (bez inhibitorow OXPHOS oraz w obecnosci
wysycajgcego stezenia ATP) po raz pierwszy wykazatem, Ze podanie egzogennego GDP w
wysokim stezeniu (1 mM) zwieksza Vo oraz obniza AY izolowanych mitochondriow ssakow
(nerek szczura oraz komorek ludzkiego srodbfonka), zaréwno w obecnosci, jak i przy braku
aktywatora AAC/UCP (kwasu linolowego) (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a). Wynik
taki jest catkowitym przeciwiedstwem oczekiwanego hamowania przecieku H* (typowego dziatania
inhibitora tego zjawiska, tj. PN), dla ktérego powinno obserwowac sie spadek Vo wraz z odbudowg
AW. Stymulujgcy efekt GDP jest zatem podobny do fosforylacji ADP (przechodzenia stanu 4 w stan
3) i z pewnoscig dotyczy OXPHOS, gdyz zanika pod wptywem oligomycyny lub CATR. Jako
wyjasnienie tego zjawiska zaproponowatem zaangazowanie jednej z kinaz, a mianowicie
mitochondrialnej izoformy kinazy difosforanéw nukleozydéw (mtNDPK). Enzym ten, katalizujgc
reakcje transfosforylacji, tj. przeniesienia y-fosforanu z trifosforanu nukleozydu na difosforan
nukleozydu (np. ATP + GDP - ADP + GTP), bardzo szybko metabolizuje pule GDP w
mitochondriach. W konsekwencji, natychmiastowym skutkiem aktywnosci mtNDPK jest: (i)
wywotywanie OXPHOS w wyniku wzrostu stezenia ADP; oraz (ii) znaczne zmniejszenie
prawdopodobienstwa zwigzania sie GDP z AAC/UCP w wyniku nagtego spadku stezenia GDP. U
ssakéw jedynie izoforma NDPK-D (NM23-H4, ang. non-metastatic clone 23 human isoform 4)
posiada sekwencje sygnatowg kierujgcg do mitochondriéw (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz,
2017). Kinaza ta jest biatkiem peryferycznym, zwigzanym z wewnetrzng btong mitochondrialng
poprzez oddziatywania elektrostatyczne (gtéwnie z kardioliping), i znajduje sie zaréwno w
przestrzeni miedzybtonowej, jak i w macierzy mitochondriéw. Nowo opisang przeze mnie funkcjqg
mtNDPK mozie by¢ zatem przejsciowe (w warunkach podwyiszonej ekspresji i aktywnosci tej
kinazy) wykluczanie (ostabianie), lub wrecz catkowita eliminacja dziatania GDP jako inhibitora
mitochondrialnego przecieku H* zaleznego od AAC i UCP (Ryc. 2). Poniewaz aktywno$¢ mtNDPK

sprzyja OXPHOS, oznacza to réwniez, ze wielkoé¢ mitochondrialnego przecieku H* wskutek efektu
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reakcji transfosforylacji przeprowadzanej przez te kinaze moze bardzo powaznie obnizy¢ sie ze
wzgledu na: (i) zaangazowanie AAC gtéwnie w transport ADP/ATP; oraz (ii) istotne przyhamowanie
UCP pod wptywem wzrostu stezenia GTP oraz spadku poziomu redukcji puli koenzymu Q (UCP
staje sie wowczas bardziej wrazliwe na PN) (Ryc. 2 - przerywana linia).

Wptyw mtNDPK na wielko$é przecieku H* ma prawdopodobnie wymiar uniwersalny, a
regulacja ta mogta powstac juz na wczesnych etapach ewolucji, o czym swiadczg uzyskane przeze
mnie wyniki na izolowanych mitochondriach ameby oraz bulw ziemniaka (Woyda-Ploszczyca i
Jarmuszkiewicz, 2017). Dlatego tez, jako bardziej specyficzny ("diagnostyczny") inhibitor
przecieku H' katalizowanego przez UCP mozemy rozpatrywaé GTP, poniewaz nukleotyd ten nie
jest szybko metabolizowany w mitochondriach. Natomiast petnienie przez GDP funkgcji
naturalnego inhibitora rozprzegajqcej aktywnosci AAC/UCP jest silnie ograniczone, gdyz z kolei
ten nukleotyd jest zbyt szybko metabolizowany w wiekszosci mitochondriow (mtNDPK w
pierwszej kolejnosci efektywnie wychwytuje czqsteczki GDP), podobnie jak ADP (w wyniku
OXPHOS).

przestrzen miedzybtonowa macierz mitochondrialna

N
D
P
K

Ryc. 2. Proponowany model udziatu mtNDPK w regulacji wielkosci mitochondrialnego przecieku H'.
Prawdopodobnie brak hamowania (czerwony X) AAC/UCP przez GDP nastepuje wskutek aktywnosci
mtNDPK wywotujgcej OXPHOS. Kinaza ta jest zwigzana elektrostatycznie ze strong cytoplazmatyczng i
macierzowa IMM, jednak dla przejrzystosci ryciny schematyczng reakcje transfosforylacji przedstawiono
poza IMM. IMM - wewnetrzna btona mitochondrialna, Q4 - wzrost stezenia utlenionej formy koenzymu Q
(ubichinonu), QH,{, - spadek stezenia zredukowanej formy koenzymu Q (ubichinolu). Zmodyfikowane z
Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a.
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4.4. Czy poziom redukcji mitochondrialnego koenzymu Q wptywa na rozprzegajaca aktywnos¢
AAC?

Niestety, na podstawie przeprowadzonych przeze mnie pomiaréw, nie mozna
jednoznacznie rozstrzygnaé¢ w jakim stopniu elektrochemiczny gradient H* jest wykorzystywany
wskutek stymulacji rozprzegajacej aktywnosci AAC (jaki udziat ma AAC w catkowitym zjawisku
indukowanego przecieku H'), zwfaszcza podczas intensywnej OXPHOS, i czy AAC koegzystujacy z
UCP jest wrazliwy na QH,. W izolowanych mitochondriach ameby, podczas oddechowego stanu 3,
przeciek H" wywotywany przez dodawanie egzogennego HNE mogtem catkowicie zahamowaé
stosujgc wytgcznie GTP (oczywiscie przy dos$é silnym utlenieniu puli koenzymu Q) (Woyda-
Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2013). Podobng prawidtowos$¢ zaobserwowatem w przypadku
zmniejszania (pod wptywem GTP) wielkosci przecieku H' indukowanego egzogennym kwasem
linolowym w mitochondriach izolowanych z nerek szczura (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz,
2014a). Mimo, ze GTP wydaje sie by¢ bardziej "diagnostycznym" inhibitorem UCP niz GDP, nie
mozna z catkowitg pewnoscig wykluczy¢ oddziatywania tego PN z AAC (Klingenberg, 2008).
Jednakze, wyniki moich oryginalnych badan, w warunkach zblizonych do warunkéw fizjologicznych
(bez inhibitoréw OXPHQOS, ale z wysycajgcymi stezeniami okre$lonych nukleotyddw), wyraznie
wskazuja, ze prawdopodobnie in vivo AAC, nawet w obecnosci aktywatoréw przecieku HY,
efektywnie transportuje ADP/ATP i tym samym spetnia swojg podstawowg funkcje (Woyda-
Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a). Mianowicie, podanie egzogennego GDP, w obecnosci
egzogennego ATP i kwasu linolowego (lub przy braku tego aktywatora rozprzegania), do zawiesiny
oddychajgcych mitochondriéw nie skutkowato przyhamowaniem Vg oraz odbudowg AW, mimo ze
reakcja transfosforylacji katalizowana przez mtNDPK prowadzi do powstania puli GTP. Wrecz
odwrotnie, obserwowane przeze mnie przyspieszenie Vo i spadek AW (wskutek wywotywania
OXPHOS) dowodzi, ze AAC ma najwieksze powinowactwo do ADP (pierwszego produktu reakcji
typu ping-pong przeprowadzanej przez mtNDPK) w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw,
zatem ten PN priorytetowo i efektywnie AAC transportuje do macierzy. W zwigzku z tym GTP nie
wptywa zbyt istotnie na aktywnos¢ AAC zaréwno w przypadku transportu ADP/ATP, jak i
translokacji H* (rozprzegania). Zatem GTP raczej nie petni funkcji fizjologicznego inhibitora

przecieku H' zaleinego od AAC i tym samym AAC prawdopodobnie nie jest wrazliwa na QH,.
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4.5. Regulacja aktywnosci UCP jest do$¢ silnie zachowana w mitochondriach réinych
przedstawicieli eukariontéw

W obszernej pracy przeglagdowej podsumowatem aktualny stan wiedzy na temat réznych
endogennych czynnikéw wplywajgcych na aktywnosé homologéw/izoform UCP (Woyda-
Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017). Wyczerpujaco opisatem takie efektory regulowanego
przecieku H* w mitochondriach jak wolne (dtugotaricuchowe) kwasy ttuszczowe, reaktywne
aldehydy, retinoidy czy nukleotydy purynowe, ktdre stosowano podczas badan bioenergetycznych

réznych przedstawicieli eukariontéw (Tab. 2).

Tabela 2. Zestawienie rozpoznanych efektoréw regulujagcych homologi/izoformy UCP u wybranych
przedstawicieli eukariontéw z réznych grup systematycznych. Zielony plus oznacza wykazanie danego typu
mechanizmu, natomiast czerwony znak zapytania brak informacji na ten temat. UCP1 - pierwsze opisane w
historii UCP z termogennej brunatnej tkanki ttuszczowej ssakow (BAT, ang. brown adipose tissue).
Zmodyfikowane z Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2017.

Efektor Reaktywny aldehyd Poziom
FFA (Sciezka aktywacji z PN redukcji
Organizm udziatem RFT)/ koenzymu Q
Retinoid
ZWIERZETA
Kregowce
Ssaki ucP1-3 | + + + +
UcPa-5 | o 2 + ?
Ptaki + + + +
Gady ? ? + ?
Plazy ? ? ? ?
Ryby + + + ?
Bezkregowce + 2 + 2
Owady ’
ROSLI.NY + + + +
naczyniowe
GRZYBY + ? + ?
w tym jednokomdrkowe
inne + + + -
JEDNOKOMORKOWE
eukarionty (ameba)

W pracy tej odniostem sie réwniez do innych biatek z rodziny mitochondrialnych nos$nikéw, w tym

do AAC, w stosunku do ktdrych istniejg przestanki swiadczgce o uczestnictwie (przynajmniej
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czesciowym) w catkowitym zjawisku naturalnego rozprzegania mitochondriow. Mimo, ze
zidentyfikowane homologii/izoformy UCP rdzinig sie znacznie sekwencjami kodujgcymi w ich
genach, i tym samym sekwencjami aminokwasowymi, to jednak badania funkcjonalne na
izolowanych mitochondriach jednokomdrkowych i wielokomdérkowych organizméw (poczagwszy od
ameby a skonczywszy na ssakach) sugeruja, ze mechanizmy regulacji aktywnosci poznanych UCP

w duzym stopniu zachowaty sie w toku ewolucji (Tab. 2).

4.6. Potencjalne praktyczne wykorzystanie wynikow badan osiggniecia naukowego

Szczegdtowa charakterystyka mechanizméw regulacji naturalnego zjawiska rozprzegania
mitochondriéw stanowi klucz do zrozumienia zasadniczej funkcji przecieku H* w utrzymywaniu
homeostazy energetycznej komérek o zrdéznicowanym zapotrzebowaniu na ATP. Zaburzenia
OXPHOS moga prowadzi¢ do licznych patofizjologii, jak np. cukrzycy typu Il zaliczanej do

powaznych chordéb cywilizacyjnych (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2008). By¢ moze juz w

niedalekiej przysztosci, opracowanie bezpiecznych dla zdrowia srodkow farmakologicznych
stabilizujgcych pozqdang wielko$é mitochondrialnego przecieku H® spowoduje pojawienie sie
zupetnie nowych metod leczenia wielu standw chorobowych cztowieka, w tym zmian
nowotworowych. W przypadku choréb uktadu krgienia modulacja wielkosci przecieku H' z
udziatem AAC i UCP moze stanowic jeden z endogennych mechanizmow kardioprotekcyjnych
(Nadtochiy et al., 2006). Z kolei powiqgzanie aktywnosci mtNDPK z "katalizatorami"
indukowanego przecieku H' moze przyczyni¢ sie do szczegétowego wyjasnienia etiologii
niektorych chorob neurodegeneracyjnych. Obnizona ekspresja i aktywnos$¢ biatek ludzkich izoform

UCP (UCP2 i UCP4-5) w mdzgu prawdopodobnie zwieksza ryzyko przyspieszonego rozwoju m.in.

choroby Parkinsona i Alzheimera (Andrews et al., 2005; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2008).

Z kolei spadek aktywnosci réoznych biatek mitochondrialnych z centrami zelazo-siarkowymi (Fe-S),
w tym akonitazy, m.in. w osrodkowym uktadzie nerwowym, dotyczy pacjentdw cierpigcych na inne
schorzenie neurodegeneracyjne, tj. ataksje Fridreicha (Amutha et al.,, 2008). Co ciekawe,
wykazano, ze mtNDPK moze wspomagaé prawidtowg biogeneze centréw Fe-S akonitazy poprzez
generowanie puli GTP (Amutha et al., 2008), jednak dokfadna funkcja GTP w tym procesie nadal
nie jest poznana (dotychczas nie zidentyfikowano konkretnej GTPazy) (Pandey et al., 2015).
Akumulacja metali ciezkich w glebach jest powaznym problemem w produkcji warzyw i

owocow, gdyz stanowi bezposrednie zagrozenie zatrucia dla wielu organizméw. Co ciekawe, w
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mitochondriach izolowanych z bulw ziemniaka wykazano zwiekszanie sie mitochondrialnego
przecieku H pod wptywem jondéw kadmu, tj. im wyisze stezenie cd* tym wielokrotnie wieksza
stymulacja przecieku H* (Kesseler i Brand, 1994). Ponadto, zréwnowazona aktywnoé¢ UCP w
zielonych czesciach roslin przyczynia sie do optymalnej asymilacji CO, i tym samym odpowiedniej
wydajnosci fotosyntezy (Sweetlove et al., 2006). Dlatego tez, badania abiotycznych czynnikow
wptywajqcych na wydajnos¢ OXPHOS, biorgce pod uwage endogenne regulatory indukowanego
przecieku H® w mitochondriach, mogq da¢ bardzo wymierne korzysci w kontekscie wszystkich
konsumentow roslin.

Nalezy pamieta¢, ze ameba A. castellanii jest oportunistycznym pasozytem cztowieka
powodujgcym rdézne choroby, jak np. amebowe zapalenie rogéwki (Acanthamoeba keratitis),
najczesciej spotykane u oséb noszgcych soczewki kontaktowe (Omana-Molina et al., 2010). W
zwigzku z tym, badania szczegotow procesu transdukcji energii w mitochondriach ameby (w
ujeciu przecieku H') mogq przyczyni¢ sie do opracowania nowych strategii leczenia pewnych

chorob odpierwotniakowych.

Za moje najwazniejsze osiggniecie naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora uwazam wykazanie
zwigzku pomiedzy mtNDPK a regulacjq mitochondrialnego przecieku H* zaleznego od biatek wigzgcych
nukleotydy purynowe (AAC i UCP) (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2014a). Fakt, Ze GDP moze
wywotywaé¢ OXPHOS stawia pod duzym znakiem zapytania role tego nukleotydu jako naturalnego
negatywnego efektora rozprzegajgcej aktywnosci AAC i UCP. Moja interpretacja, stanowczo
podwazajgca zasadnosé stosowania GDP jako "diagnostycznego" inhibitora przecieku H* zaleinego od
AAC i homologéw/izoform UCP, jest o tyle wazna, ze zmienia pewien "paradygmat" w bioenergetyce.
Od ponad 45 lat, tj. poczgtkow odkrywania UCP, GDP nadal powszechnie stosuje sie jako
"diagnostyczny" inhibitor UCP. Nigdy wczesniej nie brano pod uwage metabolizmu GDP z udziatem
mtNDPK jako fizjologicznej przeszkody silnie ograniczajgcej skutecznos¢ dziatania GDP w regulacji
(hamowaniu) biatek umozliwiajgcych mitochondrialny przeciek H'. Dlatego tei, wylgcznie GTP, w
zastepstwie GDP, naleiy standardowo stosowac jako "specyficzny" inhibitor UCP. Wyjasnienie to
istotnie zmienia dotychczasowy poglqgd odnosnie wpltywu nukleotydow guaninowych na catoksztatt
przemian energetycznych zachodzgcych w mitochondriach, w kontekscie rozprzegajqcej aktywnosci
AAC/UCP. Wyznacza réwniez nowy trend w badaniach przecieku H, w ktérym wazinym elementem

analizy tego zjawiska sq okreslone kinazy mitochondriow.
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Najwiekszym wyrdznieniem Mojej dotychczasowej dziatalnosci naukowo-badawczej byto przyznanie
w roku 2015 przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

trzyletniego stypendium naukowego dla wybitnego mtodego naukowca

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych
5.1. Osiggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

5.1.1. Oksydaza alternatywna (AOX) w mitochondriach mikroorganizméw eukariotycznych

U czesci eukariontow, w tym przede wszystkim u jednokomdrkowych organizmdw oraz
roslin, mitochondrialny tarcuch oddechowy jest rozbudowany i zawiera dodatkowg oksydaze
terminalng, tj. oksydaze alternatywng (AOX, ang. alternative oxidase), bedgcy oksydazg ubichinolu

(Woyda-Ploszczyca et al., 2009). W przeciwienstwie do oksydazy cytochromu c (COX, ang.

cytochrom c oxidase), zwanej réwniez kompleksem IV taficucha transportu elektronéw, AOX nie
jest wrazliwa na cyjanki, mimo, ze prowadzi tozsamga reakcje redukcji O,. Zaktada sie, ze w
nietermogennych komérkach/tkankach enzym ten, podobnie jak homologi/izoformy UCP, petni
wazng funkcje antyoksydacyjng w odpowiedzi na zmieniajgce sie warunki Srodowiska

(Jarmuszkiewicz et al., 2010). Mianowicie, AOX utleniajgc QH, obniza poziom redukcji puli

btonowego koenzymu Q i tym samym skutecznie ogranicza uwalnianie RFT. Odbywa sie to jednak
kosztem sity redukcyjnej (np. NADH), a w konsekwencji syntezy ATP, gdyz AOX nie jest pompa
protonowa. Dlatego AOX réwniez zalicza sie do systemdw rozpraszajgcych energie.

Badajac izolowane mitochondria trzech rdéinych jednokomérkowych eukariontéw, t;j.
ameby A. castellanii, drozdzy Candida maltosa, a takze $luzowca Dictyostelium discoideum, po raz
pierwszy wykazatem, ze inhibitorem AOX mikroorganizméw (i tym samym zjawiska
cyjanoodpornego oddychania) jest ATP. Ponadto, analiza kinetyczna wykazata, ze wigzanie sie
GMP (pozytywnego allosterycznego efektora) oraz ATP (negatywnego allosterycznego efektora) z

AOX podlega mechanizmowi wzajemnego wykluczania sie (ang. mutual exclusion).

5.1.2. UCP1i jego homologii

Badajac mitochondrialny przeciek H* przede wszystkim przyczynitem sie do zgtebienia

zagadnienia wptywu poziomu redukcji endogennej puli koenzymu Q na aktywnos$é rdéznych
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homologdéw/izoform UCP. Dwoma najwazniejszymi wynikami dotyczgcymi tego zagadnienia byto
ustalenie, ze:
e aktywnos¢ UCP1 z adipocytdw brunatnej tkanki ttuszczowej szczura podlega tej kontroli

(Swida-Barteczka et al., 2009);

e prawdopodobnie QH, wigze sie z monomerem AcUCP i tym samym uniemozliwia
oddziatywanie tego nosnika z PN. Czgsteczka zredukowanego koenzymu Q (ubichinol) petni
zatem funkcje negatywnego regulatora hamowania UCP przez PN, niezaleznie od typu zasady
azotowej (adeniny lub guaniny) oraz stopnia fosforylacji (mono-, di- lub trifosforanu)

nukleotydu (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2011).

Napisatem rédwniez dwie prace przeglagdowe w jezyku polskim, ktére sg pierwszymi na krajowym
rynku wydawniczym pozycjami opisujgcymi homologi/izoformy UCP (ich ekspresje, strukture,

aktywnos¢, regulacje oraz znaczenie dla zdrowia cztowieka) (Jarmuszkiewicz i Woyda-Ploszczyca,

2008; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2008).

Pozostate wyniki badann nad UCP (Swida et al., 2007; Swida et al., 2008), a takze nad AOX

(Woyda-Ploszczyca et al., 2009), zostaty réwniez opisane w pracy przeglagdowej poswieconej

mitochondrialnym systemom rozpraszajgcym energie u jednokomdrkowych eukariontow

(Jarmuszkiewicz et al., 2010).

5.1.3. Funkcja AOX i UCP podczas stresu oksydacyjnego

W przypadku zagadnien zwigzanych z RFT, prowadzone przez mnie badania m.in.
przyczynity sie do ustalenia, ze:
e krotkotrwate (5 min) traktowanie izolowanych mitochondridw A. castellanii H,0, (0,5-25 mM)
w obecnosci Fe®* (0,2 mM) nie zmienia istotnie wiekszosci parametrow bioenergetycznych,
jednak stres ten moze ostabi¢ aktywnos¢ AcAOX (oksydazy alternatywnej ameby A. castellanii)

(Jarmuszkiewicz et al., 2008);

e traktowanie trofozoitéw A. castellanii H,0, (1,4 mM), w réznych fazach wzrostu hodowli
komédrkowej, daje odmienne odpowiedzi na poziomie funkcjonowania mitochondriow. W
przypadku wczesnego podania H,O, (na etapie intensywnych podziatéw komdrkowych fazy
wzrostu wyktadniczego) zarejestrowatem np. zwiekszong aktywnos¢ AcAOX oraz AcUCP w

izolowanych mitochondriach (Woyda-Ploszczyca et al.,, 2011). Z kolei wymuszony stres

oksydacyjny na hodowli o spowolnionym wzroscie (zblizajgcej sie do fazy stacjonarnej)
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skutkowat istotnym zwiekszeniem ilosci btonowego koenzymu Q w mitochondriach, co
wykazatem po raz pierwszy. Udowodnitem réwniez znaczny wzrost poziomu karbonylacji
(markera oksydacyjnych uszkodzen) biatek mitochondrialnych w przypadku péznego podania
H,0,, ktére generalnie wywotywato pogarszanie sie wielu parametréw oddechowych
izolowanych mitochondriéw, w tym wydajnosci OXPHOS;

e podawanie egzogennego HNE, pierwotnie opisanego jako istotny aktywator izoform UCP

ssakow (UCP1-3), réwniez silnie aktywuje AcUCP (Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz, 2012).

Po raz pierwszy zatem wykazatem, ze reaktywny aldehyd (4-hydroksy-2-nonenal) petni funkcje
pozytywnego efektora indukowanego przecieku H® (przede wszystkim zaleznego od
aktywnosci AcUCP) w mitochondriach jednokomdérkowego organizmu i tym samym
potwierdzitem uniwersalno$é dziatania tego aktywatora UCP wsrdd eukariontow. Obserwacja
ta moze oznaczaé, ze juz na wczesnych etapach ewolucji HNE stanowit wazny element
okreslonej sciezki stymulacji UCP, prawdopodobnie w nastepstwie stresu oksydacyjnego.
Dowiodtem réwniez, ze hamowanie zaktywowanego przez HNE AcUCP z udziatem GTP jest
nieefektywne w warunkach wysokiego stezenie endogennego QH,. Biorgc pod uwage zmienny
poziom redukcji mitochondrialnej puli koenzymu Q interesujgca wydaje sie hipoteza, ze: (i)
potencjalna interakcja czasteczki QH, z UCP (sprzyjajaca transportowi H' z uwagi na
blokowanie oddziatywania UCP z inhibitorem, np. GTP, tak jak to przedstawitem na Ryc. 1)
stanowi aktywujacg odpowiedz szybka (ang. activating rapid response), natomiast (ii)
interakcja HNE z UCP jest aktywujgcg odpowiedzig pdzng (ang. activating late response), ktére
wspdlnie wptywajg na wielko$é mitochondrialnego przecieku H*. Obie odpowiedzi zalezg od
czasu i sg ze sobg wzajemnie powigzane, poniewaz zwiekszony poziom redukcji koenzymu Q
sprzyja uwalnianiu RFT, ktére zapoczatkowujg peroksydacje kwasow ttuszczowych
fosfolipidow btonowych. Jednak z powodu konieczno$ci nagromadzenia sie endogennych
reaktywnych aldehydéw (produktéw korcowych peroksydacji lipidéw), mniej specyficznie
oddziatujgcych z UCP w poréwnaniu do FFA, odpowiedZ zalezna od HNE zachodzi z
opdznieniem w poréwnaniu do odpowiedzi z udziatem samego QH,. Ostatecznie, silne
pobudzenie przecieku H* przeciwdziata dalszemu powstawaniu zwiekszonych ilosci RFT i HNE
(oraz toksycznym efektom tych czgsteczek) wskutek mechanizmu negatywnego sprzezenia
zwrotnego (ang. negative feedback loop), gdyz aktywacja UCP ($ciezkg zalezng wtasnie od RFT

i HNE) odpowiednio obniza AW, tj. powoduje réwniez spadek poziomu redukcji koenzymu Q.
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Idea dziatania swoistej petli regulacyjnej wspiera zaproponowang antyoksydacyjng funkcje
UCP w nietermogennych komdrkach/tkankach, ktéra prawdopodobnie jest pierwotnym
zadaniem i zarazem pierwszg ewolucyjng korzyscig (nadal utrzymywang) naturalnie
zachodzgcego procesu czesciowego rozprzegania mitochondriéw. Dlatego UCP moze
zapewnia¢ optymalng wydajnos¢ OXPHOS przy minimalnym uwalnianiu RFT w

mitochondriach.

Za moje najwazniejsze osiggniecie naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora uwazam
wykazanie, ze wsrdd nukleotyddéw purynowych, adeninowych (AMP, ADP, ATP) i guaninowych (GMP,
GDP, GTP), ktére wczesniej opisywano wytgcznie jako potencjalne aktywatory niewrazliwej na cyjanek
oksydazy alternatywnej (AOX) mikroorganizméw eukariotycznych, nukleotyd ATP moze petni¢ funkcje
inhibitora tego enzymu. Wynik ten bardzo istotnie zweryfikowat stan wiedzy na temat allosterycznej

regulacji okreslonych homologdéw/izoform AOX (Woyda-Ploszczyca et al., 2009).

Najwiekszym wyrdznieniem Mojej dziatalnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem
stopnia doktora byto przyznanie w roku 2009 przez Prezydenta Miasta Poznania
Stypendium Naukowego Miasta Poznania dla mtodych badaczy

z poznanskiego srodowiska naukowego

5.2. Inne osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora
5.2.1. Wptyw hiperglikemii na bioenergetyke mitochondriéw komoérek srédbtonka cztowieka

Badajac komoérki ludzkiego srédbtonka, hodowane w warunkach podwyzszonego stezenia
glukozy (25 mM), m.in. wykazatem, ze hiperglikemia zwieksza stezenie btonowego koenzymu Qo
oraz powoduje dwukrotny wzrost indukowanej FFA aktywnos$ci UCP2 w izolowanych

mitochondriach, w poréwnaniu do warunkdéw kontrolnych (5,5 mM glukoza) (Koziel et al., 2012).
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5.2.2. Wplyw zmian temperatury i treningu wytrzymatosciowego na bioenergetyke
mitochondriéw miesni szczura
Prowadzitem réwniez badania we wspotpracy z naukowcami z Akademii Wychowania
Fizycznego im. Bronistawa Czecha w Krakowie oraz Akademii Wychowania Fizycznego im.
Eugeniusza Piaseckiego w Poznaniu. Wykonujgc pomiary okreslonych parametrow
bioenergetycznych mitochondridw izolowanych z miesni szczura m.in. wykazatem, ze:
e skokowy wzrost temperatury, tj. od 25°C (hipotermii), poprzez 35°C (fizjologiczng temperature
miesni w stanie spoczynku) do 42°C (hipertermii), w przypadku oddechowego stanu 4, prowadzi
do spadku AW oraz poziomu redukcji btonowego koenzymu Qg, przy czym okofo 4-krotnie

wzrasta wielkoé¢ indukowanego FFA przecieku H* z udziatem UCP2/UCP3 (Jarmuszkiewicz et al.,

2015);

e trening wytrzymatosciowy (dotyczgcy szczuréw trenowanych przez osiem tygodni) zwieksza
zawarto$¢ koenzymu Qg oraz niezaleznie od temperatury (25°C, 35°C lub 42°C) obniza wielkos¢
indukowanego FFA przecieku H* katalizowanego przez UCP2/UCP3 (przy czym istotnie zwieksza
poziom redukcji btonowego koenzymu Qg) w mitochondriach podczas oddechowego stanu 4 w
porownaniu do kontroli (mitochondriéw szczuréw nie poddanych treningowi) (Zoladz et al.,
2016). Natomiast podczas oddechowego stanu 3 obserwowatem nieznaczne zmniejszenie sie
poziomu redukcji mitochondrialnego koenzymu Qg (niezaleznie od temperatury) pod wptywem
treningu w poréwnaniu do kontroli.

Udowodnitem rdéwniez, ze trening wytrzymatosciowy zwieksza ekspresje markera biogenezy

mitochondriéw, tj. czynnika transkrypcyjnego Nrf2 [ang. nuclear factor erythroid 2 (NFE2)-related

factor 2] (Zoladz et al., 2017).

5.2.3. Wpltyw stresu temperatury na biogeneze mitochondriow kalafiora w ujeciu zmian
aktywnosci sktadnikow tancucha oddechowego

Wspdtpracujac z dr. Michatem Rurkiem (obecnie dr. hab.), z Zaktadu Biologii Molekularnej i
Komérkowej Woydziatu Biologii UAM, zajmowatem sie wplywem stresu temperatury na
funkcjonowanie mitochondriéw roslin, na przyktadzie kalafiora (Brassica oleracea var. botrytis)

(Rurek et al., 2015). Hodowle tej rosliny poddawano stresowi podwyzszonej (40°C przez 4 godziny)

lub obnizonej temperatury (8°C przez 10 dni), a nastepnie przywracano warunki standardowe

(23/19°C w cyklu dzieri/noc), ktére utrzymywano przez 48 godzin. Wykorzystujgc izolowane
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mitochondria z czesci kwiatowej m.in. wykazatem, Zze stres wywotywany podwyzszeniem
temperatury prowadzi do obnizenia efektywnos$ci OXPHOS, wskutek zwiekszonej aktywnosci AOX,
przy czym powrdt do warunkéw standardowych przywraca podstawowg aktywno$é tej oksydazy
oraz podwyzszong wydajno$¢ OXPHOS (zgodnie z kontrolg). Z kolei stres spowodowany
obnizeniem temperatury ujawniat spadek aktywnosci AOX (powrdt do warunkéw standardowych

niwelowat tg tendencje) oraz nie wptywat negatywnie na OXPHOS.

6. Podsumowanie dorobku naukowego

Tabela 3. Zestawienie wybranych parametréw naukometrycznych przed i po uzyskaniu stopnia doktora.
Szczegdtowy wykaz danych pozycji znajduje sie w zatgczniku nr 4 i 5.

przed po
uzyskaniem | - uzyskaniu
Parametry naukometryczne e e suma

publikacje oryginalne i przeglagdowe indeksowane w bazie JCR 8 10 18
publikacje oryginalne i przeglagdowe spoza bazy JCR 2 0 2
publikacje w materiatach konferencyjnych:

e abstrakty indeksowane w bazie WoS 5 4 9

e inne abstrakty o zasiegu miedzynarodowym 4 11 15

e abstrakty o zasiegu ogdlnopolskim/miedzynarodowym 9 15 24
sumaryczny IF publikacji wg. bazy JCR 30,084 | 35,999 | 66,083
zgodnie z rokiem opublikowania
sumaryczny IF 5-letni (2018) 66,144
sumaryczna liczba punktéw za publikacje 271 360 631
wg. listy MNiSW (2017)
indeks h wg. bazy WoS 10
sumaryczna liczba cytowan publikacji wg. bazy WoS 227
bez autocytowan 166

7. Projekty naukowe w realizacji i plany badawcze

Obecnie kieruje projektem NCN 2015/19/D/NZ3/00087 (Sonata 10, 2016-2020), ktérego
jestem jedynym wykonawcg. Moim najblizszym celem naukowym jest wykazanie silnego zwigzku

mtNDPK z wielkoscig mitochondrialnego przecieku H', réwniez u takich organizméw, u ktérych
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brak oczywistego homologu UCP1, jak np. u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. W ramach tego
projektu zaplanowatem réwniez staz u prof. Richarda Portera z Trinity Biomedical Sciences
Institute, Trinity College Dublin (Irlandia), gdzie bede zajmowat sie mitochondriami ssakéw
pozbawionych okreslonej izoformy UCP, np. izolowanych z tkanek osobnikdw mysiej linii

hodowlanej bez UCP3 (knockout UCP3).
A mj pJog da —Flo ey co

dr Andrzej M. Woyda-Ptoszczyca
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