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»,Udziat ludzkich paralogéw biatka VDAC w przeciwdziataniu skutkom stresu oksydacyjnego
wywotanego brakiem dysmutaz wewnatrzkomdérkowych”

Streszczenie

W mitochondriach zachodzi proces oddychania komodrkowego, ktérego substraty
i metabolity sg transportowane przez kanat VDAC zlokalizowany w zewnetrznej btonie mitochondrialne;j.
To biatko kanatowe transportuje rowniez drobne czasteczki i jony nieorganiczne oraz oddziatuje zwieloma
biatkami mitochondrialnymi i komdrkowymi, dzieki czemu posredniczy w regulacji funkcjonowania
mitochondriéw i catej komorki. VDAC moze wystepowac w postaci paralogdéw, np. u drozdzy wystepuja
2 paralogi (yVDAC1 i yVDAC?2), a u cztowieka wystepuja 3 (hVDAC1, hVDAC2 i hVDACS3), podobnie jak
u innych ssakéw i kregowcow.

Podczas procesu oddychania komorkowego, oprocz czgsteczek ,niosgcych” energie, powstaja
takze reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), ktérych nadmiar
w komorce zwieksza ryzyko uszkodzen i mutacji. Naturalnie nadmiar ROS usuwajg enzymy
antyoksydacyjne, wsréd ktérych kluczowa role petni dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), wystepujaca
w komorkach w postaci dwéch form. SOD1 (CuZnSOD) wystepuje w réznych strukturach komérkowych,
takze w mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej, natomiast SOD2 (MnSOD) zlokalizowana jest
w macierzy mitochondrialnej. Zwiekszony poziom ROS stanowi wskaznik stresu oksydacyjnego, ktéremu
z kolei komérka moze przeciwdziata¢ uruchamiajgc odpowiednie mechanizmy obronne. Dostepne dane
wskazujg, ze w odpowiedzi komérek cztowieka na stres oksydacyjny istotng role moze odgrywac
hVDACS, ktoremu przypisuje sie funkcje czujnika stanu redukcyjno-oksydacyjnego (stan redoks; z ang.
redox sensitive VDAC; rsVDAC), co z kolei wynika¢ moze z liczby oraz swoistej lokalizacji reszt cysteiny
w sekwencji tego biatka.

W zwiagzku z tym, celem niniejszej pracy byto okreslenie czestosci wystepowania rsVDAC poza
grupa kregowcow oraz skonstruowanie modelu drozdzowego pozwalajgcego na analize funkcjonalnosci
poszczegdlnych paralogéw VDAC cztowieka w warunkach stresu oksydacyjnego. W realizacji tego celu
wykorzystano narzedzia do przewidywania struktur drugorzedowych badanych biatek, a nastepnie
rozmieszczenia reszt cysteiny, w celu okreslenia czestosci wystepowania rsVDAC w zaleznosci od liczby
paralogéw VDAC oraz poziomu ztozonosci organizméw, ich srodowiska zycia i ich trybu zycia oraz
technike CRISPR/Cas9 dla otrzymania modelu opartego na komoérkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, w ktérych dokonano heterologicznej ekspresji genéw kodujgcych hVDAC1, hVDAC2 i hVDACS3
(hWDAC3 takze w wariancie pozbawionym reszt cysteiny - hVDAC3ACys) w warunkach nieobecnosci
genow kodujgcych yVDAC1 i yWDAC2 oraz usunieto geny kodujace SOD1 i SOD2.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze: (1) rsVDAC moze by¢ jedynym wariantem VDAC
w mitochondriach, a jego obecnos$¢ moze korelowac¢ z warunkami siedliskowymi, poniewaz rsVDAC
wydaje sie by¢é powszechny u pasozytéw, co z kolei sugeruje, ze kanat ten moze posredniczy¢
w wykrywaniu i adaptacji do warunkéw srodowiskowych; (2) genotyp komoérek drozdzy S. cerevisiae moze
miec¢ istotne znaczenie dla ich wykorzystania w badaniach hVDAC, w tym szczegdlnie hVDACS, ze
wzgledu na jego wptyw na wewnatrzkomdrkowy stan redoks i (3) hVDAC3 moze chroni¢ komorke
w warunkach stresu oksydacyjnego w sposéb nie wymagajacy obecnosci dysmutaz ponadtlenkowych
i sprowadzajgcy sie do uruchomienia swoistego stanu bioenergetycznego mitochondriéw zwigzanego
z intensywng syntezg ATP, co z kolei wymaga obecnosci w tym biatku reszt cysteiny. Wyniki te poszerzajg
wiedze na temat rozpowszechnienia wystepowania rsVDAC w mitochondriach zwierzat oraz swoistej roli
hVDAC3 w warunkach stresu oksydacyjnego.



