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a) spis publikacji wchodzacych w sklad osiggniecia

Tytul osiagniecia:

Identyfikacja mitochondrialnych kanaléw potasowych.

! w przypadku, gdy osiagnieciem tym jest praca/prace wspélne, nalezy przedstawi¢ o$wiadczenia wszystkich jej
wspotautordéw, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie — Zalgcznik nr 5.
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b) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Zawat serca i niedokrwienny udar mozgu sg gtdownymi przyczynami $mierci w krajach
rozwinigtych. Sg one spowodowane zamkni¢ciem naczynia krwionosnego dostarczajacego
tlen do tkanki. Komorki pozbawione tlenu umierajg po pewnym czasie. Komoérki serca
i mézgu sg szczegdlnie wrazliwe na brak tlenu (ischemi¢). W 1986 roku dokonano
zaskakujgcego odkrycia. Jezeli dlugi okres ischemii zostanie poprzedzony krotkimi
naprzemiennymi okresami ischemii (braku tlenu) i reperfuzji (przywrdcenia dostarczania
tlenu) to migsien sercowy nie ulega uszkodzeniu (Murry i wsp. 1986). Zjawisko to nazwano
hartowaniem przez niedokrwienie. Komorki hartowane niedokrwieniem majg wyzsze st¢zenie
ATP niz te niehartowane. Hartowanie mozna rowniez osiggna¢ stosujac substancje
otwierajace kanaly potasowe, a substancje blokujace te kanaly znosza ochronny wpltyw
otwieraczy (Grover i wsp., 1989; Grover i wsp., 1990). P6zniej odkryto kanaly jonowe
W wewnetrznej btonie mitochondriow, ktore, jak sie¢ sadzi, sg otwierane i zamykane przez
podobne aktywatory i blokery jak kanaty jonowe btony plazmatycznej. Od tego czasu zaczgto
podejrzewaé, ze to mitochondria odgrywaja gldéwng role w hartowaniu niedokrwieniem —
zuzywaja tlen, produkuja ATP, maja kanaty jonowe.

Opublikowane badania wskazuja, ze kanaly potasowe obecne w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej pelnig istotng role w indukowaniu proceséOw zmniejszajacych uszkodzenie
tkanek/komoérek spowodowanych niedotlenieniem lub dziataniem stresu oksydacyjnego
(Facundo i wsp., 2006). Uwaza si¢, ze kluczowg rol¢ w cytoprotekcji, odgrywa wzrost

aktywnosci mitochondrialnych kanatow potasowych (Rys. 1).

% w tej cze$ci zaznaczono: pogrubieniem - prace wchodzace w sklad osiagniecia, kursywq - prace w ktérych
bytem wspotautorem bedgce dorobkiem habilitanta.
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Rys. 1. Schemat mozliwego mechanizmu protekcji z udzialem mitochondrialnych kanatow potasowych.

Na podstawie schematow zawartych w pracach Bednarczyk, 2009, Bednarczyk, 2012.

Na przyktad, mitochondrialny kanal potasowy regulowany przez ATP (mitoKarp) bierze
udziat w kardioprotekcji (Sato i wsp., 2000). Rowniez istniejg dane wskazujace, ze aktywacja
mitochondrialnego kanatu potasowego 0 duzym przewodnictwie, regulowanego przez wapn
(mitoBKc,) chroni komoérki mozgu przed udarem (Douglas i wsp., 2006). Te informacje daja
szanse na opracowanie strategii cytoprotekcji. Jednak wiasciwosci kanatow potasowych
obecnych w mitochondriach jak 1 mozliwosci ich oddziatywania sg nadal stabo poznane. Poza
tym substancje farmakologiczne, uwazane za modulatory aktywnos$ci kanatéw potasowych,
moga wplywa¢ na inne systemy enzymatyczne w mitochondriach. ldentyfikacja oraz
okreslenie szczegdtowych wiasciwosci biofizycznych, farmakologicznych oraz mozliwos$ci
ich regulacji moze pozwoli¢ zrozumie¢ role, jaka pelnia w komodrce i wykorzystac

te informacje w terapiach zmniejszajacych uszkodzenia.
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Celem moich badan staly si¢ kanaty potasowe z wewnetrznej blony mitochondrialne;.
Staratem si¢ znalez¢ odpowiedz na pytanie, czy mitochondrialne kanaty potasowe obecne sg
w mitochondriach z ré6znych gatunkow i tkanek, jakie maja wiasnosci elektrochemiczne, oraz
Czy s3 czule na te same aktywatory i blokery kanatéw obecnych w btonie plazmatycznej
komorki. Istotnym elementem bylo rowniez wskazanie na mozliwg regulacje
mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie (mitoBKcy) przez 1V

kompleks tancucha oddechowego.

Do badan aktywnosci mitochondrialnych kanatéw jonowych wykorzystywatem
gtownie techniki elektrofizjologiczne (technike patch-clamp oraz rekonstytucje czastek
submitochondrialnych do czarnych bton lipidowych — z ang. black lipid membranes, BLM).
Obszerny opis techniki BLM znajduje si¢ w rozdziale monografii (Koszela-Piotrowska
i wsp., Bednarczyk, 2006). W skrocie, technika patch-clamp polegata na ,,chwyceniu”
wczesniej wyizolowanego, ptywajacego mitoplastu (pecherzyk rozfaldowanej wewnetrznej
blony mitochondrialnej). Po otrzymaniu potgczenia (gigaseal) mierzytem prad jonowy

plynacy przez ztacze gigaomowe (Zdjecie 1).

Zdjecie 1. Na zdjeciu przedstawiono szklang pipetg z mitoplastem. Zaczernienie na btonie mitoplastu nazwane
zostalo ,,czapeczka” — prawdopodobnie jest to miejsce gdzie pozostatosci btony zewngtrznej kontaktujg si¢ z
btong wewnetrzng mitochondridw. Utrwalony obraz powstat z wykorzystaniem mikroskopu §wietlnego (kontrast
fazowy, powigkszenie 60x). Fot. Piotr Bednarczyk.
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Na rysunku 2 przedstawitem kolejne kroki otrzymywania rejestracji zmian przeptywajacego

pradu jonowego przez kanaty mitochondrialne.
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Rys. 2. Procedura otrzymywania rejestracji zmian przeptywajacego pradu jonowego przez kanaty
mitochondrialne z wykorzystaniem techniki patch-clamp. Schemat na potrzeby autoreferatu zostat przygotowany
przez Piotr Bednarczyka.

W przypadku badan mitochondrialnych kanatow potasowych ustalatem selektywnosci na
podstawie pomiarow w gradiencie stgzen. Wlasciwosci farmakologiczne, w wigkszos$ci
przypadkow, okreslatem w warunkach stezen symetrycznych. Na rysunku 3A przedstawitem
przyktadowe zapisy aktywnosci mitochondrialnego kanalu o duzym przewodnictwie
regulowanego jonami wapnia (kanat mitoBKc,). Rysunek 3B przedstawia zalezno$¢ pradowo-
napieciowg otrzymang w st¢zeniach symetrycznych (150 mM KCI). Przyktadowa analizg

prawdopodobienstw otwar¢ kanatu mitoBKc, przedstawilem na rysunku 3C. Na podstawie
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pomiarow zmian przeplywajgcego pradu jonowego przez kanal mitoBKc, mozna rowniez

oszacowac¢ $rednie czasy zamkniec i otwaré (Rys. 3D).
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Rys. 3. (A) Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego przez kanat mitoBK¢, w czasie przy potencjatach
od +60 mV do -60 mV w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI. (B) Analiza prawdopodobienstw
otwar¢ (D) $rednie czasy zamknig¢ i otwar¢ kanalu mitoBK ¢, W warunkach kontrolnych. — oznacza stan
zamknigty. Sygnat filtrowano z czgstotliwoscia 1 kHz. Z pracy Bednarczyk i wsp., 2013b.

W przedstawionych pracach wchodzacych w sklad osiggnigcia zastosowalem roéwniez
techniki biochemiczno/biofizyczne takie jak pomiar oddychania, rozpraszanie $wiatta jak
rowniez narzedzia biologii molekularnej (Western blot, PCR, transfekcja, barwienia

immunohistochemiczne).
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Mitochondria to organelle zaopatrujace komoérke w energie potrzebng do prowadzenia
podstawowych procesow zyciowych. Otoczone sg podwojng blong lipidows. Blona
zewngtrzna mitochondriow jest przepuszczalna dla wigkszos$ci substancji, natomiast transport
przez bton¢ wewngtrzna jest $cisle regulowany. Wazng role w regulacji prawidlowego
funkcjonowania mitochondriow pelnig kanaty jonowe zlokalizowane w wewnetrznej blonie.
Obszerne opracowania dotyczace transportu/przeplywu jonéw przez wewnetrzng btone
mitochondrialng znajduje si¢ w FEBS Letters Special Issue (Volume 584, Issue 10, 2010). Na
przyklad, kanaty potasowe reguluja potencjat mitochondrialny, odpowiedzialne sg za zmiany
objetosci macierzy mitochondrialnej, wptywaja na poziom reaktywnych form tlenu oraz

zalezny od potencjatu mitochondrialnego transport jonow wapnia (Rys. 4) (Bernardi, 1999).
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Rys. 4. Schemat przedstawia skutki naptywu jonéw potasowych do wnetrza macierzy mitochondrialnej. Na
podstawie schematu zawartego w pracy Bednarczyk, 2012.

Do tej pory, poznano strukture i funkcj¢ wielu kanatow jonowych obecnych w btonie
plazmatycznej. Podobne do nich zlokalizowano réwniez W wewnetrznej blonie
mitochondriow (Rys. 5) (Szabo i wsp., 2012; Bednarczyk, 2012; Szewczyk i wsp., 2010;
Bednarczyk, 2009). Jednak dane dotyczace wewnatrzkomoérkowych kanaléw jonowych sa

nie pelne oraz czasami sprzeczne.



Zatacznik nr 2

1991 1999 2005 2008 2009 2013

macierz
mitochondrialna

ROS Ca” Ca” Ca®

Rys. 5. Schemat przedstawia zidentyfikowane kanaty potasowe w wewngtrznej btonie mitochondrialnej. Skroty
oznaczaja odpowiednio: mitoK atp — mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez ATP, mitoBKc, —
mitochondrialny kanat potasowy 0 duzym przewodnictwie regulowany jonami wapnia, mitoKv —
mitochondrialny kanat potasowy regulowany napigciem, mitolK ¢, — mitochondrialny kanat potasowy o $rednim
przewodnictwie regulowany jonami wapnia, mitoTASK — dwu porowy mitochondrialny kanat potasowy,
mitoSKc, — mitochondrialny kanat potasowy o matym przewodnictwie regulowany jonami wapnia. Dodatkowo
zaznaczono wazniejsze endogenne modulatory kanatéow oraz lata, w ktorych kanaly zostaty zidentyfikowane po
raz pierwszy. Na podstawie rysunku z pracy Bednarczyk, 2012.

Mitochondrialny kanal potasowy o duzym przewodnictwie regulowany przez wapn
(kanal mitoBKc,)

Kanat mitoBKc, opisano po raz pierwszy w mitochondriach z linii komoérek glejaka,
LN229 (Siemen i wsp., 1999). Nastepnie zidentyfikowano obecno$¢ tego kanatu
w mitochondriach migénia sercowego (Xu i wsp. 2002) oraz migsniach szkieletowych
(Skalska i wsp., 2008). Opublikowane dane wskazuja, ze wilasciwosci elektrofizjologiczne
oraz farmakologiczne tego biatka sg podobne do znanego kanatu BK¢, z btony plazmatyczne;.
Prawdopodobienstwo otwarcia kanatu mitoBKc, wzrasta wraz ze wzrostem stezenia jonow
wapnia oraz spadkiem mitochondrialnego potencjatu blonowego. Aktywnos$¢ kanatu
mitoBKc,, podobnie jak w przypadku kanatow BKc, wystepujacych w btonie plazmatyczne;j,
hamowana jest przez charybdotoksyne (ChTx), iberiotoksyne (IbTx) oraz paksylline (Pax).

Kanal mitoBKc, jako sensor jonow wapniowych moze wplywac na regulacje pracy

fancucha oddechowego. Naplyw jonow wapnia do wnetrza macierzy mitochondriow moze

10
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powodowac¢ aktywacje kanatu mitoBKc,, co prowadzi do naptywu jonow potasu. Naptyw
jondéw potasu powoduje obnizenie mitochondrialnego potencjatu btonowego przyspieszajac
prace tancucha oddechowego, tym samym zwickszajac wydajnos¢ procesu fosforylacji
oksydacyjnej. Poza jonami wapnia, aktywnos¢ kanatu mitoBK ¢, moze by¢ regulowana przez
kinaze biatkowg A (PKA). Aktywacja PKA przez analog cyklicznego AMP wykazata
wzmozony efekt NS1619 na utlenianie flawoprotein mitochondrialnych (Sato 1 wsp., 2005).
Podobny efekt byl obserwowany dla B-estradiolu, ktérego dziatanie byto hamowane przez
paksylling - inhibitor kanatu BK¢, (Ohaya i wsp., 2005).

W roku 2005 opublikowatem prace, ktéra po raz pierwszy, wskazywata na obecnosé
kanalu mitoBKc, w mitochondriach mézgu szczura (Kulawiak i Bednarczyk, 2005).
Aktywnosci  pojedynczych  kanatow  mitoBKc;  mierzylem  po  wbudowaniu
submitochondrialnych czastek izolowanych z mézgu szczura do czarnych bton lipidowych
(BLM). Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaty obecno$¢ dwoch kanatow selektywnych
dla potasu o przewodnictwie od 260 do 320 pS i od 70 do 90 pS w gradiencie st¢zen 50/450
1 50/150 mM KCI, odpowiednio. Obserwowatem rowniez aktywnos$¢ kanatu chlorkowego.
Zmierzone przewodnictwo tego kanatu wynosito od 80 do 90 pS w gradiencie stezen 50/450
mM KCI. Praca ta dotyczy wstepnych badan, ktore nastgpnie rozwijalem w okreslonych
modelach na poczatku tkankowych, pdzniej komorkowych.

Podczas pobytu w Magdeburgu (staz podoktorski) bratem udziat w badaniach, ktore
wskazuja, ze kanal mitoBKc, jest wrazliwy na poziom tlenu zawartego w roztworach
doswiadczalnych. Za pomocg techniki patch-clamp, wykazalismy, ze niedotlenienie zwigksza
aktywno$¢ kanalu mitoBKc,, co w kontekscie protekceji daje nowy dowdd udziatu tego kanatu
w tym zjawisku (Cheng i wsp., 2008).

Mitochondrialna odpowiedz na zmiany stezenia wapnia W cytozolou ma silny wptyw

na metabolizm komorek nerwowych i ich przezywalnos¢. W Kkolejnej pracy (Skalska,

11
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Bednarczyk i wsp., 2009) zaobserwowalismy, ze wzrost stezenia jonéw Ca®* indukuje
naptyw jonéw potasu do mitochondriow (na podstawie pomiaru potencjatu
mitochondrialnego oraz oddychania). Efekt Ca®* byl blokowany przez iberiotoksyne
i charybdotoksyne, znane blokery kanatu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego
przez wapn (kanat BKc,). Ponadto NS1619 — aktywator kanatu BKc, — wywotywatl
specyficzny naplyw potasu do mitochondriéw podobnie do tych wywotanych Ca®*. Wyniki
te potwierdzajg obecno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie
regulowanego przez wapn. Doswiadczenia elektrofizjologiczne, ktore wykonatem
z wykorzystaniem techniki czarnych blon lipidowych (BLM) potwierdzitly obecno$¢ tego
kanalu w wewngtrznej btonie mitochondrialnej mozgu. Przewodnictwo kanatu wynosito 265
pS w warunkach gradientu stezen (50/450 mM KCI). Potencjat odwrécenia byt rowny 50 mV,
co dowodzi, ze kanal jest selektywny dla potasu. Wyniki doswiadczenia, w ktorym
zmieniatem st¢zenie jondéw wapnia wskazujg jednoznacznie, ze kanat jest aktywowany przez
jony wapnia od strony macierzy mitochondrialnej (Rys. 6).

control

calcium free

0omvV
cis/trans 500 uM Ca*

omVv
trans perfusion

0omVv
cis perfusion

0omV

300 ms

— closed state 10 pA

Rys. 6. Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego przez kanat w czasie w uktadzie réznicy stezen 50/450
mM KCI (cis/trans). Na rysunku kolejno przedstawiono rejestracje w warunkach niskiego stezenia wapnia
(ponizej 1 uM), po podaniu 500 pM Ca?* (cis/trans) a nastepnie po wymianie roztworu o wysokim wapniu na
roztwor kontrolny, najpierw strona trans potem cis uktadu doswiadczalnego. — oznacza stan zamkniegty. Sygnat
filtrowano z czestotliwoscia 1 kHz. Na rysunku przedstawiono wynik z pracy Skalska, Bednarczyk i wsp.,
20009.
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Podobne witasciwosci obserwowano dla kanatu typu BKc,; obecnego w btonie plazmatycznej
— obserwowano zmiany aktywno$ci kanatu tylko z jednej strony (cytozolowej).
Zidentyfikowany kanat byt aktywowany przez NS1619 — aktywator kanatow typu BKca.
Catkowite blokowanie aktywnosci kanalu obserwowatem po podaniu chrybdotoksyny —
blokera kantow BKc,. WykazaliSmy réwniez, z wykorzystaniem metody Western blot
obecno$¢ podjednostki regulatorowej 4 kanatu BKc, w mitochondriach mozgu. Analiza
immunohistochemiczna potwierdzity wystepowanie podjednostki 4 w mitochondriach
neuronalnych. Praca ta byla pierwsza, ktorej wyniki otrzymane z wykorzystaniem techniki
elektrofizjologicznej oraz technik biologii molekularnej potwierdzaty obecno$¢ kanatu
mitoBKc, w mitochondriach mozgu.

Wyniki opublikowane w roku 2013 $§wiadcza o odkryciu kanatu potasowego o duzym
przewodnictwie regulowanego jonami wapnia (BKc;) w mitochondriach ludzkich komorek
srodbtonka EA.hy926 (Bednarczyk i wsp., 2013b). W tej pracy aktywno$¢ kanatu mitoBKc,
mierzytem przez pomiaru pradu jonowego ptynacego przez btone mitoplastu (tj. wewnetrzng
blong mitochondrialng), technika patch-clamp. Prady selektywne dla potasu o duzym
przewodnictwie (270 pS) rejestrowane byly w symetrycznym izotonicznym roztworze (150
mM KCI). Aktywnos¢ kanatow, ktora byta okreslona na podstawie prawdopodobienstw
otwar¢ kanatu, wzrastata z dodatkiem jonow wapnia oraz NS1619, aktywatora kanatoéw BKc,.
Blokery takie jak paxillina oraz iberiotoksyna hamowaly nieodwracalnie aktywnos$¢ kanatu
mitoBKc,. W przypadku kanatlu BKc, z blony plazmatycznej obserwowano odwracalno$é
efektu hamowania przez paksylling (Sanchez i McManus, 1996). Ta réznica wskazuje na inne
powinowactwo tego zwigzku do kanatlu mitoBKc, i w konsekwencji jest dowodem na
wystepowanie innego wariantu kanalu BKcy, w wewngtrznej blonie mitochondrialne;.
WykazalisSmy rowniez, ze substancje NS1619, NS11021 oraz jony wapnia obnizaty potencjat

btonowy oraz wplywaly na zmiane¢ szybkosci oddychania mitochondriow izolowanych
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z komoérek $rodbtonka EA.hy926. Efekty te byly blokowane przez iberiotoksyne oraz
paxilling. Analiza Western blot z wykorzystaniem frakcji mitochondrialnej komorek
srodbtonka EA.hy926 wskazuje na obecno$¢ podjednostki B2 kanatlu mitoBKc,.
Podsumowujac, po raz pierwszy wykazaliSmy, ze wewngtrznej blonie mitochondrialne;
w ludzkich komorkach s$rodblonka EA.hy926 obecny jest kanal potasowy o duzym
przewodnictwie zalezny od wapnia o wilasciwosciach podobnych do kanatu BKc, z blony
plazmatycznej (Bednarczyk i wsp., 2013b).

W kolejnej pracy przedstawitem badania dotyczace regulacji aktywnosci kanatu
potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego jonami Ca** (kanat mitoBKc,) obecnego
w wewnetrzne] blonie mitochondrialnej ludzkich komoérek gwiazdziaka U-87 MG
(astrocytoma) przez IV podjednostke tancucha oddechowego - oksydazg cytochromowa
(Bednarczyk i wsp., 2013a). Aktywnos¢ kanatu mierzytem stosujac technike patch-clamp.
Obserwowatem aktywnos¢ kanatu selektywnego dla potasu o srednim przewodnictwie 290 pS
w symetrycznym uktadzie stezen (150 mM KCI). Wykazatem roéwniez, ze kanal jest
aktywowany przez Ca?* oraz aktywator kanaldow BKc; - NS1619. Aktywno$¢ kanalu jest
hamowana przez paxilling i iberiotoksyne, znane blokery kanatow BKc,. Analiza Western
blot, mikroskopia elektronowa, doswiadczenia immunofluorescencyjne (Rys. 7) oraz PCR
wykazujg na obecno$¢ podjednostki regulatorowej B4 kanatu BKca W wewnetrznej btonie
mitochondriow ludzkich komoérek gwiazdziaka. Wykazalem rowniez, ze substraty tancucha
oddechowego, takie jak, bursztynian, NADH i glutaminian/jablczan zmniejszaja

prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu w zakresie napig¢ dodatnich.
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OxPhos

Rys. 7. Barwienia komoérek U-87 MG metoda immunohistochemii. Komoérki U-87 MG transfekowane wektorem
B4-GFP (zielony) utrwalono a nastgpnie wybarwiono przeciwciatem OXPHOS (czerwony) — marker elementow
fafcucha oddechowego. Natozenie dwdch sygnatow (z6tty) wskazuje na lokalizacje podjednostki regulatorowe;j
4 kanatu BKc, w mitochondriach ludzkich komoérek gwiazdziaka (U-87 MG). Barwnik DAPI zostat uzyty do
wybarwienia jader komorkowych (niebieski). Z pracy Bednarczyk i wsp., 2013a.

Efekt ten byt znoszony przez rotenon (Rys. 8), antymycyne i cyjanek potasu, inhibitory
tancucha oddechowego. Dodatkowo, mozliwg interakcje kanatu mitoBKc,, z oksydaza
cytochromu ¢ wykazano stosujac technike natywnej elektroforezy. Po raz pierwszy, wyniki
wskazuja na mozliwe strukturalne 1 funkcjonalne sprz¢zenie lancucha oddechowego

z mitochondrialnym kanatem mitoBKc,; w ludzkich komoérkach gwiazdziaka U-87 MG.
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Rys. 8. Analiza prawdopodobienstw otwar¢ kanatu mitoBK ¢, obecnego w mitochondriach w ludzkich komorek
gwiazdziaka U-87 MG. Z lewej, przedstawiono prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu w warunkach kontrolnych
oraz po podaniu NADH. Z prawej, przedstawiono prawdopodobienstwa otwar¢ kanalu w warunkach
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kontrolnych po podaniu rotenonu a nastepnie NADH. Wykorzystano fragment rysunku z pracy Bednarczyk i
wsp., 2013a.

Dwa lata temu, dwa rézne typy kanatow mitoBKc, zidentyfikowano w blonach
mitochondriow mozgu (Fahanik-Babaei i wsp., 2011), lecz obserwacje nie zostaly
potwierdzone przez inne grupy naukowcow.

Budowa kanalu mitoBKc, wydaje si¢ by¢ podobna do budowy kanatu z btony
plazmatycznej. Kanal BKc, z btony plazmatycznej zbudowany jest z dwodch typow
podjednostek: a i 3. Kazdy kanat BK¢, tworza 4 podjednostki o formujgce transmembranowy
por oraz 4 podjednostki B pelnigce funkcje regulatorowe. Badania prowadzone w celu
ustalenia wariantu transkrypcyjnego mitochondrialnego kanalu BKc, podjednostki o
wykazata ekspresj¢ heterologiczng BK-DEC sklonowanego z slimaka (Kathiresan i wsp.,
2009). Jak dotad, nie ma prac potwierdzajacych to doniesienie. Stosujac technike Western
blot, w mitochondrialnej frakcji mozgu stwierdzono wystgpowanie podjednostki o (Douglas
i wsp., 2006) oraz PB4 (Piwonska i wsp., 2008; Skalska, Bednarczyk i wsp., 2009).
Dodatkowo, analiza  Western  blot, mikroskopia elektronowa, doswiadczenia
immunofluorescencyjne oraz PCR wykazuja na obecno$¢ podjednostki regulatorowej B4
kanalu mitoBKc; W wewnetrznej blonie mitochondriow ludzkich komorek gwiazdziaka
(Bednarczyk i wsp., 2013a). Natomiast we frakcji mitochondrialnej komoérek $rodbtonka

zlokalizowano podjednostke regulatorowa 2 kanatu mitoBKc, (Bednarczyk i wsp., 2013b).

Mitochondrialny kanal potasowy regulowany przez ATP (kanal mitoKatp)

Mitochondrialny kanal potasowy regulowany przez ATP (kanat mitoKatp) po raz
pierwszy zostal opisany w wewngtrznej btonie mitochondriéw watroby szczura (Inoue i wsp.,
1991). Nastepnie biatko o podobnych wlasciwosciach opisano w mitochondriach

pochodzacych z serca (Paucek i wsp., 1992; Bednarczyk i wsp., 2004; Bednarczyk i wsp.,
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2005; Bednarczyk i wsp., 2008a), limfocytow T (Dahlem i wsp., 2004), migéni
szkieletowych (Debska i wsp., 2002) oraz mozgu (Kulawiak i Bednarczyk, 2005; Choma,
Bednarczyk i wsp., 2009). W ostatnich latach wykazano rowniez obecno$¢ kanatu mitoKate
W mitochondriach roslin (Matkovic i wsp., 2011) oraz organizméw jednokomoérkowych
(Kicirnska i wsp., 2007).

Kanat mitoKatp ma podobne wtasciwosci do kanatu Karp z blony plazmatycznej. Oba
biatka aktywowane sg przez substancje farmakologiczne (aktywatory kanalow potasowych)
np. diazoksyd, nikorandil. Kanaty te hamowane sg przez pochodne sulfonomocznika (np.
glibenklamid) oraz kwas 5-hydroksydekanowy (5-HD). Ponadto wptyw na aktywno$¢ kanatu
maja nukleotydy: GTP/GDP aktywuje natomiast kompleks ATP/Mg?* hamuje aktywnosé
kanatu. Ponadto istniejg prace wskazujace, ze kinaza biatkowa C bierze udzial w regulacji
aktywno$ci kanatu mitoKatp.

Wykorzystujac technike czarnych bton lipidowych (BLM), przeprowadzitem
szczegOtowe badania elektrofizjologicznych oraz farmakologicznych wiasciwosci kanatu
potasowego regulowanego przez ATP (kanat mitoKarp). Oczyszczony preparat frakcji
wewnetrznych blon mitochondrialnych serca byt rekonstytuowany do uktadu czarnych bton
lipidowych, mierzytem prad jonowy ptynacy przez pojedyncze biatko kanatowe.
Przedstawione dane $wiadczg o mozliwosci regulacji mitochondrialnego kanatu potasowego
zaleznego od ATP przez fosforylacje oraz pH (Bednarczyk i wsp., 2008a). Alkalizacja
wnetrza macierzy mitochondrialnej powodowata wzrost prawdopodobienstw otwar¢ kanatu
oraz zmiang przewodnictwa kanatu mitoKarp z 110 pS do 145 pS, odpowiednio dla pH od 7,2
do 8,2. Zmiana ta byta odwracalna (Rys. 9). Aktywno$¢ kanatu mitoKarp nie ulegata zmianie,

gdy po stronie cytozolowej dokonywano zmian pH z 7,2 do 8,2.
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Rys. 9. Efekt zmiany pH na aktywno$¢ kanatu mitoK ap. A) Rejestracje zmian przeptywu pradu jonowego przez
kanat w czasie w uktadzie r6znicy stezen 50/150 mM KCI (cis/trans) przy napigciu -30 mV. Na rysunku kolejno
przedstawiono rejestracje w warunkach pH 7,2 po zmianie na pH 8,2 a nastepnie po wymianie na roztwor o pH
7,2 (tylko strona trans uktadu doswiadczalnego). — oznacza stan zamknigty. Sygnat filtrowano z czestotliwoscia
500 Hz. B) Analiza prawdopodobienstw otwar¢ kanatu mitoK ot Obecnego w mitochondriach serca. Z lewej,
przedstawiono prawdopodobiefistwa otwar¢ kanatu po zmianie pH — strona trans oraz z prawej — strona cis. Na
rysunku przedstawiono wynik z pracy Bednarczyk i wsp., 2008a.

Ponadto, zakwaszanie (z pH 7,2 do 6,2) po stronie macierzy mitochondrialnej lub przedziatu
cytozolowego zmniejszato prawdopodobienstwo otwartego kanatu. Efekt ten byt odwracany.
Dodatkowo, przedstawione wyniki w pracy Bednarczyk i wsp., 2008a sugeruja, ze kanat
mitoKarp regulowany jest przez fosforylacje. Aktywnosci kanalu byta hamowana przez
kompleks ATP/Mg®*, ale nie przez ATP lub AMP-PNP/Mg?* (niehydrolizowany analog
ATP). Waznym odkryciem bylo réwniez, opracowanie sposobu ,reaktywacji” kanatu
mitoKarp. Przeprowadzone eksperymenty sugerujg, ze kanal mitoKatp ulega spontanicznej
inaktywacji. Skutecznym sposobem na przywrocenie aktywno$ci kanalu to réwnoczesne
dodanie kompleksu ATP/Mg** do strony macierzy oraz cytozolowej, a nastepnie kolejne
odperfundowanie stron. Wykonana w tej kolejnosci perfuzja powoduje reaktywacje kanatu
mitoKatp. W kontekscie przeprowadzonych badan wnioskowa¢ mozna, ze ATP oraz pH

odgrywaja wazng role w regulacji kanatu mitoKarp W odniesieniu do zjawiska cytoprotekcji.
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Aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego przez ATP
zidentyfikowatem rowniez w mitochondriach moézgu szczura (Choma, Bednarczyk i wsp.,
2009). Oczyszczone czastki submitochondrialne (pecherzyki wewnetrznej blony
mitochondrialnej) inkorporowatem do dwuwarstwy lipidowej a nastgpniec badatem profil
farmakologiczny. Oprocz kanatu potasowego o duzym przewodnictwie, ktory zostat opisany
wczesniej, otrzymaliSmy dane $wiadczagce o obecnosci w  wewnetrznej btonie
mitochondrialnej kanatu potasowego regulowanego przez ATP. Aktywnos¢ tego kanatu byta
hamowana przez kompleks ATP/Mg”* i aktywowana przez aktywator kanatu mitoKare,
BMS191095 (Rys. 10). Obecnie uwaza si¢, ze aktywator ten jest specyficzny tylko dla kanatu
mitoKate, @ nie dla kanatu Katp z blony plazmatyczne;.

A cisftrans 30 uM BMS 191085

control cis/trans 1 mM Mg™ plus 2.5 mM ATP

200 ms

= closed state
10pA

Rys. 10. Efekt kompleksu ATP/Mg2+ i BMS191095 na aktywnos$¢ kanatu mitoK a7p. Rejestracje zmian
przeptywu pradu jonowego przez kanat w czasie w uktadzie roznicy stezen 50/450 mM KCI w warunkach:
kontrolnych, po dodaniu 1 mM Mg?* plus 2,5 mM ATP (cis/trans) oraz po dodaniu 30 uM BMS191095
(cis/trans) w obecnosci 1 mM Mg?* plus 2,5 mM ATP (cis/trans). — oznacza stan zamkniety. Sygnat filtrowano
z czestotliwoscig 500 Hz. Z pracy Choma, Bednarczyk i wsp., 2009.

Na aktywnosc¢ tego kanatu nie miat wptywu kwas 5-hydroksydekanowy (5-HD) co wskazuje,
ze w mitochondriach mézgu szczura obecna jest inna izoforma biatka kanatowego niz na
przyktad w mitochondriach serca wotu. Dodatkowo, HMR1098 inhibitor kanatow
potasowych regulowanych przez ATP z blony plazmatycznej nie blokuje aktywnos$ci kanatu
mitoKatp, CO stanowi kolejny dowdd obecnosci ,,innego” kanatlu w mitochondriach.
Zastosowane inhibitory iberiotoksyna (bloker kanatu typu BKc,) oraz margatoksyna (bloker
kanatu typu Kv) nie powodowaty zmian aktywnos$ci kanatu, co potwierdza identyfikacje

kanatu potasowego regulowanego przez ATP. Otrzymano réwniez wyniki wskazujace na
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modulacj¢ aktywno$ci kanalu przez jony magnezu (tylko od strony macierzy
mitochondrialnej). Wykonane doswiadczenia z wykorzystaniem techniki Western blot
potwierdzily obecnos¢ w blonie wewnetrznej mitochondrialnej podjednostki Kir6.1 tworzacej
por kanatu potasowego regulowanego przez ATP. Opublikowane wyniki, po raz pierwszy,
opisujg profil elektro/farmakologiczny kanatu potasowego regulowanego przez ATP
mitochondriach z mézgu szczura.

Budowa kanatu mitoK atp nie jest do konca poznana. Wydaje si¢, ze kanal ma budowe
podjednostkowa, podobng do kanatu z blony plazmatycznej. Prawdopodobnie kanat mitoKatp
zbudowany jest z podjednostek Kir6.x (podjednostka tworzaca por kanalu) oraz czesci
regulatorowej SUR (ang. sulfonylurea receptor). Do tej pory nie okreslono jednoznacznie,
jakie izoformy podjednostek Kir 1 SUR wchodza w sktad tego kanatu. Inne badania wskazuja
ponadto, ze kanal mitoKatp moze tworzy¢ wielobiatkowy kompleks bedac funkcjonalnie
zwigzany z mitochondrialng dehydrogenazy bursztynianowa (Ardehali i wsp., 2004).

Zaproponowano, ze kanat potasowy regulowany przez ATP i kanat potasowy o duzym
przewodnictwie regulowany jonami wapnia sa regulatorami naptywu K* mitochondriéw,
objetosci macierzy mitochondrialnej oraz posrednikami cytoprotekcji. Jednak specyficznos¢
srodkow farmakologicznych stosowanych w badaniach tych kanatow oraz mechanizm
protekcji sa nadal niewyjasnione czasami nawet kontrowersyjne. W roku 2007 odbytem staz
podoktorski na Uniwersytecie w Bristolu w laboratorium profesora Andrew Halestrapa.
Otrzymane wyniki opublikowane zostaty w pracy Bednarczyk i wsp., 2008b. Podczas stazu,
badatem transport potasu do mitochondriow izolowanych z watroby oraz serca szczura
stosujac metody biochemiczne (pomiar oddychania, rozpraszanie $wiatla). Zastosowanie
jonoforu potasu (walinomycyna) oraz wymiennika K*/H® (nigerycyna) pozwolito to na
ustalenie maksymalnych zmian szybkosci oddychania oraz objetosci macierzy

mitochondrialnej. W odniesieniu do otrzymanych danych nie obserwowatem zmian
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rozpraszania swiatta w odpowiedzi na bloker 5-HD oraz aktywatory kanalu mitoKare:
diazoksyd 1 kromakalim. Jednak aktywator kanalu mitoBKc,, NS1619 zmniejszat
rozpraszanie $wiatta oraz stymulowal oddychanie, ale efekt ten byt rowniez widoczny
w srodowisku bez jonéw potasu. W przeciwienstwie do przewidywan, bloker kanatu
mitoBKc,, paxillina réwniez zmniejszat rozpraszanie $wiatta oraz bardzo stabo stymulowat

oddychanie (Rys. 11) (Bednarczyk i wsp., 2008Db).
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Rys. 11. NS1619 oraz paksyllina stymuluje oddychanie mitochondriéw izolowanych z watroby i serca szczura.
Z pracy Bednarczyk i wsp., 2008b.

Otrzymane wyniki §wiadcza, ze stosowane modulatory kanatow potasowych mogg dziata¢ nie
specyficznie (szczegdlnie w wysokich stgzeniach) badz by¢ moze posrednicza
w alternatywnych mechanizmach protekcji. Praca ta w sposob szczegodlny zwrdcita moja
uwage na mozliwosci stosowanych modulatoréw kanatéw potasowych. Wskazuje rowniez, na
potrzebe poszukiwania specyficznych zwigzkow modulujgcych aktywnos¢ mitochondrialnych
kanatéw potasowych, co jest szczegdlnie utrudnione w przypadku, gdy nie dysponujemy
pelng wiedzg na temat struktury i roli fizjologicznej tych kanatow. Szersze spojrzenie na
temat nie specyficznych efektow wybranych modulatoréw kanatéw potasowych zostato

przedstawione w pracy Szewczyk i wsp., 2010, ktorej jestem wspotautorem.
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Mitochondrialny kanal potasowy regulowany przez napiecie (kanal mitoKy)

Kanal Kv1.3 nalezacy do rodziny biatek regulowanych przez zmian¢ potencjalu
blonowego zostal opisany w blonach komoérkowych wielu tkanek (Gutman i wsp., 2005).
Obecnos¢ tego kanatu opisano, migdzy innymi, w limfocytach T, nerkach, nabtonku oraz
centralnym uktadzie nerwowym.

W wewng¢trznej btonie mitochondrialnej limfocytow T kanat mitoKv1.3 odkryto
stosujgc elektrofizjologiczng technike patch-clamp (Szabo i wsp., 2005). Jest on selektywny
dla jonéw potasowych i wrazliwy na specyficzny inhibitor kanatéw Kv: margatoksyne
(MgTx). Pokazano, ze kanaty typu Kv1.3 obecne sg zarowno w osoczu jak i btonach
mitochondrialnych, pomimo braku mitochondrialnej sekwencji kierowania. By¢é moze
mitochondrialny Kv1.3 kanal stanowi wazny czynnik w transdukcji sygnatu apoptozy (Szabo
I wsp., 2005).

W ramach projektu finansowego przez Polska Sie¢ Mitochondrialng zidentyfikowatem
kanat mitoKv1.3 w mitochondriach hipokampu chomika mongolskiego (gerbil) (Bednarczyk
i wsp.,, 2010). W tej pracy aktywno$¢ kanaldéw obecnych w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej komorek hipokampu mierzytem technikg patch-clamp. W wiekszosci
doswiadczen obserwowatem kanal selektywny dla jonow potasu o0 wiasciwosciach
napigciowo-zaleznych. Srednie przewodnictwo wynosito 109 pS. Aktywno$é kanatu byla
hamowana nieodwracalnie przez margatoxne, specyficzny inhibitor kanatu Kv1.3. Kompleks
ATP/Mg?* oraz zmiana stezen jonow Ca?* nie maja wplywu na aktywnos$¢ kanatu.
Dodatkowo agitoxina-2 (AgTx), ktéra jest silnym inhibitorem kanalow potasowych
regulowanych przez napigcie, nie miata wptywu na zmiany aktywno$¢ mitochondrialnego
kanatu typu Kv. Brak powinowactwa do agitoxiny-2 sugeruje, ze w przeciwienstwie do
kanatu z blony plazmatycznej, mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez napigcie

moze mie¢ inng budowg molekularng. Dane uzyskane z wykorzystaniem techniki Western
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blot oraz badania immunohistochemiczne na skrawkach moézgu potwierdzity ekspresje biatka
kanatu Kv1.3 w mitochondriach. Otrzymane wyniki wskazujg, ze zidentyfikowany po raz
pierwszy w wewnetrznej btonie mitochondrialnej hipokampu chomika mongolskiego, obecny
jest kanat potasowy regulowany przez napiecie (kanal mitoKv) o wiasciwosciach podobnych
do kanalu Kv1.3 z blony plazmatycznej. Kanal ten moze mie¢ wplyw na prawidtowe
funkcjonowanie mitochondriow w warunkach fizjologicznych oraz patologicznych.

Po kanalach mitoKatp Oraz mitoBKc, mitochondrialny kanat Kv1.3 jest trzecim
kanatem, ktéremu przypisuje si¢ aktywny udzial w transporcie jonéw potasowych przez
wewnetrzng btone mitochondrialng oraz dobroczynny wplyw na komorki poddane dziataniu
czynnikow szkodliwych. Jednak budowa oraz rola fizjologiczna mitochondrialnego kanatu

Kv1.3 sg ciagle stabo poznane.

Mitochondrialny, dwu-porowy kanat potasowy (kanat mitoTASK-3)

W roku 2008, opublikowano prace wskazujacag na obecno$¢ w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej kanatu potasowego typu TASK-3. Kanat ten zostal zlokalizowany
w mitochondriach ludzkich keratynocytow (linia komérkowa HaCaT) oraz w komorkach
czerniaka zto$liwego (melanoma, linia komoérkowa WM35) (Rusznak i wsp., 2008). Kanat
typu TASK-3 z blony plazmatycznej cechuje si¢ obecnoscia dwoch poréw w domenie
transmembranowej. Ponadto kanal ten jest wrazliwy na zmiany zewnatrzkomoérkowego pH
(kanal zamyka si¢ w obnizonym pH). Kanat TASK-3 bierze udzial w wielu procesach
metabolicznych m.in. w regulacji sekrecji aldosteronu, regulacji pobudzenia neuronéw oraz
w indukcji apoptozy w neuronach ziarnistych mozdzku. Badania elektrofizjologiczne
potwierdzity obecnos¢ kanatu zaleznego od pH w mitochondriach hipokampu szczura (Kajma
I Szewczyk, 2012). Opisany kanat jest selektywny dla potasu oraz wykazuje wlasciwosci

prostownicze. Podobny kanat zidentyfikowali§my w mitochondriach komorek keratynocytow.
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Przypuszczamy, ze kanal ten bierze wudzial w cytoprotekcji: wyciszenie genu
odpowiedzialnego za ekspresj¢ biatka kanalowego powoduje podwyzszenie $miertelnosci
komoérek w modelu uszkodzenia komorek wykorzystujgcym promieniowanie UVB
(manuskrypt, ktorego jestem wspotautorem zostal wystany do Journal of Investigative

Dermatology).

Inne mitochondrialne kanaly potasowe
Mitochondrialny kanat potasowy o srednim przewodnictwie regulowany przez wapn (kanal
mitolKc,)

Po raz pierwszy, 2009 roku, kanal o $rednim przewodnictwie regulowany przez Ca®*
(kanat mitolK¢,) zostat zlokalizowany W wewnetrznej blonie mitochondriow wyizolowanych
z linii nowotworowej okreznicy, HCT116 (De Marchi i wsp., 2009). Obecnos¢ tego kanatu
opisano rowniez w innych typach komorek: w ludzkiej linii HelLa oraz w mysich
fibroblastach (Sassi i wsp., 2010). Elektrofizjologiczne wtasciwosci tego kanat sg bardzo
podobne do kanatu K¢,3.1 z blony komorkowej. Kanat mitolKc, 0 przewodnictwie w zakresie
od okoto 10 pS do 90 pS jest selektywny dla jonéow potasu oraz prawdopodobienstwo
otwarcia nie zalezny od napigcia. Kanat jest nie aktywny w niskich stezeniach wapnia a
inhibitory kanatow, takie jak klotrimazol oraz TRAM-34 blokuja aktywno$¢ kanatu mitolKc,
w nanomolowych stezeniach. Rowniez, obecnos¢ kanalu w mitochondriach potwierdzity
doswiadczenia z wykorzystaniem fluorescencji oraz techniki Western blot. Jak do tej pory
rola fizjologiczna kanatu nie zostala poznana, jednak mozna si¢ spodziewac, ze obecnos¢
kanatu przyczynia si¢ do zmian przewodnictwa potasu wewnetrznej btony mitochondrialnej,

co powoduje zmiany w objetosci macierzy lub wptywa na regulacje poziomu jondw wapnia.
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Mitochondrialny kanat potasowy o malym przewodnictwie regulowany przez wapn (kanat
mMitoSKc,)

W przeciwienstwie do kanaléw o duzym przewodnictwie regulowanych przez Ca®*
(kanat BKc,), kanaly o malym przewodnictwie regulowane przez Ca®* (kanal SKca) nie sa
zalezne od potencjatu i sg wrazliwe tylko na jony wapnia zwigzane z kalmoduling. Kanatly
SKca posrednicza w indukowanej przez agonistow hiperpolaryzacji komorek $rodblonka
i odgrywaja zasadniczg rol¢ w zaleznym od $rodbtonka dziataniu substancji rozszerzajacych
naczynia krwionosne (Nilius i Droogmans, 2001). Wykazano rowniez, ze obecne sag w btonie
komorkowej neurondow gdzie zapewniaja kontrolg aktywnosci receptora NMDA. Najnowsze
doniesienia wskazuja, ze kanal SKc, zostat rowniez zlokalizowany w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej serca $§winki morskiej (Stowe i wsp., 2013). Identyfikacja tego biatka
zostata potwierdzona z wykorzystaniem Western blot, immuno-histochemicznych barwien,
mikroskopii konfokalnej, mikroskopii elektronowej, spektroskopii masowej oraz technik
elektrofizjologicznej BLM. Ponad to wykazano, ze aktywator DCEB kanatu mitoSKc,
inicjuje kardioprotekcje (Stowe i wsp., 2013). Kanal SKc; zostal roéwniez opisany
w wewngtrznej btonie mitochondriow nuronalnych oraz wykazano, Ze aktywacja kanatu
mitoSKc, moze by¢ neuroprotekcyjne w warunkach zaburzenia czynnosci mitochondriow

(Dolga i wsp., 2013).
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Podsumowanie

Do tej pory zidentyfikowano w wewnetrznej btonie mitochondrialnej kilka r6znych
kanatéw potasowych. Powstato wiele hipotez wigzgcych mitochondrialne kanaty potasowe ze
smiercia komorkowa. Obserwowane efekty cytoprotekcyjne z udziatem tych kanalow
pobudzily intensywne badania przede wszystkim farmakologii, ukierunkowane na regulacje
tych bialek w czasie stresu komorkowego. Wydaje si¢, ze badania te moga w niedalekiej
przysztosci zaowocowaé opracowaniem nowych terapii ograniczajacych obumieranie tkanek
w takich sytuacjach jak niedotlenienie migsnia sercowego czy tez chorob

neurodegeneracyjnych.

Najwazniejsze rezultaty/wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzacych
w sklad osiagniecia:

e Kanaty potasowe typu Katp 0raz BKc, obecne s3 w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej moézgu szczura (Kulawiak i Bednarczyk, 2005)

o Identyfikacja elektrofizjologiczna, farmakologia oraz immunodetekcja kanatu
mitoBKc, w mitochondriach mézgu szczura (Skalska, Bednarczyk i wsp., 2009)

e Lokalizacja, identyfikacja oraz opis wlasciwosci elektro/farmakologicznych kanatu
mitoKatp W mitochondriach mozgu szczura (Choma, Bednarczyk i wsp., 2009)

e Szczegodlowa analiza elektrofizjologiczna regulacji kanatu mitoKarp przez fosforylacje
oraz pH — w modelu opartym na mitochondriach izolowanych z mi¢$nia sercowego
wohu (Bednarczyk i wsp., 2008a)

e Identyfikacja oraz opis wlasciwosci biofizycznych kanatu mitoKv w mitochondriach
hipokampu chomika mongolskiego (Bednarczyk i wsp., 2010)

e Odkrycie kanatu mitoBKc, w wewngtrznej btonie mitochondrialnej ludzkich komorek
endotelialnych (Bednarczyk i wsp., 2013b)

e Opis regulacji kanatu mitoBK¢, przez IV podjednostke tancucha oddechowego -

oksydaze cytochromowg — na podstawie badan prowadzonych na mitochondriach
z ludzkich komorek gwiazdziaka U-87 MG (Bednarczyk i wsp., 2013a)
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Przebieg kariery zawodowej

Studia ukonczytem w roku 1999 na Wydziale Matematyki i Fizyki Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Prace magisterska wykonalem w Zakladzie Biofizyki,
promotorem byt prof. dr hab. Stanistaw Krawczyk. W tym samym roku zostatem zatrudniony
na etacie asystenta w Szkole Gloéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (Katedra
Fizyki, Zaktad Biofizyki). Zajmowatem si¢ badaniami pradéw potasowych aktywowanych
napigciem w komoérkach migsniowych (Dworakowska i wsp., 2004) oraz okres§leniem funkcji
kanatéw chlorkowych z rodziny CIC (Dofowy i wsp., 2002). W roku 2000 zostalem
przeniesiony na studia doktoranckie. Rozpoczalem wspotprace z prof. dr hab. Adamem
Szewczykiem z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Pracownia
Wewnatrzkomérkowych Kanatéw Jonowych. W trakcie studiéw realizowatem zadania
badawcze dotyczace okreslenia mozliwosci tworzenia kanatu przez biatko Gfpl (Flis i wsp.,
2002) oraz badatem wlasciwoséci modelu kanalu jonowego tworzonego przez fragment M2
receptora glicynowego (Bednarczyk i wsp., 2002). Wiodagcym projektem byly badania
wlasciwosci elektrofizjologicznych mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego
przez ATP obecnego w mitochondriach migénia sercowego (Bednarczyk i wsp., 2004;
Bednarczyk i wsp., 2005). Badania te stanowily dorobek doktoratu, ktory obronitem w roku
2004 pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Dotowego. W roku 2005 zostalem zatrudniony
jako adiunkt w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (Katedra Fizyki,

Zaktad Biofizyki). W tym czasie zajmowatem si¢ realizacja projektow:

(tutaj zamiescitem wazniejsze projekty, ktore realizowatem poza tymi zgloszonymi jako wchodzqce w sklad osiggniecia)

e Badania kanatow potasowych obecnych w mitochondriach Acanthamoeba castellanii
(Kicinska i wsp., 2007)

e Badania wptywu pochodnych stilbenu na aktywno$¢ mitochondrialnych kanatow
chlorkowych (Koszela-Piotrowska i wsp., 2007)
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e Mozliwosci regulacji kanatu mitoBKca przez zmiany poziomu tlenu (niedotlenienie)
(Cheng i wsp., 2008)

¢ Identyfikacjg kanatu mitoBK¢c, w mig$niach szkieletowych (Skalska i wsp., 2008)

e Badania kinetyki i bilansu transportu jonow przez warstwg spolaryzowanych komorek
nablonkowych

e Mitochondria jako miejsce ingerencji farmakologicznej w terapii insulinoopornosci i
cukrzycy typu 11

e Mitochondria jako potencjalne miejsce ingerencji farmakologicznej w zapobieganiu
uszkodzeniom komorek srédbtonka naczyniowego w warunkach hiperglikemii 1
hiperlipidemii

W okresie po doktorskim odbytem staze w:

o Department of Neurology, Otto-von-Guericke Universitidt Magdeburg, Germany;

4 miesigce W 2008 — staz podoktorski. Zakoncony pracag Bednarczyk i wsp., 2013a,

e Department of Biochemistry, School of Medicine, University of Bristol, UK;
2 miesigce w 2007 — staz podoktorski. Zakonczony pracg Bednarczyk i wsp., 2008b,

e Department of Neurology, Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg, Germany;
3 miesigce w 2006 — staz podoktorski. Zakonczony pracag Cheng i wsp., 2008.

Obecnie jestem zaangazowany w projekty: ,,Od mitochondriéw do innowacyjnych
kosmetykow o dziataniu protekcyjnym”, ,,Nowe mitochondrialne biosensory do badania
komoérkowych mechanizmow ochronnych przed uszkodzeniem przez hipoksje” oraz
,Program doskonalenia dydaktyki SGGW w dziedzinie pozyskiwania surowcdéw roslinnych
dla energetyki w kontekscie celow Strategii Europa 2020”. Obszerny opis dorobku znajduje

si¢ w zalaczniku nr 4.
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Tabela 1. Zestawienie wybranych osiagni¢¢ wehodzacych w sktad dorobku.

Liczba prac wchodzacych w sklad osiagniecia

10
naukowego
Liczba prac po doktoracie (razem ze stanowiacymi 97
osiggniecie naukowe)
Liczba prac przed doktoratem 6

Liczba odbytych konferencji po doktoracie 20

Liczba wystapien po doktoracie (seminaria, referaty) 16

Odbyte kursy i szkolenia po doktoracie 11
Sumaryczny impact factor wedlug listy Journal Citation 59 142

Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania ’

Liczba punktéw MNiSW 541

Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science 258

Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science 10

7/7&/;/ %%”//&7 S
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