J\—. T .
)0 instytut biologii doswiadczalnej

PN im. Marcelego Nenckiego PAN

Milena Krajewska

Oddzialywania kanalu potasowego ROMK?2

z bialkami mitochondrialnymi

Praca doktorska
wykonana w Pracowni Wewnatrzkomoérkowych

Kanaléw Jonowych
Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN

PROMOTOR:
dr hab. Piotr KoprowskKi

Warszawa, 2021



Oswiadczenie autora

Ja, nizej podpisana Milena Krajewska wyrazam zgode na przechowywanie i udostgpnianie
mojej pracy doktorskiej pt. ,,Oddziatywanie kanalu potasowego ROMK2 z biatkami
mitochondrialnymi” przez Biblioteke Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN w formie drukowanej, w czytelni oraz w ramach wypozyczen mig¢dzybibliotecznych,

na zasadach dozwolonego uzytku.

Jednoczes$nie udzielam Bibliotece Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
nieodplatnej licencji niewylacznej na korzystanie z w. w. pracy bez ograniczen czasowych
i terytorialnych na nastgpujacych polach eksploatacji:

1) umieszczenie tresci pracy w formie pliku pdf wraz z metadanymi, w repozytorium
cyfrowym RCIN (Repozytorium Cyfrowe Instytutow Naukowych, Kolekcja: Instytut
Biologii Doswiadczalnej PAN/ Prace dyplomowe) znajdujacym si¢ pod adresem:
https://rcin.org.pl/dlibra/collectiondescription/121

2) zwielokrotnienie utworu technikg cyfrowg (digitalizacja pracy w przypadku

konieczno$ci zeskanowania wersji drukowanej)

Warszawa, dnia ...............ccooeiinennan. Podpis...ccoviniiiiii


https://rcin.org.pl/dlibra/collectiondescription/121

Praca wspoffinansowana
z grantu Narodowego Centrum Nauki (2015/19/B/NZ1/02794).



Pragne serdecznie podziekowaé:

Promotorowi, dr hab. Piotrowi Koprowskiemu
za poswigcony czas, przekazang wiedze,

okazang pomoc i opieke merytoryczng.

Prof. dr hab. Adamowi Szewczykowi
za cenng wiedze, inspirujgce dyskusje,

wsparcie oraz okazang zyczIliwosé.

Pracownikom i Doktorantom
Pracowni Wewngtrzkomorkowej Kanatow Jonowych

Za pomoc, zyczliwosé, wspoilprace i wspolnie spedzony czas.



Szczegolne podzigkowania skltadam:

Mojej rodzinie, a szczegolnie rodzicom i rodzenstwu,

za nieustanne wsparcie oraz niegasngcg wiarg we mnie.



SPIS TRESCI

SPIS SKROTOW.......oooomiiimiiiiiiiiiiessies sttt 12
1. STRESZCZENIE ...ttt 17
2. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM (ABSTRACT) ...ocoviiiiieiieicienenieie 18
BUWSTEP ... s 19
3.1 KANALY POTASOWIE ...ttt 19
3.2. KANALY POTASOWE Z RODZINY KR s.citeiueeiieieiienieiiesiesiisieseeeeie e 22
3.2.1. Farmakologia kKanatOw Kir........cccceiiiiiiiiiiiiii e 25
33 KANAL KIRL L. 26
3.3.1. Ekspresja tkankowa i fizjologiczna rola ROMK (Kirl.1)...ccooeoeieieniieninnninnee 27
3.3.2. Wiasciwosci elektrofizjologiczne Kirl. 1 ........cooviiiiiiiiiiiiiiniei e 28
3.3.3. Farmakologia kanalu ROMK ............cccooiiiiiiiii 29
3.3.4. Bezposrednie oddzialywania Kir1.1 z biatkami 1 kompleksy biatkowe Kji1.1..... 30
3.3.5. Izoformy kanatu ROMK ...........cooiiiiiiiiieiic e 30

3.4. MITOCHONDRIALNY KANAL POTASOWY REGULOWANY PRZEZ ATP
(0] 7 =) TSSOSO 31
3.4.1. Wiasciwosci elektrofizjologiczne i farmakologia mitoKATe ......cccovvvvieiviiininnne. 31
3.4.2. Rola fizjologiCzna MITOKATP «...eviiiiriiiiiiceeee s 33
3.4.3. Hipotezy o molekularnej tozsamos§ci mitoKATP ....cvevvvvviiiiiiiiiiieiiie e 35
3.4.3.1. Kompleks kanalow Kirh.X........ccooviiiiiiiiiiii 36
3.4.3.2. Kompleks dehydrogenazy bursztynianOWej..........c.ccovevvevieieerieiieseesie e 37

3.4.3.3. Izoforma ROMK2 — lokalizacja mitochondrialna i wptyw na mitochondria 37
3.4.3.4. Biatko MITOK (CCDC51) — wlasciwosci, farmakologia 1 wptyw na

MITOCNONAIIA. ...t ettt 38

4. ZALOZENIA I CELE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ......ccccooeiiiieiieeieieeeeesee e, 39
5. MATERIALY I METODY ....oooiiiiiiiiiiie ettt 40
5.1. KLONOWANIE MOLEKULARNE ........coiiiiiiiieie et 40
5.1.1. Wektory genetyczne wykorzystywane w badaniach .............ccccceevveiiiiinnninne. 40
5.1.0. 0. PET-28A(H) ettt bbb s 40



5.1.1.2. PEDNAZ.L(H) corvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeses e eseseeeessse e s e s s eseseseeess e ees s 41

5.1.2. Reakcja tancuchowa polimerazy ...........ccocvviiiiiiiiieiieiceee e 42
5.1.3. Trawienie reStrYKCYJNE ..c.vveuieieiieie ettt et sreene s 43
TN B =T 1oy - W T - Lo | SRRSO 44
5.1.5. Rozdziat elektroforetyczny DNA w Zelu agaroZOWYM ........ccceecvvvveiieniinieeneennens 44
5.1.6. OCZYSZCZANIE DINA ... oo 45
5.1.6.1. Oczyszczanie produktu PCR z mieszaniny reakCyjnej.........cccocevvverveiverneenne. 45
5.1.6.2. Oczyszczanie DNA z Zelu agarazoWeJO0 ........eevvvveeiireiiiieniieessneessineessineeens 45
5.1.7. Wektory wykorzystywane do ekspresji biatek w bakteriach oraz w komoérkach
SSACZYCH ..ttt bbbttt b bbb 46
5.1.7.1. Wektory wykorzystywane do ekspresji biatka ROMK1/2 w bakteriach ...... 48
5.1.7.1.1. Wektory: pKirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz pROMK1bac-6xHis.. 49
5.1.7.1.2. Wektory: pSUMO-KirBac1.3-ROMK1bac-6xHis oraz
PSUMO-ROMKILDAC-6XHIS ..ottt 49
5.1.7.1.3. Wektory: pMISTIC-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz
PMISTIC-ROMKIDAC-BXHIS ..o 50
5.1.7.1.4. Wektory: pOmpF-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz
POMPF-ROMKIDAC-BXHIS ..o s 50
5.1.7.1.5. Wektor pROMK2bac-6XHIS ........ccceeveiieiiiiiiecce e 50
5.1.7.2. Wektory wykorzystywane do eksperymentow typu TurbolID....................... 51
5.1.7.2.1. Wektor pROMK2-TUIDOID .......ccoeiiiiiiiiiiieeeeeee s 51
5.1.7.2.2. Wektor pPSMAC-TUIDOID .......ccooiiiiiiieeceee s 51
5.1.7.2.3. Wektor pOTC-TUIDOID ........ccoeiieeiicce et 51
5.1.7.3. Wektory wykorzystywane do eksperymentow typu Co-IP ...........cccccvvnenne. 52
5.1.7.3.1. WeKtor PROMK2-V5 .......coiiiiiiiiiiieee e 52
5.1.7.3.2. WEKLOr PPRDXL.....cutiiiiiiiiisiesiisiesiie et 52
5.1.7.3.3. WeKtor pPGPATCHS.........coiiiiiiiieee s 52
5.1.7.3.4. WEKIOT PTP53 ...t 52
5.1.7.3.5. WeKLOr PIMPDH2 ........ciiiiiieiee e 52
5.1.7.3.6. WEKLOIr PAGK ..ottt 53
5.1.7.3.7. WeKLOr PPARPL ..ot 53
5.1.8. Transformacja geNEtYCZNA . ........couueiiieirie i eiie e see et see e sae e re e 53
5.1.9. Izolacja plazmidowego DNA z komdrek bakteryjnych .........cccovviiiiiiiinninnnns 54
5.2. HODOWLE BAKTERYJINE........coiiiiiiiiiiitiisiei e 55



5.2.1. Prowadzenie NOAOWI ........ccooiiiiiiiiiie e e 55
5.2.2. Szczepy bakterii Escherichia coli wykorzystywane w prowadzonych

DAAANTACKH ... 55
5.2.2.1. E. COli XL1-BlIUE MRF' ....coiiiiiiiiiiesieee e 55
5.2.2.2. E. cOli BL21(DES3)-PLYSS .....ooiiiiiiiiiiieeeeee e 56
5.2.2.3. CopyCutter™ EPIA00T™.........cooiiiiiiiieiie e 56
5.2.2.4. NEB® StADIE .......cocvviiiecicieeicce ettt 57

5.2.3. Produkcja biatka ROMK1/ROMK?2 w komorkach bakteryjnych .............ceenee. 57
5.2.3.1. Sprawdzenie poziomu produkcji biatka ROMK1 oraz ROMK2 w E. coli ... 57
5.2.3.2. Produkcja biatka ROMK1 oraz ROMK2 w E. COli....ocvvvvveiiiiiiiecee 58

5.2.4. 1zolacja bIon E. COl....oiiiiiiiiiicce s 58

5.3. HODOWLA KOMORKOWA KOMOREK SSACZYCH......oocooviriirinrinrireniinnen, 59

5.3.1. Linia KOMOTKOWA. .......oiiiiiiiiiiiieiie ettt 59

5.3.2. Prowadzenie NOUOWIT ..........ccooviiiiiiiiicssce s 59

5.3.3. Transfekcja komorek HEK293T ......cccooiiiiiiiiiiieeece e 59
5.3.3.1. Transfekcja komorek w eksperymentach typu TurboID ........ccocceviiiiiiinnnns 59
5.3.3.2. Transfekcja komorek w eksperymentach typu Co-1P..........cccccvvveiiiinnenne. 60

5.3.4. Biotynylacja biatek w eksperymentach typu TurbolD ...........ccccoviiiiiiiniennnnnn. 61

5.3.5. Izolacja frakcji wzbogaconej w mitochondria............cceeveieieeiiiic e 61

5.3.5.1. lIzolacja frakcji wzbogaconej w mitochondria z zastosowaniem digitoniny . 62

5.3.5.2. Izolacja frakcji wzbogaconej w mitochondria z zastosowaniem buforu

SACNATOZOWEGO. .....cueeeeeete ettt ettt b e bbbt e et n et bbb ene s 62

5.4. 1ZOLACJA 1 OCZYSZCZANIE BIALEK ......ccciiiiiiiiiiiiceeee s 63
5.4.1. Oczyszczanie biotynylowanych bialek............cccooiviiiiiiiiie 66
5.4.2. KOIMMUNOPIECYPITACIA ...vvevveeveeieeieeiieiieeiteetesteeste st e sta et e steesbe e e esreennesneene s 68
5.4.2.1. Koimmunoprecypitacja biatek solubilizowanych w detergencie................... 68
5.4.2.2. Koimmunoprecypitacja biatek solublizowanych za pomoca polimeréw...... 70
5.4.3. Oczyszczanie biatek produkowanych w btonach bakterii E. coli ............cccc... 71
5.4.3.1. Solubilizacja biatek z blon bakteryjnych..........cccooeviiiiiiiiiii, 71
5.4.3.1.1. Solubilizacja z wykorzystaniem detergentow .............ccccevvvvrreernenn. 71

5.4.3.1.2. Solubilizacja z wykorzystaniem Kopolimerow............c.coevevvrivernnnnn. 72

5.4.3.2. Oczyszczanie biatka ROMK1-6xHis oraz ROMK2-6xHis z pomocg
chromatografii metaloPOWINOWACIWA ...........ccvveiiiiiiiiie e 72
5.4.3.3. Dysocjacja agregatow biatka ROMK2 .........cccccooiiiiiiiiiiiii e 73



5.5. OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA W PROBKACH. ........c.cooveeeeeeeeeeeeerenn 73

5.5.1. Metoda z zastosowaniem kwasu bicynchoninOWego ...........ccccovererencieneneninnes 73
5.5.2. Metoda Bradforda..........ccooeieieiiiiiiiisieeie s 74
5.5.3. Pomiar stezenia biatka ze znacznikiem 6XHiS...........ccceviiiiiiiiniiiiiiie e 74
5.6. ANALIZA SKEADU PROBEK ..ot 75
5.6.1. Metoda WeStern BIOt.........ccooiiiiiiiiie e 75
5.6.1.1. Przygotowanie ProbeK ..........cccciiiiiiiiiiiiiie i 75
5.6.1.2. Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym w warunkach
deNatUITJACYCH ..ot 75
5.6.1.3. EIEKIrOtranSTer .....ccvveiieie et 76
5.6.1.4. IMMUNOCYLOCHEIMIA .....cveiiiiiccie e 76

5.6.2. Mikroskopia immunofluorescencyjna z wykorzystaniem mikroskopu

KONTOKAINEGO ...t 77
5.6.3. SPEKLIOMELITA MAS ....cviiiiiiieieit e 79
5.7.POMIARY AKTYWNOSCI KANALOWE] BIALKA ROMK2-6XHIS.................... 80
5.7.1. Przygotowanie proteolipOSOMOW ..........cccviiiieeriiriiieiiieiiee s 80
5.7.1.1. Optymalizacja warunkéw przygotowywania proteoliposomow ................... 80
5.7.1.2. Rekonstytucja biatka ROMK2-6xHis w proteoliposomach...............cc........ 80
5.7.2. Przygotowanie nanodyskow do doswiadczen metodg sztucznych bton
HPIAOWYCR ..ottt e e re e 81
5.7.3. Metoda sztucznych bton lipidowych ..........cooviiiiiie 81
5.7.4. Pomiary aktywnosci biatka kanalowego ROMK2-6xHis w obecnosci
MNOAUIATOTOW ...ttt e et e e b e e e e e 83
5.8. ANALIZADANY CH.... .ottt 85
5.8.1. Analiza wynikOw spektrometrii Mas ........ccccveviieiiieiiiiiiics e 85
5.8.2. Analiza rejestracji elektrofizjologiCznyCh ..o 85
5.8.3. ANAliza STALYSYCZNA ....ocueeuieieieeie it 88
5.9. DODATKOWE MATERIALY ..ottt 88
5.9.1. Bufory wykorzystywane w przedstawionych eksperymentach..............ccccccccv.. 88
B. WYY INTKI ..ottt ettt et en et e e eesreesbe e e 90
6.1. IDENTYFIKACJA BIALEK ODDZIALUJACYCH Z BIALKIEM KANALOWYM
ROMK2 ZWYKORZYSTANIEM TECHNIKI TURBO-ID .....c.ccocooveieiieeee e 90
6.1.1. Optymalizacja warunkow transfekcji i biotynylacji komorek...........ccvevvveennnnen. 91



6.1.2. Wybor metody izolacji frakcji wzbogaconej w mitochondria ..........cccccevcvviiennns 94

6.1.2.1. Okreslenie czysto$ci frakcji wzbogaconej w mitochondria izolowanej z

WYKOrzystaniem digitOniny .........c.cceieeiieieiie e 96
6.1.3. Oczyszczanie biatek biotynylowanych.........ccccccoviiiiiiiiiiii e, 98
6.1.4. Analiza wynikow uzyskanych za pomoca spektrometrii mas...........cccocevvvrnene. 100

6.2. ODDZIALYWANIA BIALKA ROMEKR ......ooiiiiiiiiseet e 106
6.2.1. Optymalizacja warunkOw transtekCji.......oovcvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 107

6.2.2. Badanie oddzialywan potencjalnych biatek oddziatujacych z biatkiem
ROMKZ2-V5 za pomocg metody koimmunoprecypitaci ....veeverververenveseeiniereseennes 108
6.2.3. Potwierdzenie oddzialywan pomigdzy biatkiem ROMK2, a AGK za pomoca
immunoprecypitacji natywnych nanodyskOw ..........ccccoieiiiiniiiiiiieec e 112

6.2.4. Subkomoérkowa lokalizacja ROMK2-V5 - obrazowanie za pomoca

MIKroSkopii KONTOKAINE]........coviiiiiiiiece e 114
6.3. HETEROLOGICZNA EKSPRESJA ROMK2 W BAKTERIACHE. COLI............. 117
6.3.1. Konstrukty do ekspresji bialek ROMKI1 oraz ROMK2 ...........ccoeviiiiiiiiinnnnn, 117
6.3.2. Ekstrakcja biatek ROMK z bton bakteryjnych za pomoca detergentow............ 120
6.3.3. Ekstrakcja i oczyszczanie biatka ROMK 1-6xHis oraz ROMK2-6xHis z bton
bakteryjnych solubilizowanych DDM...........ccociiiiiiiiiieee e 122
6.3.3.1. Rekonstytucja biatka ROMK2-6xXHis d0 liposSomoOw ...........ccccevrvreeriennnne 123
6.3.4. Solubilizacja bton E. coli i oczyszczanie biatek ROMK1/2-6xHis z bton
bakteryjnych w obecnosci kopolimeréw DIBMA oraz SMA ........ccccoiviiiiiiienieiienne 125
6.3.5. Dysocjacja agregatéw biatka ROMK2-6xHis do nizszych form
(o] 10T 0q1=] Y074 1) Y/o! o HO SO SS 129
6.3.6. Optymalizacja warunkow dializy polimerowych nanodyskow.............ccceeueee. 130
6.4. BADANIA FUNKCJONALNE BIALKA ROMK2-6xHIs PRODUKOWANEGO
W BAKTERIACH ...ttt 132

6.4.1. Aktywno$¢ biatka kanatowego ROMK2-6xHis inkorporowanego do PLB

Z PrOtEOIIPOSOIMIOW ...ttt 132
6.4.2. Wptyw polimeréw SMA i DIBMA na stabilno$¢ planarnych bton lipidowych
Uformowanych z azoleKEYNY .........cuiiiiiiiei e 133
6.4.3. Aktywno$¢ biatka kanatowego ROMK2-6xHis inkorporowanego z

polimerowych NaNOAYSKOW .......cciiiiiiiiiiiiciic e 135
6.4.4. Charakterystyka aktywnos$ci biatka ROMK2-6XHIS ..........cccoviiiiiiiiiiiiiins 137
6.4.4.1. Wpltyw jonéw magnezu na aktywnos¢ biatka ROMK2-6xHis ................... 137



6.4.4.2. VU591 hamuje aktywnos$¢ kanatu ROMK2-6XHIS........ccoovviiiiiniiiinne, 138

6.4.4.3. Wptyw kompleksu ATP/Mg?* na aktywnos$¢ kanatu ROMK2-6xHis ........ 138
6.4.4.4. Wptyw diazoksydu na aktywnos¢ kanatu ROMK2-X6His.............c..cocn...e. 139
6.4.4.5. Polarno$¢ efektow diazoksydu i ATP/Mg?* na aktywno$¢ kanatu

ROMEKZ-BXHIS ..ottt sttt sreeneeanee e 141
6.4.4.6. Wptyw 5-HD na aktywno$¢ kanatu ROMK2-6XHIS.........c.cccocviiiiiirinnnnnne 144
6.4.4.7. Wptyw glibenklamidu na aktywno$¢ kanatu ROMK2-6xHis..................... 145

6.5. BADANIE WPLYWU PRODUKTOW AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ
BIALKA AGK NA AKTYWNOSC KANAELU ROMK2-6XHIS .....ovvomriiriiniieerenens 146
6.5.1. Wpltyw kwas lizofosfatydowego na aktywnos$¢ kanatu ROMK2-6xHis............ 146
6.5.2. Wplyw kwasu fosfatydowego na aktywnos¢ kanatu ROMK2-6xHis................ 147
T DY SKUSIA ettt ettt e s bt et e s et e e s e sre e s reeneeereenreeneenneenns 148
8. PODSUMOWANIE ... oottt enneeneesneennas 164
9. BIBLIOGRAFIA ...ttt bbbt 165
10. LISTA PUBLIKAGCUII .ottt 202

11



SPIS SKROTOW

AY — potencjat elektrochemiczny (ang. electrochemical potential)

3-NPA — kwas 3-nitropropionowy (ang. 3-nitropropionic acid)

4-AP — 4-aminopirydyna (ang. 4-aminopyridine)

5-HD - kwas 5-hydroksydekanowy (ang. 5-hydroxydecanoic acid)

6xHis — znacznik polihistydynowy (ang. polyhistidine-tag)

ABS — przedporodowy zespoét Barttera (ang. antenatal Bartter syndrome)
ADP — adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine 5'-diphosphate)

AGK - kinaza acyloglicerolowa (ang. acylglycerol kinase)

ANT - translokaza nukleotydow adeninowych (ang. adenine nucleotide translocase)
APS — nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine 5'-triphosphate)

ATP -aza — adenozynotrifosfataza (ang. adenosine triphosphatase, ATP-ase)
BCA — kwas bicynochoninowy (ang. bicinchoninic acid)

BCECF - sonda fluorescencyjna: 2',7'-bis-(2-karboksyetylo)-5-(i-6)-karboksyfluoresceina
(ang. 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein)

bioAMP — biotynylo-5-adenozynomonofosforan (ang. biotinyl-5 -adenylate)

BiolD — metoda biotynylacji bialek sasiadujacych (ang. proximity-dependent biotin
identification)

BKca — kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany napigciem i jonami wapnia
(ang. big conductance calcium-activated potassium channels)

BLM — czarne btony lipidowe (ang. black lipid membranes)
BSA — surowicza albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)

CFTR - biatko tworzace kanat chlorkowy w blonie komodrkowej (ang. cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator)

CMC - krytyczne stgzenie micelizacji (ang. critical micelle concentration)
CMV - promotor cytomegalowirusa (ang. cytomegalovirus promotor)
Co-IP — koimmunoprecypitacja (ang. co-immunoprecipitation)

CV — objetos¢ ztoza (ang. column volumes)

DAG - diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DDM — n-dodecylo-B-D-maltozyd (ang. n-dodecylo-beta-D-maltozyd)
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DGKE - kinaza epsilon diacyloglicerolu (ang. diacylglycerol kinase epsilon)

DIBMA - poli[diisobutylen-alt-(kwas maleinowy)] (ang. poly[diisobutylene-alt-(maleic
acid)])

DIBMALPs — natywne/polimerowe nanodyski/czgsteczki lipidowe (ang. DIBMA lipid
particles)

DMEM - pozywka hodowlana (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dNTP — trifosforan deoksynukleotydow (ang. deoxyribonucleotide triphosphate)
DTT - 1,4-ditiotreitol (ang. 1,4-dithiothreitol)

E. coli — Escherichia coli, pateczka okreznicy

EDTA — kwas etylenogliko-bis(B-aminoetyloeter)-N,N,N,N’-tetraoctowy (ang. 2,2'2",2""-
(ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic acid)

EGTA - kwas etylenodiamino-N,N,N’,N’-tetraoctowy (ang. 3,12-bis(carboxymethyl)-6,9-
dioxa-3,12-diazatetradecane-1,14-dioic acid)

Ek — potencjatu rownowagi potasu (ang. potassium balance potential)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
ENaC — nablonkowy kanat sodowy (ang. epithelial sodium channel)

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

GIRK — potasowy kanat prostowniczy sprz¢zony z biatkiem G (ang. G protein gated inward
rectifying potassium channel)

GPCR - receptor sprzezony z biatkami G (ang. G protein-coupled receptor)
GPATCHS - biatko kodowane przez gen GPATCHS8 (ang. G-patch domain containing 8)
H9c2 — linia komoérkowa szczurzych kardiomioblastow (ang. rat cardiomyoblast cell line)

HEK293T - ludzka linia komorkowa, ktéra pochodzi z embrionalnych komoérek nerki
(ang. human embryonic kidney)

HEPES — kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfonowy
(ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

IKca — kanaly potasowe regulowane jonami wapnia o $rednim przewodnictwie
(ang. intermediate conductance calcium-activated potassium channels)

IMAC — chromatografia powinowactwa wobec jonow metali - metalopowinowactwo (ang.
ion metal affinity chromatography)

IMPDH2 — dehydrogenaza inozyno-5'-monofosforanu 2 (ang. inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase 2)
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IP — immunoprecypitacja (ang. immunoprecipitation)

IPTG —izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozyd (ang. isopropyl-f-D-1-thiogalactopyranoside)
K2p — dwuporowe kanaly potasowe (ang. tandem pore domain potassium channels)

Katp — kanat potasowy blokowany przez ATP (ang. ATP inhibited potassium channel)

Kca — kanat potasowy aktywowany jonami wapnia (ang. calcium-activated potassium
channels)

Kir — dokomoérkowy prostowniczy kanal potasowy (ang. inwardly rectifying potassium
channel)

Kv — kanal potasowy regulowany napig¢ciem (ang. voltage-gated potassium channel)
lac — operon laktozowy (ang. lac operon)

LB — pozywka LB (ang. lysogeny broth)

LPA — kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid)

MABCL1 — mitochondrialne biatko majace kasete wigzaca ATP (mitochondrial ATP binding
casette)

MAMs — miejsce kontaktu pomiedzy siateczka $rodplazmatyczng, a mitochondrium
(ang. mitochondrial associated membranes)

mitoKatp — mitochondrialny kanat potasowy blokowany przez ATP (ang. mitochondrial
ATP-sensitive K* channels)

MDCK — modelowa linia komorek ssakow wykorzystywana w badaniach biomedycznych
(ang. Madin Darby Canine kidney cells)

MPP — proteaza mitochondrialna (ang. mitochondrial processing peptidase)
MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger ribonucleic acid)
MS — spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

Myo — miozyna (ang. myosin)

NBD — domeny wigzace nukleotydy (ang. nucleotide-binding domains)

NHERF2 — kofaktor regulujacy wymiennik sodowo-wodorowy (ang. sodium-hydrogen
exchange regulatory cofactor)

NKCC2 — kotransporter Na-K-2Cl (ang. Na-K-2Cl cotransporter)

NMW(CO - odciecie nominalnej masy czasteczkowej (ang. nominal molecular weight cutoff)
NP-40 — nonylofenoksypolietoksyetanol (ang. nonylphenoxy polyethoxy ethanol)

OD — gestos¢ optyczna (ang. optical density)

OG - oktylo-B-D-glukopiranozyd (ang. n-octylo-beta-D-glukopiranozyd)

ORF - otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)
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OTC — transkarbamylaza ornityny (ang. ornithine transcarbamylase)

p53 — komoérkowy antygen nowotworowy (ang. cellular tumor antigen p53)

PA — kwas fosfatydowy (ang. phosphatidic acid)

PARP1 — Polimeraza poli[ADP-rybozy] (ang. poly[ADP-ribose] polymerase 1)
PBS — buforowana fosforanem so6l fizjologiczna (ang. phosphate buffer solution)
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

PEI — polietylenoimina (ang. polyethylenimine)

PFA — paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

PIP2 — 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
PKA — kinazy biatkowe A (ang. protein kinase A)

PKC — kinazy biatkowe C (ang. protein kinase C)

PLB — sztuczne blony lipidowe (ang. planar lipid bilayer)

PMSF — fluorek fenylometylosulfonylu (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

POPG - 1-Palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-(fosfo-rac-(1-glicerol)) (ang. 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-(phospho-rac-(1-glycerol)))

PRDX1 — peroksyredoksyna-1 (ang. peroxiredoxin 1)

PVDF — difluorek poliwinylidenu (ang. polyvinylidene difluoride)

RCK — domena regulujgca przeptyw jonéw K* (ang. regulators of K™ conductance domain)
RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

ROMK - (ang. renal outer medullary K* channel)

RFT — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SDH - dehydrogenaza bursztynianowa (ang. succinate dehydrogenase)

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakryloamidowym z dodatkiem
dodecylosiarczanu sodu (ang. sodium dodecyle sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SID — domena samoodziatujgca (ang. self-interacting domain)

SKca — kanal potasowy regulowany jonami wapnia o maltym przewodnictwie (ang. small
conductance calcium-activated potassium channels)

SMA — poli[styren-co-(kwas maleinowy)] (ang. poly[styrene-co-(maleic acid)])
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SMAC — mitochondrialny czynnik 2 aktywujacy kaspazy (ang. second mitochondria-derived
activator of caspase)

SMA-EA — (ang. SMA-ethanolamine)
SMALPs — natywne/polimerowe nanodyski/czasteczki lipidowe (ang. SMA lipid particles)
SMA-QA — (ang. styrene maleimide quaternary ammonium)

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

SPR — czasteczka rozpoznajgca sygnat (ang. signal recognition particle)
SUR — receptor sulfonylomocznika (ang. sulfonylurea receptor)

TAL — grube rami¢ wstepujace petli Henlego (ang. thick ascending limb)
TBE — bufor Tris/boran/EDTA (ang. Tris/borate/EDTA)

TBS — 56l fizjologiczna buforowana TRIS-em (ang. TRIS-buffered saline)
TEA — trietyloamina (ang. triethylamine)

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
(ang. N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine)

TFE — 2,2,2-trifluoroetanolu (ang. 2,2,2-trifluoroethanol)

TIM — translokaza btony wewnetrznej (ang. translocase of the inner membrane)
TMD — domena transbtonowa (ang. transmembrane domain)

TOM - translokaza blony zewngtrznej (ang. translocase of the outer membrane)

Tris — 2-amino-2-hydroksymetylo-propan-1,3-diol (ang. 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-
1,3-diol)

Triton X-100 — t-oktylofenoksypolietoksyetanol (ang. t-octylphenoxypolyethoxyethanol)
TurbolD — kolejna z generacji metody biotynylacji biatek sasiadujacych — metody BiolD

Tween-20 — monolaurynian sorbitanu glikolu polietylenowego (ang. polyethylene glycol
sorbitan monolaurate)

UV — promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)
VSD - domena czulta na napigcie (ang. voltage-sensing domain)

VU591 - 2,2'-0ksybis(metyleno)bis(5-nitro-1H-benzo[d]imidazol)
(ang. 2,2'-(oxydimethanediyl)bis(5-nitro-1H-benzimidazole)

WB — technika Western Blot

zwiazek A - 5-(2-(4-(2-(4-(1H-tetrazol-1-ilo)fenylo)acetylo)piperazyn-1-ylo)etylo)
izobenzofuran-1(3H)-on)] (ang. 5-(2-(4-(2-(4-(1H-tetrazol-1-yl) phenyl) acetyl) piperazin-1-
yl) ethyl) isobenzofuran-1 (3H) -one)])
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1. STRESZCZENIE

Niedotlenienie/reperfuzja serca oraz mézgu prowadzi do uszkodzenia i $mierci komorek
1 jest najczestszg przyczyng zgondéw w krajach rozwinietych. Wydaje si¢, ze kanaly
mitochondrialne biorg udzial w cytoprotekcji w czasie reperfuzji. Jednym z nich jest
mitochondrialny kanal potasowy hamowany przez ATP (mitoKartp). Zaproponowano,
ze ROMK2 moze by¢ podjednostka mitoKatp. ROMK2 jest izoformg biatka ROMKI1
tworzacego kanaly potasowe w btonie komodrkowej. Kanaty te oddziatujg z wieloma biatkami
uczestniczacymi w regulacji ich aktywno$ci 1 transporcie w komorce. Dotychczas
niezidentyfikowane zostaly zadne biatka oddziatujace z ROMK2 w mitochondriach.

Glownym celem badan prezentowanych w tej rozprawie doktorskiej byta identyfikacja
biatek wchodzacych w sklad najblizszego otoczenia kanatu ROMK2. W tym celu
wykorzystano metode metody biotynylacji biatek sasiadujacych. Wsrdd biotynylowanych
bialek znaleziono biatka cytoplazmatyczne biorgce m.in. udziat w endocytozie, transporcie
pecherzykowym, stresie oksydacyjnym, syntezie nukleotydéw, czy metabolizmie lipidow.
Zidentyfikowano ponadto biatka kompleksow translokaz uczestniczacych w imporcie biatek
przez zewnetrzng 1 wewngetrzng btone mitochondriow. Wsrod podjednostek tych translokaz
znaleziono kinaze acyloglicerolowa (AGK), ktéra oprécz importu politopowych biatek
do wewnetrznej btony mitochondrialne; uczestniczy w syntezie lipidow: kwasu
lizofosfatydowego (LPA) oraz kwasu fosfatydowego (PA). Poprzez koimmunoprecypitacje
udowodniono istnienie kompleksu zawierajacego ROMK?2 i AGK.

Kolejnym celem byly badania nad farmakologiczng modulacjg aktywnos$ci kanatu
ROMK2. W celu realizacji tych badan biatko ROMK?2-6xHis produkowano w bakteriach
Escherichia coli; btony bakteryjne solubilizowano przy pomocy amfipatycznych
kopolimerow, a biatko kanatowe oczyszczono poprzez chromatografi¢ metalopowinowactwa.
Badania aktywnosci elektrycznej ROMK2-6xHis prowadzono stosujac technike planarnych
dwuwarstw lipidowych. Sprawdzono wplyw znanych modulatoréw kanalu mitoKatp
na aktywnos¢ biatkka ROMK?2. Aktywnos$¢ kanalowa ROMK2 stymulowana byla przez
aktywator mitoKate diazoksyd i blokowana przez znane jego inhibitory, tj. ATP/Mg?*, 5-HD
oraz glibenklamid. Wyniki te sg zgodne z hipoteza, Zze biatko ROMK2 moze by¢ podstawowa
jednostka budujacg mitoKatp. Badania te dodatkowo wykazaty, ze wptyw tych modulatorow
byl bezposredni, a nie zwigzany z obecnoscig biatek akcesoryjnych. W koncu wykazano
funkcjonalng interakcje pomiedzy ROMK2, a AGK, gdyz produkty enzymatycznej
aktywnosci biatka AGK, tj. LPA i PA regulowatly aktywno$¢ kanatu ROMK2.
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2. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM (ABSTRACT)

Hypoxia/reperfusion of the heart and brain tissues leads to cell injury and necrosis and is the
most common cause of death in developed countries. Mitochondrial channels are implicated
in cytoprotection during reperfusion. One of them is the mitochondrial potassium channel
inhibited by ATP (mitoKatp). It was proposed that the ROMK2 protein may
be a pore-forming subunit of the mitoKare channel. ROMK2 is an isoform of the ROMK1
protein that forms rectifying potassium channels in the plasma membrane. These channels
interact with many proteins involved in the regulation of their activity, or in their trafficking.
However, protein partners of the ROMK2 channel have not been identified so far.

The main aim of the research presented in this doctoral dissertation was the identification
of proteins that are part of the mitochondrial proxisome of the ROMK2 channel. For this
purpose, proximity biotinylation was used. Among the biotinylated proteins, cytoplasmic
proteins have been identified that participate among others in endocytosis, vesicular transport,
oxidative stress, nucleotide synthesis, or lipid metabolism. In addition, subunits of inner
and outer mitochondrial membrane translocases have been identified. These complexes allow
the import of nuclear-encoded proteins into mitochondria. Among them, acylglycerol kinase
(AGK) was found, which is involved in the transport of polytopic proteins into the inner
mitochondrial membrane. AGK is a dual-function protein and participates also in the synthesis
of lipids: lysophosphatidic acid (LPA) and phosphatidic acid (PA). The occurrence
of a complex containing ROMK2 and AGK was supported by co-immunoprecipitation.
Another goal was to investigate the pharmacological modulation of ROMK?2 channel activity.
To carry out these studies the ROMK2-6xHis protein was produced in bacteria Escherichia
coli; bacterial membranes were solubilized with amphipathic copolymers, and the channel
protein was purified by immobilized metal affinity chromatography. To study the electrical
activity of ROMK2-6xHis the planar lipid bilayer technique was used. The impact of known
mitoKatp channel modulators on the activity of the ROMKZ2 protein was tested. The ROMK?2
channel was activated by the mitoKarp activator — diazoxide and blocked by mitoKatp
inhibitors, i.e. ATP/Mg?*, 5-HD, and glibenclamide. These results confirmed that the ROMK2
protein may be a pore-forming subunit of mitoKatr. Additionally, it was shown that
the influence of these modulators was not related to the presence of accessory proteins of
ROMK channels. Finally, a functional interaction between ROMK2 and AGK was
demonstrated. The activity of the ROMK2 channel was regulated by the products of the
enzymatic activity of the AGK protein, i.e. LPA and PA.
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3. WSTEP
3.1. KANALY POTASOWE

Kanaty jonowe umozliwiaja przeptyw jondéw przez blony biologiczne okreslajac
w ten sposOb homeostaze jonowa. W btonach komérkowych znajduje si¢ wiele réznych typow
kanatéw jonowych, zaréwno nieselektywnych, jak i1 selektywnych wobec okreslonych
kationow lub anionow (Alexander i wsp.; 2011, Petkov, 2009). Szeroka grupe wsrod
nich stanowig kanaly potasowe znajdujace si¢ praktycznie we wszystkich komorkach,
zarowno prokariotycznych, jak i eukariotycznych (Kuang i wsp., 2015; Dreyer i wsp. 2011;
Miller, 2000), gdzie petnig bardzo rézne funkcje. Wynika to z duzej r6znorodnosci kanatow
potasowych (Gonzalez i wsp., 2012).

Wykrystalizowanie w 1998 roku przez Roderick’a MacKinnon’a prokariotycznego
kanatu potasowego KcsA z Streptomyces lividans pozwolito na ustalenie jego struktury
(Doyle i wsp., 1998). Kanat KcsA jest homotetramerem, w ktorym kazda podjednostka
zbudowana jest z dwoch helis transblonowych potaczonych tzw. petla P (TM1-P-TM2)
(MacKinnon, 1991; Ketchum i wsp., 1995). Okre$lono, ze por kanalu umiejscowiony
w $rodku tetrameru sktada si¢ z filtra selektywnosci oraz hydrofobowej bramki (Aryal i wsp.,
2015). Filtr selektywnosci utworzony jest przez petle P kazdej z podjednostek zawierajacej
identyczng dla wszystkich kanatow potasowych sekwencje -TVGYG-, ktéra tworzy
specyficzne miejsce wigzania dla 4 jonow potasu (Renart i wsp., 2019). Bramka kanatu KcsA
utworzona jest przez dystalne czgsci czterech helis transbtonowych TM2, ktére krzyzujac
si¢ zamykaja por kanatu (Doyle i wsp., 1998). Kanat KcsA jest biatkiem o topologii domen
tworzacych por wspolnej dla wszystkich znanych kanatow potasowych (Heginbotham i wsp.,
1994; MacKinnon i wsp., 1998). Uwaza si¢ zatem, ze KcsA jest prototypowym, najstarszym
ewolucyjnie kanatem potasowym (Doyle i wsp., 1998). W czasie ewolucji sekwencja tworzgca
por kanalu (TM1-P-TM2) ulegata fuzji z szeregiem domen regulatorowych odpowiadajacych
za wrazliwos¢ kanatow potasowych na rézne bodzce (Moulton i wsp., 2003, Tikhonov i wsp.,
2018). Ze wzglgdu na budowe domenowa i podstawowe wlasciwosci wyrdzniono cztery rozne
grupy kanatéw potasowych.

Pierwsza grupe stanowig kanaly potasowe regulowane napigciem — Ky
(ang. voltage-gated potassium channel). Kanaty Ky, stanowig najwigksza grupe
w komorkach ssaczych (Yu i wsp., 2005) i moga by¢ zarowno homo-, jak i heterotetramerami
podjednostek porowych a. Kazda podjednostka o zbudowana jest z szeSciu helikalnych
segmentOw transblonowych (S1-S6). Pierwotna podjednostka TM1-P-TM2 odpowiada
segmentom S5-P-S6. Helisy S1-S4 tworza natomiast domen¢ czula na napigcie
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(VSD, ang. voltage-sensing domain), w ktorej amfipatyczna helisa S4 zawiera dodatnio
naladowane reszty argininy odpowiadajace ze zalezno$¢ kanatu od napiecia (Arhem, 2004).
Na podstawie ewolucji genow kodujgcych kanaly Ky pogrupowano w 12 podrodzin
(Kv1-Kv12) kodujacych ponad 40 roznych biatek (Gutman i wsp., 2005). Dodatkowo centralne
podjednostki o moga asocjowaé z peryferyjnymi podjednostkami [ wplywajacymi
na wlasnosci i/lub lokalizacj¢ kanatu (Bachmann i wsp., 2020).

Druga grupe stanowig kanaly potasowe aktywowane jonami wapnia - Kca
(ang. calcium-activated potassium channels), ktore tworzg nicjednorodna rodzing kanatow
jonowych o zmiennych wilasciwosciach. Kanaly Kca sg tetrametrami podjednostek a,
a kazda z nich zbudowana jest z szesciu lub siedmiu domen transbtonowych. Analiza
filogenetyczna ujawnia, ze kanaly Kca nalezg do dwoch dobrze zdefiniowanych grup wérod
ktorych wyrdzniamy tzw. kanaty SK (ang. small conductance) oraz podrodzing kanatow Slo
(Wei i wsp., 2005). Pierwsza podgrupa obejmuje tzw. kanaty SK: Kca2.1, Kca2.2, Kca2.3
(Kohler i wsp., 1996) oraz kanat IK (ang. intermediate conductance) - Kca3.1 (Ishii i wsp.,
1997). Kanaty te zbudowane sg z szeSciu helis transbtonowych (S1-S6), a C- oraz N-koniec
znajduje si¢ wewnatrz komorki (Hirschberg i wsp., 1999). Mimo obecnosci helis S1-S4 kanaty
IK sg niewrazliwe na napigcie, bramkowane sa natomiast przez submikromolowe stezenia
wewnatrzkomoérkowych jonow Ca?*, ktore nie sa wigzane bezposrednio do podjednostki
kanatu, a do kalmoduliny zasocjowanej do jej C-konca (Xia i wsp., 1998; Fanger i wsp., 1999).

Druga podgrupa to kanaly typu Slo, ktéra obejmuje: Kcal.1l (Slo lub Slol), Kca4.1
(Slack lub Slo2.2), Kca4.2 (Slick lub Slo2.1) i Kca5.1 (Slo3) (Wei i wsp., 2005). Topologia
podjednostki o kanatu Kcal.l rozni si¢ od grupy SK/IK obecno$cig dodatkowej helisy
transbtonowej SO kierujacej N-koniec na zewnetrzng strong blony komorkowej (Latorre
i wsp., 2017). Dodatkowo kanaly Slo moga tworzy¢ kompleksy z podjednostkami
pomocniczymi B odpowiedzianymi m.in. za ich wlasnoséci biofizyczne, a takze profil
farmakologiczny (Behrens i wsp., 2000, Xia i wsp., 2000; Gonzalez-Perez i wsp., 2019).
W przypadku kanalu Kcal.l uwaza si¢, ze w wigzaniu wapnia posrednicza co najmniej
trzy miejsca wigzania kationdw dwuwarto$ciowych znajdujace si¢ w cytoplazmatycznej
domenie karboksylowej kazdej podjednostki kanalowej. Dwa niezalezne miejsca wigzania
Ca?* o wysokim powinowactwie s3 tworzone przez ujemnie naladowany fragment
na dystalnym C-koncu (Schreiber i wsp., 1997) oraz w obrebie pierwszej domeny RCK
(domena regulujaca przeptyw jonéw K*, ang. regulators of K* conductance domain)
kodowanej w proksymalnej czesci C-konca (Bao i wsp., 2002). Trzecie miejsce wigzania

dwuwarto$ciowego kationu, jednakze o niskim powinowactwie, znajduje si¢ réwniez
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w pierwszej domenie RCK, co przyczynia si¢ do aktywacji kanatu przez wysokie stezenia
(>1 mM) jonéw: Mg?* oraz Ca®* (Shi i wsp., 2002). Kanaty te aktywowane s rowniez przez
zmiany potencjalu btonowego, a nie tylko przez zmiany wewnatrzkomoérkowego stezenia
jonéw wapnia. Kanaty potasowe aktywowane jonami wapnia, ktore dodatkowo sg roéwniez
regulowane napigciem, podzielono dodatkowo na trzy klasy opierajac si¢ na ich przewodnos$ci
jednostkowej: o matym przewodnictwie (SKca, ang. small conductance calcium-activated
potassium channels), o Srednim przewodnictwie (IKca, ang. intermediate conductance
calcium-activated potassium channels) oraz o duzym przewodnictwie (BKca, ang.
big conductance calcium-activated potassium channels). Kanaly te r6znig si¢ miedzy soba
nie tylko przewodnictwem (SKca: 4 -14 pS; IKca: 32 - 39 pS; BKca: 200 - 300 pS), ale rowniez
wystepowaniem tkankowym i profilami farmakologicznymi (Kshatri i wsp., 2018). Kanaty
Kcad.1l, Kcad.2 oraz KcaS.1 zostaly uwzglednione w tej nomenklaturze, poniewaz
strukturalnie, jednak nie funkcjonalnie, sg spokrewnione z kanatem Kcal.1 (Wei i wsp., 2005).
Kanaty Kca4.2 oraz Kca4.1 sg aktywowane przez wewnatrzkomérkowe jony Na® i CI (Yuan
i wsp., 2003), a kanat Kca5.1 jest aktywowany przez wewnetrzng alkalizacj¢ (OH") (Schreiber
i wsp., 1998). Pomimo tego, iz sa one strukturalnie spokrewnione z kanalem Kcal.l,
to s3 niewrazliwe na jony wapnia, dlatego tez poprawnie nie powinny by¢ opisywane jako
kanaty ,,aktywowane wapniem” na podstawie kryteriow funkcjonalnych.

Trzecig grupe stanowig tzw. dwuporowe kanaly potasowe - Kop (ang. tandem pore
domain potassium channels). W przeciwienstwie do pozostatych kanatow potasowych, kanaty
Kop sa dimerami (Lesage i wsp., 1997). Podjednostka kanatu Kop charakteryzuje
si¢ obecnoscig duzej zewnatrzkomorkowej petli zidentyfikowanej juz we wczesnych
badaniach jako tzw. domena samoodziatujaca (SID, ang. self-interacting domain), ktéra
jest istotna w asocjacji podjednostek Kzp do funkcjonalnych dimerow (Miller i wsp., 2012).
Pojedyncza podjednostka Kop zbudowana jest czterech segmentow transbtonowych i dwoch
petli P tworzacych filtr selektywnosci dla jonéw potasu (Buckingham i wsp., 2005). Kanaty
K2r moga by¢ regulowane przez wiele réznych czynnikow, tj. pH, czy tez temperatura (Enyedi
I wsp., 2010). Ponadto niektore kanaly Kop charakteryzujg si¢ rowniez niewielka zalezno$cia
prawdopodobienstwa otwar¢ od napiecia (Enyedi i wsp., 2010). Dodatkowo sa one wrazliwe
na klasyczne blokery kanatow potasowych, np. czwartorzedowe zwigzki aminowe, jednakze
dla wigkszosci kanatow typu Kop nadal nie ma zidentyfikowanych silnych i wysoce
selektywnych modulatorow aktywnosci (Decher i wsp., 2021). Na podstawie podobienstwa
sekwencji oraz podobienstwa strukturalnego kanaty Kop podzielono na 6 podrodzin — TWIK,
TREK, TASK, TALK, THIK i TRESK (Enyedi i wsp., 2010).
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Ostatnia, czwartg grupe stanowig dokomorkowe prostownicze kanaly potasowe - Kir
(ang. inwardly rectifying potassium channel). Kanaly te mogg by¢é homo- lub tez
heterotetramerami. Kazda z podjednostek zbudowana jest tylko z dwoch domen
transbtonowych potaczonych petla P. Budowa ta jest identyczna jak prototypowego kanatu
KcsA. Kanaty Kir charakteryzuja si¢ nieliniowa zaleznoscig pradowo- napieciowa. Wystepuje
tu tzw. mechanizm dokomorkowej rektyfikacji, to znaczy ze bezwzgledna wartos$¢
dokomorkowego pradu K* ptyngcego przy potencjatach nizszych od potencjatu rownowagi
potasu (Ek) jest wicksza od bezwzglednej wartosci odkomorkowego pradu K* ptynacego
przy potencjatach wyzszych niz Ek. Rektyfikacja ta spowodowana jest poprzez zalezne
od napiecia blokowanie poru kanatu przez dwuwarto$ciowe jony wewnatrzkomorkowe Mg?*
oraz poliaminy, takie jak spermina i putrescyna. Ponadto na rektyfikacje wptyw ma rowniez
zewnetrzne, jak i wewnetrzne stezenie jonow potasu. Przewodnictwo kanatow Kir nieliniowo
wzrasta wraz ze wzrostem pozakomorkowego stezenia jonow potasu (Hibino i wsp., 2010g;
Weaver i wsp., 2021). Doktadniej kanaty potasowe z rodziny Kir zostaty opisane w kolejnym

rozdziale.

bakteryjny kanat potasowy

COOH COOH

kanat potasowy bramkowany dwuporowy kanat potasowy - K,p dokomdrkowe prostowni kanat potasowy
napigciem - Ky kanaty potasowe - K;; aktywowany jonami wapnia - K.,

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie topologii poszczegolnych typow kanatéw potasowych wywodzgcych

sie 7 hipotetycznego ortologa - bakteryjnego kanatu potasowego KcsA.

3.2. KANALY POTASOWE Z RODZINY Kir

Biatka z rodziny Ki wykazuja wiele podobnych wtasciwosci funkcjonalnych
1 charakteryzuja si¢ zblizong budowa, jednakze dzieki wyspecjalizowanym cechom biorg
udziat w wielu réznych procesach fizjologicznych, takich jak: utrzymanie prawidtowego tetna,
czy tez napigcia naczyniowego, jak rowniez w sygnalizacji neuronalnej oraz wydzielaniu

hormondw. O fizjologicznej istotnosci kanatow Kir §wiadczg badania wykazujace, ze mutacje
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kanatéw Kir powoduja choroby, w tym m. in.: dziedziczne zaburzenia rytmu serca,
hipoglikemig hiperinsulinomiczna, czy tez cukrzyc¢ noworodkowa (Welling i wsp., 20009;
Weaver i wsp., 2021).

U ssakow kanaly Kir sa kodowane przez 16 réznych genéw pogrupowanych
w 7 podrodzin, od Kir1.x do Ki7.1, wérod ktorych dodatkowo zidentyfikowano alternatywne
izoformy (Gonzalez i wsp., 2012). Kanaty Kir mozna tez zaklasyfikowa¢ do czterech grupy

funkcjonalnych (Rycina 2) (Hibino i wsp., 2010a).

drzewo filogenetyczne grupy funcjonalne
—K,1.1 .
— K71
o K.4.1 kanat K, transportujgcy jony potasu
K.4.2
— K,5.1 i
— K21 ]
K.2.4
K.2.2 klasyczny kanat K,
L K23
—K.3.1 ]
K.3.3 I
K 3.4 kanat K, bramkowany biatkiem G
K32
K.6.1 ] it
K 6.2 | kanat K, wrazliwy na ATP

Rycina 2. Klasyfikacja dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych (Kir) i ich drzewo filogenetyczne.
Kanaly Kir sktadajq sie z 15 podtypow, ktore mozna podzieli¢ na siedem rodzin oraz cztery grupy ze wzgledu

na petnione funkcje.

Pierwsza grupe stanowig klasyczne kanaty Kir, do ktérych zaliczamy kanaty Kir2.X.
Kanat Kj2.1 byt pierwszym zidentyfikowanym kanatem z tej grupy 1 wtasnie na jego
podstawie okreslona zostata struktura kanatow Kir (Kubo i wsp., 1993). Kanaty K;r2.x
charakteryzuja sig¢ silng rektyfikacja (Stanfield i wsp., 1994). Poczatkowo uwazano, ze kanaty
Kir2.x sktadaja si¢ wylacznie z komplekséw homomerycznych (Tinker i wsp., 1996), jednakze
pozniejsze  badania  wykazaty, ze podjednostki Ki2.x mogg funkcjonowac

jako heterotetramery zaréwno in vivo, jak i in vitro. Eksperymenty elektrofizjologiczne in vivo
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wykazaty, ze kazdy z Kir2.1, Ki2.2 oraz Ki2.3 moze tworzy¢ kompleks z dowolng inng
podjednostka i utworzony wowczas heterotetramer wykazuje inne wtasciwos$ci niz homomer
(Preisig-Miiller i wsp., 2002, Hibino i wsp., 2010a).

Nastepng grupe stanowig kanaty Kir3.x, ktorych aktywnos$¢ jest regulowana przez
interakcje z biatkami G (GPCR, ang. G protein-coupled receptor). To wilasnie dzigki
tej interakcji kanaty Kir3.x uzyskaty swojg bardziej powszechng nazwe¢ GIRK (ang. G protein
gated inward rectifying potassium channel). Tworzone sg one przez kombinacje czterech
podjednostek od K;r3.1 do K;r3.4 (GIRK1-GIRK4) i mogg formowac zarowno heterotetramery
(GIRK1/2, GIRK1/3, GIRK1/4, GIRK2/3, GIRK2/4), jak réwniez homotetramery GIRK2
oraz GIRKA4. Podjednostki K;i3.1 (GIRK1) oraz K;3.3 (GIRK3) nie sg w stanie samodzielnie
tworzy¢ niezaleznych funkcjonalnych kanalow. Moga one natomiast tworzy¢ integralng
podjednostke heterotetramerow Kir3.1/Kir3.3 oraz Kir3.2/Ki3.3, dzigki czemu kanaty
te uzyskuja odmienne wtasciwosci funkcjonalne. Pozwala to na zrdznicowang sygnalizacje,
w ktorej posredniczg kanaty GIRK w réznych rejonach mozgu i typach komorek (Tipps i wsp.,
2015; Dascal i wsp., 2015).

Wyrézniono réwniez grupe kanatow Kir wrazliwych na ATP, ktore tworzone
sg przez Ki6.x. Cztery podjednostki Ki6.x (Ki6.1 lub Kj:6.2), tworzace por kanatu jonowego,
wchodzg w interakcje z czterema podjednostkami peryferyjnymi SUR1, SUR2A lub SUR2B
(receptor sulfonylomocznika, ang. sulfonylurea receptor) formujac funkcjonalny oktamer
(Inagaki i wsp., 1995). Ki6.x tworzy por kanatu, a podjednostki SUR reguluja jego aktywnos¢
(Babenko i wsp., 1998). Podjednostki SUR zawierajg 17 helis transblonowych zgrupowanych
w trzy domeny transblonowe (TMDO, TMDI1, TMD?2). Kazda podjednostka SUR posiada
dwie domeny wiazace nukleotydy (NBD, ang. nucleotide-binding domains). Jedna z nich
znajduje si¢ pomi¢dzy domenami TMDI oraz TMD2 (NBDI1), a druga zlokalizowana
jest na C-koncu domeny TMD2 (NBD2). Podjednostki SUR1 i SUR2 r6znig si¢ migdzy sobg
sekwencjg, natomiast podjednostki SUR2A oraz SUR2B roznig si¢ miedzy sobg tylko
42 aminokwasami na C-koncu (Scorziello, 2009). R6znorodnos¢ kanatdéw SUR/Kir6.X wynika
z potaczenia réznych podtypéw SUR i Kir6.x. Kanaly zawierajace podjednostki Kir6.1 r6znia
si¢ od kanatéw z podjednostka Kir6.2 gléwnie mniejszym przewodnictwem jednostkowym.
Kompleksy kanalowe zawierajgce SURI1 Iub SUR2 r6znig si¢ wrazliwoscia
na sulfonomoczniki, podczas gdy kanaty zawierajace SUR2A r6znig si¢ od kanalow SUR2B
wrazliwoscig na diazoksyd (Babenko i wsp., 1998). Regulacja oktametrycznego kompleksu
Kir6.x/SURX przez nukleotydy adeninowe jest skomplikowana. Mianowicie ATP/Mg?* oraz

ADP aktywuja kanat poprzez interakcje z podjednostkami SUR, podczas gdy wigzanie ATP
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z podjednostka Ki:6.x ma efekt hamujacy (Nichols i wsp., 1996; Inagaki i wsp., 1995; Babenko
I wsp., 1998).

Kolejng grupe stanowig kanaty Kir biorgce udzial w tzw. ,,recyklingu” jondéw potasu
zwigzanym z dziataniem pompy sodowo-potasowej, do ktorych nalezg Kirl.1, Kid.X, Kir 5.X
oraz K 7.1 (Hibino i wsp., 2010a).

Kanat K/7.1 zostat zidentyfikowany w komodrkach nabtonka i r6zni si¢ od pozostatych
przedstawicieli rodziny Ki nie tylko pod wzgledem sekwencji, ale rdéwniez
wlasciwo$éci  funkcjonalnych, m.in. jego przewodnictwo jest praktycznie niezalezne
od zewnatrzkomorkowego stezenia jonéw potasu (Doring i wsp., 1998). Jest on jednym
z ostatnio odkrytych kanatéw rodziny Kir, dlatego tez nie zostat jeszcze dobrze poznany.
Jego niska wrazliwo$¢ na jony baru i bardzo mate przewodnictwo jednostkowe (50 fS)
utrudnia jego scharakteryzowanie (Krapivinsky i wsp., 1998).

Podjednostki Ki4.x moga tworzy¢ homotetramery lub heterotetramery wraz z Kif5.1
(Hibino i wsp., 2004). Homotetramery Ki4.1 charakteryzujg si¢ posrednig rektyfikacja, ktora
zamienia si¢ w silng rektyfikacje w kanatach heterotetramerycznych zawierajacych
podjednostki Ki5.1 (Pessia i wsp., 2001; Tanemoto i wsp., 2000; Marmolejo-Murillo i wsp.,
2021). Bialko Ki5.1 nie jest w stanie samodzielnie tworzy¢ funkcjonalnych kanatow
i odgrywa tylko rol¢ modulujaca w potaczeniu z Kir4.1 lub Ki4.2 (Pessia i wsp., 2001).

Kanat Kjr1.1 zostat opisany doktadniej w punkcie 3.3.

3.2.1. Farmakologia kanalow Kir

Przewodnictwo wszystkich kanatéw Kir, z wyjatkiem Ki7.1 (Doring i wsp., 1998,
Krapivinsky i wsp., 1998), wzrasta wraz ze wzrostem pozakomorkowego stezenia jonow
potasu (Lopatin and Nichols, 1996, Périer i wsp., 1994), jednak do utrzymania prawidtowego
dziatania wigkszo$ci kanaldow Kir niezbedna jest obecnos$¢ fosfoinozytydow btonowych,
a w szczegolnosci 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2, ang. phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate) (Hilgemann i wsp., 1996; Hilgemann i wsp., 2001). PIP> wigze
si¢ bezposrednio do zwrdconej do btony komorkowej powierzchni kanatu w bogatym w lizyny
I argininy miejscu wigzania, ktore jest wysoce homologiczne wsrod wszystkich kanatow Kir
(Stansfeld i wsp., 2009; Soom i wsp., 2001).

Kanaly Kir blokowane sa przez wewnatrzkomorkowe jony Mg?* (Lu i wsp., 1994) oraz
poliaminy (spermina, spermidyna, putrescyna i kadaweryna) (Lopatin i wsp., 1994; Baronas
I wsp. 2014). Przy potencjatach depolaryzujacych przedostaja si¢ one w wyniku elektrodyfuzji
z cytoplazmy do poru kanatu 1 wigza si¢ w poblizu filtra selektywnosci blokujac przeptyw
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jonoéw potasu, co skutkuje dokomoérkows rektyfikacja (Kurata i wsp., 2006). Z powodu
subtelnych réznic w chemii miejsca wigzania powinowactwo do Mg?* i poliamin, jak rowniez
stopien dokomorkowej rektyfikacji r6znig si¢ znacznie wsrdd réznych cztonkéw rodziny
kanatow Kir (Wible i wsp., 1994).

Wewnatrzkomorkowe i/lub zewnatrzkomorkowe zmiany pH moga regulowa¢ kanaty
Kir, gléwnie Kil.l, Ki2.3 oraz kanaly zawierajace podjednostke Ki4.1. Kanaly
te sg aktywowane przez wewnatrzkomorkowsg i zewnatrzkomoérkowsg alkalizacje (Qu i wsp.,
2000; Zhu i wsp., 1999; Hughes i wsp., 2000). Kanaty zawierajace podjednostke Kir3.2
lub Kir3.4 moga by¢ rowniez aktywowane przez wewnatrzkomorkowe jony sodu (Ho i wsp.,
1999).

Innym mechanizmem regulacji niektorych kanatow Kir jest fosforylacja przez kinazy
biatkowe typu A (PKA) oraz C (PKC) (Henry i wsp., 1996; Karle i wsp., 2002). Kanaty K;ir2.3
sa hamowane poprzez aktywacje PKC, natomiast kanaly K;j2.2 s3 hamowane poprzez
aktywacje kinaz Src w sposob niezalezny od PKC (Zitron i wsp., 2008).

Najczesciej stosowanymi blokerami wigkszosci kanatow potasowych, w tym rowniez
kanatéw Kir, s3 jony Cs* oraz Ba?*, ktére dziataja w sposéb zalezny od napigcia (Isomoto
I wsp., 1997; Oliver i wsp., 1998). W st¢zeniach mikromolowych jony baru sg specyficzne
dla kanatow Kir, jednakze wrazliwos¢ zalezna jest od typu kanatu Kir (Franchini i wsp., 2004).

Niektore klasyczne inhibitory kanatow potasowych, tj. trietyloamina (TEA)
lub 4-aminopirydyna (4-AP) maja niewielki wptyw na aktywnos¢ kanatow Kir (Hibino i wsp.,
2010Db).

Znanych  jest szereg  syntetycznych  drobnoczasteczkowych — blokerow
dla poszczegblnych grup kanatéw, np. dla kanatow Ki2.X — pentamidyna (De Boer i wsp.,
2010) oraz ML133 (Wang i wsp., 2011a), a dla kanatu K;i4.1 — fluoksetyna (Ohno i wsp.,
2007) i nortryptylina (Su i wsp., 2007).

3.3. KANAL Kirl.1

W 1993 roku Ho i Hebert (Ho i wsp., 1993) odkryli w komorkach nabtonka kanalikow
nerek kanat Kir1.1 znany réwniez pod nazwg ROMK (ang. renal outer medullary K* channel),
ktory kodowany jest przez gen KOCNJ1. Kanat ten byl pierwszym sklonowanym
i funkcjonalnie scharakteryzowanym biatkiem z rodziny Kir (Ho i wsp., 1993).

Kanat Kjl.1 jest homotetramerem o klasycznej topologii TM1-P-TM2. Domeny
transbtonowe zakonczone sg zlokalizowanymi w cytoplazmie krétkim N- i dlugim C-koncem,

w obrebie ktorego znajduje si¢ miejsce wigzania ATP. Dodatkowo w czg$ci transbtonowe;j
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znajduje si¢ miejsce odpowiedzialne za wigzanie PIP2. Po stronie cytoplazmatycznej znajduja

si¢ rowniez sekwencje rozpoznawane przez odpowiednie kinazy (Welling i wsp., 2009).

3.3.1. Ekspresja tkankowa i fizjologiczna rola ROMK (Kirl.1)

Gen KCNIJ1, kodujacy kanat ROMK, podlega ekspresji w wielu réznych tkankach,
jednak zdecydowanie najwigcej jego transkryptu znajduje si¢ w nerce (Kubo i wsp., 1993).
W szczego6lnosci ulega on ekspresji w blonie §wiatta grubego ramienia wstepujacego petli
Henlego (TAL, ang. thick ascending limb), kanaliku tgczacym i kanaliku zbiorczym nefronu,
gdzie posredniczy w wydzielaniu potasu do moczu (Hebert i wsp., 2005; Welling i wsp.,
2009). Jednakze badania RT-PCR wykazaly rowniez jego obecno$¢ w migsniach
szkieletowych, trzustce, $ledzionie, mozgu, sercu oraz w watrobie (Kubo i wsp., 1993).

Kanat ROMK bierze nie tylko udziat w utrzymaniu potencjatu blonowego, ale rowniez
w regulacji stezenia jonow K*, Na* oraz CI". W TAL kanat ROMK powoduje zwrotny naptyw
jonoéw potasu, ktory wymagany jest przez kotransporter Na-K-2Cl (NKCC2) do transportu
NaCl, jednoczesnie przyczyniajagc si¢ do parakomérkowego transportu jonow sodu
1 reabsorpcji jonéw wapnia. Natomiast w kanaliku taczacym 1 przewodzie zbiorczym kory
nerkowej kanat ROMK jest elektrycznie sprzezony ze $ciezka reabsorpcji sodu, w ktorej
posredniczy nablonkowy kanat sodowy (ENaC, ang. epithelial sodium channel). Reabsorpcja
sodu depolaryzuje potencjat btony, a tym samym zwigksza elektrochemiczng sit¢ napedowa
dla wydzielania jonéw potasu przez kanat ROMK (Hebert i wsp., 2005, Wang i wsp., 2009).

Mutacje ROMK skutkujace utratag funkcji powoduja typ II zespotu Barttera
- przedporodowy zespot Barttera (ABS, ang. antenatal Bartter syndrome), co potwierdza
zalezno$¢ reabsorpcji NaCl od regulacji st¢Zenia jondw potasu za posrednictwem kanatlu
ROMK (Karolyi i wsp., 1997; Simon i wsp., 1996). Nosiciele autosomalnych recesywnych
mutacji w genie KCNJ1 wykazuja réwniez inne zespoty chorobowe, tj.: hiperkalciuria,
zasadowica metaboliczna (niecoddechowa), czy tez hipokaliemia (Peters i wsp., 2002).

Z drugiej strony, nosiciele mutacji powodujacych utrate funkcji ROMK majg obnizone
ci$nienie krwi 1 zmniejszone ryzyko rozwoju nadci$nienia t¢tniczego przed 60 rokiem Zycia
(Ji 1 wsp., 2008). Wykazano rowniez uczestnictwo kanatow ROMK w wydzielaniu kwasu
zotadkowego poprzez oddzialtywanie z podjednostkg B ATP-azy H* /K* . U myszy
z niedoborem kanatéw ROMK morfologia i ultrastruktura blony $§luzowej zotadka byta

prawidlowa, jednakze nie obserwowano wydzielania kwasu zotadkowego (Vucic i wsp.,
2015).
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Powyzsze badania sugeruja, ze czeSciowe zmniejszenie funkcji ROMK moze
zapobiega¢ niektorym jednostkom chorobowym. Oczekuje si¢ zatem, ze inhibitory ROMK
moga reprezentowa¢ nowa klas¢ lekow moczopednych w leczeniu nadci$nienia
i niewydolnosci serca. Grupa badawcza Tang’a we wspolpracy z firmg Merck (Tang i wsp.,
2016) opracowata zwigzek MK-7245 wykazujacy si¢ duza selektywnosciag wobec ROMK.
Wykazywat on ponadto biodostgpnos¢ po podaniu doustnym oraz obnizal skurczowe ci$nienie
krwi u szczuréw z samoistnym nadci$nieniem. Skuteczno$¢ MK-7145 w obnizaniu cisnienia
krwi byta poréwnywalna do dziatania moczopednego hydrochlorotiazydu (Tang i wsp., 2016).
Potwierdza to fakt, iz farmakologiczne inhibitory kanatu ROMK mogg stanowi¢ nowa klas¢

lekéw dziatajacych poprzez regulacje aktywnosci tego kanatu.

3.3.2. Wlasciwosci elektrofizjologiczne Kirl.1

Heterologiczna ekspresja biatka ROMK w oocytach Xenopus pokazata, iz kanat
ten charakteryzuje si¢ przewodnictwem na poziomie okoto 35 pS, wysokim
prawdopodobienstwem otwarcia i stabg dokomorkowa rektyfikacja (Ho i wsp., 1993; Nichols
i wsp., 1994).

Aktywno$¢ biatkka ROMK moze by¢ regulowana przez wiele réoznych substancii,
charakteryzujacych si¢ mniejszg lub wigksza specyficzno$cig. Badania wykazaty,
ze PIP2 jest niezbedny do aktywacji kanatu ROMK (Huang i wsp., 1998), a przeciwciata
anty-PIP, hamuja jego aktywnos¢ (Liou i wsp., 1999). Podobnie jak wiele innych kanatow,
rowniez ROMK jest wrazliwy na pH. Nadmiar jonéw wodorowych (pH < 6) hamuje
aktywno$¢ biatka ROMK wywolujac tym samym dhugotrwaty stan zamknigty (Choe i wsp.,
1997; McNicholas i wsp., 1998).

Biatko Kirl.1 nie jest klasycznym kanatem Katp, jednakze ze wzgledu na bliskie
podobienstwa do bialek Kir6.x sprawdzono wptyw ATP na jego aktywno$¢. Niektore badania
wykazaty, ze ATP nie wptywa bezposrednio na aktywno$¢ biatka ROMK, jednak gdy biatko
ROMK tworzylo kompleks z CFTR woéwczas aktywno$¢ takiego kompleksu regulowana
byta przez ATP (Lu i wsp., 2006; Ruknudin i wsp., 1998). W kontrascie do tych badan
w innych dos$wiadczeniach pokazano, ze regulacja aktywno$ci ROMK przez ATP
jest skomplikowana i oprocz udziatu tej czasteczki w regulacji aktywnos$ci kanalu poprzez
fosforylacje (patrz ponizej) ATP blokuje aktywnos$¢ izoformy kanalu ROMK2 przez
bezposrednie wigzanie si¢ w obrebie hipotetycznego motywu Walkera (McNicholas i wsp.,
1996; Vanoye i wsp., 2002). Pokazano rowniez, ze ATP i PIP, konkuruja o wigzanie
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do C-koncowej czesci biatka ROMK (aminokwasy 183-391) (Dong i wsp., 2002; MacGregor
I wsp., 2002).

Jak juz wspomniano aktywno$¢ biatlka ROMK =zalezy od fosforylacji,
w szczegolnosci przez PKA (McNicholas i wsp., 1994; Xu i wsp., 1996), co zwigzane
jest z obecnos$cia miejsc fosforylacji dla PKA w obrgbie koncow cytoplazmatycznych ROMK.
Wykazano, ze fosforylacji ulegaja reszty seryn Ser219 i Ser313 na C-koncu oraz Serd4
na N-koncu (Xu i wsp., 1996). Wydaje sie, iz to wiasnie fosforylacja kontroluje proces
bramkowania kanalu Kirl.1 poprzez wczesniej wspomniane czynniki modulujace:
pH (Leipziger i wsp., 2000), ATP (Lu i wsp., 2006) oraz PIP, (Liou i wsp., 1999). Rowniez
kinaza biatkowa C (PKC) reguluje aktywnos¢ ROMK i jej aktywacja prowadzi

do zahamowania aktywnosci kanatu (Zeng i wsp., 2003).

3.3.3. Farmakologia kanalu ROMK

Pierwszym odkrytym inhibitorem kanatu Kir1.1 byta tertiapina - peptydowa toksyna
zawierajaca 21 reszt aminokwasowych. Pierwotnie zostala ona wyizolowana z jadu pszczoty
miodnej (Apis mellifera), jednakze obecnie dostgpny jest rOwniez jej syntetyczny analog.
Tertiapina jest silnym inhibitorem (st¢zenia efektywne 10-100 nM), jednakze nie jest w petni
selektywna, gdyz blokuje rowniez aktywno$ci kanatu Kir3.x (Jin i wsp., 1998). Poprzez
mutacje Metl13Gln uzyskano tertiaping Q wykazujacag wyzsze powinowactwo do ROMK
(3 —30 nM) (Felix i wsp., 2006).

Bhave 1 wspotpracownicy zidentyfikowali silny (efektywne stgzenie 5 — 20 uM)
1 selektywny inhibitor biatkka ROMK, ktérym jest matoczasteczkowy, syntetyczny zwigzek
VU591 (2,2'-oksybis(metyleno)-bis-(5-nitro-1H-benzo[d]imidazol)) (Bhave i wsp., 2011).
Dokowanie czasteczki VU591 do modelu struktury kanatu ROMK sugerowato, ze inhibicja
jest wynikiem interakcji pomigedzy VU591, a resztami waliny 168 i asparaginy 171
zlokalizowanymi w porze kanatlu. Okazatlo sig¢, ze zgodnie z tym modelem mutacje Vall68Leu
i Asnl171Asp silnie ostabiajg blokowanie aktywnosci ROMK przez VU591 (Swale i wsp.,
2015).

Innym inhibitorem kanalu ROMK jest tzw. zwigzek A, czyli [5-(2-(4-(2-(4-(1H-
tetrazol-1-ilo)fenylo)acetylo)piperazyn-1-ylo)etylo)izobenzofuran-1(3H)-on)]. Blokuje on
kanat od strony cytoplazmatycznej (efektywne st¢zenie 100 nM — 1 uM) (Garcia i wsp., 2014).

Kolejng grupe inhibitorow kanatu ROMK stanowig pochodne 3-sulfamoilobenzamidu

(ang. sulfamoylbenzamides). Wykazuja one niezwykle hamowanie selektywne gatunkowo
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i niewrazliwo$¢ na mutacje kanatu ROMK, ktére znosza aktywnos$¢ hamujaca innych

drobnoczasteczkowych inhibitorow ROMK (Sammons i wsp., 2018).

3.3.4. Bezposrednie oddzialywania Kirl.1 z bialkami i kompleksy bialkowe Kirl.1

Znanych jest zaledwie kilka biatek oddzialujacych z ROMK1 w blonie komodrkowe;.
Interakcje te maja m.in. wplyw na regulacje aktywnosci kanatu.

ROMKI tworzy kompleks z nalezagcym do rodziny transporteréw ABC bramkowanym
ATP kanatem chlorkowym CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
(Ruknudin i wsp., 1998), ktérego mutacje odpowiedzialne sg za mukowiscydoze (Mall i wsp.,
2014). Interakcja ROMK-CFTR nie jest bezposrednia i wymaga obecnosci biatka
adaptorowego NHERF2 (ang. sodium-hydrogen exchange regulatory cofactor) (Yoo i wsp.,
2004). Przeprowadzone badania sugeruja, ze obecno$¢ CFTR ma wptyw na wrazliwos¢ kanatu
ROMK na ATP (Lu i wsp., 2006; Ruknudin i wsp., 1998).

Biatko ROMK oddziatuje réowniez z kotransporterem Na-K-2Cl. Kotransporter
ten zwigzany jest z readsorpcja NaCl, ktora jest istotna dla mechanizmu zaggszczania moczu
w petlach Henlego kanalikéw nerkowych. W tym przypadku wyptyw jonéw K* przez ROMK?2
z komorek nablonka do $wiatta kanalikow stymuluje kotransporter Na-K-2Cl do zwrotnego
transportu jonéw K* wraz z jonami Na* i CI" (Simon i wsp., 1996; Karolyi i wsp., 1997).

Endocytoza kanalow ROMK jest wazna w regulacji wydzielania jonéw potasu
(Zeng i wsp., 2002). Konfokalne obrazowanie fluorescencyjne pokazato, ze endocytoza
kanatéw ROMK odbywa si¢ poprzez pecherzyki pokryte klatryna, co sugeruje interakcje
pomiedzy tymi dwoma biatkami potwierdzong przez koimmunoprecypitacj¢ (Zeng i wsp.,
2002).

3.3.5. Izoformy kanalu ROMK

W rezultacie roznicowego skladania transkryptéw genu KCNJ1 (znajdujacego
si¢ na ludzkim chromosomie 11q24) powstaja trzy izoformy kanaltu ROMK: ROMKI1
(Kirl.1a), ROMK2 (Kil.1b) oraz ROMK3 (Kil.lc), ktore réznig si¢ miedzy soba
sekwencjami aminokwasowymi na N-koncach. Najkrotszg jest izoforma ROMK2 (Kir1.1b),
natomiast ROMKI1 ma dodatkowa sekwencje 19 aminokwasow
(MNASSRNVFDTLIRVLTES), podczas gdy izoforma ROMKS3 (Kir1.1c) ma dodatkowo
16 aminokwasow o sekwencji MPVYLCSEQIRVLTES (Boim i wsp., 1995).

Izoformy te wykazuja zblizone wtasciwosci biofizyczne (Boim i wsp., 1995), jednakze

ich funkcjonalne znaczenie zostalo poznane jedynie w przypadku fizjologii nefronu.
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Mianowicie izoformy te ulegaja ekspresji w roznych czeSciach nefronu. Biatka ROMKI1
oraz ROMK3 biorg udzial w transporcie K™ w kanaliku kretym dystalnym, natomiast biatko
ROMK?2 transportuje jony potasowe w petli Henlego (Giebisch, 1998; Boim i wsp., 1995).
Aktywnos¢ ROMKI, ale nie ROMK2 i ROMK3, hamowana jest przez kwas arachidonowy
(Macica i wsp., 1998). Ponadto wydaje¢ si¢, ze izoforma biatka ROMK2 tworzy por
mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego przez ATP (mitoKatp) (Foster i wsp.,

2012).

3.4. MITOCHONDRIALNY KANAL POTASOWY REGULOWANY PRZEZ ATP
(mitoKatp)

Aktywno$¢ niektorych kanaléw potasowych obecnych w blonie plazmatycznej
zidentyfikowano réwniez w wewnetrznej btonie mitochondrialnej (Checchetto i wsp., 2021,
Szabo i wsp., 2014; O'Rourke, 2007). Pierwszym odkrytym w 1991 roku mitochondrialnym
kanatem potasowym byt kanat regulowany przez ATP, tzw. mitoKate (Inoue i wsp., 1991).
Zostat on odkryty z pomocag techniki patch-clamp w mitochondriach izolowanych z komoérek
watroby szczura (Inoue i wsp., 1991).

W nastepnych latach obecno$¢ tego kanatu potwierdzono rowniez w komorkach serca
(Paucek i wsp., 1992; Garlid i wsp., 1996), mozgu (Debska i wsp., 2001; Bajgar i wsp., 2001)
oraz nerek (Cancherini i wsp., 2003), a takze w mig$niach szkieletowych (Debska i wsp.,
2002) i limfocytach T (Dahlem i wsp., 2004).

3.4.1. Wlasciwosci elektrofizjologiczne i farmakologia mitoKate

Bezposrednie badania wlasciwosci biofizycznych i1 farmakologicznych kanalow
mitoKatp mogly zosta¢ zrealizowane tylko przez zastosowanie technik patch-clamp
(Bednarczyk i wsp., 2018, Dahlem i wsp., 2004) i sztucznych bton lipidowych (PLB,
ang. planar lipid bilayer) (Fahanik-Babaei i wsp., 2012; Bednarczyk i wsp., 2004; Kicinska
I wsp., 2007; Mironova i wsp., 1999) do izolowanych mitochondriow. Przewodnictwa
jednostkowe  kanatow  mitoKatp  okreSlone na  podstawie  eksperymentéw
elektrofizjologicznych znaczaco si¢ rdznig. Pojawig sie jego wartosci w zakresie od 10 pS
(Inoue i wsp., 1991) do nawet 166 pS (Kicinska i wsp., 2007). W grupie Garlida
zarejestrowano przewodnictwa mitoKatp w zakresie 10-30 pS (Paucek i wsp., 1992;
Mironova i wsp., 1999). Zang i wspotpracownicy pokazuja przewodnictwo o wartosci 56 pS
(Zhang i wsp., 2001). Jednakze wickszos$¢ prac wskazuje, ze kanaly te majg przewodnos¢

okoto 100 pS (Bednarczyk i wsp., 2005; Bednarczyk i wsp., 2018; Bednarczyk i wsp., 2004;
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Choma i wsp., 2009). Réznice w przewodnosciach jednostkowych migdzy mitochondrialnymi
kanatami potasowymi wrazliwymi na ATP moga by¢ wynikiem roéznych czynnikow.
Po pierwsze mogg one wynika¢ z obecno$ci réznych kompleksow biatkowych wykazujacych
aktywno$¢ mitoKatp i ich ekspresji w réznych tkankach (Kravenska i wsp., 2021).
Rozbieznosci te moga réwniez wynika¢ z metodologii pomiaru i warunkéw do$wiadczalnych,
takich jak na przyktad stezenie K*, dlatego nalezy wzia¢ je pod uwage przy poréwnywaniu
wlasciwosci kanalu. Mozna je takze wytlumaczy¢ poprzez kooperacyjne zachowanie tego
kanatu, poniewaz wykazano, iz kanal mitoKatp ma tendencje do wystepowania
I funkcjonowania w klastrach (Zoratti i wsp., 2009; Mironova i wsp., 1997).

Udowodniono, ze ponad 20 substancji reguluje aktywnos$¢ kanatu mitoKatp
(O'Rourke, 2004). Wigkszos¢ z nich (np. pinacydyl, izofluran, chinina, cromakalim
1 sildenafil) reguluje réwniez aktywno$¢ kanatoéw Katp znajdujacych sie w btonie komodrkowe;j
(O'Rourke, 2004).

Diazoksyd jest jednym =z czgsto stosowanych aktywatorow kanalow Katp
(30-100 uM) (Garlid i wsp., 1996; Liu i wsp., 1999). Co cickawe, jest on jedynym $rodkiem
farmakologicznym zatwierdzonym do leczenia wtornej hipoglikemii (Arenas Jiménez i wsp.,
2018). Niektore stany chorobowe, tj.: guz trzustki, nowotwory i nadwrazliwos¢ na leucyne
mogg powodowaé uwalnianie zbyt duzej ilosci insuliny (Guettier i wsp., 2010; Home, 2013,
Yang i wsp., 2010a). Zastosowanie diazoksydu pozwala zapobiec uwalnianiu zbyt duzej ilosci
insuliny, ktéra obniza poziom cukru we krwi, dzigki czemu przywracany jest prawidtowy
poziom glukozy w organizmie (Chen i wsp., 2021). Badajac przeptywy K" przez czg¢$ciowo
oczyszczony i rekonstytuowany kanal mitoKarp Garlid i wsp. stwierdzili, ze diazoksyd
charakteryzuje si¢ wigkszym powinowactwem wzgledem mitoKate niz Katp zlokalizowanym
w btonie komorkowej (Garlid i wsp., 1996). Jednakze p6zniej wykazano, ze diazoksyd moze
hamowac¢ aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (kompleks II tancucha oddechowego),
co prowadzi do rozproszenia czg¢$ci mitochondrialnego potencjatu btonowego (Anastacio
i wsp., 2013a; Anastacio i wsp., 2013b). Ponadto powoduje on réwniez zmniejszenie
aktywnos$ci niektorych adenozynotrifosfataz (ATPaz) komérkowych, a takze syntazy ATP
(Comelli i wsp., 2007). Wtasciwosci farmakologiczne diazoksydu mogg wigc wynikad
z jego plejotropowego dziatania (Coetzee, 2013).

Kwas 5-hydroksydekanowy (5-HD) uwazany byt za specyficzny inhibitor kanatu
mitoKatp (stezenia efektywne 100-500 uM) (Liu i wsp., 1999). Jednakze okazalo sig,

ze jest on takze inhibitorem aktywnosci kanalu Katp znajdujacego si¢ w btonie komodrkowej
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w obecnosci nichamujacego stgzenia ATP (Li i wsp., 2010). Dodatkowo wykazano rowniez,
ze nie hamuje on aktywnosci kanatu mitoKatp z mézgu (Choma i wsp., 2009).

Nastepnym zwigzkiem blokujagcym aktywnos$¢ kanatu mitoKate jest glibenklamid
(Paucek i wsp., 1992) (stezenia efektywne 20 nM — 100 uM). Glibenklamid jest lekiem
przeciwcukrzycowym z grupy sulfonomocznikdéw uzywanym w leczeniu cukrzycy typu 2.
Mechanizm dziatania tego leku polega na hamowaniu wrazliwych na ATP kanatéw
potasowych z btony komoérkowej, co prowadzi do depolaryzacji komorek oraz wydzielania
insuliny (Luzi i wsp., 1997). Dobrze poznanym celem molekularnym dla tego zwigzku
sg receptory sulfonomocznikéw - biatka SUR1/2 (Proks i wsp., 2002; Hambrock i wsp.,
2002Db). Biatka SUR1/2 tworza kompleks z biatkami K;r6.2 i determinujg wrazliwo$¢ takiego
kompleksu kanatu Katp na glibenklamid (Hambrock i wsp., 2002a). Opublikowano szereg
prac, w ktorych badano efekty glibenklamidu na oddychanie mitochondriow (Montoya-Pérez
i wsp., 2010; O'Rourke, 2004; Akopova i wsp., 2010; Engbersen i wsp., 2005) asocjujac efekty
glibenklamidu z dziataniem na mitoKartp. Jednakze, przeprowadzono niewiele badan
z uzyciem technik elektrofizjologicznych, w ktérych badano efekty glibenklamidu
na aktywno$¢ pojedynczych kanatow mitoKate (Fahanik-Babaei i wsp., 2012; Bednarczyk
I wsp., 2004; Bednarczyk i wsp., 2018). W eksperymentach elektrofizjologicznych mitoKatp
blokowany byl przez glibenklamid w niskich (70 nM) (Fahanik-Babaei i wsp., 2012),
jak i wysokich (50 uM) stezeniach (Bednarczyk i wsp., 2004).

3.4.2. Rola fizjologiczna mitoKatp

Mitochondrialne kanaly potasowe biorg udziat w regulacji potencjatu wewnetrznej
blony mitochondrialnej (Szewczyk i wsp., 2006). Mitochondria zlokalizowane
sg w $rodowisku charakteryzujacym sie statym i wysokim stezeniem jonow K* (150 mM).
Naplyw jondéw potasu do macierzy mitochondrialnej odbywa si¢ przez kanaty potasowe
zgodnie z ujemng warto$cig potencjatu elektrochemicznego (AY). Nadmiar jonéw K*
usuwany jest z macierzy poprzez antyporter K*/H*. Zalezno$¢ pomiedzy naptywem jondéw
potasu do macierzy mitochondrialnej, a ich wyptywem przez wymienniki jonowe pozwala
na regulacje objetosci mitochondriow, wpltywajac w ten sposob na aktywnos¢ tancucha
oddechowego i powodujgc wzrost utleniania kwasoéw thuszczowych (Szabo i wsp., 2012).
Aktywacja kanalu mitoKatp zwicksza szybko$§¢ przenoszenia protonow do przestrzeni
migdzyblonowej przez tancuch oddechowy. Wprowadzajac sonde fluorescencyjng BCECF
do matrycy pokazano bezposrednio, ze zwigkszenie naptywu K* za pomocg walinomycyny

lub diazoksydu powoduje alkalizacje macierzy mitochondrialnej (Costa i wsp., 2006).
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Zwigkszenie wydajnos$ci tancucha oddechowego wptywa nie tylko na syntez¢ ATP, a takze
na produkcje¢ reaktywnych form tlenu (RFT). Przeprowadzone badania wykazaty, Zze otwarcie
mitoKate prowadzi do umiarkowanego wzrostu mitochondrialnej produkcji RFT
w kardiomiocytach (Garlid, 2000; Tian i wsp., 2003), w komoérkach migéni naczyn gtadkich
(Krenz i wsp., 2002), a takze w sercach poddanych perfuzji (Forbes i wsp., 2001; Obata and
Yamanaka, 2000). Wzrost mitochondrialnych RFT dodatkowo stuzy jako wtorny przekaznik
do aktywacji kinaz w kardioprotekcyjnej Sciezce sygnalizacyjnej (Das i wsp., 1999).
Zahamowanie przeplywu jondw potasu prowadzi natomiast do hiperpolaryzacji wewngtrznej
blony mitochondrialnej, ktéra moze wywolywa¢ zmiany w stanie redoks kompleksow
tancucha oddechowego powodujac wyciek elektronéw z kompleksow I oraz III i nadmierne;j
produkcji anionu ponadtlenkowego (Szewczyk i wsp., 2009).

W zwigzku z powyzszym mitochondrialnemu kanatowi Katp przypisano wiele
r6l w fizjologii komorki, obejmujg one m.in: zapewnienie wydajnego transferu energii migdzy
mitochondriami, a ATP-azami komorkowymi (Dos Santos i wsp., 2002), zapobieganie
przetadowaniu mitochondrium przez nadmiar jonéw Ca?* (Dos Santos i wsp., 2002;
Holmuhamedov i wsp., 1999; Liu i wsp., 1998), a takze udziat w sygnalizacji komorkowej
(Oldenburg i wsp., 2002; Pain i wsp., 2000). Kanat mitoKatp petni rolg ochronng w apoptozie
i bierze udzial w ochronie przed wczesnymi stadiami apoptozy poprzez zachowanie
integralno$ci mitochondriow (Akao i wsp., 2001). Proponuje si¢ rowniez udziat kanatow
mitoKatp w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona
(Peng i wsp., 2018).

Badania prowadzone przez ostatnie 20 lat sugeruja, iz aktywacja mitochondrialnych
kanatéw potasowych prowadzi do zjawiska cytoprotekcji, czyli ochrony komorek, a takze
tkanek przed uszkodzeniem w wyniku niedotlenienia (Garlid, 2000; Facundo i wsp.; 2006,
O'Rourke, 2004; Eells i wsp., 2000). W 1986 roku pokazano, ze je$li dluzszy czas
niedotlenienia poprzedzony zostanie hartowaniem - krotkimi czasami ischemii i reperfuzji,
wowczas uszkodzenie migsnia sercowego nastepuje w duzo mniejszym stopniu (Murry i wsp.,
1986). Jest to powszechnie znane zjawisko hartowania przez niedokrwienie. Wiadomo
jest iz hartowanie mozna uzyska¢ za pomocg substancji aktywujacych kanaty potasowe
(Grover i wsp., 1989; Xu i wsp., 2002; Murata i wsp., 2001). Od wielu lat prowadzone
sg badania w celu zrozumienia mechanizmow tego zjawiska i istnieje kilka hipotez
podejmujacych probe wyjasnienia cytoprotekcyjnych efektow aktywacji mitochondrialnych
kanatéw potasowych. Jedna z nich wigze naptyw jonéw potasu do macierzy mitochondrialnej

z pecznieniem mitochondriow (Garlid i wsp., 2001). Skutkuje to stymulacjg B-oksydacji

34



kwasow thuszczowych oraz fosforylacji oksydacyjnej, a w konsekwencji powoduje
zwigkszenie syntezy ATP (Eells i wsp., 2000), a wiadomym jest ze komorki hartowane
niedokrwieniem charakteryzujg si¢ znacznie wyzszym stezeniem ATP. Zjawisko
cytoprotekcji moze by¢ réwniez powodowane poprzez zmniejszenie akumulacji jonow
wapnia w macierzy mitochondrialnej po aktywacji mitochondrialnych kanaléw potasowych
(Liu i wsp., 1998; Murata i wsp., 2001). Réwniez RFT biorg udziat w uszkadzaniu komorek
w przypadku ischemii/reperfuzji, ale ich rola w cytoprotekcji powinna by¢ rozpatrywana
wieloptaszczyznowo. Z jednej strony wiadomo jest, iz RFT maja negatywny wplyw
na fizjologi¢ mitochondriow. Z drugiej strony, w ostatnich czasach pojawily si¢ informacje,
ze synteza RFT jest potrzebna dla cytoprotekcji wywotanej aktywatorami kanatow
potasowych (Forbes i wsp., 2001).

Odkrycie cytoprotekcyjnych skutkéw zastosowania aktywatorow mitochondrialnych
kanatow potasowych sprawito, ze bialka te staty si¢ obiecujacym celem potencjalnych terapii
farmakologicznych wykorzystywanych do leczenia choréb ukladu krazenia, a takze chorob
neurodegeneracyjnych. Powszechnie przyjmuje si¢, ze wstepne kondycjonowanie za pomoca
aktywatorow kanatow potasowych skutkuje cytoprotekcja poprzez aktywacje kanatow
mitochondrialnych (Facundo i wsp. 2006). Skorelowany zostal wptyw aktywatorow kanatow
Katp z ochrong przed uszkodzeniem niedokrwiennym w nienaruszonym sercu (Garlid i wsp.,
1997), a takze w izolowanych miocytach (Liu i wsp., 1998). Aktywatory kanatu mitoKatp
wywotuja prekondycjonowanie cytoprotekcji, co pozwala na wywotywanie mniejszych
uszkodzen tkanek. Inhibitory kanatu mitoKatp odwracaja ten efekt (Garlid i wsp., 1997;
Iwai i wsp., 2000; Lee i wsp., 2007). Jeden z aktywatorow kanaléw potasowych -
BMS-180448 byt testowany w badaniach klinicznych pod katem wilasciwosci
cytoprotekcyjnych (Lee i wsp., 2007; D’Alonzo i wsp., 1996; Grover i wsp., 1996; D'Alonzo
I wsp., 1995). Potwierdzono réowniez neuroprotekcyjne dziatanie aktywatoréw kanatow

mitoKare w mézgu (Wang i wsp., 2011b) oraz rdzeniu kregowym (Roseborough i wsp., 2006).

3.4.3. Hipotezy o molekularnej tozsamos$ci mitoKatp

Tozsamos$¢ molekularna kanatu mitoKatp byta przedmiotem wielu badan. Pierwsza
hipoteza postulowata, ze kompleks kanatu Kir6.x jest odpowiedzialny za aktywno$¢ mitoK ate.
Jednak usuni¢cie genow kodujacych podjednostke Kir6.x nie skutkowato brakiem aktywnos$ci
kanatu mitoKate (Miki i wsp., 2002; Wojtovich i wsp., 2013). Proponowano rowniez, ze kanat
mitoKatp zawiera kompleks dehydrogenazy bursztynianowej (Ardehali i wsp., 2004).

Obecnie aktualne sg dwie hipotezy co do biatek tworzacych mitochondrialny kanat Kate.
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Wedlug pierwszej z nich biatkiem tym jest ROMK2 kodowane przez gen KCNJ1 (Foster
I wsp., 2012). Inne badania dowodzg, iz kanal mitoKatp moze by¢ tworzony przez biatko

CCDCh51 (Paggio i wsp., 2019).

3.4.3.1. Kompleks kanaléw Kir6.X

Pierwsza hipoteza proponowata, ze kanat mitoKatp jest kompleksem Ki6.x
z podjednostkami SUR. Podjeto proby weryfikacji tej hipotezy poprzez metody
immunologiczne, jednakze uzyskiwane wyniki znacznie si¢ roznity. Lacza i wspotpracownicy
(Lacza i wsp., 2003b) zastosowali immunoblotting oraz mikroskopi¢ elektronowa
z wykorzystaniem zlota (ang. immunogold) do wykazania, ze Ki6.1 oraz K;i6.2
sg zlokalizowane w mitochondriach serca, jednakze ani SUR1, ani SUR2 nie zostaty wykryte
w tych badaniach. Natomiast Jiang i wsp. (Jiang i wsp., 2006) wykryli w preparatach bton
mitochondrialnych z serca cztowieka jedynie biatko Kir6.2. Singh i wsp. (Singh i wsp., 2003)
stwierdzili obecno$¢ biatek Ki6.1 i Ki6.2 oraz SUR2A w mitochondriach pochodzacych
z miocytow szczurzych. Immunoblotting frakeji mitochondrialnych pochodzacych z migsni
szkieletowych oraz watroby szczura roéwniez wykazal obecno$¢ biatka Kir6.1 (Suzuki i wsp.,
1997). Natomiast Kuniyasu i wsp. (Kuniyasu i wsp., 2003) nie wykryli ani Ki6.1, ani K;:6.2
w mitochondriach serca szczura. Wyniki tych badan dodatkowo r6znity si¢ wartosciami masy
identyfikowanych biatek. W przypadku biatka Ki6.1 0 masie teoretycznej 48 kDa
obserwowano wartosci masy: 42,48 i 51 kDa (Lacza i wsp., 2003b; Singh i wsp., 2003; Suzuki
I wsp., 1997; Lacza i wsp., 2003a), a dla biatka K;6.2 0 masie teoretycznej 42 kDa oznaczono
biatka o masie od 40 do 56 kDa (masa teoretyczna 42 kDa) (Jiang i wsp., 2006; Cuong i wsp.,
2005). Analiza proteomiczna wykazata, ze Ki6.1 nie jest obecny oczyszczonych frakcji
mitochondrialnej serca bydlecego (Foster i wsp., 2008).

Ponadto poprzez koekspresj¢ roznych kombinacji podjednostek SUR 1 Ki6.X
wykazano, ze farmakologia kanalu mitoKatp jest bardziej podobna do farmakologii
kompleksu SUR1-K;:6.1 niz SUR2B-K;6.1 (Liu i wsp., 2001).

Podsumowujac, wiele grup badawczych zauwazylo immunoreaktywnos$¢
odpowiadajaca podjednostkom Ki:6.x i/lub SUR w mitochondriach, jednakze przeprowadzone
badania nie udowadniajg jednoznacznie tozsamosci kanalu mitoKate z kompleksem

Kir6.x/SUR.
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3.4.3.2. Kompleks dehydrogenazy bursztynianowej

W 2004 roku Ardehali i wspotpracownicy (Ardehali i wsp., 2004) opublikowali prace,
w ktorej postulowali ze dehydrogenaza bursztynianowa (SDH, ang. succinate dehydrogenase)
jest czescig kompleksu makromolekularnego odpowiedzialnego za aktywno$¢ mitoKate.
Dodatkowo w sktad tego kompleksu mialyby wchodzi¢ cztery biatka mitochondrialne: biatko
majace kasete wigzaca ATP (mABCI, ang. mitochondrial ATP binding casette), nosnik
fosforanu (ang. phosphate carrier), translokaza nukleotydéw adeninowych (translokaza ANT,
ang. adenine nucleotide translocator) i syntaza ATP. Oczyszczong frakcje bton
mitochondrialnych zawierajaca te biatka rekonstytuowano w proteoliposomach, a nastgpnie
dwuwarstwach lipidowych i wykazywala ona charakterystyke kanatow mitoKartp. Aktywno$¢
ta blokowana byla przez inhibitory kanalu mitoKate, tj. 5-HD, glibenklamid i ATP.
Diazoksyd, aktywator kanatu mitoKarp, powodowal znaczny wzrost aktywnos$ci kanatowe;.
Co ciekawe, inhibitor SDH, kwas 3-nitropropionowy (3-NPA, ang. 3-nitropropionic acid)
zwigkszal aktywno$¢ kanatlu mitoKatp, a efekt ten byt znoszony przez 5-HD. Modulatory
translokazy ANT (tj. atraktylozyd oraz kwas bongkrekowy) natomiast nie wptywaty
na obserwowang aktywno$¢. Wyniki te zatem moga sugerowal, ze dehydrogenaza
bursztynianowa w pewien sposob wptywa na aktywno$¢ kanatu mitoKate (Ardehali i wsp.,
2004).

3.4.3.3. Izoforma ROMK?2 - lokalizacja mitochondrialna i wplyw na mitochondria

W 2012 roku zaproponowano, ze biatko ROMK2 (Ki1.1b) kodowane przez jeden
z warlantéw roznicowego sktadania mRNA produktu genu KCNJ1 moze by¢ podjednostka
tworzaca por kanatu mitoKatp (Foster i wsp., 2012). Uzywajac techniki patch-clamp
z wykorzystaniem mitoplastow izolowanych z komorek linii H9¢2 nadprodukujacych biatko
ROMK?2 zarejestrowano aktywnosci typowe dla mitoKare. Na aktywnos$ci te wptywatly
wczesniej juz wspomniane modulatory kanalu mitoKate, tj. ATP/Mg?*, diazoksyd,
czy tez 5-HD (Laskowski i wsp., 2019). Ponadto wykazano wrazliwo$¢ tych aktywnosci
na glibenklamid (Laskowski i wsp., 2019). Istnieja jednakze sprzeczne doniesienia
pokazujace, iz dziatanie glibenklamidu na aktywno$§¢ ROMK moze by¢ zalezne (Lu i wsp.,
2006) lub tez niezalezne (Konstas i wsp., 2002) od obecno$ci dodatkowej podjednostki SUR.
Kolejnym dowodem popierajagcym hipotez¢ o mitochondrialnej lokalizacji kanatu ROMK2
jest hamowanie akumulacji jonéw talu (T1") w izolowanych mitochondriach komorek linii
H9c¢2 traktowanych tertiaping Q (Foster i wsp., 2012). Wczesniejsze badania wykazaty

bowiem, ze plazmatyczny kanat tworzony przez biatko ROMKI1 jest hamowany wtasnie
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przez tertiaping Q (Jin and Lu, 1998). Jednakze istnieja rowniez badania pokazujace,
iz nie jest ona selektywna wylacznie dla kanalu ROMK i hamuje réwniez aktywnos$¢ innych

kanalow potasowych: GIRK (Jin i wsp., 1999) oraz BKca (Kanjhan i wsp., 2005).

3.4.3.4. Bialko MITOK (CCDC51) — wlasciwosci, farmakologia i wplyw na mitochondria

W 2019 Paggio i wsp. wysnuli hipoteze oraz przedstawili dowody, iz biatko CCDC51,
moze byl biatkiem tworzgcym por kanatu mitoKatp. W zwigzku z tym zaproponowano jego
nowa nazwe - MITOK (Paggio i wsp., 2019).

Bialko MITOK zbudowane jest z dwdch helis transbtonowych, z ktérych jedna
zakonczona jest dlugim N-koncem, a druga bardzo krétkim C-koncem, znajdujagcym
si¢ po stronie macierzy mitochondrialnej. Biatko MITOK nie posiada charakterystycznego
dla typowych kanatow potasowych filtra selektywnosci zbudowanego z petli P
1 w konsekwencji nie jest selektywny dla jonu potasu i umozliwia réwniez przeptyw jonow
sodu. Jednakze ze wzgledu na wewnatrzkomérkowa lokalizacje glownym jonem
transportowanym przez MITOK jest potas. Zbadano aktywno$¢ nadprodukowanego
w bakteriach oraz nastepnie oczyszczonego biatka MITOK. Stwierdzono, ze jego aktywno$¢
kanatowa nie odpowiada na klasyczne modulatory mitoKatp, tj. ATP, czy tez 5-HD. Odkryto,
ze MITOK tworzy kompleks ze zlokalizowanym w mitochondriach bialkiem ABCBS8
nalezacym do rodziny transporteréw ABC, ktére nazwano MITOSUR ze wzgledu
na ewolucyjne podobienstwo do biatlek SUR (réwniez nalezacych do rodziny transporteréw
ABC). Kompleks MITOK-MITOSUR tworzy kanal, ktorego aktywno$¢ jest aktywowana
diazoksydem, a hamowana przez ATP, glibenklamid i 5-HD. Ponadto delecja MITOK
skutkowala zmianami w morfologii mitochondriéw, a takze brakiem prekondycjonowania
farmakologicznego w testach niedotlenienia-reperfuzji. Uzyskane wyniki pozwolity
na zaproponowanie, ze kompleks pomigdzy MITOK (CCDC51) 1 MITOSUR jest tozsamy
z mitoKate (Paggio i wsp., 2019).
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4. ZALOZENIA I CELE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Niedotlenienie serca oraz tkanek moézgu jest jedng z najczestszych przyczyn $mierci
we wspotczesnym swiecie. Wiadomo, ze prawidlowo funkcjonujgce mitochondria odgrywaja
wazng role w metabolizmie energetycznym komorki oraz petnig role m.in. w cytoprotekcji
(kardio- 1 neuroprotekcji). Wykazano, ze w procesach cytoprotekcji udzial biorg
mitochondrialne kanaty potasowe, jednakze mechanizm ich uczestnictwa nie zostat poznany.
Wykazano natomiast, ze aktywacja kanatu mitoKatp chroni komérki serca i mozgu przed
uszkodzeniami wywolanymi przez niedotlenienie/reperfuzje. W ostatnich latach postawiono
hipotezg, ze biatko ROMK2 moze by¢ podstawowa jednostka budujaca kanal mitoKarp.
Izoforma ROMKI tego biatka tworzy kanaty znajdujace si¢ w btonie plazmatycznej, ktore
oddziatujg z kilkoma biatkami akcesoryjnymi majacymi wptyw na regulacj¢ ich aktywnosci,
a takze na wrazliwo$¢ wobec ligandow. Jednakze, dotychczas nie odkryto zadnych biatek
wchodzacych w interakcje z biatkiem ROMK2 w mitochondriach.

Gléwnym celem badan prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto

zidentyfikowanie bialek wchodzacych w sklad mitochondrialnego otoczenia bialkowego

kanatu ROMK?2. Zidentyfikowanie partnerow biatka ROMK2 moze pomdc w rozumieniu,

w jakim stopniu kompleksy biatkowe kanalow mitochondrialnych sg odpowiednikami
kompleksow znajdujagcych si¢ w blonie komorkowej. Moze to rowniez pozwoli¢
na okreslenie, jak kanaly mitochondrialne zwigzane sa z innymi biatkami mitochondrialnymi
o0 zdefiniowanej funkcji np. kompleksami tancucha oddechowego. Identyfikacja partnerow
biatkowych ROMK2 pozwoli ponadto na lepsze zrozumienie roli fizjologicznej kanatu
mitoKate. W zwigzku z powyzszym, aby zrealizowaé ten cel zatozono uzycie metody
biotynylacji bialek przyleglych (Turbo-ID), ktéra pozwala na wyznakowanie biatek
znajdujacych si¢ w poblizu (<10 nm) badanego biatka. W nastepnym etapie zalozono podjgcie
prob izolacji kompleksow zawierajacych ROMK?2 1 biatek wykrytych w eksperymentach
TurbolD przy pomocy koimmunoprecypitacji.

Kolejnym celem byly badania nad farmakologiczng modulacjg aktywnos$ci kanatu

ROMK2. Wczesniej przeprowadzono wiele badan nad farmakologiczna modulacja
aktywnoS$ci kanatow mitoKatp. Jednakze zwiazki, ktore zidentyfikowano jako modulatory
mitoKatp nie byly testowane w badaniach elektrofizjologicznych nad kanatami ROMK lub
tez nie bylo wiadomo, czy wptyw tych modulatorow byt bezposredni, czy tez zwigzany
z obecnoscig biatek akcesoryjnych dla kanatdow ROMK. W zwigzku z tym zalozono
heterologiczna ekspresje w komorkach bateryjnych E. coli oraz pomiary aktywnosci

0czyszczonego i rekonstytuowanego do sztucznych bton lipidowych biatka ROMK2.
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5. MATERIALY I METODY
5.1. KLONOWANIE MOLEKULARNE

Gtowng strategig klonowania zastosowang w nizej opisanych badaniach byta ligacja

fragmentow restrykcyjnych, w ktorych wstawki uzyskiwano w reakcjach PCR, a specyficzne

miejsca restrykcyjne wprowadzano w komercyjnie syntetyzowanych starterach.

14

fragment DNA ! Y lopide DNA plazmidu
amplifikowany % L 3
metodg PCR A

. 4 4wienie

enzymem

trawienie enzymem restrykcyjnym L
restrykcyjnym

Jwstawka”
' topkie D\\>
korice >

ligacja plazmidu ze wstawkg

plazmid ze ,wstawka”

Rycina 3. Uproszczony schemat klonowania molekularnego

5.1.1. Wektory genetyczne wykorzystywane w badaniach
5.1.1.1. pET-28a(+)

Wektor pET-28a(+) jest wektorem ekspresyjnym o wielkosci 5369 par zasad

wykorzystywanym do produkcji rekombinowanych biatlek w E. coli. Zawiera on promotor

T7 oraz sasiadujaca sekwencje operatora lac pozwalajaca na niski poziom nieindukowanej

ekspresji. Wklonowane otwarte ramki odczytu (ORF-y) moga zosta¢ potaczone z sekwencja

kodujaca etykiete 6xHis (C-koniec eksprymowanego biatka). Wektor ten niesie gen opornos$ci

na kanamycyne (KanR) (Shilling i wsp., 2020).
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T7 terminator Sal

m Xho!
% Not I

pET-28a(+)
5.4kb

tac aperator Xbal .
A ACA ATT CCC CTC TAG AAA TAA TTT TGT TTA ACT TTA AGA AGG AGA

N Nie | 17 tag
AGC CATATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT
WM ASMTGGTETEHMG
Sall  HindWL Nt

T CGA CAA GCT TGC GGC CGC ACT COA GC
E A /C G R TR

hvd v
AAG CTG AGT TGG CTG CTG CCA CCG CTG AGC AAT AAC TAG CAT AAC CCC TTG GGG CCT CTA AAC GGG TCT TGA GGG GTT TTT TG -~

Rycina 4. Mapa plazmidu pET-28a(+) z sekwencjg polylinkera
(zrodto: https://www.genscript.com/)

5.1.1.2. pcDNA3.1(+)
Wektor pcDNA3.1(+) to wektor o dtugosci 5428 par zasad pochodzacy z pcDNA3.

i poczatek replikacji pUC do selekcji i utrzymania plazmidu w E. coli.

f -g"?k Nhe |

pcDNA3.1Hygro(+) Not I

Xho |
5.6kb o
Apal

&
sz:—!

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

Rycina 5. Mapa plazmidu pcDNA3. 1/Hygro(+) z sekwencjq polylinkera

(Zrodto: https://www.genscript.com/)

Zaprojektowany zostat do przejsciowej ekspresji biatek na wysokim poziomie w komodrkach

ssaczych dzigki obecno$ci promotora CMV. Wektor ten niesie gen opornosci na ampicyling
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5.1.2. Reakcja lancuchowa polimerazy

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR - ang. polymerase chain reaction) zostata
opracowana w 1983 roku przez Kary’ego Mullisa. Polega ona na powieleniu specyficznego
fragmentu DNA z wykorzystaniem polimerazy DNA.

Reakcje tancuchowa polimerazy przeprowadzono w celu przygotowania plazmidow
do ekspresji biatka ROMK?2 zaréwno w bakteriach E. coli, jak réwniez w linii komérkowej
HEK293T. Reakcje PCR prowadzono z wykorzystaniem par starteréw komplementarnych
do pozadanych sekwencji w matrycowym DNA z uzyciem polimerazy Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) zgodnie z protokotem producenta.

Do przeprowadzenia reakcji uzyto 5 pl kazdego ze starteréw (10 uM), 20 pl
5x Phusion HF Buffer, 0,1 pl (10 — 100 ng) matrycy DNA, 8 ul 10 mM dNTP (koncowe
stezenie kazdego ANTP wynosito 200 pM) i uzupetniono dH20 do 100 pl. W pierwszym
etapie mieszaning reakcyjng ogrzewano w temperaturze 98°C przez 30 sekund, a nastepnie
podano 25-krotnie powtarzanemu cyklowi trzech etapow, tj. denaturacji w temperaturze 98°C
przez 5 sekund, hybrydyzacji w temperaturze 55°C przez 15 sekund oraz 90 sekundowej
elongacji w 72°C. Po uptywie tych powtarzalnych cykli probke ogrzewano przez 5 min
w 72°C w celu ostatecznego wydtuzenia, a nastepnie reakcje ochtodzono do temperatury 4°C.
W zaleznosci od dhugosci produktu PCR zmieniano czas etapu wydluzania w zakresie

od 30 do 180 sekund.
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Nazwa pary )
) Starter gorny — ,,forward” Starter dolny — ,,reverse”
starterow
5' — AAACTCGAGTTAGTGGTGATGGTGATGA
5'~AAACCATGGGTATGTTCAAGCA
Startery A ceTECG . 3 TGCGAGCCACCGCCACCGCTACCGCGCGGCA
GAGCATCTTGGTATCGTCGG -3'
Starterv B 5'- TGGAATTCTGCAGATATGTTCAA | 5 — TTGCTAGCCATTTTGGTGTCATCTGTTT
y ACATCTTCGGAAATGGG -3' CA-3'
5-CCAAAATGGCTAGCAAAGACAA | 5 — TTGCTAGCCATTTTGGTGTCATCTGTTT
Startery C
TACTGTGCC -3 CA-3'
5-AGGAATTCTACCCGTATGATGTT | 5-GCCACTGTGCTGGATTTATGCGTAGTCTG
Startery D
CCGGA-3' GGACGTC-3'
5'- GAGCTCGGATCCATGTTCAAAC
Startery E 5-TCTAGACTCGAGTTATGCGTAGTCTGGGA-3'
ATCTTCGGAAATG -3'
Starterv F 5'- ATGGGATCCATGGCGGCTCTGA | 5- CAGAGGCACAGTATTGTCTTTCATAATAGG
y AGAGTTGG -3' AACCGCACACAGGGTTAC- 3'
Starterv G 5-ATGGGATCCATGCTGTCTAATTT | 5-GCTTCAGAGGCACAGTATTGTCTTTCTGGA
y GAGAATCCTGCTC-3' CTGGCTTCCCATACC-3'
5-CGGCTCGAGTTACGTAGAATCGAGACCGAG
5-ACTGGTACCATGTTCAAACATCT
Startery H GAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACCCATTTTG
TCGGAAATGG-3
TGTCATCTG-3’

Tabela 1. Zestawienie wszystkich starterow wykorzystywanych w badaniach

5.1.3. Trawienie restrykcyjne

Trawienie restrykcyjne polega na hydrolizie DNA na specyficzne fragmenty
z wykorzystaniem enzyméw restrykcyjnych. Trawienie enzymami restrykcyjnymi byto
glowna strategia tworzenia konstruktéw (klonowania) w tej pracy. Wstawki przygotowywano
do wklonowania do danego wektora przez ich wytrawianie z wektoréw donorowych
lub namnazano w reakcjach PCR z uzyciem starteréw zawierajacych flankujgce unikalne
miejsca restrykcyjne, a nastepnie produkty PCR trawiono z uzyciem odpowiednich enzymow
restrykcyjnych. Trawienie enzymami restrykcyjnymi wykonywano rowniez w celu
potwierdzenia obecno$ci wlasciwej wstawki w plazmidzie.

W celu przeprowadzenia reakcji trawienia przygotowano mieszaning reakcyjng
sktadajaca si¢ z 0,5 - 4 ug DNA (oczyszczonego produktu PCR lub plazmidu), 2 pl
10x buforu do trawienia oraz 1 pl jednego lub kazdego z enzymow restrykcyjnych (Thermo
Scientific). Mieszaning reakcyjng uzupelniono woda do koncowej objetosci 20 pl.
W przypadkow tzw. enzymoéw Fast Digest (Thermo Scientific) reakcj¢ prowadzono przez
10 - 30 minut w temperaturze 37°C. Rozdzial produktéw wykonywano w 1% zelu

agarozowym zgodnie z procedurg przedstawiong w punkcie 5.1.5.
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5.1.4. Reakcja ligacji

Ligacja DNA jest reakcja, w ktorej powstaja wigzania fosfodiestrowe pomiedzy
koncem hydroksylowym 3°, a koncem fosforanowym 5° DNA. Do ich syntezy wymagana jest
obecnos¢ katalizatora - ligazy DNA. W pracy uzywano ligazy bakteriofaga T4, ktora
ma zdolnos¢ do taczenia zarowno tzw. "lepkich", jak rowniez "tepych koncow".

Do przeprowadzenia reakcji ligacji przygotowano mieszaning reakcyjng sktadajaca
si¢ z: 3 ul wektora, 4 pul wstawki po oczyszczeniu, 1 pl buforu do ligacji, 1 pl ligazy
T4 (Thermo Scientific) oraz 1 pl glikolu polietylenowego (PEG) dodanego w celu zwigkszenia
efektywnego stezenia enzyméw. Dodatkowo do kazdej reakc;ji ligacji przygotowano kontrole
negatywng — mieszanine reakcyjng zawierajaca wszystkie sktadniki z wyjatkiem wstawki.
Reakcje ligacji prowadzono w termobloku stosujac cykliczny protokot z inkubacjami
po 10 min kolejno w temperaturach: 10°C, 15°C, 20°C i 2 min w 37°C. Cykle te powtarzano

przez calg noc (tzw. "temperature-cycle ligation™) (Lund i wsp., 1996).

5.1.5. Rozdzial elektroforetyczny DNA w Zelu agarozowym

Elektroforeza w zelu agarozowym jest metoda stuzaca do rozdzialu kwasow
nukleinowych w polu elektrycznym.

Probki DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym. W celu
przygotowania zelu agarozowego 1 g agarozy (Sigma Aldrich) zawieszono w 100 ml
buforu TBE (Tris/Boran/EDTA - 89 mM Tris; 89 mM kwas borowy; 2 mM EDTA; pH 8,3).
Agarozg rozpuszczono przez zagotowanie mieszaniny w kuchence mikrofalowe;.
Po delikatnych ochtodzeniu do plynnej agarozy dodano 4 ul Midori Green (Abo),
ktéry jest bezpieczng alternatywa dla kancerogennego bromku etydyny, aby mozliwe
bylo zwizualizowanie produktow PCR. Do probek dodano 6x Orange DNA Loading Dye
(Thermo Scientific). Rownolegle obok probek badanych elektroforezie poddano wzorzec
masy (GeneRuler 1kb Ladder, Thermo Scientific). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
w buforze TBE przy stalym napigciu 100 V przez okoto 30 — 60 minut przy zastosowaniu
aparatu BioRad. Po zakofczeniu rozdzialu zele analizowano w $wietle UV za pomoca
transiluminatora High Performance 2UV™ Transilliminator (UVP) oraz transluminatora

z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli G:BOX (Syngene).
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5.1.6. Oczyszczanie DNA
5.1.6.1. Oczyszczanie produktu PCR z mieszaniny reakcyjnej

Produkt PCR oczyszczano bezposrednio z mieszaniny reakcyjnej stosujagc PCR/DNA
Clean-Up Purification Kit (EURX) wedtug instrukcji producenta zamieszczonej w zestawie.
Do jednej objetosci roztworu DNA dodano 2 objgtosci buforu Orange DX, mieszano,
a nastgpnie calg objetos¢ przeniesiono do mikrokolumny wiazacej, ktdrag wczesniej
aktywowano za pomocg 30 pl buforu aktywacyjnego Buffer DX. Mikrokolumng wirowano
w mikrowiréwce przez 1 minut¢ przy 11 000 x g. Nastepnie na mikrokolumn¢ naniesiono
500 pl buforu ptuczacego Wash DX1 i wirowano przez 1 minute przy 11 000 x g. Po usunigciu
przesagczu do mikrokolumny dodano 650 ul buforu pluczacego Wash DX2. Mikrokolumng
wirowano przez 1 minute przy 11 000 x g. Przesacz ponownie usuni¢to, a mikrokolumng
wirowano przez 2 minuty przy 11000 x g, aby usungé resztki buforu ptuczacego.
Mikrokolumng umieszczono w nowej proboéwcee typu Eppendorfi dodano do niej 50 pl buforu
Elution. Po 2 minutach inkubacji mikrokolumng wirowano przez minut¢ przy 11 000 X g.

Produkty PCR oczyszczano réwniez po rozdziale w zelu agarozowym przy pomocy
zestawu Agarose-Out DNA Purification Kit (EURX) (punkt 5.1.6.2). Uzyskane DNA

wykorzystano do dalszy etapow klonowania.

5.1.6.2. Oczyszczanie DNA z zelu agarozowego

Po rozdzieleniu probek w Zelu agarozowym wycigto obszar zawierajacy linearng forme¢
DNA o pozadanej masie, a nast¢gpnie oczyszczono z wykorzystaniem zestawu
Agarose-Out DNA Purification Kit (EURx). Cala procedur¢ oczyszczania prowadzono
zgodnie z instrukcja zamieszczong przez producenta. W pierwszym kroku do mikrokolumny
dodano
30 pl Buforu A i pozostawiano ja w temperaturze pokojowej. Do wycietego z zelu prazka
agarozy z DNA dodano bufor Orange A (100 ul na 100 mg zelu) i inkubowano
w bloku grzejnym w temperaturze 55°C do momentu catkowitego rozpuszczenia agarozy.
Mieszanine nastepnie przeniesiono do kolumienki wigzacej umieszczonej w probowce
odbierajacej 1 wirowano przez 1 minute z predkoscia 11 000 x g. Nastepnie do mikrokolumny
dodano 500 ul buforu ptuczacego Wash Al i ponownie wirowano przez 1 minute
przy 11 000 x g. Do mikrokolumny dodano nastgpnie 650 ul buforu ptuczacego Wash AX2
1 wirowano przez 1 minut¢ przy 11 000 x g. Ponownie wirowano mikrokolumne¢ przez
1 minute z maksymalng predkos$cia, aby usuna¢ resztki buforu ptuczacego. Do tego etapu

wszystkie przesacze usuwano. Nastepnie mikrokolumne przeniesiono do nowej probowki
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typu Eppendorf 1,5 — 2 ml i dodano 50 ul buforu do elucji Elution. Mikrokolumne
pozostawiono na 1 minute w temperaturze pokojowej, a nastepnie zwirowano przez 1 minutg

przy 11 000 x g. Uzyskane DNA wykorzystano do kolejnych etapéw klonowania.

5.1.7. Wektory wykorzystywane do ekspresji bialek w bakteriach oraz w komoérkach
ssaczych

W tabeli ponizej (Tabela 2) zebrano wszystkie wykorzystywane wektory i przypisano
im nazwy uzywane w ponizszej rozprawie oraz podano biatka kodowane przez wklonowanie
do nich otwarte ramki odczytu. Doktadny opis kazdego z wektoréw znajduj¢ si¢ w kolejnych
podpunktach tego podrozdziatu.
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Wektor Wektor ]
Bialko Referencja

- skrécona nazwa - pelna nazwa

pROMK1bac pUC57-ROMK1bac ROMK1 Genescript Biotech

pKirBacl.3-ROMK1bac

pUC57-KirBacl.3-ROMK1bac

KirBacl.3-ROMK1

Genescript Biotech

pKirBacl.3-ROMK1bac-

pET28a-KirBacl.3-ROMK1bac-

KirBacl.3-ROMK1-

. . . te badania
6xHis 6xHis 6xHis
pROMK1bac-6xHis pET28a-ROMK1bac-6xHis ROMKZ1-6xHis te badania
pSUMO-KirBacl.3- pTS1-SUMO-KirBacl.3- SUMO-KirBacl.3- te badani
e badania
ROMK1bac-6xHis ROMK1bac-6xHis ROMKZ1-STREP-6xHis
. . SUMO-ROMK1-STREP- .
pSUMO-ROMK1bac-6xHis | pTS1-SUMO-ROMK1bac-6xHis oxHi te badania
xHis
pMISTIC-KirBacl.3- pET28a-MISTIC-KirBacl.3- MISTIC-KirBacl.3- te badani
e badania
ROMK1bac-6xHis ROMK1bac-6xHis ROMK1-6xHis
pMISTIC- ROMK1bac- PET28a-MISTIC- ROMK1bac- ) )
. . MISTIC- ROMK1-6xHis | te badania
6xHis 6xHis
pOmpF-KirBacl.3- pOmpF-KirBacl.3-ROMK1bac- OmpF-KirBacl.3- te badani
e badania
ROMK1bac-6xHis 6xHis ROMK1
pOmpF-ROMK1bac-6xHis | pOmpF-ROMK1bac-6xHis OmpF-ROMK1 te badania
pROMK2bac-6xHis PET28a-ROMK2bac-6xHis ROMK?2-6xHis te badania
pcDNA3.1-ROMK2-TurbolD- .
pROMK2-TurbolD ROMK2-TurbolD-3xHA | te badania
3xHA
pSMAC-TurbolD pcDNA3.1-SMAC-TurbolD-3xHA | SMAC-TurbolD-3xHA te badania
pOTC-TurbolD pcDNA3.1-OTC-TurbolD-3xHA OTC-TurbolD-3xHA te badania
pROMK2-V5 pcDNA3.1-ROMK2-V5 ROMK2-V5 te badania
Origene
pPRDX1 pCMV6-Entry-PRDX1-Myc-FLAG | PRDX1-Myc-FLAG
(RC205072)
pCMV6-Entry-GPATCH8-Myc- Origene
pGPATCHS GPATCHS8-Myc-FLAG
FLAG (RC219640)
Origene
pTP53 pCMV6-Entry-TP53-Myc-FLAG p53-Myc-FLAG
(RC200003)
pCMV6-Entry-IMPDH2-Myc- Origene
pIMPDH2 IMPDH2-Myc-FLAG
FLAG (RC202977)
Origene
pAGK pCMV6-Entry-AGK-Myc-FLAG AGK-Myc-FLAG
(RC201891)
Origene
pPARP1 pCMV6-Entry-PARP1-Myc-FLAG | PARP1-Myc-FLAG
(RC202977)

Tabela 2. Zestawienie wszystkich wykorzystywanych wektorow z petnymi nazwami wraz z przypisanymi

im skroconymi nazwami oraz produkowanymi biatkami
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5.1.7.1. Wektory wykorzystywane do ekspresji biatka ROMK1/2 w bakteriach

W celu ekspresji biatka ROMK1/2 w Escherichia coli zsyntetyzowano przez firme
Genescript Biotech (www.genescript.com) zoptymalizowang do ekspresji w bakteriach
otwartg ramke odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame) dla biatka ROMK 1, ktorg nazwano
ROMK1bac (ponizej):
ATGGGTGCTAGCGGATCCCGTAACGTGTTTGACACCCTGATTCGTGTTCTGACCGAGAG
CATGTTCAAGCACCTGCGTAAATGGGTGGTTACCCGTTTCTTTGGTCACAGCCGTCAGCG
TGCGCGTCTGGTTAGCAAGGATGGTCGTTGCAACATCGAGTTTGGCAACGTTGAAGCGC
AAAGCCGTTTCATTTTCTTTGTGGACATCTGGACCACCGTTCTGGATCTGAAGTGGCGTT
ACAAAATGACCATCTTTATTACCGCGTTCCTGGGTAGCTGGTTCTTTTTCGGCCTGCTGT
GGTACGCGGTGGCGTATATCCACAAAGACCTGCCGGAGTTTCACCCGAGCGCGAACCAC
ACCCCGTGCGTTGAAAACATTAACGGTCTGACCAGCGCGTTTCTGTTCAGCCTGGAGAC
CCAGGTGACCATCGGTTATGGCTTCCGTTGCGTTACCGAACAGTGCGCGACCGCGATCTT
TCTGCTGATTTTCCAAAGCATCCTGGGTGTGATCATTAACAGCTTTATGTGCGGCGCGAT
TCTGGCGAAGATCAGCCGTCCGAAGAAACGTGCGAAGACCATTACCTTCAGCAAAAAC
GCGGTGATCAGCAAGCGTGGTGGCAAACTGTGCCTGCTGATTCGTGTTGCGAACCTGCG
TAAAAGCCTGCTGATTGGTAGCCACATCTACGGCAAGCTGCTGAAAACCACCGTGACCC
CGGAGGGTGAAACCATCATTCTGGACCAGATCAACATTAACTTCGTGGTTGATGCGGGC
AACGAGAACCTGTTTTTCATCAGCCCGCTGACCATTTATCACGTTATCGACCACAACAGC
CCGTTTTTCCACATGGCGGCGGAGACCCTGCTGCAGCAAGACTTTGAACTGGTGGTTTTC
CTGGATGGCACCGTGGAAAGCACCAGCGCGACCTGCCAAGTTCGTACCAGCTACGTGCC
GGAGGAAGTTCTGTGGGGTTATCGTTTTGCGCCGATTGTGAGCAAGACCAAAGAGGGCA
AGTACCGTGTTGATTTTCACAACTTCAGCAAAACCGTTGAGGTGGAAACCCCGCACTGC
GCGATGTGCCTGTACAACGAAAAGGACGTGCGTGCGCGTATGAAACGTGGCTATGATAA
CCCGAACTTCATCCTGAGCGAGGTTAACGAAACCGACGATACCAAGATGCTCGAGTAA

Jednoczesnie zsyntetyzowano przez firm¢ Genescript Biotech (www.genescript.com)
zoptymalizowana do ekspresji w bakteriach otwarta ramke odczytu biatka fuzyjnego
KirBacl.3-ROMKI1, w ktorej domeny transbtonowe ROMK zastapiono przez domeny
btonowe bakteryjnego kanatu KirBacl.3 analogicznie do wczesniej opublikowanej fuzji
KirBacl.3-Kir3.1 (Nishida i wsp., 2007, Leal-Pinto i wsp., 2010):
ATGGGTGCTAGCGGATCCCGTAACGTGTTTGACACCCTGATCCGTGTTCTGACCGAGAG
CATGTTCAAGCACCTGCGTAAATGGGTGGTTACCCGTTTCTTTGGTCACAGCCGTCAGCG
TGCGCGTCTGGTTAGCAAGGATGGTCGTTGCAACATTGAGTTTGGCAACGTTGAAGCGC
AAAGCCGTTTCATCTTCTTTGTGGACATTTGGACCACCGTTCTGGATCTGAAGTGGCGTT
ACAAAATGACCATCTTCATTACCTTCTTTGTGAGCCTGGCGGTTCTGTTTCTGCTGCTGA
ACACCGCGTTCGCGACCCTGTATATGCTGGGTAGCGCGCCGATTGCGAACCAGTTTCCG
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GCGGGCTTCGGTGGCGCGTTCTTTTTCAGCGTGGAGACCCTGGCGACCGTTGGTTACGGC
GACATGCACCCGCAAACCGTGTATGCGCACTGGATCGCGACCCTGGAAATTTTTGTTGG
TATGAGCAGCATTGCGCTGGCGACCGGTGCGATCCTGGCGAAGATTAGCCGTCCGAAGA
AACGTGCGAAGACCATCACCTTCAGCAAAAACGCGGTGATTAGCAAGCGTGGTGGCAA
ACTGTGCCTGCTGATTCGTGTTGCGAACCTGCGTAAAAGCCTGCTGATCGGTAGCCACAT
TTACGGCAAGCTGCTGAAAACCACCGTGACCCCGGAGGGTGAAACCATCATTCTGGACC
AGATCAACATTAACTTCGTGGTTGATGCGGGCAACGAGAACCTGTTTTTCATCAGCCCG
CTGACCATCTATCACGTTATTGACCACAACAGCCCGTTTTTCCACATGGCGGCGGAGACC
CTGCTGCAGCAAGACTTTGAACTGGTGGTTTTCCTGGATGGCACCGTGGAAAGCACCAG
CGCGACCTGCCAAGTTCGTACCAGCTACGTGCCGGAGGAAGTTCTGTGGGGTTATCGTT
TTGCGCCGATCGTGAGCAAGACCAAAGAGGGCAAGTACCGTGTTGATTTTCACAACTTC
AGCAAAACCGTTGAGGTGGAAACCCCGCACTGCGCGATGTGCCTGTACAACGAAAAGG
ACGTGCGTGCGCGTATGAAACGTGGCTATGATAACCCGAACTTCATTCTGAGCGAGGTT
AACGAAACCGACGATACCAAAATGCTCGAGTAA

Wyzej wymienione otwarte ramki odczytu tj. ROMK1bac i KirBacl.3-ROMK1bac
zostaly wklonowane do wektora pUC57 w miejsce ECORV i flankowane byly przez miejsca

rozpoznawane przez restryktazy Ncol, Nhel na koncu 5' oraz Xhol, HindIIl na koncu 3',

co utatwiato ich pozniejsze przeklonowanie do innych wektorow.

5.1.7.1.1. Wektory: pKirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz pROMK1bac-6xHis

Sekwencje kodujace KirBacl.3-ROMK1 i ROMK1 wytrawiono z wektora pUC57
enzymami restrykcyjnymi Ncol oraz Xhol. Produkt trawienia oczyszczono z zelu
agarozowego wykorzystujac Agarose-Out DNA purification kit (EURX) (podpunkt 5.1.6.2),
a nastgpnie przeklonowano do wektora pET28a (zlinearyzowanego wczesniej za pomocg Ncol

oraz Xhol) w celu otrzymania wektorow niosgcych otwarte ramki odczytu kodujace biatka

fuzyjne KirBacl.3-ROMK1-6xHis oraz ROMK1-6xHis.

5.1.7.1.2. Wektory: pSUMO-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz pSUMO-ROMK1bac-
6xHis

W celu otrzymania wektoré6w niosacych otwarte ramki odczytu kodujace
N-koncowe fuzje biatek KirBacl.3-ROMK1-6xHis oraz ROMK1-6xHis do biatka SUMO,
sekwencje kodujace KirBacl.3-ROMK1bac oraz ROMK1bac znajdujace si¢ w wektorze
pUCS57 wytrawiono za pomocg enzymdw restrykcyjnych Ncol oraz Xhol, oczyszczono z zelu
agarozowego (Agarose-Out DNA purification kit, EURX), a nastepnie przeklonowano

do wektora pTS1 zlinearyzowanego za pomoca enzymow restrykcyjnych Ncol i Xhol.
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Wektor pTS1 zostat udostepniony przez Yu-Zhu Zhang (Addgene plasmid #87797,
http://n2t.net/addgene:87797; RRID:Addgene_87797) (Zhang and Fan, 2017).

5.1.7.1.3. Wektory: pMISTIC-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz pMISTIC-ROMK1bac-
6xHis

W celu otrzymania wektorow niosgce otwarte ramki odczytu kodujace N-koncowe
fuzje biatek KirBacl.3-ROMKI1 oraz ROMKI1 do biatka MISTIC, sekwencje kodujace
KirBacl.3-ROMK1lbac oraz ROMK1lbac wytrawiono z wektora pUC57 enzymami
restrykcyjnymi Nhel oraz Xhol, oczyszczono z zelu agarozowego (Agarose-Out DNA
purification kit, EURX) i przeklonowano do wektora pET28aMISTIC zlinearyzowanego
wczesniej za pomocg Nhel 1 Xhol.

Wektor pET28aMISTIC zostal udostepniony przez Wolframa Antonina (Addgene
plasmid #85999; http://n2t.net/addgene:85999; RRID:Addgene_85999) (Vollmer i wsp.,
2012).

5.1.7.1.4. Wektory: pOmpF-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz pOmpF-ROMK1bac-
6xHis

W celu otrzymania wektorow niosagcych otwarte ramki odczytu kodujace N-koncowe
fuzje biatek KirBacl.3-ROMK1 i ROMKI1 do biatka OmpF sekwencje kodujace
KirBacl.3-ROMK1bac oraz ROMK1bac z wektora pUC57 wytrawiono za pomocg enzymow
restrykcyjnych Nhel oraz Xhol, oczyszczono z zelu agarozowego (Agarose-Out DNA
purification kit, EURX) i przeklonowano do wektora pOmpF zlinearyzowanego wcze$niej
za pomocg enzymow restrykcyjnych Nhel 1 Xhol.

Wektor pOmpF zostat udostepniony przez Bryan'a Berger'a (Addgene plasmid
#42606; http://n2t.net/addgene:42606 ; RRID:Addgene_42606) (Su i wsp., 2013).

5.1.7.1.5. Wektor pPROMK2bac-6xHis

W celu otrzymania plazmidu pROMK2bac wykorzystywanego do produkcji biatka
ROMK?2-6xHis, wykonano PCR na matrycy pUC57-ROMK1bac z uzyciem starterow
A (Tabela 1). Produkt reakcji PCR strawiono za pomocg enzyméw restrykcyjnych Ncol
oraz Xhol, a w nastepnym kroku wklonowano do zlinearyzowanego wcze$niej za pomoca

enzymow Ncol i1 Xhol wektora pET28a.
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5.1.7.2. Wektory wykorzystywane do eksperymentéw typu TurbolD
5.1.7.2.1. Wektor pPROMK2-TurbolD

Wektor pPROMK2-TurbolD niesie otwartg ramke odczytu kodujaca biatko fuzyjne
ROMKZ2-TurbolD-3xHA. Aby utworzy¢ ten konstrukt wykonano rownolegle 3 reakcje PCR:
"GA1" z uzyciem matrycy PCDNA3.1-ROMK2-V5 i starterow B (Tabela 1), "GA2"
z uzyciem matrycy 3XHA-TurbolD-NLS_pCDNA3 i starterow C (Tabela 1) oraz "GA3"
z uzyciem matrycy 3XHA-TurbolD-NLS pCDNAS3 i starterow D (Tabela 1). Nastepnie
produkty przeprowadzonych reakcji (GA1, GA2, GA3) oczyszczono z zelu agarozowego
iuzyto w reakcji PCR ze starterami E (Tabela 1). Produkt PCR strawiono za pomoca enzymow
restrykcyjnych BamHI oraz Xhol, a nastgpnie wklonowano do wektora pcDNA3.1/Hygro(+)
zlinearyzowanego enzymami BamHI i Xhol.

Plazmid 3xHA-TurbolD-NLS_pCDNA3 zostat udostgpniony przez Alice Ting
(Addgene plasmid #107171; http://n2t.net/addgene:107171; RRID:Addgene 107171)
(Branon i wsp., 2018).

5.1.7.2.2. Wektor pSMAC-TurbolD

Wektor pSMAC-TurbolD niesie otwartg ramke¢ odczytu kodujaca biatko fuzyjne
SMAC-TurboID-3xHA. Sekwencje kierujaca SMAC namnozono w reakcji PCR z uzyciem
matrycy pSmac-GFP przy uzyciu starterow F. Powstaty produkt PCR, zawierajacy na koncu
5' miejsce dla restryktazy BamHI oraz na koncu 3' 24 nukleotydy komplementarne
do sekwencji konca 5° TurbolD wykorzystano jako gorny "megaprimer" (Sarkar i wsp., 1990)
w kolejnej reakcji, w ktorej dolnym starterem byl starter E dolny (Tabela 1), a matryca
pcDNA3.1-ROMK2-TurbolD. Produkt PCR strawiono enzymami restrykcyjnymi BamHI
oraz Xhol, a nastgpniec wklonowano do wektora pcDNA3.1/Hygro(+) zlinearyzowanego
enzymami BamH]I i Xhol.

Matryca pSmac-GFP zostata przekazana przez Douglas'a Green'a (Addgene plasmid
#40881; http://n2t.net/addgene:40881; RRID:Addgene_40881) (Tait i wsp., 2010).

5.1.7.2.3. Wektor pOTC-TurbolD

Wektor pOTC-TurbolD niesie otwartg ramke odczytu kodujacg biatko fuzyjne
OTC-TurbolD-3xHA. Sekwencje kierujagca OTC namnozono w reakcji PCR z uzyciem
matrycy OTC przy uzyciu starterow G (Tabela 1). Tak powstaty produkt PCR, zawierajacy
miejsce dla restryktazy BamHI na koncu 5' oraz na koncu 3' 20 nukleotydow

komplementarnych do konca 5' sekwencji TurbolD, wykorzystano jako gorny "megaprimer”
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(Sarkar i wsp., 1990) w drugiej reakcji PCR, w ktorej dolnym starterem byt starter E dolny
(Tabela 1), a matrycg pcDNA3.1-ROMK2-TurbolID. Produkt PCR zostat strawiony BamHI
oraz Xhol i wklonowany do wektora pcDNA3.1/Hygro(+) zlinearyzowanego enzymami
BamHI oraz Xhol.

Wektor pOTC zostat udostepniony przez Nicholasa Hoogenraada (Addgene plasmid
#71877; http://n2t.net/addgene: 71877; RRID:Addgene_71877) (Zhao i wsp., 2002).

5.1.7.3. Wektory wykorzystywane do eksperymentéw typu Co-I1P
5.1.7.3.1. Wektor pPROMK2-V5

Wektor pROMK2-V5 otrzymano poprzez ligacje strawionego enzymami Kpnl
oraz Xhol produktu PCR - ROMK2-V5 z zlinearyzowanym tymi samymi enzymami
wektorem pcDNA3.1/Hygro(+). ROMK2-V5 otrzymano w reakcji PCR na matrycy
CMV-ROMK2-eGFP (Foster i wsp., 2012) z uzyciem starterow H (Tabela 1).

5.1.7.3.2. Wektor pPRDX1

Wektor pPRDX1 zawiera cDNA PRDX1 w plazmidzie pCMV6-Entry niesie otwartg
ramke odczytu pod kontrola promotora CMV kodujacg biatko PRDX1-Myc-FLAG (Origene,
numer kat. RC205072, numer akcesyjny NM_181697).

5.1.7.3.3. Wektor pGPATCHS8

Wektor pGPATCHS niesie otwarta ramk¢ odczytu pod kontrola promotora CMV
kodujaca biatko GPATCH8-Myc-FLAG (Origene, numer kat. RC219640, numer akcesyjny
NM_001002909).

5.1.7.3.4. Wektor pTP53
Wektor pTP53 niesie otwartg ramke odczytu pod kontrola promotora CMV kodujaca
biatko TP53-Myc-FLAG (Origene, numer kat. RC200003, numer akcesyjny NM_000546).

5.1.7.3.5. Wektor pIMPDH2

Wektor pIMPDH2 niesie otwartg ramk¢ odczytu pod kontrola promotora CMV
kodujaca biatko IMPDH2-Myc-FLAG (Origene, numer kat. RC202977, numer akcesyjny
NM_000884).
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5.1.7.3.6. Wektor pAGK
Wektor pAGK niesie otwartg ramke odczytu pod kontrola promotora CMV kodujaca
biatko AGK-Myc-FLAG (Origene, numer kat. RC201891, numer akcesyjny NM_018238).

5.1.7.3.7. Wektor pPARP1
Wektor pPARP1 niesie otwartg ramke¢ odczytu pod kontrola promotora CMV kodujaca
biatko PARP1-Myc-FLAG (Origene, numer kat. RC202977, numer akcesyjny NM_000884).

5.1.8. Transformacja genetyczna

Transformacja komorek bakteryjnych jest procesem aktywnego pobierania wolnego
DNA ze $rodowiska.

W pierwszym etapie transformacji do bakterii kompetentnych E. coli dodawano DNA
plazmidowego, a nastgpnie bakterie inkubowano na lodzie przez 30 minut. Po uptywie tego
czasu bakterie poddano szokowi termicznemu (1 minuta w 42°C), a nast¢pnie inkubowano
1 minute¢ na lodzie. Nastgpnie do bakterii dodawano pozywke SOC (2% trypton; 0,5% ekstrakt
drozdzowy; 0,05% NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgClz; 10 mM MgSOs; 20 mM glukoza)
1 mieszaning inkubowano w 37°C przez okoto godzing. Jako probe negatywng komorki
kompetentne traktowano jak wyzej, ale bez dodatku DNA plazmidowego.

Wszystkie konstrukty plazmidowe wykorzystywane do produkcji biatek ROMK1/2
w bakteriach propagowano w szczepie E. coli XL1-Blue MRF' (punkt 5.2.2.1) lub
NEB® Stable (NEB) (punkt 5.2.2.4) w obecnosci antybiotyku - kanamycyny o stezeniu
50 pg/ml. W celu ekspresji w bakteriach plazmid transformowano do szczepu E. coli
BL21(DE3)-pLysS (punkt 5.2.2.2) i hodowano z dodatkiem 50 pg/ml kanamycyny oraz
34 ng/ml chloramfenikolu.

Wektor pcDNA3.1-ROMK2-V5 propagowano w szczepie E. coli NEB® Stable (NEB)
(punkt 5.2.2.4).

Wektory niosace otwartg ramke odczytu kodujgce potencjalne biatka oddziatujace
z biatkiem ROMK?2, tj. AGK-Myc-FLAG (RC201891, Origene), p53-Myc- FLAG
(RC200003, Origene), GPATCH8-Myc-FLAG (RC219640, Origene), PRDX1-Myc- FLAG
(RC205072, Origene), IMPDH2-Myc- FLAG (RC202977, Origene) oraz PARP1-Myc-
FLAG (RC202977, Origene) propagowano w szczepie E. coli CopyCutter™ EPI400™
(Lucigen) (punkt 5.2.2.3). W pierwszym etapie przygotowano hodowle nocng (5 ml LB
z antybiotykiem), ktora zaszczepiono za pomoca 10 pl reakcji transformacji, a nastgpnie

wytrzasano ja przez noc w temperaturze 37°C. Proces indukcji prowadzono w 250 ml ptynne;j
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hodowli LB. Nocng hodowle rozcienczono w stosunku 1:10 i zmierzono warto$¢ OD przy
dhugosci fali 600 nm (ODsoo), a nastepnie hodowle nocng rozcienczono na podstawie tego
pomiaru do koncowej wartosci ODeoo rownej 0,2 w LB z dodatkiem antybiotyku
i 1X CopyCutter™ Induction Solution (Biosearch Technologies). Tak powstalg mieszaning
nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 godziny z energicznym wytrzasaniem,

a nastgpnie izolowano plazmidowe DNA.

5.1.9. Izolacja plazmidowego DNA z komorek bakteryjnych

Plazmidowe DNA izolowano z komorek bakteryjnych z wykorzystaniem zestawu
Plasmid Miniprep  DNA Purification Kit (EURX, Polska). W pierwszym etapie
do mikrokolumny naniesiono 30 upl buforu aktywacyjnego Buffer PL i pozostawiono
w temperaturze pokojowej do momentu naniesienia lizatu na mikrokolumne. Nocng hodowlg
bakteryjng (4 ml) zwirowano przez 2 minuty przy 12 000 x g. Uzyskany osad bakteryjny
zawieszono w 250 ul buforu do zawieszania Cell R. Do powstatej zawiesiny dodano 250 ul
niebieskiego buforu lizujacego Lysis Buffer, a nastepnie powoli wymieszano przez ostrozne
kilkukrotne odwracanie probowki, az do uzyskania jednolitej, niebieskiej zawiesiny.
Do powstatej zawiesiny dodano 350 pl buforu Neutral B. Zawartos¢ probowki nastepnie
doktadnie, delikatnie mieszano poprzez kilkukrotne odwracanie, az do momentu catkowitego
zaniku niebieskiej barwy zawiesiny, a nast¢pnie wirowano w mikrowiréwce przez 7 minut
przy 12 000 x g. Otrzymany klarowny supernatant przeniesiono do kolumienki wiazacej
umieszczonej w probowce odbierajacej i wirowano przez 1 minut¢ z przy 11 000 x g.
Nastepnie kolumienke przeptukano kolejno za pomocg 500 ul buforu ptuczacego Wash PLX1
oraz 650 pl buforu ptuczacego Wash PLX2, po kazdym mikrokolumne wirowano przez
1 minute przy 11 000 x g. Nastepnie probke wirowano przez 2 minuty przy 11 000 x g w celu
usunigcia resztek buforu pluczacego. Elucje wykonywano za pomoca 50 pl buforu Elution.
Po dwuminutowej inkubacji mikrokolumny wigzacej z buforem do elucji, mikrokolumne
wirowano przez 1 minute przy 11 000 x g. Uzyskane DNA przechowywano w -20°C.

W celu uzyskania wigkszej ilosci plazmidowego DNA wykorzystywano zestaw
PureYield™ Plasmid Maxiprep System (Promega) wedlug instrukcji producenta.
W pierwszym etapie wykonano liz¢ komorek bakteryjnych. W tym celu 250 ml nocnej
hodowli wirowano przez 10 minut przy 5000 x g, a nastepnie usuni¢to supernatant.
Otrzymany osad zawieszono w 12 ml buforu Cell Resuspension Solution, a nastepnie dodano
12 ml buforu Cell Lysis Solution, mieszaning wymieszano, a nast¢pnie inkubowano przez

3 minuty w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu do zlizowanych komoérek dodano
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12 ml buforu Neutralization Solution i wymieszano przez okoto 10/15 — krotne odwracanie
probéwki. Lizat komérkowy zwirowano przy 14 000 x g przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. W nastepnym kroku przygotowano kolumng¢ do oczyszczania DNA. W tym celu
kolumne PureYield™ Clearing Column umieszczono w kolumnie PureYield™ Maxi Binding
Column. Taki zestaw nastgpnie podigczano do pompy proézniowej. Lizat dekantowano,
a supernatant przeniesiono do kolumny PureYield™ Clearing Column. Za pomocg prozni
supernatant przesaczano na kolumne PureYield™ Maxi Binding Column, ktorej ztoze wigzato
DNA plazmidowe. Prézni¢ utrzymywano do momentu, kiedy caly lizat przesaczyt si¢ przez
obie kolumny. Nastepnie usuwano kolumne PureYield™ Clearing Column, pozostawiajac
kolumng wigzacg PureYield™ Maxi Binding na kolektorze prozniowym. Przed elucja
kolumng PureYield™ Maxi Binding przeptukano za pomoca 5 ml buforu Endotoxin Removal
Wash. Nastepnie przeptukano ja za pomoca 20 ml buforu Column Wash. Membrang¢ kolumny
WYSUSZON0 poprzez zostawienie jej przez 5 minut pod proznig. DNA eluowano za pomoca
1 ml wody wolnej od nukleaz. W tym celu 1,5 ml probéwke umieszczono w podstawie
do elucji prozniowej Eluator™ Vacuum Elution Device, w ktorej umieszczono kolumng
PureYield™ Maxi Binding. Tak zmontowany zestaw umieszczono na kolektorze prézniowym.

Otrzymane DNA przechowywano w -20°C.

5.2. HODOWLE BAKTERYJNE
5.2.1. Prowadzenie hodowli

Kultury bakteryjne prowadzono zar6wno na podtozach statych — ptytki z podtozem
agar-LB (ang. Luria Broth), jak réwniez na podtozach ptynnych LB (10 g/l trypton; 10 g/
NaCl; 5g/1 ekstrakt drozdzowy; pH 6,8—7,2). Komorki bakteryjne po transformacji wysiewano
na pltytki agar-LB z odpowiednim antybiotykiem. Hodowle ptynne wykorzystano
do namnozenia bakterii w celu izolacja plazmidowego DNA (punkt 5.1.9) oraz produkcji
biatka w komorkach bakteryjnych (punkt 5.2.3).

5.2.2. Szczepy bakterii Escherichia coli wykorzystywane w prowadzonych badaniach
5.2.2.1. E. coli XL1-Blue MRF'

Bakterie E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene) charakteryzujg si¢ nastepujacych
genotypem: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac /F' proAB lacl9Z4M15 Tn10 (Tet")].

Szczep ten charakteryzuje si¢ niedoborem endonukleazy (endA), co poprawia jakosc¢

izolowanego DNA oraz obnizonym poziomem rekombinacji (recA), czego wynikiem
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jest poprawa stabilno$ci plazmidowego DNA. Dodatkowo wystepujaca mutacja hsdR
zapobiega trawieniu sklonowanego DNA przez system endonukleaz (EcoK). Obecnos$¢ genu
laclgZAM15 w episomie F" umozliwia badanie przesiewowe pod katem rekombinowanych

plazmidow z wykorzystaniem a-komplementacji.

5.2.2.2. E. coli BL21(DE3)-pLysS

Szczep bakterii E. coli BL21(DE3)-pLysS charakteryzuje si¢ nastepujacym
genotypem: F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rs"ms™) M(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5])
[malB*]k-12(A%) pLysS[T7p20 oripisa](CmR)

Szczep bakteryjny E. coli BL21(DE3) jest stabilnym lizogenem ADE3, ktory zawiera
integrowany do chromosomu gen polimerazy RNA T7 pod kontrolg promotora lacUV5,
co pozwala na wykorzystania tego szczepu do ekspresji biatek w uktadzie Tabora-Studiera
(Studier 1 wsp., 1990). Dodatkowa obecno$¢ plazmidu pLysS pozwala na obnizenie
podstawowej (nieindukowanej) ekspresji genu docelowego.

5.2.2.3. CopyCutter™ EPI400™

Linia CopyCutter™ EPI400™ charakteryzuje si¢ nastepujacym genotypem: F~ mcrA
A(mrr-nsdRMS-mcrBC) ®@80dlacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697
galU galK A rpsL (Str®) nupG trfA tonA pcnB4 dhfr.

Linia CopyCutter™ EP1400™ zostata wyprowadzona ze szczepu TransforMAX™
EC100™ -T1RE. coli o wysokiej wydajnosci transformacji faga T1 firmy Epicentre poprzez
manipulacje genem pcnB kontrolujagcym liczbe kopii wektoréw zawierajacych poczatek
replikacji ColE1 lub pMB1. Konstytutywnie eksprymowany gen pcnB usuni¢to ze szczepu
TransforMAX EC100 i zastagpiono zmodyfikowanym genem pcnB kontrolowanym
przez indukowalny promotor, tworzac szczep CopyCutter™ EP1400™. Obecno$¢ w episomie
F’ genow endAl oraz rexAl zapewnia odpowiednio wysokg wydajnos¢ izolacji DNA
oraz wiekszg stabilno$¢ duzych wstawek. Szczep ten zostal opracowany w celu znacznego
obnizenia liczby kopii plazmidéw, dzieki czemu mozliwe jest utrzymanie niestabilnych

sekwencji DNA.
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5.2.2.4. NEB® Stable

Baterie kompetentne NEB® Stable okreslane sa poprzez nastepujacy genotyp:
F' proA+B+ lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tnl0 (Tet®)/ A(ara-lew) 7697 araD139 fhud AlacX74
galK16 galE15 e14- ®80dlacZAMI5 recAl relAl endAl nupG rpsL (StrR) rph spoT1 A(mrr-
hsdRMS-mcrBC).

Szczep ten charakteryzuje si¢ brakiem endonukleazy (endAl), co poprawia jako$¢
izolowanego DNA oraz obnizonym poziomem rekombinacji (recA), czego wynikiem jest
poprawa stabilnosci plazmidowego DNA. Obecnos¢ mutacji mcrAA(mrr-nSARMS-mcrBC)
pozwala na efektywng transformacj¢ metylowanego DNA pochodzacego ze zrodet
eukariotycznych lub tez niemetylowanego DNA pochodzacego z PCR oraz innych zrodetl.
W episomie F’ obecna jest réwniez mutacja fhuA zapewniajagca opornos¢ na faga TI1.
Obecnos¢ genu laclgZAM15 umozliwia badanie przesiewowe pod katem rekombinowanych

plazmidoéw z wykorzystaniem a-komplementacji.

5.2.3. Produkcja bialka ROMK1/ROMK2 w komoérkach bakteryjnych
5.2.3.1. Sprawdzenie poziomu produkcji bialtka ROMKI1 oraz ROMK2 w E. coli

W  celu sprawdzenia produkcji biatka ROMKI1 oraz ROMK2 bakterie
E. coli BL21(DE3)-pLysS niosgce odpowiednie wektory (pKirBacl.3-ROMK1bac-6xHis,
pROMK1bac-6xHis, pSUMO-K;Bacl.3-ROMK1bac-6xHis, pSUMO-ROMK1bac-6xHis,
pMISTIC-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis, = pET28aMISTIC-ROMK1bac-6xHis,  pOmpF-
KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis, pOmpF-ROMK1bac-6xHis oraz = pROMK2bac-6xHis)
hodowano przez noc w 5 ml medium LB zwierajacego kanamycyne (50 pg/ml)
oraz chloramfenikol (34 pg/ml) w 37°C z wytrzasaniem (220 obrotéw/min). Nastepnego
dnia rozcienczono ja w stosunku 1:100 za pomoca $wiezej pozywki LB zawierajace]
antybiotyki (koncowa objetos¢ 25 ml). Komorki po rozcienczeniu hodowano nastgpnie
w temperaturze 37°C (220 obrotdw/min) do momentu osiggni¢cia warto$¢ absorbancji
przy 595 nm (ODsgs) wynoszacej 0,4 - 0,6. Po osiaggnigciu tej wartosci pobrano probki
(proporcjonalnie co do warto$ci ODsgs) do analizy za pomocg metody Western Blot. Nastepnie
produkcje¢ biatka indukowano za pomoca 1 mM IPTG (izopropylo-f-D-1-tiogalaktopiranozyd,
ang. isopropyl-4-D-1-thiogalactopyranoside). Hodowle kontynuowano przez kolejne
3 godziny w tych samych warunkach. Po uplywie tego czasu ponownie pobrano probki
zgodnie z warto$cig ODsgs W celu analizy Western Blot. Wszystkie probki wirowano

przy 5 000 x g przez 10 min, aby osadzi¢ komorki bakteryjne.
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5.2.3.2. Produkcja biatka ROMKI1 oraz ROMK2 w E. coli

Produkcje biatka ROMKI1-6xHis oraz ROMK2-6xHis prowadzono w bakteriach
E. coli BL21(DE3)-pLysS niosgcych odpowiednio wektory: pROMKI1bac-6xHis,
pMISTIC-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis, pMISTIC-ROMK1bac-6xHis oraz pROMK2bac-
6xHis. W pierwszym etapie hodowle nocna, tj. 60 ml medium LB zwierajacego kanamycyng
(50 pg/ml) oraz chloramfenikol (34 pg/ml) zaszczepiono wyzej wymienionym szczepem
bakterii 1 inkubowano w 37°C z wytrzgsaniem (220 obrotow/min). Catonocng hodowle
wykorzystano nastgpnie do zaszczepienia 6 litrow $wiezej pozywki LB zawierajacej
antybiotyki. Komorki hodowano nastgpnie w temperaturze 37°C (220 obrotow/min)
do momentu osiggnigcia warto$¢ ODsgs wynoszacej okoto 1,0. Woéwcezas ekspresje
indukowano przez dodanie IPTG do koncowego stezenia wynoszacego 1 mM. Hodowle
kontynuowano w temperaturze 37°C przez nastgpne 3 godziny przy mieszaniu
(220 obrotéw/min). Po uplywie tego czasu komorki wirowano przy 5 000 x g przez 30 minut
w temperaturze 4°C. Nastepnie uzyskany osad zawierajacy komorki bakteryjne zawieszono
w roztworze buforu fosforanowego (PBS, ang. phosphate buffer solution, Laboratorium
Chemii Ogolnej, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda

PAN) i mrozono w cieklym azocie. Komorki przechowywano w temperaturze -80°C.

5.2.4. Izolacja blon E. coli

Zamrozone komorki bakterii E. coli rozmrozono na lodzie, a nastgpnie do zawiesiny
dodano 1 mM PMSF (fluorek fenylometylosulfonylu, ang. phenylmethylsulfonyl fluoride),
10 mM 14-ditiotreitol (DTT, ang. 1,4-dithiothreitol) oraz inhibitory proteaz (protease
inhibitor cocktail cOmplete™, Roche). Komoérki dezintegrowano z wykorzystaniem prasy
French’a (Thermo Spectronic). Niezdezintegrowane komorki usunigto poprzez wirowanie
zawiesiny przy 5 000 x g przez 30 min w temperaturze 4°C. Obecne w supernatancie
pecherzyki blonowe zebrano przez wirowanie supernatantu przy 160 000 x g przez
1 godzing w temperaturze 4°C. Uzyskany osad ponownie zawieszono w PBS, zamrozono
w cieklym azocie w porcjach po okoto 500 pl, a nastgpnie przechowywano w -80°C

do dalszych analiz. Z 1 litra zawiesiny komorkowej otrzymano okoto 2 - 2,5 g bton.
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5.3. HODOWLA KOMORKOWA KOMOREK SSACZYCH
5.3.1. Linia komérkowa

W prezentowanej rozprawie doktorskiej wykorzystywana byta linia komorkowa
HEK293T. Jest to ludzka linia komdrkowa, ktéra pochodzi z embrionalnych komérek nerki
(ang. Human embryonic kidney) eksprymujaca zmutowang wersja duzego antygenu
T wirusa SV40.

5.3.2. Prowadzenie hodowli

Komoérki HEK293T hodowano w medium Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Laboratorium Chemii Ogo6lnej, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda PAN) z dodatkiem 10% (vol/vol) ptodowej surowicy bydlecej (FBS,
ang. fetal bovine serum) (Gibco, USA), 100 jednostek/ml penicyliny (Sigma-Aldrich)
i 100 pg/ml streptomycyny (Sigma Aldrich) oraz 2 mM L-glutaminy (Gibco, USA)
w inkubatorze w wilgotnej atmosferze, w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Komorki

przesiewano co okoto trzy - cztery dni.

5.3.3. Transfekcja komérek HEK293T

W badaniach wykonywano transfekcje przejSciowa z  wykorzystaniem
polietylenoiminy (PEI, ang. polyethylenimine, Sigma Aldrich, 408727). Transfekcje¢
przeprowadzano na komérkach o konfluencji wynoszacej okoto 60-80%.

Eksperymenty typu TurbolD oraz Co-IP przeprowadzono na komorkach hodowanych
na szalkach o $rednicy 150 mm. Na eksperyment TurboID wykorzystano 5 - 10 szalek,
a na eksperyment Co-1P wykorzystano 4 szalki.

Do immunofluorescencji 150 000 komodrek wysiano na 35 mm szalkg ze szklanym

dnem (Cellvis).

5.3.3.1. Transfekcja komorek w eksperymentach typu TurbolD

W pierwszym etapie eksperymentéw typu TurbolD wykonano optymalizacje
transfekcji, ktorg przeprowadzono na szalkach 6-dotkowych. W tym celu wykorzystano
dwie rozne ilo$ci DNA, tj. 0,5 oraz 2,5 pg oraz rdzne stosunki PEI do DNA wynoszace 2:1,
4:1 oraz 8:1. Jako optymalne warunki wybrano 2,5 nug DNA oraz stosunek PEL:DNA
wynoszacy 4:1.

Do eksperymentow TurbolD komorki hodowano na szalkach 150 mm, ktoére

transfekowano po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji (70-80%). W pierwszym etapie
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do 860 ul pozywki OPTIMEM (Opti-MEM® | Reduced Serum Medium, Gibco) dodano
10,75 pg DNA (pcDNA3.1, pSMAC-TurbolD, pOTC-TurbolD lub pROMK2-TurbolD)
oraz 43 pg PEL Po 15 minutowej inkubacji wczesniej przygotowang mieszaning dodano
do komorek, ktorym medium wymieniono na medium bez antybiotyku (DMEM z dodatkiem
10% (vol/vol) FBS-u oraz 2 mM L-glutaminy).

W eksperymentach immunocytochemicznych komorki transfekowano za pomoca
2,5 ug DNA, tj. pcDNA3.1, pSMAC-TurbolD, pOTC-TurbolD lub pROMK2-TurbolD
1 stosunku PEI:DNA wynoszacym 4:1 w 200 ul OPTIMEM. Mieszaning t¢ po 15 minutach
dodano do komorek, w ktorych wczesniej wymieniono medium na medium bez dodatku

antybiotykow.

5.3.3.2. Transfekcja komorek w eksperymentach typu Co-IP

W pierwszym etapie eksperymentow typu Co-IP wykonano optymalizacj¢ transfekcji
komorek HEK293T plazmidem pROMK2-V5, ktéorg przeprowadzono na szalkach
6-dotkowych. W tym celu wykorzystano dwie rézne ilosci DNA, tj. 0,5 oraz 2,5 ug
oraz trzy rozne stosunki PEI do DNA, czyli 2:1, 4:1 oraz 8:1. Jako optymalne warunki
wybrano 2,5 pg DNA oraz stosunek PEI:DNA wynoszacy 4:1.

W kolejnym kroku wykonano optymalizacj¢ transfekcji komorek HEK293T
za pomoca plazmidow niosagcych ORF-y kodujace potencjalne biatka partnerskie: kinaze
acyloglicerolowa (AGK, ang. acylglycerol kinase), polimeraze polil ADP-rybozy] (PARPL,
ang. poly[ADP-ribose] polymerase 1), biatko GPATCHS8 (ang. G patch domain-containing
protein 8), biatko p53 bedace antygenem nowotworowym (ang. cellular tumor
antigen p53), peroksyredoksyne-1 (PRDX1, ang. peroxiredoxin 1) oraz dehydrogenaze
inozyno-5'-monofosforanu 2 (IMPDHZ2, ang. inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2)
produkowane jako C-terminalne z etykietami Myc-FLAG. Komorki transfekowano
na szalkach 6-dotkowych i sprawdzano trzy rozne stosunki PEL:DNA, tj. 2:1, 4:1 oraz 8:1
przy stalej ilosci DNA wynoszacej 2,5 pg. Jako optymalne warunki wybrano stosunek
PEI:DNA wynoszacy 4:1.

W celu przeprowadzenia eksperymentdw koimmunoprecypitacji komorki HEK293T
transfekowano za pomocg plazmidu pPROMK2-V5 oraz jednego z plazmidow zawierajacego
sekwencj¢ kodujaca potencjalne bialko oddziatujace wyznakowane etykieta Myc-FLAG,
tj.. AGK-Myc-FLAG, p53-Myc-FLAG, GPATCH8-Myc-FLAG, IMPDH2-Myc-FLAG,
PRDX1-Myc-FLAG oraz PARP1-Myc-FLAG. Do transfekcji komorek przygotowano
mieszaning zawierajagcg 860 pl OPTIMEM-u, 10,75 ug plazmidu pROMK2-V5, a takze
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10,75 pg plazmidu produkujacego potencjalne biatko partnerskie oraz 43 ng PEI 1 inkubowano
ja w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po uplywie tego czasu mieszaning dodano
do komoérek HEK293T. Jako kontrole stosowano komorki transfekowane wylacznie
plazmidem pROMK2-V5 lub plazmidem zawierajagcym sekwencje kodujgca potencjalne
biatko oddziatujace (DNA 10,75 pg; stosunek PELLDNA wynosit 4:1). Dodatkowo
jako kontrole negatywna stosowano nietransfekowane komorki HEK293T.

W celu przygotowania preparatow do barwien immunocytochemicznych komorki
transfekowano za pomocg 2,5 ug DNA pROMK2-V5 i/lub pAGK i stosunku PEI:DNA
wynoszacym 4:1 w 200 ul OPTIMEM. Mieszaning t¢ po 15 minutach dodawano do komorek,

w ktorych wezesniej wymieniono pozywke na medium bez dodatku antybiotykow.

5.3.4. Biotynylacja bialek w eksperymentach typu TurbolD

W  pierwszym etapie eksperymentow TurbolD zoptymalizowano warunki
biotynylacji. Komoérki transfekowane plazmidami pSMAC-TurbolD, pOTC-TurbolD
lub pROMK2-TurbolD traktowano dwoma réznymi st¢zeniami biotyny, tj. 50 oraz 500 uM
i sprawdzano poziom biotynylacji biatek. Dodatkowo dla plazmidu pROMK2-TurbolD
sprawdzono takze rozne czasy biotynylacji: 20 minut, 1 godzina oraz trzy godziny. Po analizie
otrzymanych wynikow do wilasciwych eksperymentow wykorzystano trzygodzinny czas
biotynylacji.

We wiasciwych eksperymentach TurboID po uplywie 24 godzin od transfekcji
medium wymieniono na DMEM z dodatkiem FBS oraz L-glutaminy zawierajacy dodatkowo
500 uM biotyne (w jednym z eksperymentéw uzyto biotyne w stezeniu 50 uM) 1 inkubowano
przez 3 godziny w inkubatorze w wilgotnej atmosferze, w temperaturze 37°C, w obecnosci
5% COsz. Po uptywie tego czasu komorki przeptukano dwukrotnie za pomoca PBS, aby usunaé
nadmiar biotyny. Nastepnie komorki oderwano mechanicznie i zebrano przez wirowanie

przez 10 minut przy 800 x g. Uzyskany osad komorek zamrozono w -80°C.

5.3.5. Izolacja frakcji wzbogaconej w mitochondria

Frakcj¢ wzbogacong w mitochondria, w zaleznosci od ich dalszego przeznaczenia,
1zolowano z wykorzystaniem dwéch roznych protokotow. W przypadku eksperymentdéw typu
TurboID frakcje wzbogacong w mitochondria izolowano za pomocg metody opisanej
w podpunkcie 5.3.5.1., natomiast w przypadku eksperymentow, w ktorych biatka btonowe
solubilizowano kopolimerami frakcj¢ wzbogacona w mitochondria izolowano zgodnie

z procedurg prezentowang w punkcie 5.3.5.2.
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5.3.5.1. Izolacja frakcji wzbogaconej w mitochondria z zastosowaniem digitoniny

Do  eksperymentow  typu  TurboID  mitochondria  izolowano  zgodnie
ze zmodyfikowanym wczesniej opublikowanym protokotem (Kudin i wsp., 2004).
Osad komoérkowy (300-500 miIn komoérek) zawieszono w 16 ml buforu do izolacji
(IB, o sktadzie: 210 mM mannitol; 70 mM sacharoza; 500 mM HEPES/KOH; pH 7,2)
z dodatkiem 0,25% surowiczej albuminy wolowej (BSA, ang. bovine serum albumin)
oraz mieszaniny inhibitoréw proteaz cOmplete™ (Roche) oraz 1 mM PMSF. Nastepnie
dodano digitoning do osiagnigcia permabilizacji komoérek na poziomie 80-90% (koncowe
stezenie 200-400 ng/ul). W celu usunigcia nadmiaru digitoniny probke rozcienczono
do koncowej objetosci 50 ml 1 wirowano przy 3 000 x g przez 10 min w temperaturze 4°C.
Otrzymany gesty, biaty, galaretowaty osad zawieszono w 15 ml IB z dodatkiem BSA,
a nastgpnie homogenizowano. Homogenat wirowano przy 1200 x g przez 10 min
w temperaturze 4°C, a supernatant dekantowano. Wirowania powtarzano do momentu zaniku
osadu (okoto 3 razy). Ostatecznie supernatant wirowano przez 1 godzing w temperaturze 4°C
przy 10 000 x g. Uzyskany osad zawieszono w 5 ml IB i wirowano (10 000 x g, 4°C, 30 minut).
Po wirowaniu odrzucono supernatant pozostawiajac bragzowy osad zawierajagcy mitochondria.
Osad frakcji wzbogaconej w mitochondria ponownie zawieszono w 1 ml IB i wirowano przy
10 000 x g w temperaturze 4°C przez 15 minut, a nastgpnie odrzucono supernatant. Ostatnie

wirowanie powtarzano dwukrotnie.

5.3.5.2. Izolacja frakcji wzbogaconej w mitochondria z zastosowaniem buforu
sacharozowego

Frakcj¢ wzbogacong w mitochondria do eksperymentow przeprowadzanych
z wykorzystaniem polimeréw SMA (poli[styren-co-(kwas maleinowy)]) oraz DIBMA
(poli[diisobutylen-alt-(kwas maleinowy)]) (punkt 5.4) izolowano zgodnie z opublikowanym
wczesniej protokotem (Bednarczyk i wsp., 2013). Zamrozone komorki (z 8-10 szalek
hodowlanych o S$rednicy 150 mm) rozmrozono na lodzie, a nast¢pnie zawieszono
w 10 ml roztworu sacharozy (250 mM) w buforze skladajacym si¢ z: 1 mM EGTA,
5 mM HEPES/KOH; pH 7,2 z dodatkiem 1mM PMSF oraz inhibitoréw proteaz (cOmplete™,
Roche) (SIB). Komoérki homogenizowano, a nastepnie wirowano przy 9 200 x g przez 10 min
w temperaturze 4°C. Powstaly osad zawieszono w 5 ml buforu SIB i wirowano przy 800 X g
przez 20 min w temperaturze 4°C. Supernatant zawierajacy mitochondria przeniesiono

do nowej probowki typu Falcon i wirowano (9 200 x g, 4°C, 10 min). Frakcje wzbogacong
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w mitochondria znajdujaca si¢ w osadzie zawieszono w 1 ml buforu SIB i ponownie wirowano
przy 9 200 x g przez 10 min w temperaturze 4°C. Wirowanie to powtérzono dwukrotnie.
Osad zawierajacy mitochondria uzywano natychmiast, badz zawieszano w niewielkiej ilosci
buforu do przechowywania (BP: 150 mM KCI; 10 mM HEPES/KOH; pH 7,2), dzielono
na porcje po okoto 10 ul i przechowywano w -80°C.

5.4. IZOLACJA 1 OCZYSZCZANIE BIALEK

Biatka btonowe w celu ich oczyszczenia muszg najpierw zosta¢ wyizolowane z blon
biologicznych poprzez solubilizacj¢. Powszechnie do solubilizacji biatek btonowych
stosowane sa detergenty bedace matymi czasteczkami amfipatycznymi zawierajacymi
zaréwno grupy hydrofobowe (tzw. "ogon hydrofobowy"), jak rowniez grupy hydrofilowe
(tzw. ,.hyrofilowa grupa czotowa”). Rozpuszczaja one biatka btonowe poprzez interakcje
miedzy "hydrofobowym ogonem" detergentu i hydrofobowymi domenami biatka blonowego.
Stezenie detergentu musi by¢ w tym przypadku utrzymywane powyzej krytycznego stezenia
micelizacji (CMC, ang. critical micelle concentration) (Seddon i wsp., 2004). Stosowanie
detergentow ma jednak powazne wady. Bialka btonowe czesto tracg aktywno$¢ w roztworach
detergentow, poniewaz detergent moze destabilizowa¢ wewnatrzczasteczkowe interakcje
w biatku powodujac nieodwracalne zmiany konformacji biatka lub jego agregacje (Smith,
2011). Moze by¢ to spowodowane usunieciem lipidow niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania biatka (Palsdottir i wsp., 2004). Detergenty wybierane sa eksperymentalnie.
Wybrany detergent powinien wystarczajaco rozpuszczac biatko blonowe bez nieodwracalnej
denaturacji, a ponadto nie powinien wptywac na strukture i wtasciwosci funkcjonalne biatka.
Wybrany detergent powinien by¢ roéwniez zgodny z kolejnymi etapami oczyszczania (Seddon
i wsp., 2004).

W ostatnich latach opracowano nowa metodg ekstrakcji bialek btonowych poprzez
amfifilowe kopolimery. Powszechnie w tym celu wykorzystywane sg dwa kopolimery:
poli[styren-co-(kwas maleinowy)], tzw. SMA (ang. poly[styrene-co-(maleic acid)])
(Lee i wsp.,, 2016) oraz poli[diisobutylen-alt-(kwas maleinowy)] - DIBMA
(ang. poly[diisobutylene-alt-(maleic acid)]) (Oluwole i wsp., 2017b, Oluwole i wsp., 2017a).
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Rycina 6. Struktury chemiczne kopolimeréw: a) SMA i b) DIBMA w neutralnym pH. Srednie wartosci m = 9,
x=1dlaSMA (1,2:1); m= 8, x~=2dla SMA (2,3:1), m= 9, x~= 3 dla SMA (3:1) i n= 37 dla DIBMA.

Wspomniane polimery wytwarzaja struktury, w ktorych biatko btonowe
jest ,,zamkniete” wraz z lipidami w tzw. natywnych/polimerowych nanodyskach
(czasteczkach lipidowych) — SMALPs (ang. SMA lipid particles) lub DIBMALPs
(ang. DIBMA lipid particles), odpowiednio dla kopolimeru SMA i jego pochodnych
oraz DIBMA. Zastosowanie tej metody solubilizacji pozwala na wyeliminowanie wielu
problemow obserwowanych w przypadku ekstrakcji bialek za pomocg detergentow
np. zachowanie biatka w jego natywnym s$rodowisku lipidowym (Gulati i wsp., 2014).
Dane literaturowe dowodza, ze biatka blonowe ekstrahowane za pomoca kopolimeru SMA
wykazujg sie¢ 7-krotnie zwickszong stabilnos$cia, a takze sg stabilniejsze w szerszym zakresie
temperatur w porownaniu do biatek solubilizowanych w detergentach (Dorr i wsp., 2014).
Jednakze istniejg réwniez pewne ograniczenia w stosowaniu kopolimeréw. W przypadku
SMA wada jest niestabilno§¢ SMALPs w pH ponizej 7,0 oraz w obecno$ci kationow
dwuwarto$ciowych, co moze by¢ problematyczne w przypadku bialek wymagajacych
niskiego pH lub wigzania kationéw dwuwartosciowych do prawidlowego funkcjonowania
(Morrison i wsp., 2016; Lee i wsp., 2016). Dodatkowo zastosowanie kopolimerow SMA
lub DIBMA nie wymaga usuni¢gcia nadmiaru polimeru przed rekonstytucjg biatka
do dwuwarstwy lipidowej (Dorr i wsp., 2014)

Do tworzenia nanodyskow polimerowych wykorzystuje si¢ rowniez pochodne
kopolimeru SMA, takie jak np.: SMA-EA (ang. SMA-ethanolamine) (Ravula i wsp., 2017;
Ramadugu i wsp., 2017) oraz SMA-QA (ang. styrene maleimide quaternary ammonium)
(Ravula i wsp., 2019a), a ich zastosowanie pozwala na omini¢cie niektorych ze wczesniej
wspomnianych ograniczen. SMA-EA pozwala na otrzymanie tzw. ,,makro-nanodyskow”
o $rednicy ok. 50 nm, co pozwala na izolacj¢ duzych kompleksow biatkowych (Ravula i wsp.,
2017). Ponadto nanodyski te sa bardziej tolerancyjne na niskie pH i wykazuja wigksza

stabilno$¢ temperaturowg oraz stabilno$¢ w obecnosci soli, a przede wszystkim jondw metali
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dwuwartosciowych (Ravula i wsp., 2017). Kopolimer SMA-QA pozwala na tworzenie
nanodyskéw o $rednicy w zakresie od 10 do 30 nm, ktére charakteryzuja si¢ stabilno$cia
w szerokim zakresie pH (od ok. 2,5 do 10,0) oraz w obecnosci wyzszych stezen jonow
dwuwarto$ciowych (do 200 mM). Ponadto dodatni fadunek moze decydowaé o jego
specyficznosci wobec innych rejonéw btony niz jest to w przypadku ,,klasycznego” ujemnie
natadowanego kopolimeru SMA (Ravula i wsp., 2019a).

Wykorzystanie technologii natywnych nanodyskow pozwolito na wyizolowanie
i oczyszczenie réoznych biatek blonowych, np. bialek kasety wigzacej ATP (ABC)
(Gulati i wsp., 2014; Horsey i wsp.; 2020, Baeta i wsp., 2021; Gulamhussein i wsp., 2019),
receptoréw sprzezonych z biatkiem G (GPCR) (Jamshad i wsp., 2015; Gulamhussein i wsp.,
2020; Szundi i wsp., 2021; Tedesco i wsp., 2021), a takze roéznych transporterow (Rehan
i wsp., 2017; Dilworth i wsp., 2021). Solubilizacja z zastosowaniem kopolimerow zostata
réwniez z powodzeniem zastosowana do ekstrakcji kanatéw jonowych, m. in.: bakteryjnego
kanatu potasowego KcsA (Dorr i wsp., 2014; Kopf i wsp., 2020), bateryjnego kanatu
jonowego ELIC (Kumar i wsp., 2021),a takze kanatu potasowego bramkowanego napi¢ciem

Kv znajdujacego sg w neuronach oraz sercu (Karlova i wsp., 2019).
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Rycina 7. Schematyczne przedstawienie solubilizacji, oczyszczania i rekonstytucji biatka blonowego przy uzyciu
detergentu lub kopolimeru SMA lub DIBMA.
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5.4.1. Oczyszczanie biotynylowanych bialek

W prezentowanej rozprawie doktorskiej do identyfikacji  oddziatywan
miedzybiatkowych wykorzystywana jest metoda TurbolD, ktora jest kolejna z generacji
metody biotynylacji bialek sgsiadujagcych (BioID, ang. proximity-dependent biotin
identification) (Branon i wsp., 2018). Metoda BiolD oparta jest o ekspresje fuzji genowe;j
badanego biatka i niosagcg mutacje R118G ligazy biotyny E. coli - BirA* (Roux i wsp., 2012).
W wersji TurbolD do systemu wprowadzono az 14 dodatkowych mutacji do BirA*
zwigkszajacych aktywno$¢ enzymu (Branon i wsp., 2018). W metodzie tej ligaza BirA*
wykorzystuje wewnatrzkomorkowa biotyne do produkeji reaktywnych czasteczek bioAMP
(biotynylo-5-adenozynomonofosforanu, ang. biotinyl-5-adenylate), ktore nastgpnie reaguja
z aminami pierwszorz¢dowymi sgsiednich bialek, co prowadzi do kowalencyjnego zwigzania
biotyny (May i wsp., 2020). Wykazano, ze w wersji TurboID reakcja ta katalizowana
jest ze znacznie wigksza szybkoscia, niz w przypadku BiolD (Branon i wsp., 2018).
Dodatkowo publikowane wyniki wskazuja, ze biotynylacja katalizowana przez TurbolD jest
22-krotnie wydajniejsza, niz w przypadku BiolD (May i wsp., 2020; Branon i wsp., 2018;
Mair i wsp., 2019; Larochelle i wsp., 2019). Zaletag metody BiolD jest znakowanie biatek
w ich natywnym $rodowisku komorkowym, co pozwala na identyfikacj¢ stabych
i przejsciowych oddziatywan migdzybiatkowych (Roux i wsp., 2012). Oczyszczanie biatek
biotynylowanych w metodzie BiolD jest kluczowe dla specyficznej identyfikacji biatek
sasiadujacych. Biatka biotynylowane oczyszczane s3 za pomoca ztoza z immobilizowana
streptawidyng, a nastepnie analizowane za pomocg techniki Western Blot i identyfikowane
z wykorzystaniem spektrometrii mas (Kim i wsp., 2014).
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Rycina 8. Schemat przedstawiajgcy proces identyfikacji biatek biotynylowanych w technologii TurbolD.
Komoérkowa produkcja biatka znakowanego zmodyfikowang ligazq biotyny BirA* (TurbolD) prowadzi
do selektywnej biotynylacji bialek znajdujgcych sie w jego poblizu. Po lizie komorek w warunkach
denaturujgcych biotynylowane bialka sq oczyszczane poprzez chromatografie powinowactwa wzgledem
streptawidyny. Oczyszczone biatka mozna nastepnie zidentyfikowaé za pomocg metody spektrometrii mas lub

analizy Western Blot.

Mitochondria po transfekcji plazmidami serii TurbolD i biotynylacji oczyszczono
zgodnie z opublikowang wczesniej metodologig (Roux i wsp., 2013). Do mitochondriéw
dodano 5 ml buforu TurbolD Lysis Buffer (TLB: 150 mM NaCl; 0,4% SDS; 1% NP-40;
1 mM EGTA; 1,5 mM MgClz; 50 mM Tris/HCI; pH 7,4 oraz dodawane na $wiezo:
1x inhibitory proteaz cOmplete™ (Roche) i 1 mM PMSF). Nastepnie probke sonikowano
na lodzie przez 1 minut¢ (2 minuty, 50% cyklu pracy). Po sonikacji do probki dodano
dodatkowe 9 ml buforu TLB i mieszano probke przez 10 minut w temperaturze 4°C,
a nastepnie wirowano przez 30 minut przy 5500 x g w temperaturze 4°C. Otrzymany
supernatant przeniesiono do nowej probowki typu Falcon i dodano do niego zloze

magnetyczne z immobilizowang streptawidyng Dynabeads C1 Streptavidin (Thermo
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Scientific), ktore wczedniej zrownowazono za pomocg buforu LB. Probke ze ztozem mieszano
przez noc w 4°C. Po nocy za pomocg statywu magnetycznego usuni¢to roztwor ze zloza,
a nastepnie ztoze przeptukano dwukrotnie za pomocg 5 ml TurbolD Wash Buffer 1 (TWBL.:
2% SDS; 50 mM Tris; pH 7,4). Ztoze mieszano przez 10 minut z kazda porcja tego buforu.
Nastepnie w ten sam sposob ztoze przeptukano kolejno buforami: TurbolD Wash Buffer 2
(TBW?2: 0,1% deoksycholan sodu; 1% Triton X-100; 1 mM EDTA; 500 mM NaCl; 50 mM
HEPES/NaOH; pH 7,5) oraz TurbolD Wash Buffer 3 (TBW3: 5% deoksycholan sodu;
0,5% NP-40; 1 mM EDTA; 250 mM LiCl; 10 mM Tris; pH 7,4). Dodatkowo ztoze
przeplukano okoto 7-10 razy za pomocg 5 ml 10 mM Tris pH 7.4. Na koniec zloze zawieszano
w 100 pul 10 mM Tris pH 7.4. Biatka zatrzymane na ztozu magnetycznym analizowano
za pomocg spektrometrii mas (punkt 5.6.3). Dodatkowo w jednym z eksperymentow biatka
wymyto ze zloza przez inkubacje w buforze 2x Laemmli Sample Buffer z 5 mM biotyng

w 95°C przez 10 min i analizowano za pomoca metody Western Blot (punkt 5.6.1).

5.4.2. Koimmunoprecypitacja

Immunoprecypitacja jest metoda polegajaca na izolacji konkretnego biatka
Z mieszaniny za pomocg swoistego przeciwciala zwigzanego kowalencyjnie ze zlozem
(Bonifacino i wsp., 2016). Metoda ta pozwala na identyfikacj¢ bialek znajdujacych
si¢ w kompleksach biatkowych poprzez interakcje bezposrednie lub posrednie (Bonifacino
i wsp., 2016; Pazour, 2009).

Metoda koimmunoprecypitacji zostala z sukcesem zastosowana do poszukiwania
biatek oddziatujacych z réoznymi kanatami potasowymi, np. Kir4.1 (Connors i wsp., 2004),
BKca (Sokolowski i wsp., 2012; Sokolowski i wsp., 2011; Singh i wsp., 2016).

5.4.2.1. Koimmunoprecypitacja bialek solubilizowanych w detergencie

Komorki po transfekcji plazmidami pROMK2-V5, pPRDX, pGPATCHS, pTP53,
pIMPDH2, pAGK, pPARP1 (Tabela 2) oczyszczano dzigki obecnosci znacznikow
epitopowych V5 oraz DDDDK (FLAG) w badanych biatkach. Do oczyszczania wykorzystano
chromatografi¢ powinowactwa wobec przeciwcial monoklonalnych anty-V5 (V5-tagged
Protein Magnetic Purification Kit, MBL Life Science) lub anty-FLAG (DDDDK-tagged
Protein Magnetic Purification Kit, MBL Life Science).

Komorki nietransfekowane oraz komorki transfekowane po uptywie 24 godzin
przeplukano za pomoca zimnego PBS, a nastgpnie oderwano mechanicznie i wirowano

przy 800 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Nastepnie do otrzymanego osadu
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komoérkowego dodano 1 ml Co-IP Lysis Buffer (CLB: 1% Triton X-100; 5 mM EDTA;
150 mM NacCl; 20 mM Tris; pH 7,5; 1x inhibitory proteaz cOmplete™ (Roche); 1 mM PMSF)
1 zawiesing mieszano przez 20 minut w temperaturze 4°C. Po uptywie tego czasu probke
wirowano przy 15000 x g przez 15 minut rowniez w temperaturze 4°C. Otrzymany
supernatant podzielono na dwie cz¢sci. Jedng z nich oczyszczono z wykorzystaniem zestawu
DDDDK-tagged Protein Magnetic Purification Kit (MBL, Life Science), a drugg
z wykorzystaniem V5-tagged Protein Magnetic Purification Kit (MBL, Life Science) zgodnie
z protokotami zataczonym przez producenta z niewielkimi zmianami. W obu przypadkach
przed uzyciem ztoze przeptukano trzykrotnie za pomoca 5 ml buforu pluczacego Co-IP Wash
Buffer (CWB: 0,1% Tween-20; 300 mM NaCl; 20 mM Tris; pH 7,5, z dodatkiem 1mM PMSF
oraz inhibitoréw proteaz (cOmplete™, Roche)), a nast¢pnie zrOwnowazono za pomocg buforu
CLB. Po zréwnowazeniu 50 pl ztoza dodano do podzielonego wcze$niej supernatantu
1 inkubowano przez 1 godzing z mieszaniem w temperaturze 4°C. Po uptywie tego czasu ztoze
oddzielono z wykorzystaniem magnesu, a niezwigzang frakcj¢ usunigto. Ztoze przeptukano
dziesigciokrotnie za pomocg 1 ml buforu CWB. Po ostatnim ptukaniu dokladnie usunigto
bufor, ztoze zawieszono w 40 pl roztworu peptydu: odpowiednio 2 mg/ml peptydu V5-tag
lub 1 mg/ml peptydu DDDDK, a nast¢pnie inkubowano je przez 5 minut w temperaturze
pokojowej. Frakcje elucji zebrano poprzez oddzielenie zloza za pomocg statywu

magnetycznego.
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5.4.2.2. Koimmunoprecypitacja bialek solubilizowanych za pomoca polimeréow

W celu dodatkowego potwierdzenia interakcji pomiedzy biatkiem kanalowym
ROMKZ2-V35, a biatkiem AGK-Myc-FLAG postanowiono wykorzysta¢ metod¢ polimerowych
(natywnych) nanodyskow.

W pierwszym etapie eksperymentu z komérek HEK293T po transfekeji plazmidem
PROMK2-V5 izolowano frakcje wzbogacong w mitochondria zgodnie z procedura
zamieszczong w punkcie 5.3.5.2, a nast¢pnie solubilizowano z wykorzystaniem kopolimeréw
SMA (3:1; 2,3:1 oraz 1,2:1) (Polyscope Polymers, Holandia) oraz DIBMA (BASF, Polska)
o koncowym stezeniu 2,5%. Solubilizacje prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 25°C
w buforze Polimer Solubilization Buffer (PSB: 200 mM KCI; 1 mM EDTA; 50 mM Tris;
pH 7,4; 1x inhibitory proteaz cOmplete™ (Roche); 1 mM PMSF). Nastepnie probke
wirowano przy 15000 x g przez 20 minut w temperaturze 4°C w celu usunigcia
nierozpuszczalnej frakcji. Probki analizowano zgodnie z procedura zamieszczong w punkcie
5.6.1.

Po zoptymalizowaniu warunkow solubilizacji komoérki HEK293T kotransfekowane
plazmidami eksprymujagcymi ROMK2-V5 oraz AGK-Myc-FLAG solubilizowano w buforze
PSB zawierajacym 2,5% DIBMA przez cala noc z delikatnym mieszaniem. Nast¢pnego dnia
mieszaning przeci$nigto 3-krotnie przez cienka iglg, a nastepnie zwirowano przez 20 minut
przy 15 000 x g w temperaturze 4°C. Supernatant podzielono na dwie czgsci, z ktorych jedna
oczyszczono z wykorzystaniem zestawu DDDDK-tagged Protein Magnetic Purification Kit
(MBL, Life Science), a drugg za pomocg zestawu V5-tagged Protein Magnetic Purification
Kit (MBL, Life Science) zgodnie z protokolem zalaczonym przez producenta ze zmianami.
Procedura w przypadku obu z16z wygladata analogicznie. Przed uzyciem zloze przeptukano
trzy razy za pomocg 5 ml buforu pluczacego PWB (200 mM KCI; 50 mM Tris; pH 7,4),
a nastgpnie zréwnowazono za pomoca PSB. Po zréwnowazeniu 50 pl ztoza dodano
do supernatantu. Probke inkubowano ze zlozem przez godzing w temperaturze 4°C
z mieszaniem. Po uptywie tego czasu niezwigzang frakcje usunigto z wykorzystaniem
magnesu, a ztoze przeptukano dziesigciokrotnie za pomoca 1 ml buforu PWB. Po ostatnim
plukaniu doktadnie usunigto roztwoér, ztoze zawieszono w 40 ul roztworu peptydu -
odpowiednio 2 mg/ml peptydu V5-tag lub 1 mg/ml peptydu DDDDK, a nastepnie inkubowano
je przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j. Frakcje elucji zebrano poprzez oddzielenie ztoza
za pomocg statywu magnetycznego. Z kazdej frakcji elucji pobrano po 10 pl na analize
Western Blot (punkt 5.6.1), a 30 pl poddano dalszemu oczyszczaniu. Probka wczesniej

oczyszczana wobec przeciwciata anty-V5, oczyszczano za pomocg zestawu DDDDK-tagged
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Protein Magnetic Purification Kit (MBL, Life Science), a druga (tj. oczyszczang wobec
przeciwciala anty-FLAG) oczyszczano za pomocg zestawu VS5-tagged Protein Magnetic
Purification Kit (MBL, Life Science). Procedura wygladata analogicznie do tego,
Co zaprezentowano powyzej. Zloze zrownowazono za pomoca PWB. Po zréwnowazeniu
50 pl ztoza dodano do supernatantu. Probke inkubowano ze zlozem przez godzing
w temperaturze 4°C z mieszaniem. Po uptywie tego czasu niezwigzang frakcje usunigto
z wykorzystaniem magnesu, a zloze przeptukano dziesi¢ciokrotnie za pomocg 1 ml buforu
PWB. Po ostatnim ptukaniu doktadnie usuni¢to roztwor, ztoze zawieszono w 40 ul roztworu
peptydu - odpowiednio 2 mg/ml peptydu V5-tag lub 1 mg/ml peptydu DDDDK, a nastgpnie
inkubowano je przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Frakcje elucji zebrano poprzez

oddzielenie ztoza za pomocg statywu magnetycznego.

5.4.3. Oczyszczanie bialek produkowanych w blonach bakterii E. coli
Produkcja biatek blonowych sktada si¢ z wielu etapéow, w tym solubilizacji
ze $Srodowiska lipidowego, oczyszczania solubilizowanego biatka z wykorzystaniem metod

chromatograficznych oraz jego przechowywanie do czasu analizy.

5.4.3.1. Solubilizacja bialek z blon bakteryjnych
5.4.3.1.1. Solubilizacja z wykorzystaniem detergentow

W pierwszym etapie badan blony bakteryjne zawierajace biatka ROMKI-6xHis,
MISTIC-ROMK1-6xHis, MISTIC-Kirl.3-ROMK1-6xHis oraz ROMK2-6xHis (stg¢zenie
koncowe 20 mg/ml) solubilizowano w réznych detergentach w buforze Detergent
Solubilization Buffer (DSB: 50 mM KCI; 10% glicerol; 100 uM EDTA; 20 mM Tris;
pH 7,4; 1x inhibitory proteaz cOmplete™ (Roche); 1 mM PMSF) z dodatkiem detergentu.
Sprawdzano solubilizacj¢ w nast¢pujacych detergentach: 1% fos-cholina, 1% digitonina,
2% n-dodecylo-p-D-maltozyd (DDM), 0,5% oktylo-p-D-glukopiranozyd (OG), 1% cholan
sodu, 0,25% dodecylosiarczan sodu (SDS) oraz 2% Triton X-100. Btony z kazdym
ze wspomnianych detergentow solubilizowano przez pipetowanie, inkubowano przez
15 minut na lodzie, a nastgpnie wirowano przy 14 000 x g w celu oddzielenia
niezsolubilizowanego materiatu. Zaréwno probki supernatantu, jak i osadu analizowano
metoda Western Blot zgodnie z procedura opisang w pkt. 5.6.1.

Do oczyszczania biatek ROMKI1-6xHis oraz ROMK2-6xHis btony bakteryjne
rozcienczono do koncowego stezenia 45 mg/ml w buforze DSB zawierajacym 2,5% DDM.

Solubilizacje prowadzono przez calg noc w 25°C z delikatnym wytrzasaniem. Frakcje
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nierozpuszczong osadzono przez wirowanie przy 100 000 x g przez 1 godzing w temperaturze
4°C. Supernatant, zawierajacy solubilizowane biatko ROMK2-6xHis, oczyszczono metoda

chromatografii metalopowinowactwa, jak opisano w punkcie 5.4.3.2.

5.4.3.1.2. Solubilizacja z wykorzystaniem kopolimeréw

Przed uzyciem kopolimery SMA (3:1; 2,3:1 oraz 1,2:1) oraz DIBMA poddano dializie
przez blone dializacyjng (NMWCO wynoszace 3,5 kDa, ang. nominal molecular weight
cutoff). Dialize prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 godziny, ze zmiang buforu
po okoto 12-16 godzinach.

Do solubilizacji blony bakteryjne rozcienczono do koncowego stezenia 45 mg/ml
w buforze PSB sktadajacym si¢ z 200 mM KCI oraz 50 mM Tris pH 7,4 z dodatkiem
1 mM PMSF, 100 uM EDTA oraz inhibitoréw proteaz (cOmplete™, Roche). Kopolimer SMA
lub DIBMA dodano do koncowego stezenia 2,5% 1 reakcj¢ solubilizacji prowadzono przez
catg noc w 25°C z delikatnym mieszaniem. Nastepnego dnia mieszaniny reakcyjne wirowano
przy 100 000 x g przez 1 godzing w 4°C w celu usunigcia niesolubilizowanych frakcji.
Zebrany supernatant zastosowano do poOzniejszego oczyszczania biatka metoda

chromatografii metalopowinowactwa zgodnie z procedura opisana w punkcie 5.4.3.2.

5.4.3.2. Oczyszczanie bialka ROMKI1-6xHis oraz ROMK2-6xHis z pomocg
chromatografii metalopowinowactwa

Podstawe chromatografii powinowactwa wobec jonéw metali - metalopowinowactwa
(IMAC, ang. ion metal affinity chromatography) stanowig odwracalne niekowalencyjne
oddziatywania pomi¢dzy izolowanymi biatkiem, a specyficznym dla niego ligandem.

W przypadku biatka ROMKI1 oraz ROMK2 produkowanego w bakteriach
zastosowano popularny znacznik 6xHis. Dzigki obecno$ci pierScienia imidazolowego reszt
histydynowych znacznik ten oddzialuje z jonami metali przejSciowych bloku d uktadu
okresowego, takimi jak Ni?* i Co?" unieruchomionymi na noéniku. Po solubilizacji probki
biatkka ROMK1-6xHis oraz ROMK?2-6xHis inkubowano z ztozem przez calg noc w 4°C.
W przypadku probek z detergentem zastosowano His-Select® Nickel Affinity Gel (Sigma
Aldrich), a probki z kopolimerami inkubowano ze ztozem HisPure™ Ni-NTA Superflow
agarose (Thermo Scientific). Ztoza wcze$niej zrownowazono za pomoca buforu Primary
buffer (200 mM KCI; 50 mM Tris; pH 7,4 z dodatkiem 1 mM PMSF oraz inhibitoréw protease
cOmplete™ (Roche)). Nastepnie ztoze przeniesiono do kolumn z przeptywem grawitacyjnym

(Mobicol “Classic”, MoBiTec Molecular Biotechnology) i1 przesagcz zebrano. Ztoze
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przeplukano czterokrotnie za pomoca buforu PB z dodatkiem 40 mM imidazolu objetoscia
rownowazng dwom objetosciom ztoza (CV, ang. column volumes). Biatko ROMK2-6xHis
eluowano 1,5 - 2,5 CV buforu Elution Buffer (EB: 250 mM imidazol; 200 mM KCI;
50 mM Tris; pH 7,4 z dodatkiem 1 mM PMSF oraz inhibitoréw protease cOmplete™
(Roche)). Do oczyszczania probek solubilizowanych w DDM bufor Primary buffer zawierat
2,5% DDM, a Wash Buffer oraz Elution Buffer zawieraty 1% DDM. Oczyszczone biatko
rozpipetowano na porcje (20 - 50 ul), a nastepnie mrozono w ciektym azocie i przechowywano
w -80°C.

5.4.3.3. Dysocjacja agregatéw bialka ROMK?2

W celu dysocjacji agregatow biatkka ROMK2 btony bakteryjne zawierajace biatko
solubilizowane w kopolimerze SMA 2,3:1 (punkt 5.4.3.1.2) oraz w DDM (punkt 5.4.3.1.1)
wirowano (100 000 x g, 1 godzina, 4°C) a nastepnie inkubowano w temperaturze pokojowe;j
przez 1 godzing z dodatkiem 20% Ilub 40% 2,2,2-trifluoroetanolu (TFE, ang.
2,2,2-Trifluoroethanol). Probki schtodzono na lodzie przez okoto 10 min. Po uptywie
tego czasu dodano 4xLaemmli Sample Buffer (BioRad) oraz 1 pul 1 M DTT. W innych
wariantach do kolejnych prébek biatka solubilizowanego w DDM oraz SMA 2,3:1 dodano
mocznik do koncowego stezenia wynoszgcego 4 M lub tiomocznik do koncowego stezenia
0,5 M lub 1 M. Przygotowano rowniez probki, w ktorych biatko denaturowano mieszaning

2 M mocznika i 0,5 M tiomocznika. Otrzymane probki analizowano metoda Western Blot
(punkt 5.6.1).

5.5. 0ZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA W PROBKACH

W celu okreslenia stezenia biatka w probkach opierano si¢ na trzech rdéznych
metodach, tj.: Bradforda, kwasu bicynochoninowego (BCA, ang. bicinchoninic acid),
a w przypadku biatka ROMK2-6xHis kompetencyjnego testu ELISA (ang. enzyme-linked

immunosorbent assay).

5.5.1. Metoda z zastosowaniem kwasu bicynchoninowego

Metoda z zastosowaniem kwasu bicynchoninowego (BCA, ang. bicinchoninic acid)
opiera si¢ na redukcji w srodowisku zasadowym jonéw miedzi Cu®* do Cu*, ktore nastepnie
reaguja z BCA tworzac barwny kompleks.

Do oznaczenia stezenia biatka z wykorzystaniem kwasu bicynchoniowego

wykorzystywano zestaw BCA Protein Assay Kit - Reducing Agent Compatible, Pierce™
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(Thermo Scienitific). Cala procedure wykonywano zgodnie z instrukcja zalaczong
przez producenta. Pokrotce, w pierwszym etapie przygotowano krzywa wzorcowa biatka BSA
o stezeniach 25, 50, 100, 200, 300, 600 1 1200 ng/ul (w odpowiednim buforze), ktorg nastepnie
rozpipetowano po 10 ul na ptytce 96-dotkowej w dwoch powtorzeniach. Badang probke
naktadano w réznych rozcienczeniach w koncowej objetosci 10 pl. Nastepnie do kazdego
z dotkéw dodano po 200 ul mieszaniny Reagent A i Reagent B wczeéniej wymieszanych
z sobg w stosunku 1:50. Ptytke inkubowano w 37°C z delikatnymi mieszaniem (100 rpm)
przez 30 minut, a nastepnie mierzono wartosci absorbancji przy dtugosci fali 562 nm
na czytniku mikroptytek (PerkinElmer) z wykorzystaniem programu EnSpireMenager

(PerkinElmer).

5.5.2. Metoda Bradforda

Metoda Bradforda oparta jest na reakcji reszt aminokwasowych lizyny, argininy oraz
w mniejszym stopniu histydyny i aminokwasow aromatycznych w biatkach z anionowga forma
biekitu Coomassie G-250 (Bradford, 1976).

W pierwszym etapie przygotowano krzywa wzorcowg biatka BSA o st¢zeniach:
1,2,4,6,8,10, 15 oraz 20 pg/ul, ktore rozcienczano w 100 mM NaOH do koncowej objetosci
50 ul. Badang prébe przygotowano poprzez rozcienczenie 1 pl probki w 49 ul 100 mM NaOH.
Nastepnie do krzywej wzorcowej 1 proby badanej dodano po 1 ml rozcienczonego w stosunku
1:4 odczynnika Protein Assay Dye Reagent (BioRad), a nastgpnie probki inkubowano przez
5 minut w temperaturze pokojowej. Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali 595 nm
z wykorzystaniem spektrofotometru Biomate3 (Thermo Scientific). Do okreslenia stezenia

nieznanych probek wykorzystano metod¢ krzywej wzorcowe;.

5.5.3. Pomiar stezenia biatka ze znacznikiem 6xHis

Do ilosciowego okreslenia stezenia biatka ROMK2-6xHis rekonstytuowanego
w liposomach oraz natywnych nanodyskach wykorzystywano zestaw His-Tag Protein ELISA
kit (Cell Biolabs, Inc) oparty o kompetencyjny test immunoenzymatyczny typu ELISA
zgodnie z instrukcja producenta. Wzorce bialek 6xHis oraz probki ROMK2-6xHis nalozono
na plytke pokryta polihistydyng. Nast¢pnie dodano przeciwcialo monoklonalne anty-6xHis
oraz przeciwcialo drugorzedowe koniungowane z HRP. Mierzono absorbancje przy dlugosci
fali 450 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek EnSpire (PerkinElmer). Do okreslenia

stezenia nieznanych probek wykorzystano metode krzywej wzorcowe.
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5.6. ANALIZA SKEADU PROBEK
5.6.1. Metoda Western Blot

Metoda Western Blot jest podstawowg technikg biologii molekularnej, ktéra pozwala
na wykrycie obecnosci konkretnych biatek w analizowanych préobkach, a jej dzialanie opiera
si¢ na reakcji typu antygen-przeciwciato. Pierwszym etapem po przygotowaniu probek
jest rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakryloamidowym z dodatkiem dodecylosiarczanu
sodu (SDS, ang. sodium dodecyle sulfate) — metoda SDS-PAGE (ang. sodium dodecyle sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis). Pozwala ona na rozdzial biatek znajdujacych
si¢ w analizowanej probce ze wzgledu na mase czasteczkowa. Kolejnym etapem jest transfer

rozdzielonych bialek na membrang, a nastgpnie detekcja za pomoca swoistego przeciwciata.

5.6.1.1. Przygotowanie probek

W eksperymentach typu TurboIlD biotynylowane biatka zatrzymane na zlozu
magnetycznym eluowano poprzez inkubacje¢ ztoza z mieszaning sktadajaca si¢ z: 2x Laemmli
Sample Buffer (BioRad), 10 mM DTT, 1 mM PMSF oraz 5 mM biotyny w temperaturze 95°C
przez 15 minut.

Do frakcji elucji otrzymanej w eksperymentach koimmunoprecypitacji dodano
4x Laemmli Sample Buffer (BioRad) do koncowego stezenia 1x, 10 mM DTT oraz
1 mM PMSF, a nastepnie ogrzewano je w temperaturze 95°C przez 15 minut.

W eksperymentach badajacych produkcje biatka ROMKI1 oraz ROMK2 w E. coli
komorki bateryjne osadzano przez wirowanie (10 000 x g, 2 minuty), a osad komodrek
solubilizowano w 200 ul 1x Laemmli Sample Buffer z dodatkiem 10 mM DTT, 1 mM PMSF.
Probki ogrzewano w temperaturze 95°C przez 15 minut.

Do probek otrzymanych podczas solubilizacji i oczyszczania biatka ROMK2-6xHis
dodano odczynniki do nastepujacych koncowych stezen: 1x Laemmli Sample Buffer (BioRad),
10 mM DTT oraz 1 mM PMSF, a nastepnie ogrzewano je przez 15 minut w temperaturze

37°C przed natozeniem na zel.

5.6.1.2. Elektroforeza bialek w zZelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych

Probki rozdzielano w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych
(zel zageszczajacy 1 10% zel poliakryloamidowy — sktady Tabela 3) w obecnosci SDS
(SDS-PAGE) z wykorzystaniem aparatéw firmy BioRad. W analizie SDS-PAGE stosowano

dwa wzorce bialek o znanych masach czasteczkowych: PageRuler™ Prestained Protein
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Ladder (ThermoFisher Scienitific) oraz Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder
(ThermoFisher Scienitific).

Typ zelu Sklad
16,6% akryloamid/bis-akryloamid (30/0,8)
80 mM Tris pH 6,8

Zel zageszczajacy 0,1% SDS

0,1% APS

0,2% TEMED

10% akryloamid/bis-akryloamid (30/0,8)
386 mM Tris pH 8,0

10% zel rozdzielajacy 0,1% SDS

0,059% APS

0,058% TEMED
Tabela 3. Sktad zeli wykorzystywanych w analizie SDS-PAGE.

Elektroforez¢ prowadzono przez okoto 1,5 - 2 godziny w buforze Running buffer
(RB: 25 mM Tris; 191 mM glicyna; 0,1% SDS; pH 7,4) w temperaturze pokojowej przy stalym
napig¢ciu wynoszacym 100 V.

5.6.1.3. Elektrotransfer

Biatka po rozdziale w zelu SDS-PAGE przenoszono w polu elektrycznym
(elektrotransfer) na membran¢ z difluorku poliwinylidenu (PVDF, ang. polyvinylidene
difluoride; BioRad) w buforze Transfer Buffer (TB: 20 mM Tris; 150 mM glicyna; 0,02%
SDS; 20% metanol). Transfer prowadzono przez 2 godziny przy natezeniu 250 mA

z wykorzystaniem aparatu BioRad. Cala procedura odbywata si¢ temperaturze 4°C.

5.6.1.4. Immunocytochemia

Membrany PVDF z biatkami przeplukiwano woda, blokowano w 5% roztworze
odttuszczonego mleka w TBST (ang. TRIS-buffered saline; o sktadzie: 20 mM Tris, 125 mM
NaCl, 0,1% Tween-20; pH 7,5) lub PBST (PBS z 0,1% Tween-20) i inkubowano
z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym (Tabela 4). Membrany ptukano 3 razy
w TBST/PBST i inkubowano z drugorzedowym przeciwcialem zwigzanym z peroksydazg

chrzanowa (HRP, ang. horseradish peroxidase). Nastepnie membrany ptukano minimum
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3 razy w TBST/PBST. Aktywno$¢ HRP wizualizowano metoda chemiluminescencji (ECL

Prime Western blotting detection reagent, GE Healthcare) i1 rejestrowano za pomoca klisz

rentgenowskich (Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare).

- Przeciwcialo

Inkubacja d d
Przeciwcialo Blokowanie (czas, temperatura, LA A IS

rozcienczenie) (Orgf"“fzm’ .

r0201enczen1e)
'[i‘irg'l'_g’]‘His tag® 5% mleko, PBST", |2 godziny, RT | anty-mysie
Abcam 18184 noc, 4°C 1:1000 1: 5000
Anti-HA 5% mleko, TBST™, |2 godziny, RT | anty-mysie
Sigma Aldrich H9658 noc, 4°C 1:1000 1: 5000
Streptavidin-HRP 5% mleko, TBST, |2godziny, RT | _
Thermo Scientific noc, 4°C 1:40 000
Anti-V5 10% mleko, PBST", | noc, 4°C anty-mysie
Sigma Aldrich V8012 2 godziny, RT 1:1000 1: 5000
. 10% mleko, o (1
Anti-KCNJ1 (ROMK) TRST” noc, 4°C anty-krolicze
Sigma Aldrich HPA026962 . 1:200 1: 5000
2 godziny, RT

Anti-DDK (FLAG) 10% mleko, PBST", | noc, 4°C anty-krolicze
OriGene TA50011 2 godziny, RT 1:1000 1: 5000
Anti-AGK 10% mleko, PBST", | noc, 4°C anty-krolicze
OriGeneTA344897 2 godziny, RT 1:500 1: 5000
Anti-SDHA 5% mleko, TBST ", |2 godziny, RT | anty-krélicze
Abcam 137040 noc, 4°C 1:500 1: 5000
Anti-Na*/K*-ATPaza 5% mleko, TBST™, |2 godziny, RT | anty-mysie
Abacam 7671 noc, 4°C 1:1000 1: 5000

Tabela 4. Zestawienie przeciwcial wykorzystywanych w eksperymentach wraz z warunkami blokowania

membran, inkubacji, a takze informacja o przeciwciele drugorzedowym; "PBST (PBS z dodatkiem 0,1% Tween-
20), " TBST (20 mM Tris, 125 mM NacCl, pH 7,5 z dodatkiem 0,1% Tween-20)

5.6.2. Mikroskopia
konfokalnego

Mikroskopig

immunofluorescencyjna

konfokalng

wykorzystano

z

wykorzystaniem

do zbadania

lokalizacji

mikroskopu

biatek

ROMK2-TurbolD-3xHA, SMAC-TurbolD-3xHA oraz OTC-TurbolD-3xHA po transfekcji
przejsciowej w komorkach HEK293T, a takze kolokalizacji pomig¢dzy biatkiem ROMK2-V5

i AGK-Myc-FLAG.
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W celu przygotowania preparatow do mikroskopii konfokalne komoérki 24 godziny
po transfekcji ptukano dwukrotnie buforem PBS.

W przypadku konstruktéw TurbolD komorki utrwalono poprzez 20-minutowg
inkubacj¢ w 4% paraformaldehydzie (PFA ang. paraformaldehyde, Cell Signaling) w PBS,
a nastgpnie permabilizowano przez dwukrotng inkubacje komorek przez 3 minuty w buforze
PBS zawierajagcym dodatkowo 0,05% Triton X-100. Komorki inkubowano przez cala noc
z przeciwcialem anty-HA (Sigma Aldrich) (rozcienczenie 1:200 w PBS zawierajacym 4%
FBS) oraz anti-TOMM20 (1:500, Sigma Aldrich). Nastepnego dnia komorki ptukano
trzykrotnie po 8 minut za pomoca PBS i inkubowano je w buforze PBS z drugorzgdowymi
przeciwciatami: anty-mysim Alexa488 (Invitrogen) oraz anty-kroliczym Alexa555 przez
2 godziny w RT. Po uptywie tego czasu komorki przeptukano 3 x 5 min za pomocg PBS,
a nastepnie utrwalono za pomocg Vectashild (VectorLaboratories).

Komorki transfekowane plazmidem p-ROMK2-V5 po przeptukaniu inkubowano przez
20 minut w inkubatorze z 100 nM Mito Red (Sigma Aldrich) w DMEM bez czerwieni
fenolowej (FluoroBrite™ DMEM, Gibco), a po uplywie tego czasu przeptukano trzykrotnie
za pomocg PBS. Nastepnie komorki utrwalono poprzez 20 minutowa inkubacje w 4% PFA
(Cell Signaling) w PBS i permabilizowano przez dwukrotng 3-minutowg inkubacje komorek
w buforze PBS zawierajagcym 0,05% Triton X-100. Komorki nastepnie inkubowano przez catg
noc z przeciwciatem anty-KCNIJ1 (Sigma Aldrich) (rozcienczenie 1:200 w PBS zawierajacym
4% FBS). Nastgpnego dnia komoérki ptukano trzykrotnie po 8 minut za pomoca PBS
1 inkubowano przez 2 godziny w RT w buforze PBS z drugorzgdowym przeciwcialem
anty-kréliczym Alexa488 (Invitrogen). Po uptywie tego czasu komorki przeptukano 3 x 5 min
za pomocg PBS, a nast¢pnie utrwalono za pomocg Vectashild (VectorLaboratories). Drugi
preparat komorek transfekowanych plazmidem p-ROMK2-V5 po przeplukaniu i utrwaleniu
(4% PFA, 20 min) permabilizowano przez dwukrotng 3-minutowa inkubacje komorek
w buforze PBS zawierajacym 0,05% Triton X-100. Komorki inkubowano przez calg
noc z przeciwcialem anty-V5 (Sigma Aldrich) oraz anti-coxIV (1:200, Cell Signaling).
Nastepnego dnia komorki ptukano trzykrotnie po 8 minut za pomoca PBS i1 inkubowano
je przez 2 godziny w RT w buforze PBS z drugorzgdowymi przeciwciatami: Alexa555 rabbit
(1:1000, Invitrogen) oraz Alexa488 mouse 1:1000 (Invitrogen). Po uplywie tego czasu
komorki przeptukano 3 x 5 min za pomoca PBS, a nastepnie utrwalono za pomocg Vectashild
(VectorLaboratories).

W preparacie  komorek  kotransfekowanych  plazmidami  pROMK2-V5
oraz pAGK-Myc-FLAG calg procedure wykonywano tak jak wspomniano powyzej
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wykorzystujac przeciwciala anty-KCNJ1 (1:200, Sigma Aldrich) oraz anty-FLAG (1:200,
Origene) wraz z przeciwciatami: Alexa555 rabbit (1:1000, Invitrogen) oraz Alexa488 mouse
1:1000 (Invitrogen).

Przed obrazowaniem preparaty mikroskopowe przechowywano w 4°C i chroniono
przed $wiattem. Obrazowanie komorek przeprowadzono za pomocg mikroskopu
konfokalnego Olympus FV1200 z oprogramowaniem FLUOVIEW FV1000 4.2.1.20.
Fluorescencj¢ wzbudzano przy diugosciach 473 oraz 599 nm, a emisj¢ obserwowano
z uzyciem filtra BAS575-675. Obrazy zrobiono przy uzyciu tych samych ustawien

konfokalnych i przetworzono wykorzystujac program ImageJ.

przeciwcialo rozcienczenie | przeciwcialo drugorzedowe
MitoRed
Sigma Aldrich 53271 100nM -
Anti-HA 1 200 Alexa488 mouse
Sigma Aldrich H9658 1:1000
Invitrogen
. Alexa488 mouse
ANt-VS 1: 200 1:1000
Sigma Aldrich V8012 X
Invitrogen
. Alexa555 rabbit
Anti-coxIV 1: 200 1:1000
Cell Signaling 4844S .
Invitrogen
Anti-KCNJ1 (ROMK) L 200 fHlexaass rabbit
Sigma Aldrich HPA026962 ' "
Invitrogen
. Alexa555 mouse
Anti-DDK (Flag) 1: 200 1: 1000
OriGene TA50011 .
Invitrogen
. Alexa555 rabbit
Anti-TOMM20 1:500 1:1000
Sigma Aldrich HPA011562 X
Invitrogen

Tabela 5. Zestawienie przeciwciat wykorzystywanych w eksperymentach immunofluorescencji, a takze

informacja o przeciwciele drugorzedowym. Przeciwciata rozcienczano w PBS zawierajqgcym 4% FBS.

5.6.3. Spektrometria mas
Biotynylowane bialka, ktore uzyskano w eksperymentach typu TurbolD, zatrzymane
na zlozu magnetycznym analizowano za pomocg spektrometrii mas, ktora wykonywana

byta w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN.
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5.7. POMIARY AKTYWNOSCI KANALOWEJ BIALKA ROMK2-6xHis
5.7.1. Przygotowanie proteoliposomow
5.7.1.1. Optymalizacja warunkow przygotowywania proteoliposoméw

W pierwszym etapie sprawdzono stabilno$¢ oczyszczonego biatka ROMK2-6xHis
(punkt 5.4.3.2) w zaleznoS$ci od roznych stezen KC1. W tym celu przygotowano seri¢ buforow
do rekonstytucji (punkt 5.7.1.2) zawierajacych 10 mM KH2PO4/K2HPOg4, pH 7,0, 5 mM OG
1 rozne stgzenia KCI (50, 150, 300 lub 500 mM). Do 500 pul kazdego z buforow
do rekonstytucji dodano 10 ul biatka ROMK1-6xHis o ste¢zeniu 50 ng/ul, prébki zmieszano,
a nastepnie inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu
probki wirowano przez 1 godzing przy 100 000 x g, frakcje osadu i supernatantu rozdzielono.
Bialko znajdujace si¢ w supernatancie stragcono za pomoca zestawu do zaggszczania biatek
(Protein Precipitation Kit, A&A Biotechnology). Osady 1 stracone biatko znajdujace
si¢ w proteliposomach analizowano za pomoca techniki Western Blot (punkt 5.6.1).

W kolejnym kroku sprawdzono wplyw glicerolu na stabilno$¢ oczyszczonego
z wykorzystaniem detergentu biatka ROMK2-6xHis (punkt 5.4.3.2). W tym celu 500 ng biatka
ROMK2-6xHis inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej w buforach
o sktadzie: 300 mM KCI; 5 mM OG; 10 mM KH2PO4/KoHPO4; pH 7,0 zawierajacych
dodatkowo rozne stezenia glicerolu, tj.: 2%, 5%, 10%, 20% lub 50%. Po uplywie godziny
probki wirowano przy 100 000 x g przez 1 godzing w celu rozdzielenia frakcji rozpuszczalnej
1 osadu. Biatko znajdujace si¢ w supernatancie stragcono za pomocg zestawu do precypitacji
biatek (Protein Precipitation Kit, A&A Biotechnology), a nastepnie zard6wno ze strgconego

bialka, jak i osadu przygotowano probki do analizy SDS-PAGE/Western Blot.

5.7.1.2. Rekonstytucja biatka ROMK?2-6xHis w proteoliposomach

Proteoliposomy zawierajace biatko ROMK2-6xHis byly przygotowywane zgodnie
ze zmodyfikowanym opublikowanym protokotem (Raja and Vales, 2011). W pierwszym
etapie 10 mg azolektyny (L-a-fosfatydylocholina z nasion soi, Typ II-S, Sigma Aldrich)
rozpuszczono W chloroformie (Sigma Aldrich), a nast¢pnie na powierzchni szklanej fiolki
utworzono z niej cieki film poprzez odparowanie chloroformu pod strumieniem azotu.
Do powstatego filmu dodano 1 ml buforu do rekonstytucji (300 mM KCI; 10% glicerol;
10 mM KH2PO4/K2HPOs; pH 7,0 oraz inhibitory proteaz cOmplete™ (Roche) oraz 1 mM
PMSF) z dodatkiem 5 mM OG i mieszaning¢ inkubowano w temperaturze pokojowej przez
godzine, a nastepnie krotko sonikowano na lodzie w celu utworzenia destabilizowanych

detergentem liposomow. Liposomy 0sadzono przez wirowanie przy 5 000 x g przez 3 minuty.
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Do przygotowania proteoliposomoéw solubilizowane i oczyszczone w DDM biatko
ROMK?2-6xHis potaczono z liposomami destabilizowanymi przez detergent w stosunku
biatko:lipid wynoszagcym 1:100 (% mol), krotko mieszano, po czym inkubowano
w temperaturze pokojowej przez godzing. Przygotowywano rowniez kontrolne liposomy,
w ktorych pomini¢to dodatek biatka. Detergent usuwano przez adsorpcj¢ na hydrofobowym
ztozu polistyrenowym Bio-Beads SM-2 (BioRad) w 4°C. Adsorbent wymieniano trzykrotnie,
po ostatniej wymianie probki inkubowano przez noc. Nastgpnego dnia supernatant zwirowano
przez godzing w 4°C przy 100 000 x g w celu zebrania proteoliposomow. Osad zawierajacy
proteoliposomy zawieszano w 100 ul buforu do rekonstytucji, dzielono na niewielkie porcje

(10 pl), mrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C do dalszej analizy.

5.7.2. Przygotowanie nanodyskow do doswiadczen metoda sztucznych blon lipidowych

W pierwszym etapie zoptymalizowano warunki dializy nanodyskow SMALPs oraz
DIBMALPs zawierajacych rekonstytuowane biatka ROMKI1-6xHis oraz ROMK2-6xHis.
W tym celu po 100 ul zawiesiny SMALPs/ROMKI1-6xHis, SMALPs/ROMK2-6xHis,
DIBMALPS/ROMK1-6xHis oraz DIBMALPS/ROMK2-6xHis, dializowano do dwoch
r6znych buforow: 200 mM KCI; 50 mM Tris; pH 7,4 oraz 300 mM KCI; 50 mM Tris; pH 7,4.
Dializg prowadzono wobec 1 litra buforu przez noc w temperaturze pokojowej, potem probki
nanodyskoéw przeniesiono do probowek wirowkowych 1 wirowano przy 100 000 x g przez
1 godzing. Zar6wno supernatant, jak i osad, analizowano za pomoca metody Western Blot.

Ostatecznie nanodyski SMALPs zawierajagce biatko ROMK2-6xHis dializowano
wobec buforu zawierajacego 300 mM KCI; 50 mM Tris/HCI; pH 7.4 (z dwukrotng zmiang
buforu) i podzielono na porcje po 10 pl i przechowywano w -80°C.

W celu usunigcia imidazolu natywne nanodyski zawierajace biatko ROMK2-6xHis
dializowano z wykorzystaniem kaset dializacyjnych 3,5 kDa NMWCO (Pierce, no. 63552).

5.7.3. Metoda sztucznych blon lipidowych

Metoda sztucznych bton lipidowych (PLB, ang. planar lipid bilayer), znana réwniez
jako metoda czarnych bton lipidowych (BLM, z ang. black lipid membranes) zostata opisana
przez Muellera w 1962 roku (Mueller i wsp., 1962) i jest ona wykorzystywana
do rejestrowania aktywnosci elektrycznej kanatow jonowych. Polega na wbudowaniu biatka
z frakcji blonowych, proteoliposomoéw, czy nanodyskdw w sztuczng blon¢ lipidowa

1 pomiarze pradow ptynacych przez pojedyncze biatka kanalowe.
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Pomiary elektryczne z wykorzystaniem metody sztucznych bton lipidowych
przeprowadzono w sposob opisany wczesniej (Bednarczyk i wsp., 2004; Bednarczyk i wsp.,
2005; Choma i 2009).
pokojowej. Dwuwarstwe lipidowg tworzono z azolektyny (L-a-fosfatydylocholina)
Type 1I-S, Sigma Aldrich)
w n-dekanie (25 mg/ml) na otworze o $rednicy ~250 um znajdujagcym si¢ na Sciance naczynka

wsp., Wszystkie pomiary prowadzono w temperaturze

(L-a-phosphatidylcholine from soybeans, rozpuszczonej
z teflonu (Warner Instrument Corp., Hamden, CT USA) dzielacej dwie komory: cis oraz trans
(kazda o objetosci 1 ml). Polaczenia elektryczne wykonano agarowymi mostkami solnymi
(3 M KCl) i elektrodami chlorosrebrowymi (Ag/AgCl). Przedziat trans uziemiono, a napigcie
przyktadano do przedziatu cis (Rycina 9). Caty uktad pomiarowy umieszczony byt w klatce
Faraday'a, aby zminimalizowaé¢ wplyw zaklocen elektromagnetycznych. Dodatkowo
caly uklad pomiarowy znajdowal si¢ na stole antywibracyjnym, aby zabezpieczy¢

go przed wptywami drgan mechanicznych.

komputer przetwornik ~ wzmacniacz

analogowo - cyfrowy <

-“WW Pl IWHF| J

rejestracja sygnatéw jednokanatowych

elektroda

l AgCl —7

dwuwarstwa
Iipidov<A o

dwuwarstwa

__ lipidowa

cis | i

1

uziemnienie

Rycina 9. Schemat budowy uktadu PLB. W sktad podstawowego wyposazenia stanowiska badawczego wchodzi
komputer z oprogramowaniem, przetwornik analogowo-cyfrowy, wzmacniacz oraz naczynka pomiarowe
tworzgce przedziaty cis i trans. Przedzialy cis i trans oddzielone sq przegrodg teflonowq z otworem o srednicy

okoto 250 um. Probka badanego biatka umieszczana byla w przedziale trans.

Tworzenie si¢ dwuwarstwy monitorowano przez pomiar pojemnosci elektrycznej
z uzyciem modutu, w ktoéry wyposazono wzmacniacz (BLM-120, BioLogic). Pojemnos¢
elektryczna jest charakterystycznym parametrem PLB. Tworzona dwuwarstwa lipidowa moze
by¢ modelowana jako kondensator. Jesli potraktujemy PLB jako kondensator, wowczas

pojemnos¢ mozna wyznaczy¢ z zaleznosci:
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_ &ES
C==

,gdzie:

C — pojemno$¢ catkowita membrany

&0 — przenikalnosé elektryczna w prézni (8,854-10712 F/m)

¢ — efektywna wzgledna przenikalno$¢ elektryczna lipidow (okoto 2,3 - 2,5)
S — pole powierzchni dwuwarstwy

d — efektywna grubos¢ dwuwarstwy lipidowej (ok. 3 - 5 nm)

Obliczenia pokazuja, ze idealna pojemnos¢ dwuwarstwy utworzonej na catej powierzchni
otworu powinna wynosi¢ okoto 280 pF, jednakze w przeprowadzanych badaniach typowa
pojemno$¢ dwuwarstwy wynosita 90 - 150 pF. Wybierano btony w tym zakresie, poniewaz
te 0 mniejszej pojemnosci majg zbyt matg powierzchnie do inkorporacji biatka, a btony o duze;j
pojemnosci sg bardziej wrazliwe na wptywy zewnetrzne. Pomiar pradu przeptywajacego przez
dwuwarstwe pozwalatl okresli¢ szczelno$¢ btony. Prad jonowy ptynacy przez utworzong
dwuwarstwe lipidowa po przytozeniu napigcia + 50 mV nie przekraczat 2 pA. Prad mierzono
za pomoca wzmacniacza (BLM-120, BioLogic) z glowica 1GQ. Czestotliwos¢ probkowania
sygnatu wynosita 500 kHz. Konwersj¢ sygnatu elektrycznego z analogowego na cyfrowy
wykonywano za pomocg konwertera PowerLab 2/20 (ADInstruments). Do zapisu danych
wykorzystano oprogramowanie Chart v5.2.7 (PowerLab, ADInstruments).

Przedziaty cis oraz trans zawieraly 50 mM roztwor KCl (warunki symetryczne)
lub odpowiednio 50 mM oraz 150 mM roztwor KCl1 (warunki niesymetryczne) buforowany
10 mM HEPES o pH 7,4.

Proteoliposomy lub natywne nanodyski zawierajace biatko ROMK?2-6xHis dodawano
do przedziatu trans, a nast¢pnie delikatnie mieszano (mieszadto magnetyczne) do momentu
zaobserwowania wbudowania si¢ kanatu w dwuwarstwe lipidowg. Czasy, po ktorych
obserwowano aktywnos$ci kanalow znacznie si¢ r6znity 1 wahaty od kilku sekund do ponad
30 minut. Aktywnos$¢ kanatu obserwowano po dodaniu od 1 do 5 pl biatka ROMK2 w stezeniu
okoto 750 pg/ul dla proteoliposomow i 40-50 pg/ul dla nanodyskow.

5.7.4. Pomiary aktywnosci bialka kanalowego ROMK2-6xHis w obecnosci modulatorow
Modulatory aktywnosci biatka kanalowego ROMK?2-6xHis dodawano jednoczesnie
do przedziatoéw cis i trans lub kolejno do kazdego z nich.
W celu potwierdzenia, iz rejestrowane aktywnosci pochodzg od biatka ROMK2-6xHis
wykorzystywano dobrze znany inhibitor — VUS591. Sprawdzono réowniez wptyw innych
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substancji, wczesniej opisywanych jako modulatory kanatu mitoKatp, na aktywno$¢ biatka

ROMK2-6xHis (Tabela 6).

W ostatnim etapie zbadano rowniez dwie pochodne fosfolipidowe, tj. kwas

lizofosfatydowy (LPA,

ang.

lysophosphatidic acid) oraz kwas fosfatydowy (PA,

ang. phosphatidic acid), ktore sa produktami aktywnosci biatka AGK.

Modulator Wzér strukturalny Rozpuszczalnik
ATP/MgZ+ o—g-—o—\cﬁ;o—z-—o—cm o HZO

8§ 8 8 LN

9 H
N
0

T,

VU591 }NH DMSO
NO
y
diazoksyd N H20
//S\\ Cl
o 0
o]
HSC“O o /\Q/O\\S{)HJLH/O
glibenklamid @)LH H.0
Cl
Kwas 5-hydroksydekanowy 9
o . 50 mM KCI,

kwas lizofosfatydowy (LPA) | ~r—rromobor | 10 MM HEPES/KOH;

pH 7,4

kwas fosfatydowy (PA)

50 mM KClI;
10 mM HEPES/KOH:;
pH 7,4

Tabela 6. Zwigzki testowane jako modulatory aktywnosci biatka ROMK?2 wraz ze wzorami strukturalnymi oraz

stosowanymi rozpuszczalnikami.
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5.8. ANALIZA DANYCH
5.8.1. Analiza wynikow spektrometrii mas

Widma spektrometrii mas (MS) przeszukiwano w bazie danych sekwencji bialek
Homo sapiens przy uzyciu wyszukiwarki MASCOT. Tolerancja masy prekursora wynosita
5 ppm. Jony produktu przeszukiwano z tolerancja masy 0,01 Da. Maksymalny stan
naladowania jonu prekursora uzytego do poszukiwan wynosit 7. Metylacje cystein
poszukiwano jako utrwalong modyfikacj¢, natomiast utlenianie metionin jako modyfikacje
zmienne. Jako enzym stosowano trypsyne (wykonane przez Srodowiskowe Laboratorium
Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN).

Do zidentyfikowania lokalizacji subkomoérkowej biatek zidentyfikowanych
jako potencjalne biatka oddzialujace z bialkiem ROMK2 wykorzystano nastgpujace
bazy danych: Uniprot (www.uniprot.org), Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org)
oraz  MitoCarta3.0  (https://www.broadinstitute.org/files/shared/metabolism/mitocarta/
human.mitocarta3.0.html).

Do wizualizacji sieci interakcji bialek wykorzystano program Cytoscape

z wykorzystaniem bazy STRING.

5.8.2. Analiza rejestracji elektrofizjologicznych

Rejestracje elektrofizjologiczne analizowano z wykorzystaniem oprogramowania
Clampfit 10.7 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Wstepnie rejestracje filtrowano
przy 100 Hz. Dalsza analiza otrzymanych wynikow pozwolila na wyznaczenie
kilku parametrow pozwalajacych na charakterystyke biatka ROMK2-6xHis. Jednym
z nich jest przewodnictwo jednostkowe, ktore okreslane jest réznica migdzy wartoscia pradu,
przy ktorym kanal jest w stanie zamknigtym, a wartoscig pradu, przy ktérym kanat
jest w stanie otwartym. Zmiany te zwigzane sa ze zmiang konformacji kanatu. W trakcie
trwania eksperymentow rejestrowano zmiany nat¢zenia pradu w wyniku przejs¢ pomigdzy
stanem zamknigtym, a stanem otwartym dla pojedynczych kanatow w zaleznosci
od przylozonego napigcia, co nastgpnie po wykresleniu zaleznosci pradu od napigcia
(usrednieniu wynikow uzyskanych w kilkunastu - kilkudziesigciu eksperymentach) pozwolito
na wyznaczenie wartosci przewodnictwa kanatu. W przypadku uktadu symetrycznego
w badanym zakresie napiecia (od -90 do 90 mV) wykreslona zalezno$¢ pradowo - napigciowa
byta w przybliZzeniu zalezno$cia prostoliniowa, a zatem spetniata prawo Ohma. W przypadku
ukladu niesymetrycznego do obliczeh wykorzystywano prostoliniowy zakres znajdujacy

si¢ przy ujemnych wartosciach przyktadanego napigcia.
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Analiza danych pozwolila rowniez na okreslenie tzw. potencjalu odwrdcenia.
Transport jonéw pomiedzy obszarami o rdéznym stezeniu mozna opisa¢ poprzez dyfuzje,
a strumien dyfuzji (Jp) jest wielko$cig wprost proporcjonalng co do gradientu stezenia danej

substancji, co zostalo opisane przez prawo Ficka:

Ip = —DZ—)CC , gdzie:
Jp — strumien dyfuzji
D — wspotczynnik dyfuzji, ktéry zalezny jest od rodzaju substancji dyfundujacej, osrodka
w ktérym zachodzi dyfuzja oraz od temperatury:

D = I;—TU, gdzie:

R — stata gazowa (8,3 14 L)

mol-k

T — temperatura [K]
.10 -
F — stata Faradaya (9,64 10 mol)
U — ruchliwo$¢ jonow
C — stezenie

X — odleglos¢ od zZrodta dyfuzji

Dodatkowo, w przypadku dyfuzji jonéw nalezy pamigta¢ réwniez o posiadanym przez
nie tadunku elektrycznym, ktory determinuje ich ruch pod wplywem pola elektrycznego
(strumien migracji - Jv):

Ju =-UzC g—:’z, gdzie:
Jm — strumien migracji jonow
U — ruchliwo$¢ jonow
Z — ilo$¢ tadunkow przenoszonych przez jeden jon

@ — potencjat elektryczny

%

po gradient potencjatu elektrycznego

W zwiazku z powyzszym, catkowity strumien przeptywu jondw w jednostce czasu mozna

zapisa¢ jako:
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W skrajnym przypadku, gdy pole elektryczne dziata przeciwnie do strumienia dyfuzji, moze
doj$¢ do zablokowania przeptywu jonow, wowczas catkowity strumien przeptywu jondéw
wynosi 0. Mowi sig, ze dochodzi wowczas do rownowagi Nernsta. W stanie tym nie moze
ptyna¢ prad jonowy, mozna zatem wyznaczy¢ potencjat elektryczny, przy ktorym do niej
dochodzi stosujgc ponizsza zaleznosc¢:
RT C, _
Q= ﬁlna , gdzie:

¢ — potencjal Nernsta

R — stala gazowa [8,314 / ]

mol-K
T — temperatura [K]

Z — tadunek elektryczny (ilo$¢ fadunkéw elementarnych przenoszonych przez jeden jon)
F — stata Faradaya [96485 L]
mol

Co — stezenie molowe jondw na zewnatrz

Ci — stgzenie molowe jondw wewnatrz

Nalezy jednak pamigtac, iz rbwnanie to przedstawia idealne warunki, w ktérych przez btong
przeptywa tylko jeden rodzaj jondéw, a dodatkowo transport odbywa si¢ przez calg
jej powierzchnie. W rzeczywisto$ci jednak obserwujemy zjawisko, w ktérym moga
by¢ transportowane roézne jony, a ich transport odbywa si¢ przez kanaly jonowe. Dzigki
tej uproszczonej zaleznosci jesteSmy w stanie oszacowac tzw. potencjat odwrocenia, jednakze
przyjmujac kilka zalozen, tj.: jednorodnos¢ dwuwarstwy lipidowej, ciggly 1 niezalezny
przeptyw jondw, rdéznica stezen oraz potencjalow elektrochemicznych ma wptyw
na ruch jonéw, a wewnatrz pojedynczego poru kanalu rekonstytuowanego do dwuwarstwy
stezenie jonow 1 warto$¢ potencjatu zmienia si¢ liniowo. W niniejszej rozprawie potencjat
odwrocenia byl okreslany poprzez wyznaczenie wartosci napigcia, przy ktorym zalezno$é
pradowo-napi¢ciowa o liniowym zakresie w warunkach niesymetrycznych przyjmowata
wartos¢ 0 pA.

Nastepnym wyznaczanym parametrem byto prawdopodobienstwo otwarcia kanalu
P(o). Prawdopodobienstwo czasu otwar¢ kanatu jest stosunkiem czasu otwar¢ kanatu
do catkowitego czasu obserwacji. W prezentowanej rozprawie bylo ono obliczane
z wykorzystaniem modutu wyszukiwania pojedynczego kanatu (Single-Channel Search
programem Clampfit 10.7), ktéry pozwala na okreslenie zardwno poziomu zamknigtego,

jak réwniez o$miu poziomoéw otwarc.
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W rozprawie doktorskiej prezentowane sg reprezentatywne przebiegi aktywnosci
kanatéw dla danych warunkéw wraz z wyznaczonymi dla nich warto$ciami

prawdopodobienstwa otwar¢ podawanymi jako utamki dziesigtne.

5.8.3. Analiza statystyczna

Dane statystyczne analizowano z wykorzystaniem programu Exel2016 oraz Origin
2019 Graphing & Analysis. Dane przedstawiono jako srednia + odchylenie standardowe (SD).
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testow t-Studenta (test t-Studenta dla par)
oraz jednokierunkowg analiz¢ wariancji ANOVA z testem Turkey’a (test post-hoc). Wartosci
istotnos$ci statystycznej p ponizej 0,05 uznano za istotng statystycznie (* p <0,05; ** p <0,01;

*% ) < 0,001; **** p< 0,0001).

5.9. DODATKOWE MATERIALY
5.9.1. Bufory wykorzystywane w przedstawionych eksperymentach
W prezentowanych badaniach wykorzystywano rézne bufory. W zwiazku z ich duza

réznorodnosci postanowiono je wszystkie dodatkowo zebra¢ w jednym miejscu (Tabela 7).
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Stosowana

skrocona nazwa | Bufor Sklad buforu
buforu
. 89 mM Tris; 89 mM kwas borowy;
TBE bufor Tris/Boran/EDTA 2 mM EDTA: pH 8.3
B \t/)vuzft?(; da?;éi?-a\fyn:?gf&n dria 210 mM mannitol; 70 mM sacharoza;
g ] o 500 mM HEPES/KOH; pH 7,2
z zastosowaniem digitoniny
SIB bufor sacharozo 250 mM sacharoza; 1 mM EGTA;
Wy 5 mM HEPES/KOH; pH 7,2
BP buforu do przechowywania ;|5_|07mZM KCI; 10 mM HEPES/KOH;
150 mM NaCl; 0,4% SDS; 1% NP-40;
1 mM EGTA; 1,5 mM MgCl; 50 mM
. Tris/HCI; pH 7,4 oraz dodawane na
TLB TurbolD Lysis Buffer swiezo: 1x inhibitory proteaz cOmplete™
(Roche)
i 1 mM PMSF
TWB1 TurbolD Wash Buffer 1 2% SDS; 50 mM Tris; pH 7,4
0,1% deoksycholan sodu; 1% Triton X-
TWB2 TurbolD Wash Buffer 2 100; 1 mM EDTA; 500 mM NacCl;
50 mM HEPES/NaOH; pH 7,5
5% deoksycholan sodu; 0,5% NP-40;
TWB3 TurbolD Wash Buffer 3 1 mM EDTA; 250 mM LiCl; 10 mM Tris;
pH 7,4
1% Triton X-100; 5 mM EDTA; 150 mM
CLB Co-IP Lysis Buffer NaCl; 20 mM Tris; pH 7,5; 1x inhibitory
proteaz cOmplete™ (Roche)
0,1% Tween-20; 300 mM NaCl;
CWB Co-ID Wash Buffer 20 mM Tris: pH 7.5
200 mM KCI; 1 mM EDTA; 50 mM Tris;
PSB Polimer Solubilization Buffer | pH 7,4; 1x inhibitory proteaz cOmplete™
(Roche); 1 mM PMSF
PWB Polimer Wash Buffer 200 mM KCI; 50 mM Tris; pH 7,4
e 50 mM KCI; 10% glicerol; 100 uM EDTA;
DSB [B)S]E?ergem Solubilization 20 mM Tris; pH 7,4; 1x inhibitory proteaz
cOmplete™ (Roche); 1 mM PMSF
. 250 mM imidazol; 200 mM KClI;
PEB Elution Buffer 50 mM Tris; pH 7.4
PB Primary buffer 200 mM KCI; 50 mM Tris; pH 7,4
H H . 0 .
RB Running buffer §5Hn71lzl Tris; 191 mM glicyna; 0,1% SDS;
1o 1 . O .
B Transfer Buffer 20 mM Tris; 150 mM glicyna; 0,02% SDS;
20% metanol
. 20 mM Tris, 125 mM NaCl,
TBST TRIS-buffered saline 0,1% Tween-20; pH 7,5
Bufor do rekontvtucii 300 mM KClI, 10% glicerol, 10 mM
PRB yuiel KH2PO./KzHPO4, pH 7,0, inhibitory

proteoliposomow

proteaz cOmplete™ (Roche)

Tabela 7. Zestawienie wszystkich buforow wykorzystywanych w badaniach
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6. WYNIKI
6.1. IDENTYFIKACJA BIALEK ODDZIALUJACYCH V/ BIALKIEM
KANALOWYM ROMK2 Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI TURBO-ID

Obecnos¢ kanalow jonowych w blonie komdrkowej jest powszechnie znana. Kanaty
potasowe regulowane przez ATP (Katp) zostaly rowniez zidentyfikowane w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Jedna z hipotez méwi, ze biatko ROMK?2, bedace izoforma
plazmatycznego biatkka ROMKI, jest podstawowg jednostkg tworzacg mitochondrialny kanat
potasowy regulowany przez ATP (mitoKatp) (Foster i wsp., 2012). Wiadomo, ze kanaty Katp
zlokalizowane w blonie komodrkowej tworzg kompleksy z r6znymi biatkami wptywajacymi
na jego aktywnosci i jej regulacje¢ przez roézne ligandy (Ruknudin i wsp., 1998; Yoo i wsp.,
2004; Lu i wsp., 2006; Simon i wsp., 1996; Zeng i wsp., 2002). Jednakze w przypadku kanatu
mitoKatp nie poznane zostaly zadne tego typu interakcji. W zwigzku z zalozeniem, ze kanat
mitoKatp tworzony jest przez biatko ROMK2 w ponizszej rozprawie doktorskiej podjeto
probe  zidentyfikowania potencjalnych biatek oddziatujacych z bialkiem ROMK2
(proksysomu biatka ROMK?2), a takze okreslenie ich potencjalnej roli w regulacji jego funkcji.

Do identyfikacji potencjalnych interakcji bialkka ROMK2 wykorzystano metode
Turbo-ID (Branon i wsp., 2018). Jest to najnowszy wariant metody biotynylacji biatek
sgsiadujacych (Bio-ID), ktéra ma na celu identyfikacj¢ biatek znajdujacych si¢ w najblizszym
otoczeniu molekularnym. W tym celu skonstruowano plazmid niosacy fuzje ORF biatka
ROMK2 z ORF tzw. mutanta TURBO ligazy biotyny BirA". Mutant BirA" niesie mutacje
R118G skutkujagcg uwolnieniem reaktywnego produktu posredniego bio-5-AMP (Kwon
I wsp., 2000; Choi-Rhee i wsp., 2004), ktory dyfunduje z miejsca aktywnego i reaguje
z aminami pierwszorzedowymi lizyn znajdujacymi si¢ na sasiadujacych biatkach, co prowadzi
do ich kowalencyjnej biotynylacji (Chapman-Smith i wsp., 1999, Beckett i wsp., 1999).
Spodziewano si¢ rowniez niespecyficznej biotynylacji biatek w wyniku dyfuz;ji stochastycznej
i molekularnego zattoczenia (ang. molecular crowding) w obu przedziatach
mitochondrialnych, tj. przestrzeni miedzyblonowej 1 macierzy mitochondrialnej. W zwigzku
z tym dodatkowo skonstruowano fuzje ORF TurbolD z sekwencjami kierujacymi biatek
OTC (transkarbamylaza ornityny, ang. ornithine transcarbamylase) oraz SMAC
(mitochondrialny czynnik 2 aktywujacy kaspazy, ang. second mitochondria-derived activator
of caspase). Lider OTC determinuje lokalizacj¢ biatka fuzyjnego OTC-TurbolD w macierzy
mitochondrialnej (Wang i wsp., 2013; Horwich i wsp.; 1986, Horwich i wsp., 1985), podczas
gdy lider SMAC determinuje lokalizacje biatka fuzyjnego SMAC-TurbolD w przestrzeni
mi¢dzybtonowej (Du i wsp.; 2000, Fu i wsp.; 2003). Dodatkowo wszystkie biatka

90



wyznakowane zostaty przez metk¢ 3xHA umozliwiajaca detekcje metoda Western Blot przy

uzyciu specyficznych przeciwciat anty-HA (Rycina 10).

ROMK2-TurbolD-3HA
SMAC-TurbolD-3HA 46,3 kDa
OTC-TurbolD-3HA 43,4 kDa

81,2kDa

Rycina 10. Schematyczne przedstawienie biatek produkowanych w wyniku ekspresji konstruktéw
wykorzystywanych w eksperymentach typu TurbolD: ROMK2-TurbolD-3xHA, SMAC-TurbolD-3xHA

oraz OTC-TurbolD-3xHA wraz z wizualizacjq spodziewanej lokalizacji.

6.1.1. Optymalizacja warunkow transfekcji i biotynylacji komoérek

Endogenna aktywnos$¢ biatka ROMK2 opisano w szczurzej linii komdérkowej H9¢2
(Foster i wsp., 2012, Laskowski i wsp., 2019). Jednakze mimo szeregu préb nie udato
si¢ uzyska¢ zadowalajacej wydajnosci transfekcji tej linii, ani z wykorzystaniem PEI,
ani odczynnika H9c2(2-1) Cell Avalanche™ Transfection Reagent (EZBiosystems)
(nie pokazano). W zwigzku z powyzszym do eksperymentow uzyto komoérek HEK293T
1 w pierwszym etapie zoptymalizowano warunki transfekcji komorek tej linii za pomoca
zestawu trzech plazmidow: pPROMK2-TurbolD, pSMAC-TurbolD oraz pOTC-TurbolD. Uzyto
kombinacje dwodch ilosci plazmidowego DNA (0,5 pg oraz 2,5 pg) 1 trzech proporcji
PEI:DNA (2:1, 4:1 oraz 8:1). Analiza Western Blot z uzyciem przeciwciata anty-HA
po rozdziale biatek poprzez elektroforez¢ SDS-PAGE wykazala, ze wszystkie konstrukty
ulegaja ekspresji w komorkach HEK293T (Rycina 11). Najwydajniejsza produkcj¢ biatka
ROMKZ2-TurbolD-3xHA zaobserwowano w warunkach, w ktorych wykorzystano 2,5 ug
DNA, a stosunck PEI:DNA wynosit 4:1. W przypadku biatka ROMK2-TurbolD-3xHA
obserwowano sygnatl odpowiadajacy masie powyzej 180 kDa, zamiast spodziewanej masy
monomeru 81,3 kDa. Natywne biatko ROMK2 jest homotetramerem, wigc obecnos¢ formy
0 wysokiej masie moze wskazywa¢ na wysoka stabilo$¢ oligomeréw biatka ROMK?2
w warunkach denaturujacych. Podobne zachowanie zaobserwowano w przypadku biatka
ROMK2-6xHis nadprodukowanego w Escherichia coli (Krajewska and Koprowski, 2021).
Ponadto zaobserwowano, ze biatko ROMK2-TurbolD-3xHA ulega degradacji, a uwalniane
jest biatko o masie okoto 40 kDa, co odpowiada masie TurbolD-3xHA (38,8 kDa). Te same
warunki optymalizacji transfekcji zastosowano réwniez w przypadku ekspresji

SMAC-TurbolD-3xHA oraz OTC-TurbolD-3xHA i zobserwowano produkcje biatek o masie
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okoto 40 kDa, co w przyblizeniu odpowiada oczekiwanym ich masom (odpowiednio 46,3 kDa

oraz 43,4 kDa) (Rycina 11).

a b
) PROMK2-TurbolD ) PSMAC-TurbolD
0,5 ug 25ug DNA 0,5 ug 2,5ug DNA
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Rycina 11. Optymalizacja warunkéw transfekcji komorek HEK293T plazmidami: a) pROMK2-TurbolD,
b) pSMAC-TurbolD oraz ¢) pOTC-TurboID. Komérki transfekowano dwiema ilosciami DNA (0,5 ug oraz 2,5
ug) i trzema proporciami PEI do DNA (2:1, 4:1 i 8:1). Jako kontrole stosowano komorki HEK293T
nie transfekowane. Do wykrywania biatek zastosowano przeciwciato anty-HA (1:1000, Sigma Aldrich).
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W nastepnym kroku na komorkach transfekowanych plazmidem pROMK2-TurbolD
w optymalnych warunkach, tj. iloSci DNA wynoszacym 2,5 pg oraz stosunku PEL:DNA
wynoszacym 4:1 zoptymalizowano warunki biotynylacji. Testowano dwa rdzne st¢zenia
biotyny, tj. 50 uM oraz 500 uM oraz trzy czasy biotynylacji: 20, 60 1 180 minut.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono najwyzszy poziom biotynylacji
po 180 minut. Nie zauwazono natomiast istotnej ro6znicy biotynylacji w zaleznos$ci od st¢zenia
biotyny (Rycina 12a). Postanowiono sprawdzi¢ wydajnos¢ biotynylacji przy 3 godzinnym
czasie biotynylacji rowniez w przypadku pozostatych konstruktow, tj. pPSMAC-TurbolD oraz
pOTC-TurbolD. W przypadku pPSMAC-TurbolD zaobserwowano znaczace zwigkszenie ilosci
biotynylowanych biatek przy stezeniu biotyny wynoszacym 500 puM, odwrotng sytuacje
zaobserwowano natomiast w przypadku pOTC-TurbolD (Rycina 12b).

pPSMAC- pOTC-
PROMK2-TurbolD HRRURIS -TurbolD -TurbolD
50 uM 500 yM  biotyna biotyna (uM)
8¢ £ N N £ NN
EES 58585 88 S o B o 5
X ¥ + N ~ O N «— o™ o W0 o un o 0 W

WB: Streptawidyna-HRP WB: Streptawidyna-HRP

Rycina 12. Optymalizacja warunkéw biotynylacji  komorek HEK293T transfekowanych plazmidami:
a) pPROMK2-TurbolD oraz b) pSMAC-TurbolD i pOTC-TurbolID. a) Wplhyw stgzenia biotyny i czasu inkubacji
na efektywnos¢ znakowania biotyng. Komorki po transfekcji pROMK2-TurbolD poddano dziataniu biotyny
w stezeniach 50 uM i 500 uM przez 20, 60 i 180 minut; b) Komdrki po transfekcji plazmidami
PSMAC-TurbolD oraz pOTC-TurboID poddano dziataniu biotyny w stezeniach 50 uM i 500 uM przez
3 godziny. W komorkach kontrolnych obecnosé biotyny nie wplywa na poziom endogennie biotynylowanych

biatek. Do detekcji biotynylacji biatek wykorzystano streptawidyne-HRP (1:40.000, Thermo Scientific).
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6.1.2. Wybér metody izolacji frakcji wzbogaconej w mitochondria

Ze wzgledu na cel pracy - identyfikacje mitochondrialnego proksysomu ROMK2
postanowiono wyizolowac¢ frakcje wzbogacong w mitochondria. Poréwnano ze sobg dwie
rézne metody izolacji: w obecno$ci sacharozy (Bednarczyk i wsp., 2013) oraz w obecnoSci
digitoniny (Kudin i wsp., 2004). Analiza Western Blot wykazata, ze wyzsza wydajnos¢
izolacji biatka ROMK2-TurbolD-3xHA mozna uzyskac za pomocg metody z wykorzystaniem
digitoniny. W przypadku SMAC-TurbolD-3xHA oraz OTC-TurbolD-3xHA roznica w iloSci
wyizolowanych bialek nie byta znaczna pomiedzy testowanymi metodami (Rycina 13a).
Dodatkowo porownano réwniez ilo$¢ wyizolowanych bialek biotynylowanych wykorzystujac
detekcje za pomocg streptawidyny-HRP. W przypadku komorek produkujacych biatko
ROMK2-TurbolD-3xHA zaobserwowano wigksza wydajnos¢ izolacji biotynylowanych
biatek z uzyciem metody z digitoning, niz metodg z wykorzystaniem sacharozy. W przypadku
komorek produkujacych biatkka SMAC-TurbolD-3xHA oraz OTC-TurbolD-3xHA
nie zaobserwowano znacznej roéznicy w ilosci bialek biotynylowanych wyizolowanych
r6znymi metodami (Rycina 13b).

Ze wzgledu na wicksza wydajnosé izolacji biatka ROMK2-TurbolD-3xHA oraz biatek
biotynylowanych do kolejnych eksperymentow typu TurbolD zastosowano metod¢ izolacji

frakcji wzbogaconej w mitochondria z wykorzystaniem digitoniny.
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Rycina 13. Poréwnanie metod izolacji mitochondriow: S — metoda z wykorzystaniem sacharozy, D — metoda
z wykorzystaniem digitoniny. Mitochondria izolowano z komorek HEK293T po transfekcji plazmidami
pPROMK2-TurbolD, pSMAC-TurbolD oraz pOTC-TurbolD. a) Do wykrycia biatek wyznakowanych metkq 3xHA
zastosowano przeciwciato anty-HA (1:1000, Sigma Aldrich); b) Do wykrycia biatek biotynylowanych
wykorzystano streptawidyne-HRP (1:40 000, Thermo Scientific).

95



6.1.2.1. Okreslenie czystosci frakcji wzbogaconej w mitochondria izolowanej
z wykorzystaniem digitoniny

W nastepnym etapie badan sprawdzono obecno$¢ markeréw charakterystycznych
dla mitochondriow tj. podjednostki A kompleksu dehydrogenazy bursztynianowej (SDHA,
ang. succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A) oraz blony komodrkowej,
tj. pompy sodowo-potasowej (Na*/K* ATP-aza) we frakcjach: homogenatu, wzbogaconych
mitochondriéw oraz homogenatu pozbawionego mitochondriow. Detekcja bialek za pomocag
przeciwciala anty-HA wykazata obecnos¢ ROMK2-TurbolD-3xHA, SMAC-TurbolD-3xHA
oraz OTC-TurbolD-3xHA w wigkszej ilosci we frakcji wzbogaconej w mitochondria,
niz we frakcji homogenatu pozbawionego mitochondriow (Rycina 14a). Uwagg zwraca fakt,
ze tylko niewielka cze$¢ bialek biotynylowanych w komorkach produkujacych
ROMK2-TurbolD-3xHA zostata wyizolowana we frakcji wzbogaconej w mitochondria
(Rycina 14b). Silny sygnal SDHA we frakcjach zawierajacych mitochondria, w poréwnaniu
z pozostatymi frakcjami, wskazuje na wydajng izolacje tych organelli (Rycina 14c). Jednakze
obecno$¢ sygnatu przeciwciata znakujacego pompe sodowo-potasowa wykazato, iz frakcja

ta moze zawiera¢ rowniez biatka btony komorkowej (Rycina 14d).
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Rycina 14. Analiza Western Blot frakcji uzyskanych podczas izolacji mitochondriow. Homogenat, homogenat
po oddzieleniu mitochondriéow (,,homogenat-mitochondria”) i frakcje wzbogacong w mitochondria
(,,mitochondria”) rozdzielono przy pomocy 10% SDS-PAGE, a biatka wykryto metodq Western Blot
za pomocq: a) przeciwciata anty-HA (1:1000, Sigma Aldrich), b) streptawidyny-HRP (1:40 000, Thermo
Scientific), €) przeciwciata anty-SDHA (1:500, Abcam), d) przeciwciata anty-Na*/K* ATP-aza (1:1000, Abcam).

Na zel naktadano probki zawierajgce po 33 ug biatka catkowitego.
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6.1.3. Oczyszczanie bialek biotynylowanych

Po optymalizacji i weryfikacji wydajnosci w uzyskiwaniu frakcji mitochondrialnej
wykonano seri¢ eksperymentow TurbolD. Komorki transfekowano w zoptymalizowanych
warunkach za pomocg plazmidow pcDNA3.1 (kontrola negatywna), pROMK2-TurbolD,
pSMAC-TurbolD i pOTC-TurbolD, a po uptywie okolo 24 godzin traktowano biotyna
w stezeniu 500 uM (w jednym z eksperymentow 50 uM) przez 180 minut. Po uptywie tego
czasu komorki zbierano, izolowano frakcje wzbogacong w mitochondria, ktorg nastepnie
solubilizowano w obecnos$ci detergentow 1 sonikowano. Biatka nierozpuszczalne osadzano
przez wirowanie. Po wirowaniu z frakcji supernatantu biotynylowane biatka oczyszczono
za pomoca chromatografii powinowactwa wobec streptawidyny. Biatka zatrzymane na zlozu

analizowano za pomoca analizy Western Blot, jak réwniez poprzez spektrometri¢ mas

(Rycina 15).
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Rycina 15. Schemat eksperymentu TurbolD.
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Analiza metodg Western Blot frakcji biatek zatrzymanych na ztozu z immobilizowang
streptawidyng wykazata obecnos¢ ROMK2-TurbolD-3xHA, SMAC-TurbolD-3xHA oraz
OTC-TurbolD-3xHA (Rycina 16a). Wskazuje to na autobiotynylacje bialek fuzyjnych
zawierajacych ligaz¢ TurboIlD. Wykryto roéwniez obecno$¢ wielu innych biatek
biotynylowanych. Jednak w przypadku biatka ROMK2-TurbolD-3xHA ilo$¢ biatek
biotynylowanych byla znacznie mniejsza, niz w przypadku SMAC-TurbolD-3xHA

oraz OTC-TurbolD-3xHA. Ponadto w probie kontrolnej nie wykryto sygnalu endogennie
biotynylowanych biatek (Rycina 16b).
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Rycina 16. Analiza Western Blot frakcji wzbogaconej w mitochondria po oczyszczeniu biatek biotynylowanych
z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa wobec streptawidyny. Analizie poddano probki elucji
z eksperymentu, w ktorym wykorzystano dwa rozne stezenia biotyny (50 uM oraz 500 uM). a) Przeciwcialo

anty-HA (1:1000) zastosowano do wykrywania fuzji biatkowych z TurbolD-3xHA, b) biotynylowane biatka
wykrywano za pomocqg streptawidyny-HRP (1:40 000, Thermo Scientific).

Eksperyment typu TurbolD na frakcji wzbogaconej w mitochondria przeprowadzono
siedmiokrotnie dla kazdej probki z serii, tj. pROMK2-TurbolD, pSMAC-TurbolD,
pOTC-TurbolD oraz pcDNA3.1.
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6.1.4. Analiza wynikow uzyskanych za pomocg spektrometrii mas

Przeprowadzenie eksperymentéw w  kilkukrotnym powtdrzeniu pozwolilo
na uzyskanie proby statystycznej do analizy danych. Dzigki poroéwnaniu czgstosci
wystepowania poszczegdlnych biatek 1 liczby zidentyfikowanych peptydéw w probce
ROMK2-TurbolD-3xHA  z  prébkami  pcDNA3.1, OTC-TurbolD-3xHA  oraz
SMAC-TurboID-3xHA mozliwe bylo wytypowanie bialek specyficznych dla proksysomu
ROMKZ2-TurbolD-3xHA. Zidentyfikowano 915 biatek, ktore wystepowaly przynajmniej
raz w probce ROMK2-TurbolD-3xHA. Jednakze wsrdd tych biatek znalazly sie rowniez
biatka, ktore w jednym eksperymencie wystgpowaly jako specyficzne, a w innym natomiast
juz jako biatka wystepujace rowniez w probkach kontrolnych. Z tego powodu podczas analizy
wynikéw postanowiono skupi¢ si¢ na biatkach wystepujacych przynajmniej trzykrotnie
jako biatka potencjalnie charakterystyczne tylko dla otoczenia biatkowego ROMK2-TurbolD-
3XHA. Na podstawie tego kryterium zidentyfikowano 45 biatek bgdacych potencjalnymi
biatkami oddziatujacymi z biatkiem ROMK2 (Tabela 8).
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biatko gen [EaDS:] ,score” liczba zidentyfikowanych peptydow lokalizacja

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
B- tubulina (Tubulin beta chain) TUBB 50,007 462 237 | 292 0 | 1002¢219.0288 | g340194 14566 10 5 5 0 14696 | 13% 3t csuA
biatko przeciwwirusowe 1 (zinc finger CCCH-type antiviral protein 1) ZC3HAV1 | 102,793 115%t | 54 99 11 | 2045 260096, 5233 68 30t 1 1 1 55t 7oL 4 2 CYUAIAGAT Y
synaptotagmina-1 (Extended synaptotagmin-1) ESYT1 123,194 | 112 75 127 0 | 124064 52 19884 132577 2 1 2 0 20Lst | gt 25t REYA/BYA
G patch domain-containing protein 8 GPATCHS | 164,834 | 194 60 51 0 | 128012553 1936131, 097:859 | QEe66, 061, 560 2 1 1 0 3isL | gezozst ) qelolst | MA [ NA
phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein PICALM 70,848 164°5 |0 58 0 |126 2485159 95 4t 10 1 0 2 43 2 AGY/ NV/BY/ PA
plakofilina-4 (plakophilin-4) PKP4 142,431 137 0 75 0 |35 215912 219% 2 0 1 0 1 82 40 csv/BY
biatko szoku cieplnego DNAJC16 (DnaJ homolog subfamily C member DNAJC16 | 90,948 42 47 0 0 | 197 232 77 1 1 0 0 4 5 2 CUA/pA
niekonwencjonalna miozyna IV (unconventional myosin-VI) MYO6 150,700 | 96 0 50 0 |102 2125104 131 1 0 1 0 1 33 2 CY/AGY /v~ BY
polyadenylate-binding protein 1 PABPC1 70,810 61 48 51 0 | 200 185534 0 2 1 1 0 5 55t 0 CUAY
kinaza acyloglicerolowa (zcylglycerol kinase) AGK 47,475 144 108 | 127 010 139 0 1 1 1 0 0 1 0 MU AM [ pA
dehydrogenaza inozyno-5'-monofosforanu 2 (inosine-5 -monophosphate) | IMPDH2 56,138 47 0 0 70 | 253 119 0 1 0 0 1 5 1 0 CUAY
fibronectin type-111 domain-containing protein 3A FNDC3A 133,377 |49 99563 | 110% | 0 70 103 1 1t o 0 1 1 CAIAGY A JAIPA
rybosomalne biatko L6 (60S ribosomal protein L6) RPL6 32,754 40 0 50 46 | 116%%8 o8 52072545 1236140, 091,599 1 0 1 1 4st.02 10851 22 0Lst | cU/ CSA/REY
nucleolar protein 56 NOP56 66,331 0 59 |69 0 |187%%6.06 | 74 0 0 1 1 0 3ehos g 0 cu/yuA
RNA-binding protein 39 RBM39 59,573 43 0 0 0 | 153 7654 75 1 0 0 0 3 15 1 CSA/JUA
erbin ERBIN 158,798 85 0 0 010 112 133 2 0 0 0 0 5 4 JUABUA
biatko Notchl (neurogenic locus notch homolog protein 1) NOTCH1 | 283,636 |59 0 0 0 |55 105 92 1 0 0 0 1 5 3 JUAIPMYA
rybosomalne biatko L7 (60S ribosomal protein L7) RPL7 29,253 140 0 0 54 | 608 45 0 3 0 0 1 201 1 0 CUAIREA/JVA
kinase D-interacting substrate of 220 kDa KIDINS22 | 197,707 |57 0 0 0 |69 9798t 72 1 0 0 0 1 201 1 pu.A
pre-mRNA-processing factor 40 homolog A PRPF40A | 108,967 |0 0 54 0 [141 100 0 0 0 1 0 3 2 0 JuA
vesicle-associated membrane protein-associated protein A VAPA 28,059 106°% | 49 40 0 |41 581 0 20t 11 1 0 1 2% 0 REV-A[JAIBY
niekonwencjonalna miozyna Id (unconventional myosin-Id) MYO1D 116,772 | 119 0 0 0 |94 70 0 2 0 0 0 1 1 0 CUApY
protein numb homolog NUMB 71,311 38 0 0 0 |62 107 72 1 0 0 0 1 3 2 PMVY /pY
ciezki tancuch klatryny (clathrin heavy chain 1) CLTC 192,918 |48 0 66 0 |82 82 0 1 o 1 |o 2 1 0 CuA/pA
Cu?* ATPaza (copper-transporting ATPase 2) ATP7B 158,496 | 67 0 0 0|0 115 88 1 0 0 0 0 3 1 CY/AGY A/ MY/ PY
rybosomalne biatko S16 (40S ribosomal protein S16) RPS16 16,527 59 0 84 0 |64 52 0 1 0 1 0 1% 1 0 CYAJREAI Y
prosapozyna (Prosaposin) PSAP 59,545 60 50 91 0|0 0 57¢89, 048,550 1 1 2 0 0 0 1etoLst } puA
rybosomalne biatko L18 (60S ribosomal protein L18) RPL18 20,979 0 62 0 0 | 118 77 0 0 1 0 0 2 1 0 CYAJREVAI A
rybosomalne biatko S3 (40S ribosomal protein S3) RPS3 45,382 0 0 0 52 | 122 70 0 0 0 0 1 3 2 0 CYAICYIREAIMY/
biatko Numb (Numb-like protein) NUMBL 65,449 0 0 0 0 |52 118 71 0 0 0 0 2 3 2 cY
rybosomalne biatko L11 (60S ribosomal protein L11) RPL11 20,424 52 0 52 46 | 90 0 0 1 0 1 1 3 0 0 CY/JVIVA
vezatin VEZT 89,299 0 0 0 0 |33 103 102 0 0 0 0 1 1 1 CAIJV-AIPMY
putative tRNA (cytidine(32)/guanosine(34)-2'-0)-methyltransferase FTSJ1 36,562 45 0 0 0 |34 83 70 1 0 0 0 1 251 1 cuA
leucine-rich repeat-containing protein 59 LRRC59 35,231 57 0 57 0 |52 6504 0 1 0 1 0 1 104 0 REY A/ Y
kinaza epsilon diacyloglicerolu (diacylglycerol kinase epsilon) DGKE 65,173 60 0 0 0|0 83 84 1 0 0 0 0 2 1 CUAJAIBYA
biatko p53 (cellular tumor antigen p53) TP53 44,085 42 0 49 0 |57 77 0 1 0 1 0 2 1 0 CUA[ICSY/JUAIPY
epsin-3 EPN3 68,318 54 0 0 0 |48 49 61 1 0 0 0 1 1 1 CY/JUuAIPA
guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms XLas GNAS 111,553 |63 0 0 0 |85 50 0 1 0 0 0 1 1 0 CA/JAIBYA
rybosomalne biatko L8 (60S ribosomal protein L8) RPL8 28,191 0 0 47 0 |91 57 0 0 0 1 0 2 1 0 CYUAIREAIJA
kinezyna IF14 (Kinesin-like protein KIF14) KIF14 187,479 |97 0 59 010 34 0 3 0 1 0 0 1 0 CYUA[CSY/NY
sodium-dependent neutral amino acid transporter B(0)AT2 SLC6A15 | 82,518 0 0 0 0 |65 68 48 0 0 0 0 2 1 1 NA/BY/ PA
ER membrane protein complex subunit 8 EMCS8 24,126 38 0 0 010 73 67 1 0 0 0 0 3 1 CA/REY
CCR4-NOT transcription complex subunit 1 CNOT1 268,653 | 54 0 0 0 |52 67 0 1 0 0 0 1 2 0 cAI Y
nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1 NUCKS1 27,280 0 54 51 0 139 0 0 0 1 1 0 1 0 0 JUA

Tabela 8. Zestawienie unikalnych biatek obecnych w préobkach ROMK2-TurbolD-3xHA zidensyfikowanych za pomocq spektrometrii mas. W kolejnych kolumnach podano nazwe biatka, genu,
przewidywang mase biatka, liczbe zliczen w poszczegolnych eksperymentach (,,score”), liczbe zidentyfikowanych peptydow w poszczegolnych eksperymentach oraz przepuszczalng lokalizacje
biatka: CS — cytoszkielet, C — cytoplazma, AG — aparat Golgiego, J — jgdro, RE — retikulum endoplazmatyczne (siateczka Srédplazmatyczna), B — blona komérkowa, P — pecherzyki,
M — mitochondrium. Lokalizacje podano na podstawie dwdch informacji z baz danych: U - uniprot (www.uniprot.org), A - human protein atlas (www.proteinatlas.org). W przypadku braku
odpowiednich nazw polskich podano nazwe w jezyku angielskim. Dodatkowo przy liczbie zliczer w poszczegdlnych eksperymentach i liczbie zidentyfikowanych peptydow w poszczegdlnych
eksperymentach zaznaczono, gdy biatko wykryto rowniez w innych prébkach, tj. ¢ — kontrola (pcDNA3.1), 0 — OTC-TurbolD-3xHA, s — SMAC-TurbolD-3xHA.
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Zidentyfikowane biatka sklasyfikowano wedlug lokalizacji subkomdrkowej. Sposrod
45 biatek 26,6% zidentyfikowano jako biatka jadrowe, a 23,9% jako cytoplazmatyczne.
W blonie komodrkowej zlokalizowanych jest 12,8% zidentyfikowanych biatek 1 doktadnie
tyle samo w pecherzykach. Bialka zlokalizowane w retikulum endoplazmatycznym stanowig
9,2% ze wszystkich zidentyfikowanych bialek. Biatka cytoszkieletalne stanowag 6,4%,
a w aparacie Golgiego znajduje si¢ 4,6% zidentyfikowanych biatek. Tylko 3,7%
z analizowanych bialek przypisano lokalizacj¢ mitochondrialng (Rycina 17a).

Zidentyfikowane biatka, na podstawie anotacji trzech réznych baz danych,
sklasyfikowano réwniez zgodnie z pelnionymi przez nimi funkcjami w réznych procesach
biologicznych. Na jej podstawie okre§lono, ze 19,7% zidentyfikowanych biatek bierze udziat
w metabolizmie DNA lub RNA. Sposérdd pozostatych biatek 16,7% jest biatkami rusztowania
zwigzanymi z transportem komoérkowym 1 tyle samo peitni funkcje sygnalizacyjne. 13,6%
ze identyfikowanych biatek bierze udziat w procesach transkrypcji i translacji. Z transportem
przez blony biologiczne natomiast zwigzanych jest 10,6% ze zidentyfikowanych bialek.
Wsrod biatek proksysomu ROMK2-TurbolD znajduja si¢ rowniez biatka pelnigce role
w metabolizmie (6,1%), apoptozie (6,1%), rozwoju i réoznicowaniu (6,1%) oraz fosforylacji

(4,5%) (Rycina 17b).

6,1% 16,7%

6,1%

6,1%

26,6% 13,6%

9,2%

10,6%
12,8% 3,7% 16.7% 4,5% ’

[ retikulum endoplazmatyczne [l btona komérkowa metabolizm DNA/RNA I =poptoza

[ mitochondrium cytoplazma fosforylacja metabolizm
B pecherzyki [ aparat Golgiego I rozwoj/ roznicowanie [ sygnalizacja
[ jadro [ cytoszkielet [ transkrypcja/ translacja I transport

I transport komorkowy/ biatka rusztowania

Rycina 17. Klasyfikacja zidentyfikowanych bialek ze wzgledu na: a) lokalizacje subkomérkowq oraz b) petniong
funkcje. Lokalizacje i funkcje biatek okreslano na podstawie dwdch baz danych: Uniprot (www.uniprot.org) oraz

human protein atlas (www.proteinatlas.org)
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Wykorzystujac program Cytoscape (cytoscape.org) zwizualizowano znane do tej pory
relacje pomigdzy zidentyfikowanymi biatkami, a biatkiem ROMK2. Okazato si¢, ze znanych
jest wiele relacji migdzy wigkszoscig ze zidentyfikowanych biatek (Rycina 18), nieliczne z nich
sa niezwigzane z zadnym ze zidentyfikowanych bialek. Sie¢ t¢ w kolejnym etapie poddano

bardziej szczegotowej analizie.

UCKS1
DNAJC16
eGPATCHB

Rycina 18. Sie¢ relacji potencjalnego proksysomu biatka ROMK?2 wykonana z wykorzystaniem oprogramowania

Cytoscape na podstawie danych bazy STRING.
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W tej rozbudowane;j sieci relacji udato si¢ rowniez okresli¢ mniejsze sieci wewngtrzne
(Rycina 19). Zidentyfikowano 9 réznych bialek z rodziny tubulin (Rycina 19a), a takze biatka
zaangazowane w endocytoze zalezng od klatryny (Rycina 19b). Wsrod zidentyfikowanych
biatek wystepuja rowniez trzy rozne miozyny, w tym miozyna [ (MyolD) oraz miozyna VI
(Myo6), a takze oddzialujace z nimi biatka biorgce udzial w transporcie pgcherzykow
endosomalnych (Rycina 19c). Ponadto, zidentyfikowano biatka opiekuncze z rodziny Dnal
(DnaJC16, DnalC11, DnaJAl, DnalJA3), ktére zaangazowane s3 w faldowanie i transport
biatek do mitochondriow (Rycina 19d). Dodatkowo zidentyfikowano rowniez 4 biatka SPR
(ang. signal recognition particle) zaangazowane w kotranslacyjny transport biatek do retikulum
endoplazmatycznego (Rycina 19e). Wsrod biatek z otoczenia ROMK2-TurbolD-3xHA
znaleziono réwniez biatka TIM 1 TOM zwigzane z transportem przez btone mitochondrialng
(Rycina 19f). Wykryto biatko TOM40 wchodzace w sktad kompleksu TOM odpowiadajacego
za transport bialek przez zewnetrzng bton¢ mitochondrialng oraz biatka TIM44 i TIMS50, ktére

wraz z innymi biatkami zidentyfikowanymi w probkach SMAC-TurbolD-3xHA
i OTC-TurbolD-3xHA, tj. TIMIl6, TIM21 tworza kompleks TIM23 znajdujacy
si¢ w wewnetrznej blonie mitochondrialnej (Tabela 9).
. SMAC- OTC- ROMK?2-
kompleks | podjednostka | kontrola | 1,015 3yHA | TurbolD-3xHA | TurbolD-3xHA
zewnetrzna blona mitochondrialna
TOM TOMS5S 0 60, 1,1,2,1,11 13, 0,0,0,0,0,0 0
TOM20 0 51, 10,3110 32, 0,0,1,10,0 0
TOM22 0 52, 1,0,1,1,10 52, 1,1,1,10,0 0
TOM40 0 50, 1,1,3110 14, 0,0,0,0,0,0 21, 0,0,0,0,1,0
TOM70 0 515, 0,1,3110 73, 8,6,11,10,5,5 0
wewnetrzna blona mitochondrialna
TIM23 TIM16 0 53, 1,1,2010 61,2,0, 1,321 0
TIM21 0 0 50:0.0,1,0,0 0
TIM44 0 720, 19,12, 22, 21, 19, 18 628, 19,0, 20, 1, 18, 17 32, 0,0,1,0,1,0
TI M50 0 72, 2,2,1,1,32 66, 3,0,1,4,32 21, 0,0,0,0,20
TIM22 AGK 0 0 0 gb 10010

Tabela 9. Zestawienie biatek odpowiedzialnych za transport mitochondrialny zidentyfikowanych w prébkach

SMAC-TurbolD-3xHA, OTC-TurbolD-3xHA oraz ROMK2-TurbolD-3xHA. W tabeli podano liczbe
eksperymentow, w ktorych dane biatko zostato zidentyfikowane (na 7 eksperymentow), a w indeksie gornym

zaznaczono ile peptydow zostato zidentyfikowanych w poszczegolnych eksperymentach.
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Rycina 19. Podzial potencjalnego proksysomu biatka ROMK2-TurbolD-3xHA w grupy funkcjonalne
wykorzystujgc znane relacje udostgpnione w bazie STRING. a) Schematyczne przedstawienie relacji migdzy
tubulinami; b) Schematyczne przedstawienie relacji pomiedzy biatkami zaangazowanymi w endocytoze zalezng od
klatryny; ¢) Relacje pomiedzy miozynami i innymi oddziatujgcymi z nimi biatkami biorgcymi udziat w transporcie
pecherzykow endosomalnych; d) Sie¢ biatek opiekunczych z rodziny DnaJ zaangazowanych w fatdowanie
i transport bialek do mitochondriow; e) Sieé biatek SPR (z ang. signal recognition particle) zaangazowanych
w Kko-translacyjny transport biatek do retikulum endoplazmatycznego, f). Sie¢ biatek biorgcych udzial
w transporcie bialek do mitochondriow. Punkty (wezly) odpowiadajgce biatkom zabarwiono na podstawie
czestosci identyfikacji biatka w proksysomie ROMK2: ciemnozielone wezly — biatka zidentyfikowane jako unikalne
przynajmniej trzykrotnie, — biatka zidentyfikowane jako unikalne mniej niz trzy razy,

— biatka zidentyfikowane jako unikalne wylgcznie po stresie oksydacyjnym, szare wezly —

nie unikatowe biatka. Szare linie oznaczajq interakcje typu biatko-biatko.
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W  probce ROMK2-TurbolD-3xHA wykryto rowniez mitochondrialng kinaze
acyloglicerolowa (AGK), ktora jest biatkiem dwufunkcyjnym. AGK jest podjednostka
kompleksu TIM22 zaangazowanego w transport podgrupy biatek mitochondrialnych, a ponadto
odgrywa role w metabolizmie lipidow przeprowadzajac reakcje fosforylacji acylogliceroli
do kwasu fosfatydowego z wykorzystaniem ATP (Kang 1 wsp., 2017). Wsrod
zidentyfikowanych biatek znalazty si¢ rowniez biatka PARP1 (Bai i wsp., 2015) oraz p53, ktore
sg translokowane do mitochondriow w odpowiedzi na stres oksydacyjny (Vaseva i wsp., 2012;
Zhao i wsp., 2005). Analiza sieci powigzan mig¢dzy biatkami wskazuje na zwigzek
apoptotycznego biatka p53 z peroksyredoksyng 1 (PRDX1), ktorag rowniez zidentyfikowano
w probce ROMK2-TurbolD-3xHA (Noda i wsp., 2017; Zhao i wsp., 2005).

Ponadto ws$rod zidentyfikowanych biatek byla rowniez dehydrogenaza inozyno-5'-
monofosforanowa 2 (IMPDH2) (Naffouje i wsp., 2019; McLean i wsp., 2004). IMPDH
katalizuje zalezne od NAD utlenianie monofosforanu inozyny (IMP) do 5'-monofosforanu
ksantozyny (XMP) bedacego metabolitem posrednim w produkcji trifosforanu guanozyny
(GTP). Z drugiej strony IMP mozne by¢ przeksztatcone w ATP (Naffouje i wsp., 2019). Mozna
zatem wnioskowa¢, ze IMPDH reguluje produkcj¢ GTP, ale takze ilos¢ wytwarzanego ATP,
co w konsekwencji moze mie¢ wptyw na regulacje aktywnosci biatka ROMK2 bedacego
podjednostkag kanatu mitoKate. Wsrod zidentyfikowanych bialek znaleziono réwniez
malo poznane dotychczas biatko GPATCHS8 o potencjalnej mitochondrialnej lokalizacji

(Kaneko i wsp., 2011).

6.2. ODDZIALYWANIA BIALKA ROMK?2

Zidentyfikowanie potencjalnych biatek sasiadujacych z bialkiem ROMK2 moze
sugerowa¢ fizyczne oddziatywania migdzy ROMK2, a tymi biatkami. W zwiazku
z tym zdecydowano si¢ na przeprowadzenie koimmunoprecypitacji (Co-IP) migdzy ROMK2,
a wybranymi biatkami proksysomu. Do tych badan, w zwigzku ze wspomnianymi w punkcie
6.1.4 wlasciwosciami, wybrano nastepujace biatka: AGK, PARP1, GPATCHS, p53, PRDX1
oraz IMPDH2. Pozyskano plazmidy produkujace te biatka wyznakowane znacznikami Myc
oraz FLAG na ich karboksylowych koncach. Skonstruowano roéwniez plazmid pPROMK2-V5
produkujacy biatkko ROMK2 wyznakowane na jego karboksylowym koncu metka V5
(ROMK2-V5).
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6.2.1. Optymalizacja warunkéw transfekcji

W pierwszym etapie zoptymalizowano warunki transfekcji komoérek HEK293T
plazmidem pROMK2-V5. Uzyto dwoch rdéznych ilosci plazmidowego DNA (0,5 pg oraz
2,5 ng), a takze trzech réznych stosunkéw PEI do DNA (2:1, 4:1 oraz 8:1). Ekspresje biatka
ROMK2-V5 obserwowano przy 2,5 ug DNA oraz stosunku PEL:DNA wynoszacym 4:1
oraz 8:1, a poniewaz w obu warunkach poziom ekspresji konstruktow byt podobny w dalszych

badaniach wykorzystano stosunek PEI:DNA rowny 4:1 (Rycina 20).

PROMK2-V5
0,5ug 2,5 ug DNA
o
<
E rrrrrr
2 A < & & < & PEIDNA
kDa kDa
300—
250—
180— “ —180
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100— . —-100
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WB: anty-V5

Rycina 20. Optymalizacja warunkow transfekcji komorek HEK293T plazmidem ROMK2-V5. Komorki
transfekowano dwiema ilosciami DNA (0,5 i 2,5 ug) oraz trzema proporcjami PEl do DNA (2:1, 4:1 i 8:1).
Jako kontrole zastosowano komorki HEK293T nietransfekowane. Do wykrywania poziomu ekspresji biatka

zastosowano przeciwciato anty-V5 (1:1000, Sigma Aldrich).

W  optymalizacji transfekcji plazmidami produkujagcymi potencjalne biatka
partnerskie (AGK-Myc-Flag, PARP1-Myc-Flag, GPATCHS8-Myc-Flag, p53-Myc-Flag,
PRDX1-Myc-Flag oraz IMPDH2-Myc-Flag) wykorzystano 2,5 ug DNA kazdego z plazmidow,
zwigkszajac stosunki PEL:DNA, tj. 2:1, 4:1 oraz 8:1. Analiza Western Blot wykazata,
ze w przypadku transfekcji plazmidami pAGK, pTP53, pPRDX1 oraz pIMPDH2 nie widaé
znaczne] roznicy pomigdzy ilosciami produkowanego biatka przy stosunkach PEI:DNA
wynoszacymi 4:1 oraz 8:1. Najwicksza ilo§¢ biatka GPATCH8-Myc-FLAG obserwowano
przy stosunku PEI do DNA wynoszacym 4:1. W przypadku PARP1-Myc-FLAG najwigksza
lo$¢ biatka obserwowano w warunkach transfekcji, w ktorych stosunek PEI:DNA wynosit 8:1,

jednakze w przypadku stosunku 4:1 ilo§¢ wykrywanego biatka réwniez byta zadawalajaca.
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Po analizie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz w celu uproszczenia prowadzenia dalszych
eksperymentow przy transfekcji zastosowany zostanie jeden stosunek PEI:DNA wynoszacy 4:1

(Rycina 21).
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Rycina 21. Optymalizacja warunkéw transfekcji komorek HEK293T plazmidami pAGK, pPARP1, pGPATCHS,
pTP53, pPRDXI oraz pIMPDH?2. Komorki transfekowano 2,5 ug DNA i trzema proporcjami PEI:DNA (2:1, 4:1
oraz 8:1). Do Wykrywania biatka zastosowano przeciwciato anty-FLAG (1:1000, OriGene).

6.2.2. Badanie oddzialywan potencjalnych bialek oddzialujacych z bialkiem ROMK2-V5
za pomoca metody koimmunoprecypitacji

Potencjalne  oddziatywania  fizyczne  biatka ROMK2-V5 z  biatkami
PRDX1-Myc-FLAG, AGK-Myc-FLAG, IMPDH2-Myc-FLAG, p53-Myc-FLAG,
PARP1-Myc-FLAG oraz GPATCH8-Myc-FLAG weryfikowano w nastgpnym kroku
za pomoca koimmunoprecypitacji. W tym celu komorki HEK293T kotransfekowano
plazmidem pROMK2-V5 oraz jednym z plazmidow produkujgcych potencjalne biatko
oddziatujace. Jako kontrole stosowano komorki transfekowane tylko plazmidem pROMK2-V5
lub tylko plazmidem niosagcym potencjalne biatko oddziatujace. Biatka immunoprecypitowano
na ztozach z przeciwciatem anty-V5 lub anty-FLAG.

We wstegpnym doswiadczeniu przeprowadzono immunoprecypitacj¢ z uzyciem
przeciwcial anty-FLAG 1 anty-V5 probek kontrolnych tzn. komorek nietransfekowanych
i transfekowanych wylacznie plazmidem pROMK2-V5. Immunoprecypitowane frakcje
analizowano metodg Western Blot. Nie zaobserwowano sygnatow w tych frakcjach po detekcji
przeciwcialem anty-Flag (Rycina 22a, lewy panel). Natomiast detekcja przeciwciatem
anty-KCNJ1 wykazata obecnos¢ biatka ROMK2-V5 jedynie w probcee biatek precypitowanych

z uzyciem przeciwciata anty-KCNJ1 pochodzacej z lizatu komorek transfekowanych
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plazmidem pROMK2-V5. W tej probce obserwowano prazki odpowiadajace roznym formom
biatka ROMK2-V5: monomerowi (ok. 40 kDa), dimerowi (prazek pomigdzy 70-100 kDa),
trimerowi (prazek pomiedzy 130, a 180 kDa), a takze wyzszym formom oligomerycznym
(Rycina 22a, prawy panel).

W nastepnym etapie przeprowadzono immunoprecypitacj¢ przy uzyciu przeciwciata
anty-FLAG z lizatéw komorek transfekowanych badz to plazmidem produkujacym potencjalne
biatko oddziatujacego, badz tez kotransfekowanym plazmidem produkujgcym potencjalne
biatko oddziatujace i plazmidem PROMK2-V5. Po przeprowadzeniu analizy produktow
immunoprecypitacji metoda Western Blot z uzyciem przeciwciata anty-FLAG (Rycina 22
I Rycina 23) okazato si¢, ze wszystkie bialka potencjalnych partneréw zostaly zatrzymane
przez zloze z przeciwcialem anty-FLAG. W kazdym przypadku obserwowano prazki
o wielko$ci odpowiadajacej masie danego biatka, zaréwno w probkach lizatow
komoérek transfekowanych plazmidem produkujacym biatko potencjalnego partnera,
jak i po kotransfekcji z plazmidem pROMK2-V5, co potwierdza obecnosé tychze biatek
we wszystkich probkach. Po immunoblottingu membran z wykorzystaniem przeciwciata
anty-KCNIJ1 zauwazono sygnat odpowiadajacy biatku ROMK?2 tylko w probee pochodzacej
z lizatu komorek kotransfekowanych plazmidami pROMK2-V5 oraz pAGK (Rycina 22c).
Swiadczy to, ze wraz z bialkiem wspotstraca si¢ biatko ROMK2-V5 (Rycina 22¢). Obecno$é
AGK-Myc-FLAG dodatkowo potwierdzono przeciwciatami anty-AGK (Rycina 24).
Wynik ten sugeruje fizyczne oddziatywanie obu biatek. Co ciekawe, gdy przeprowadzono
immunoprecypitacje biatek przy uzyciu przeciwciata anty-V5 zaobserwowano obecnos¢ biatka
ROMK2-V5 we wszystkich wlasciwych probkach, lecz nie zaobserwowano
koimmunoprecypitacji zadnych potencjalnych partneréw biatkowych, w tym rowniez biatka
AGK-Myc-FLAG (Rycina 22 i Rycina 23).
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Rycina 22. Analiza Western Blot eksperymentow typu Co-IP prébek z lizatow komorkowych kontrolnych,

jak rowniez probek z lizatéw komorek transfekowanych plazmidami pROMK2-V5 oraz pRDX1 lub pAGK.

Immunoprecypitacje (IP) prowadzono z uzyciem przeciwciala anty-V5 i anty-FLAG. Detekcja bialek metodg
Western Blot (WB) z wykorzystaniem przeciwciata anty-FLAG (1:1 000; Origene) oraz anty-KCNJ1 (1:200, Sigma

Aldrich).
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Rycina 23. Analiza Western Blot eksperymentéw typu Co-IP probek z lizatéw komdrkowych kontrolnych,
jak rowniez prébek z lizatow komorek transfekowanych plazmidami pROMK?2-V5 oraz a) pTP53, b) pPARP1,
¢) pGPATCHS oraz d) pIMPDH?2. Immunoprecypitacje (IP) przeprowadzano z uzyciem przeciwciata anty-V5
i anty-FLAG. Detekcja metodg Western Blot (WB) z wykorzystaniem przeciwciata anty-FLAG (1:1 000; Origene)
oraz anty-KCNJ1 (1:200, Sigma Aldrich).
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Rycina 24. Analiza Western Blot eksperymentéw typu Co-IP probek z lizatow komdrkowych kontrolnych,
jak rowniez probek z lizatow komorek transfekowanych plazmidami pAGK i pROMK2-V5. Detekcja
z wykorzystaniem przeciwciata anty-AGK (1:500, Origene).

6.2.3. Potwierdzenie oddzialywan pomiedzy bialkiem ROMK2, a AGK za pomoca
immunoprecypitacji natywnych nanodyskow

W celu potwierdzenia oddzialywan pomiedzy biatkami ROMK2 oraz AGK
zastosowano réwniez inny system solubilizacji biatek oparty na polimerach amfipatycznych.
Metoda ta pozwala na solubilizacj¢ biatek lub tez komplekséw biatek btonowych
wraz z lipidami poprzez otoczenie ich warstwa polimeru z utworzeniem tzw. natywnych
nanodyskow. Metoda ta juz wczesniej zostala z powodzeniem zastosowana do izolacji
kompleksow biatkowych (Long i wsp., 2013; Paulin i wsp., 2014; Swainsbury i wsp., 2018;
Desrames i wsp., 2020; Smirnova i wsp., 2016; Sun i wsp., 2018; Lee i wsp., 2019).

W pierwszym etapie wzbogacong frakcji¢ mitochondrialng wyizolowang z komoérek
transfekowanych plazmidem pROMK2-V5 poddano solubilizacji za pomocg polimerow
DIBMA oraz SMA o roéznych stechiometriach (1,2:1, 2,3:1 oraz 3:1). Biatko ROMK2-V5
solubilizowalo si¢ tylko za pomoca dwdch z testowanych polimeréw SMA 1,2:1 oraz DIBMA,
jednakze solubilizacja z wykorzystaniem kopolimeru DIBMA byla znacznie bardziej

efektywna, niz w przypadku kopolimeru SMA 1.2:1 (Rycina 25).
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Rycina 25. Solubilizacja biatka ROMK2-V5 przez amfipatyczne kopolimery. Mitochondria wyizolowane
z komorek transfekowanych plazmidem ROMK2-V5 solubilizowano w 2,5% roztworach kopolimerow: DIBMA,
SMA 3:1, SMA 2,3:1, SMA 2:1, SMA 1,2:1. Prébki zwirowano, a supernatant poddano analizie. Jako kontroli
uzyto lizat catokomorkowy komorek transfekowanych plazmidem pROMK2-V5. Wszystkie probki natozono
proporcjonalnie i rozdzielono w 10% SDS-PAGE. Biatko wykrywano przeciwciatem anty-KCNJ1 (1:200, Sigma
Aldrich).

Do solubilizacji lizatu komorek kotransfekowanych pROMK2-V5 oraz pAGK
wykorzystano kopolimer DIBMA. Analiza Western Blot wykazata, ze w supernatancie
po solubilizacji kopolimerem DIBMA obecne bylo zarowno biatko ROMK2-VS5 (prazek
o masie okoto 300 kDa - Rycina 26a ,, solubilizacja”), jak i AGK-Myc-FLAG (prazek o masie
okoto 55 kDa - Rycina 26b ,,solubilizacja”). Tak jak we wczesniejszych eksperymentach,
rowniez w tym przypadku do wspolstragcania biatka zastosowano chromatografi¢
powinowactwa z przeciwciatami anty-V5 oraz anty-FLAG. We frakcji oczyszczonej wobec
przeciwciala anty-V5 obecna byla niewielka ilosci biatkka ROMK2-V5 (Rycina 26a,
Co-IP: anty-V5). W probcee tej nie wykryto obecnos$ci biatka AGK-Myc-FLAG (Rycina 26b,
Co-IP: anty-V5). Dalsze oczyszczanie tej probki wobec przeciwciata anty-FLAG nie wykazato
obecnosci zadnego z biatek (Rycina 26, anty-V5/anty-FLAG).

Rownolegle te samg probke oczyszczano wzgledem przeciwciata anty-FLAG
(Rycina 26, Co-IP: anty-FLAG). W tym przypadku analiza Western Blot frakcji elucji
wykazala obecno$¢ zarowno biatka AGK-Myc-FLAG (Rycina 26b ColP: anty-FLAG),
jak i ROMK2-V35, ktore wykrywano za pomoca przeciwciata anty-KCNJ1 (Rycina 26a,
Co-IP: anty-FLAG). Co ciekawe bialkko AGK-Myc-FLAG migrowalo w zelu nie tylko jako
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forma o masie ok. 55 kDa, ale rowniez jako forma o masie powyzej 300 kDa (Rycina 26a,
anty-FLAG "), co (jak pokazano wcze$niej) odpowiada masie biatka ROMK2-V5. W dalszym
kroku probke te oczyszczano wobec przeciwciata V5, jednakze w tym przypadku nie wykryto
obecnos$ci biatek ROMK2-V5, ani AGK-Myc-FLAG (Rycina 26, Co-IP: anty-FLAG/anty-V5).

Wyniki koimmunoprecypitacji wskazuja na obecnos¢ kompleksu biatkowego
zawierajagcego ROMK?2-V5 oraz AGK-Myc-FLAG. Prawdopodobnie w kompleksie tym epitop
V5 jest niedostepny dla przeciwciala anty-V5.
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Rycina 26. Analiza Western Blot eksperymentu typu Co-IP i natywnych nanodyskow. W pierwszym etapie
eksperymentu probki oczyszczano wobec przeciwciata anty-V5 oraz anty-FLAG, a nastepnie jej czes¢ poddano
oczyszczaniu wobec drugiego z przeciwcial (probka oczyszczana w pierwszej kolejnosci wobec przeciwciala
anty-V5 byta nastepnie oczyszczana wobec przeciwciala anty-Flag i odwrotnie. a) Biatko ROMK2-V5 wykryto
za pomocgq przeciwciata anty-KCNJ1 (1:200, Sigma Aldrich), b) biatko AGK-Myc-FFLAG wykryto przeciwciatem
anty-FLAG (1:1 000; Origene).

6.2.4. Subkomoérkowa lokalizacja ROMK2-V5 - obrazowanie za pomoca mikroskopii
konfokalnej

Dos$wiadczenia typu TurbolD sugerowaty lokalizacje biatka ROMK2 w wielu
kompartmentach komorkowych i prawdopodonie tylko w niewielkiej czgsci w mitochondriach,
aby to potwierdzi¢ komorki transfekowane plazmidami pROMK2-TurbolD, pSMAC-TurbolD

oraz pOTC-TurbolD wybarwiono fluorescencyjnie znakowanym przeciwciatem anty-HA
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specyficznie rozpoznajacymi metke 3xHA znajdujaca si¢ na C-koncu biatek fuzyjnych
oraz przeciwcialem anty-TOMM20, jako markerem biatka mitochondrialnego (Rycina 27).
Zaobserwowano Scista kolokalizacj¢ biatka SMAC-TurbolD-3xHA oraz OTC-TurbolD-3xHA
z TOM20. Natomiast biatko ROMK2-TurbolD-3xHA kolokalizowalo si¢ z markerem

mitochondrialnym w marginalnym stopniu.

anty-HA anty-TOMM20 anty-HA, anty-TOMM20

SMAC-TurboID-3xHA

OTC-TurboID-3xHA

ROMK2-TurboID-3xHA

Rycina 27. Subkomoérkowa lokalizacja fuzji TurbolD zastosowanych w eksperymentach biotynylacji biatek
sgsiadujgcych  wzgledem markera mitochondrialnego TOM20. Komorki transfekowane plazmidami
produkujgcymi  biatka SMAC-TurbolD-3xHA, OTC-TurbolD-3xH i ROMK2-TurbolD-3xHA wybarwiono
przeciwciatami anty-HA (1:200, Sigma Aldrich) i anty-TOMM20 (1:500, Sigma Aldrich.) wyznakowanymi

fluorescencyjnie.
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W celu wykluczenia wptywu C-koncowego TurbolD-3xHA na subkomodrkowa
lokalizacje biatka ROMK?2 sprawdzono lokalizacj¢ biatka ROMK2-V5. Podobnie do fuzji
z TurbolD-3xHA, rowniez i ta wersja ROMK2 w niewiclkim stopniu kolokalizowata
si¢ z markerami mitochondridow: AGK, coxIV i specyficznym dla mitochondriéw barwnikiem

fluorescencyjnym Mito Red (Rycina 28).

anty-KCNIJ1 Mito Red anty-KCNIJ1, Mito Red
v
G
N
=
©)
&
anty-V5 anty-coxIV anty-V5, anty-coxIV
wy
=
)
=
o
&
o anty-KCNIJ1 anty-FLAG anty-KCNIJ1, anty-FLAG
5
S+
S
z
R
O
<
+
v
=
Y
p=
©]
(=4

Rycina 28. Subkomdrkowa lokalizacia ROMK-V5 wzgledem markeréw mitochondrialnych.. Komorki
transfekowane plazmidem produkujgcym biatko ROMK2-V5 wybarwiono przeciwciatami.: anty-V5 (1:200, Sigma
Aldrich), anty-coxIV (1:200, Cell Signalling) i anty-KCNJ1 (1:200, Sigma Aldrich) wyznakowanymi
Sfluorescencyjnie oraz specyficznym dla mitochondriow barwnikiem fluorescencyjnym Mito Red (100 nM, Sigma
Aldrich). Komorki kotransfekowane plazmidem ROMK2-V5 oraz AGK-Myc-FLAG wybarwiono przeciwciatami:
anty-KCNJ1 (1:200, Sigma Aldrich) oraz anty-FLAG (1:200, Origene) wyznakowanymi fluorescencyjnie.
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6.3. HETEROLOGICZNA EKSPRESJA ROMK2 W BAKTERIACH E. COLI

Wyniki eksperymentéow typu TurbolD i Co-IP sugeruja bezposrednia fizyczna
interakcje  pomiedzy  biatkiem ROMK2 oraz kinazg acyloglicerolu (AGK).
AGK przeprowadza reakcje fosforylacji monoacyloglicerolu do kwasu lizofosfatydowego
(LPS, ang. lysophosphatidic acid) lub diacyloglycerolu do kwasy fosfatydowego
(PA, ang. phosphatidic acid). Postanowiono zatem sprawdzi¢, czy produkty aktywnosci
enzymatycznej AGK, tzn. LPA i PA wptywajg na aktywnos$¢ kanatu ROMK2.

Zdecydowano si¢ na heterologiczng ekspresje kanatlu ROMK?2 w bakteriach Escherichia
coli i jego oczyszczanie z bton bakteryjnych ze wzgledu na: brak ryzyka wspotoczyszczenia
endogennych biatek regulatorowych mogacych wpltywac na aktywno$¢ kanatu, jak na przyktad
SUR2B, a takze latwo$¢ hodowli 1 mozliwo$¢ uzyskanie duzej ilo$ci materialu biologicznego

oraz niski koszt hodowli.

6.3.1. Konstrukty do ekspresji bialeck ROMKI1 oraz ROMK2

Heterologiczna produkcja biatek eukariotycznych, zwlaszcza transporteréw i kanatow
w komorkach E. coli, moze by¢ problematyczna z powodu nieefektywnej insercji do bton,
agregacji 1 niewydajnej solubilizacji biatek podczas oczyszczania. W zwigzku
z tym przygotowano szereg konstruktow kodujacych fuzje ORF ROMK1/ROMK2 z serig
liderow ulatwiajacych ekspresje oraz metek umozliwiajacych oczyszczanie 1 detekcje
produkowanych biatek. Kodony ORF ROMK1/ROMK?2 zostaly zoptymalizowane do ekspresji
w bakterii E. coli (www.genescript.com), a takze skonstruowano ORF kodujacy kanat
chimeryczny Kirbacl.3-ROMK1, w ktoérym cytozolowe domeny N- i C-koncowe biatka
ROMKI1 potaczono z czeg$cig transblonowa prokariotycznego kanatu Kirbacl.3. Podejscie
to bylo wczesniej wykorzystane do produkcji funkcjonalnego kanatu potasowego
Kir3.1-Kirbacl.3 w komoérkach E. coli (Nishida i wsp., 2007). Wsrod liderow utatwiajacych
produkcje biatek w btonach zastosowano MISTIC (Deniaud i wsp., 2011), SUMO (Zuo i wsp.,
2005) oraz OmpF (Su i wsp., 2013; Visudtiphole i wsp., 2005). Natomiast metki umozliwiajace
wykrywanie i oczyszczanie biatek, ktore zastosowano to 6xHis i STREP. Wszystkie

zaprojektowane biatka chimeryczne przedstawiono schematycznie ponizej (Rycina 29).
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6xHis-KirBac1.3-ROMK1

Kir1.3bac BxHis

[2]46 kDa

KirBac1.3-ROMK1-6xHis

6xHis SUMO Kir1.3bac STREP
[3]56 kDa .

SUMO-KirBac1.3-ROMK1-STREP-6xHis

MISTIC Kir1.3bac 6xHis

[4]59kDa| 13kDa

MISTIC-KirBac1.3-ROMK1-6xHis

6xHis OmpF Kir1.3bac
[5]62 kDa 16 kDa

OmpF-KirBac1.3-ROMK1-6xHis

6xHis
[6]47 kDa
6xHis-ROMK1
6xHis
[7]47 kDa
ROMK1-6xHis
6xHis SUMO STREP
57kDa
SUMO-ROMK1-STREP-6xHis
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Rycina 29. Schematyczne przedstawienie fuzji  biatkowych powstajgcych w  wyniku  ekspresji
konstruktow  zawierajgcych  ORFy ROMKbac i Kirbac-ROMKIbac wklonowanych do plazmidow
pET28 (1, 2, 4,5, 6, 7,9, 10, 11) lub pTS1 (3, 8): (1) 6xHis-KirBacl.3-ROMK1, (2) KirBacl.3-ROMK1-6xHis
(3) SUMO-KirBacl.3-ROMK1-STREP-6xHis, (4) MISTIC-KirBacl.3-ROMK1-6xHis, (5) OmpF-KirBacl.3-
ROMK1-6xHis, (6) 6xHis-ROMK1, (7) ROMK1-6xHis, (8) SUMO-ROMK1-STREP-6xHis, (9) MISTIC-ROMK1-
6xHis, (10) OmpF-ROMK1-6xHis oraz (11) ROMK2-6xHis.

Ekspresje konstruktoéw sprawdzono w lizatach catokomorkowych za pomoca techniki
Western Blot z wykorzystaniem przeciwciata anty-6xHis (Rycina 30). Z 10 ro6znych
konstruktow produkujacych biatko ROMKI tylko 5 ulega ekspresji w bateriach E. coli,
tj. pPROMK1bac-6xHis, pMISTIC-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis, pMISTIC-ROMK1bac-6xHis,
pOmpF-KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis oraz pSUMO-ROMK1bac-STREP-6xHis. Obecnos¢
lideréw OmpF oraz SUMO nie wptyneto na poprawe wydajnosci produkcji biatka ROMKI.
Silny wzrost ekspresji zaobserwowano natomiast w przypadku fuzji lidera MISTIC
do KirBacl.3-ROMK1bac-6xHis. Zauwazono réwniez wydajng produkcje biatka
ROMK?2-6xHis. Mimo, ze biatka lizatow catokomoérkowych rozdzielano w denaturujgcych
warunkach SDS-PAGE to nie zaobserwowano obecnosci biatek o masie odpowiadajacych
monomerom biatek fuzyjnych, a jedynie prazki o masach czasteczkowych powyzej 180 kDa.
Sugeruje to, ze biatkko ROMK produkowane w zaréwno w komorkach E. coli,
jak 1 w komorkach ssaczych (Rycina 30 vs Rycina 20) tworzy stabilne oligomery odporne

na dysocjacje w obecnosci SDS.
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Rycina 30. Analiza Western Blot ekspresji konstruktow kodujgcych fuzje ROMKI i Kirbacl.3-ROMK1
oraz ROMK2 w E. coli. Ekspresje indukowano za pomocqg 1 mM IPTG. (+) probka indukowana, (-) probka
kontrolna. Wszystkie probki zawieraly 5,5 pg biatka lizatu calych komorek E. coli. Biatka byly wykrywane

za pomocgq przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, ThermoScientific).
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6.3.2. Ekstrakcja bialek ROMK z blon bakteryjnych za pomoca detergentow

W nastepnym etapie badan blony bakteryjne zawierajace fuzje biatkowe
MISTIC-KirBacl.3-ROMK1-6xHis, = MISTIC-ROMK1-6xHis, n ROMK1-6xHis  oraz
ROMK?2-6xHis solubilizowano za pomoca detergentow o roéznych wlasciwosciach
fizykochemicznych. Do ekstrakcji zastosowano: digitoning, n-dodecylo-B-maltozyd (DDM),
B-oktyloglukozyd (OG), cholan sodu, dodecylosiarczan sodu (SDS), a w przypadku biatek
ROMK1-6xHis oraz ROMK2-6xHis rowniez fos-choling oraz Triton X-100. Po inkubacji bton
z detergentem probki wirowano, rozdzielano na frakcje rozpuszczang (supernatant)
1 nierozpuszczalng (osad), ktore analizowano za pomoca metody Western Blot.
Zaobserwowano, ze biatka MISTIC-ROMK1-6xHis oraz MISTIC-KirBacl.3-ROMK1-6xHis
nie ulegaly wydajnej solubilizacji, gdyz znajdowaty si¢ glownie we frakcji nierozpuszczalnej
podczas ekstrakcji za pomoca wigkszo$ci badanych detergentdw. Oprocz silnie denaturujacego
SDS, jedynie wykorzystanie digitoniny pozwalalo na wyekstrahowanie czgsci biatka

MISTIC-KirBacl.3-ROMK1-6xHis do frakcji rozpuszczalnej (Rycina 31).

a) . b) , .
pMISTIC-ROMK1bac-6xHis pMISTIC-KirBac1.3-ROMK1-6xHis
cholan . cholan
Digitonina DDM OG sodu SDS Digitonina DDM  OG sodu SDS
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Rycina 31. Ekstrakcja biatek MISTIC-ROMK1-6xHis oraz MISTIC-KirBacl.3-ROMK1-6xHis z bton bakteryjnych
za pomocq detergentow: 1% digitonina, 2% n-dodecylo-f-maltozyd (DDM), 0,5% oktylo-p-D-glukozyd (OG),

1% cholan sodu, 0,25% dodecylosiarczan sodu (SDS). Biatka wykrywano za pomocq przeciwciata anty-6xHis
(1:1000, Thermo Scientific).
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Bialko ROMK1-6xHis ekstrahowano z bton bakteryjnych do frakcji rozpuszczalnej
przez wszystkie testowane detergenty (Rycina 32a). Biatko ROMK?2-6xHis réwniez
bylo ekstrahowane, jednakze z mniejsza wydajnoscig (Rycina 32b). Ponad 90% biatka
ROMKZ1-6xHis solubilizowano przez fos-choling oraz DDM, jednak tylko okoto 55% biatka

ROMK?2-6xHis bylo solubilizowane przez fos-choling, a jeszcze mniej za pomoca DDM
(Rycina 32).
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Rycina 32. FEkstrakcja biatek a) ROMKI-6xHis oraz b) ROMK2-6xHis z bion bakteryjnych za pomocq
detergentow: 1% fos-cholina, 2% n-dodecylo-f-maltozyd (DDM), 1% digitonina, 0,5% oktylo-A-D-glukozyd (OG),
1% cholan sodu, 0,25% dodecylosiarczan sodu (SDS) oraz 2% Triton X-100. Biatka wykrywano za pomocq
przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).
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6.3.3. Ekstrakcja i oczyszczanie bialka ROMKI1-6xHis oraz ROMK?2-6xHis z blon
bakteryjnych solubilizowanych DDM

Solubilizacje¢ i oczyszczanie biatka ROMK1-6xHis oraz ROMK2-6xHis zdecydowano
si¢ prowadzi¢ w obecnosci DDM, mimo ze ekstrakcja biatka tym detergentem nie wykazata
najwigkszej wydajnosci (Rycina 32). Jednakze DDM jest tagodnym detergentem, ktory
w trakcie solubilizacji nie zmienia struktury biatka i zostal on z powodzeniem wykorzystany
wczesniej do oczyszczania innych kanaldow potasowych produkowanych w komorkach
bakteryjnych (Voges i wsp., 1998, Tilegenova i wsp., 2016).

Biatka ROMK 1-6xHis oraz ROMK2-6xHis, ktore z bton bakteryjnych solubilizowano
za pomocg DDM, oczyszczono za pomocg chromatografii powinowactwa wobec jondéw niklu.
Obecno$¢ znacznika 6xHis pozwolilo na zatrzymanie biatka w niskim (40 mM) i skuteczng
elucje za pomocg wysokiego (250 mM) stezenia imidazolu (Rycina 33).

W przypadku biatka ROMKI1-6xHis we frakcji elucji obserwujemy forme¢ o masie
czasteczkowej powyzej 300 kDa, mimo iz podjednostka biatka ROMK charakteryzuje si¢ masa
okoto 45 kDa, wiec biatko to wystepuje w stabilnej postaci oligomerow lub agregatow
(Rycina 33a). W przypadku biatka ROMK2-6xHis rowniez obserwujemy form¢ o masie
powyzej 300 kDa, jednakze w tym przypadku wykryto rowniez takie o mniejszych masach.
Obserwowany jest m.in. produkt o masie pomigdzy 43-55 kDa, co odpowiada masie monomeru
biatka ROMK2-6xHis. Inne widoczne formy o masie czasteczkowej ponizej 95 kDa i 180 kDa

mozna powigzac¢ z dimerycznymi oraz tetramerycznymi formami biatka (Rycina 33Db).
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Rycina 33. Solubilizacja i oczyszczanie biatka ROMKI-6xHis oraz ROMK2-6xHis z wykorzystaniem
chromatografii metalopowinowactwa a) Wyizolowane blony bakteryjne zawierajgce biatko ROMKI-6xHis
solubilizowano w 2% DDM ("solubilizacja"), nastepnie aplikowano na zloze, a niezwigzane biatko zbierano
("przesqcz"), ztoze przeptukiwano buforem zawierajgcym 40 mM imidazol ("plukanie”), a czesciowo oczyszczone
biatko wymywano buforem zawierajgcym 250 mM imidazolu ("elucja 1") oraz 500 mM imidazolu ("elucja 2").
Ostatecznie zloze zgrzewano z buforem Leammliego w celu ocenienia ilosci biatka niewymytego przez bufor
z imidazolem ("zloze"); b) Biatko ROMK2-6xHis solubilizowano z wykorzystaniem 2,5% DDM ("solubilizacja"),
i oczyszczano jak wyzej. Czesciowo oczyszczone biatko eluowano za pomocq 250 mM imidazolu ("elucje 1-5").

Biatko ROMK-6xHis wykrywano za pomocg przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).

6.3.3.1. Rekonstytucja biatka ROMK2-6xHis do liposoméw

Po czg$ciowym oczyszczeniu uzyskano biatko ROMK2-6xHis w buforze zawierajagcym
wysokie stezenie imidazolu (250 mM). Jednakze takie stezenie imidazolu mogloby
interferowac z planowanymi badaniami, dlatego tez postanowiono zastgpi¢ imidazol przez KCI.
Sprawdzono stabilno$¢ biatka ROMK2-6xHis w zaleznosci od stezenia KCI (Rycina 34).
Biatko rozcienczano w buforze do rekonstytucji (PRB) zawierajacym rozne stezenie KCI,
a nastgpnie przez wirowanie rozdzielono frakcj¢ rozpuszczalng (,,supernatant”)
od nierozpuszczalnej (,,0sad”), ktore analizowano za pomoca metody Western Blot.
W obecnosci 50 oraz 150 mM KCI biatko ROMK2-6xHis wytracalo si¢ z roztworu,
a zwigkszenie st¢zenia KCI do 300 mM skutkowato znacznym zwigkszeniem stabilno$ci biatka
ROMK2-6xHis w nieobecnosci imidazolu. Zwigkszenie st¢zenia chlorku potasu do 450 mM

nie miato dalszego wplywu na poprawg stabilnosci biatka ROMK2bac-6xHis, dlatego
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tez w dalszych etapach tworzenia proteoliposoméw wykorzystano bufor zawierajacy 300 mM
KCI.
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Rycina 34. Stabilnosé biatka ROMK?2-6xHis w zaleznosci od stezenia KCI (50, 150, 300 oraz 450 mM). Biatko
ROMK2-6xHis wykrywano za pomocq przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).

W kolejnym kroku sprawdzono wptyw glicerolu na stabilno$¢ oczyszczonego
z wykorzystaniem detergentu biatka ROMK2-6xHis w buforze niezawierajagcym imidazolu
(Rycina 35). Biatko inkubowano w buforach zawierajacych rozne stezenia glicerolu, tj. 2%,
5%, 10%, 20% lub 50%, wirowano w celu rozdzielenia frakcji rozpuszczalnej (,,supernatant™)
1 nierozpuszczalnej (,,0sad”), a nastepnie analizowano za pomocg metody Western Blot.
Jako kontrol¢ zastosowano bufor bez dodatku glicerolu. Analiza wynikow wykazata, iz dodatek
niewielkiego stezenia glicerolu, tj. 2% do buforu do rekonstytucji powoduje zwickszenie
stabilnosci biatka ROMK2-6xHis w nieobecnos$ci imidazolu. Zwigkszenie stgzenia glicerolu
do 5% natomiast spowodowalo zmniejszenie ilosci biatka ROMK2-6xHis we frakcji
supernatantu w porownaniu do kontroli. Dalsze zwigkszanie st¢zenia glicerolu mogto rowniez
zwigksza¢ wydajno$¢ solubilizacji biatka, co mozemy obserwowal przez zmniejszenie
zawartosci biatka w osadach. Nie obserwujemy jednakze zwickszenia zawartosci biatka
w  supernatancie,  prawdopodobnie z  powodu niekompatybilnosci  glicerolu
z wykorzystywanym w tym doswiadczeniu zestawem do zageszczania biatek. Niestety
eksperymenty przeprowadzane bez uzycia zestawu nie pozwolity na detekcje¢ biatka metoda

Western Blot. Wyniki przedstawione na Rycina 35 wskazuja, ze dodatek 2% glicerolu zwigksza
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stabilno$¢ biatka, dlatego tez w etapie tworzenia proteoliposoméw postanowiono
go zastosowac.
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Rycina 35. Stabilnos¢ biatka ROMK?2-6xHis w zaleznosci od stezenia glicerolu (2%, 5%, 10%, 20%

oraz 50%). Biatko ROMK2-6xHis wykrywano za pomocq przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo
Scientific).

6.3.4. Solubilizacja blon E. coli i oczyszczanie bialek ROMKI1/2-6xHis z blon
bakteryjnych w obecnosci kopolimeréw DIBMA oraz SMA

Amfipatyczne kopolimery SMA o roznej stechiometrii, tj. 1,2:1, 2,3:1 oraz 3:1 oraz
kopolimer DIBMA zastosowano jako alternatywng strategi¢ solubilizacji bton bakteryjnych
zawierajacych biatka ROMKI1-6xHis oraz ROMK2-6xHis, poniewaz wczesniej zostato
pokazane, ze sg one zdolne do ekstrakcji biatek kanatowych (Raja and Vales, 2011, Tilegenova
i wsp., 2016, Dorr i wsp., 2014). Solubilizacje prowadzono przez noc w 25°C, a nast¢pnie
oddzielono frakcje rozpuszczalng (,solubilizacja”) i1 nierozpuszczalng (,,0sad”) poprzez

wirowanie. Do oczyszczenia wyekstrahowanego biatka wykorzystano chromatografi¢

metalopowinowactwa.

Zaobserwowano, ze zaréwno bialkko ROMKI1-6xHis, jak i biatko ROMK2-6xHis
oczyszczone w obecnosci kopolimerow, podobnie do tych oczyszczanych w obecnosci DDM,
migruja po rozdziale w zelach SDS-PAGE jako oligomery o masie powyzej 180 kDa
(Rycina 36 i Rycina 37). Kopolimery SMA 1,2:1 oraz SMA 3:1 nie solubilizowaty
ROMK1-6xHis z bton bakteryjnych (Rycina 36a i Rycina 36c¢). Natomiast zastosowanie

125



kopolimerow SMA 2,3:1 oraz DIBMA pozwolilo na solubilizacje i oczyszczenie
ROMKZ1-6xHis (Rycina 36b i Rycina 36d). W przypadku biatka ROMK2-6xHis specyficznos¢
solubilizacji i oczyszczania byta podobna, jednak wydajnosci byty nizsze niz w przypadku
ROMKZ1-6xHis (Rycina 37 vs Rycina 36). Stosunek ilo$ci solubilizowanego biatka uzyskanego
przed i po oczyszczeniu wykazat, ze kopolimer SMA 2,3:1 jest bardziej wydajny niz kopolimer
DIBMA (Rycina 36 i Rycina 37).
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Rycina 36. Solubilizacja i oczyszczanie biatka ROMK1-6xHis z bton E. coli w obecnosci kopolimerow: 2,5% SMA
o roznych stechiometriach (SMA 1,2:1, SMA 2,3:1 i SMA 3:1) lub 2,5% DIBMA. Frakcje rozpuszczalng

zawierajgcq natywne nanodyski (,,solubilizacja”) i nierozpuszczalng (,,0sad”) rozdzielono przez wirowanie.

Nanodyski polimerowe zawierajqce biatko ROMKI-6xHis oczyszczono za pomocq chromatografii powinowactwa

wobec jonéw metalu na ztozu Ni**-NTA. Frakcje z oczyszczania: przesqgcz, plukanie (40 mM imidazol) i elucje

(elucja 1 — 250 mM imidazol i elucja 2 — 500 mM imidazol) analizowano metodg Western Blot. Biatko wykryto

za pomocq przeciwciala anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).Frakcje solubilizacji oraz osadu naktadano

proporcjonalnie. Frakcje przesqczu i elucji nie byly naktadane proporcjonalnie — trzykrotnie wiecej niz frakcji

supernatantu i osadu.
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Rycina 37. Solubilizacja i oczyszczanie biatka ROMK2-6xHis z blon E. coli z zastosowaniem 2,5% kopolimeréw

SMA o roznych stechiometriach (SMA 1,2:1, SMA 2,3:1 i SMA 3:1) lub 2,5% DIBMA. Frakcje rozpuszczalng

zawierajqcq natywne nanodyski (,,solubilizacja”) i nierozpuszczalng (,,0sad”) rozdzielono przez wirowanie.

Nastegpnie nanodyski polimerowe zawierajgce biatko ROMKI-6xHis oczyszczono za pomocq chromatografii

powinowactwa wobec jonéw metalu na ztoiu Ni**-NTA. Frakcje oczyszczamia: przesqcz, plukanie (40 mM

imidazol) i elucje (elucja 1-250 mM imidazol i elucja 2-500 mM imidazol) analizowano metodg Western Blot.

Biatko wykryto za pomocq przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific). Frakcje solubilizacji oraz

osadu naktadano proporcjonalnie. Frakcje przesqczu i elucji nie byly nakfadane proporcjonalnie — trzykrotnie

wigcej niz frakcji supernatantu i osadu.
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6.3.5. Dysocjacja agregatow biatka ROMK2-6xHis do nizszych form oligomerycznych

W pewnych warunkach po rozdziale przez SDS-PAGE wykrywano nie tylko agregaty
ROMKZ1/2-6xHis o masie powyzej 180 kDa, ale tez formy odpowiadajgce masom okoto
43 kDa, 95 kDa, 130 kDa oraz 180 kDa, korespondujace z monomerami, dimerami, trimerami
oraz tetramerami ROMK (Rycina 33, Rycina 35, Rycina 37). W zwiazku z tym podj¢to probe
dysocjacji agregatow do monomeréw biatka ROMK2-6xHis oczyszczanych zar6wno
w detergencie (DDM), jak réwniez w obecnosci kopolimerow. W tym celu probki biatka
inkubowano w dwoch réznych stezeniach trifluoroetanolu (TFE) (20% oraz 40%), moczniku
(4 M), tiomoczniku (0,5 M oraz 1 M), a takze w mieszaninie mocznika (2 M) i tiomocznika
(0,5 M). Jednakze, zarowno w przypadku biatka oczyszczanego z wykorzystaniem DDM,
jak 1 SMA 23:1 zastosowanie tych zwigzkow nie pozwolilo na uzyskanie dysocjacji
do monomerycznej formy biatka ROMK2-6xHis. Zaobserwowano jednakze wydajna

dysocjacje¢ do formy dimerycznej w 4 M moczniku (Rycina 38).
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Rycina 38. Chemiczna dysocjacja agregatow biatka ROMK2-6xHis. Biatko ROMK2-6xHis po solubilizacji
oczyszczane z wykorzystaniem: a) DDM oraz b) kopolimeru SMA 2,3:1 inkubowano z nastgpujqcymi zwigzkami:
20% TFE, 40% TFE, 4 M mocznikiem, 0,5 M tiomocznikiem, 1 M tiomocznikiem oraz mieszaning 2 M mocznika

oraz 0,5 M tiomocznik. Po rozdziale przez SDS-PAGE wykonano analiz¢ Western Blot z wykorzystaniem

przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).
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W  kolejnym etapie podjeto probe dysocjacji termicznej agregatow biatka
ROMK2-6xHis. W tym celu probki inkubowano w temperaturze 37°C przez rozne okresy czasu
(Rycina 39). Wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji probki znacznie wzrastata ilo§ci dimerycznej
formy biatka ROMK2-6xHis. Zaobserwowano rowniez dysocjacj¢ do monomerycznej postaci

biatka, cho¢ jej ilo$¢ byla niewielka.
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Rycina 39. Dysocjacja termiczna agregatéw biatka ROMK2-6xHis. Probki natywnych nanodyskéw zawierajgcych
biatko ROMK?2-6xHis inkubowano w temperaturze 37°C przez rozne okresy czasu, po czym przeprowadzono

analize Western Blot z wykorzystaniem przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).

6.3.6. Optymalizacja warunkow dializy polimerowych nanodyskéw
W  celu wykorzystania polimerowych nanodyskow do inkorporacji biatka
do dwuwarstwy lipidowej z probki postanowiono usungé imidazol, dlatego
tez zoptymalizowano warunki dializy polimerowych nanodyskéw. W tym celu zastosowano
bufory o dwodch réznych zawartosciach KCl — 200 mM oraz 300 mM (Rycina 40). Biatko
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ROMK1-6xHis rekonstytuowane do SMALPs bylo rozpuszczalne po usunigciu imidazolu
zarowno w 200 mM, jak i 300 mM KCI (Rycina 40a), natomiast biatko ROMK2-6xHis
rekonstytuowane do natywnych nanodyskéw bylo rozpuszczalne wylacznie w 300 mM KCl,
aw 200 mM KCl stracato si¢ (Rycina 40b). W przypadku kopolimeru DIMBA wylacznie biatko
ROMK1-6xHis dializowane do 300 mM KCIl charakteryzowato si¢ rozpuszczalnos$cia
(Rycina 40c, prawy panel).
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Rycina 40. Optymalizacja dializy probek SMALPs oraz DIBMALPs zawierajgcych biatka ROMKI-6xHis
oraz ROMK2-6xHis do buforéow zawierajgcych 200 mM lub 300 mM KCI. Biatka wykrywano z wykorzystaniem
przeciwciata anty-6xHis (1:1 000, Thermo Scientific).
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6.4. BADANIA FUNKCJONALNE BIALKA ROMK2-6xHis PRODUKOWANEGO
W BAKTERIACH

Aktywnos$¢ oczyszczonego biatka kanatlowego ROMK2-6xHis charakteryzowano
na poziomie pojedynczych czasteczek poprzez rejestracji ich aktywnos$ci elektrycznej
w planarnych dwuwarstwach lipidowych (PLB, z ang. planar lipid bilayer).

Aktywnos¢ Dbiatka kanalowego ROMK2-6xHis solubilizowanego w DDM
i rekonstytuowanego do liposoméw porownano z aktywno$cig biatka ROMK2-6xHis
solubilizowanego w natywnych nanodyskach. W obu metodach biatka inkorporowane
byty do PLB uformowanych z azolektyny poprzez spontaniczng fuzj¢ proteoliposomoéw
lub nanodyskow dodawanych do komory trans utworzonej z naczynka teflonowego

posiadajacego otwor zamkniety uformowang dwuwarstwa lipidowa.

6.4.1. Aktywno$¢ bialka kanalowego ROMK?2-6xHis inkorporowanego do PLB
z proteoliposomow

Przeprowadzono 36 prob rejestracji aktywnosci kanatowej biatka ROMK2-6xHis
po dodaniu proteoliposoméw do uktadu pomiarowego, jednak tylko w trakcie 4 eksperymentow
zaobserwowano aktywnos$¢ kanatowa (11%). Rejestracje prowadzono w warunkach gradientu
stezenia KCl (50 mM/150 mM). Sredni potencjal odwrécenia, wyznaczony poprzez
dopasowanie krzywej do danych eksperymentalnych, wynosit 40 mV + 12 mV, co potwierdzito
kationo-selektywnos¢ badanego kanalu ROMK2-6xHis (Rycina 41). Zaobserwowano
rektyfikacje zaleznosci pradowo-napigciowej. Z prostoliniowego odcinka przy ujemnych
warto$ciach napigcia wyznaczono przewodnos$¢ jednostkowa kanatu, ktéra wynosita

11 pS = 0,82 pS.
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Rycina 41. Aktywnos¢ biatka kanatowego ROMK2-6xHis inkorporowanego do PLB z proteoliposomow.
Lewy panel: Reprezentatywna aktywnoS¢ pojedynczego kanatu zarejestrowana przy roznych napieciach.
Prawy gorny panel: Charakterystyka prgdowo - napieciowa aktywnosci pojedynczych kanatéow ROMK?2-6xHis
(n = 4). Prawy dolny panel: Histogram amplitudowy kanatu otwartego i zamknietego przy napieciu -710 mV.

6.4.2. Wplyw polimeréw SMA i DIBMA na stabilnos¢ planarnych blon lipidowych
uformowanych z azolektyny

Wiadomo, ze polimery amfipatyczne SMA 1 DIBMA wykazuja wlasnosci
solubilizujace btony biologiczne, dlatego tez przed inkorporacja biatka ROMK2-6xHis
z natywnych nanodyskow do dwuwarstwy lipidowej sprawdzono wplyw kopolimeréw SMA
2,3:1 oraz DIBMA na stabilnos¢ btony.

Badania wykazaly, Ze dodatek polimeru do 0,0025% skutkuje zwigkszeniem
przepuszczalno$ci dwuwarstwy lipidowej, co obserwowano jako nieregularny wzrost natezenia
pradu. Prady te szczegélnie widoczne byly w przypadku kopolimeru SMA 2.3:1
1 charakteryzowaly si¢ wyzsza amplituda przy potencjatach ujemnych, co wskazato
na preferencje wzgledem kationdw zgodna z tworzeniem poréw przez ujemnie natadowany
polimer (Rycina 42). Bardziej intensywne piki przewodnictwa widoczne byty w przypadku
kopolimeru SMA 2,3:1, niz w przypadku DIBMA, co moglo by¢ spowodowane mniejszg masg

tego polimeru. Wczesniej juz wykazano, ze polimery o niskiej masie czasteczkowej sg bardziej
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wydajne w inkorporacji w btony i ich solubilizacji (Dominguez Pardo i wsp., 2018). Takie
nieregularne przewodnictwo mogloby utrudni¢ obserwacje¢ i analiz¢ aktywnos$ci bialek
kanatowych, jednakze jak pokazano ponizej nie zaobserwowano destabilizujacego wplywu

polimerow dodanych w formie nanodyskow polimerowych.
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Rycina 42. Niestabilnos¢ elektryczna dwuwarstw lipidowych w obecnosci wolnych kopolimeréw: a) SMA 2,3:1
oraz b) DIBMA. Gorne panele: Reprezentatywne zapisy aktywnosci elektrycznej w obecnosci wolnych
kopolimerow: a) SMA 2,3:1 oraz b) DIBMA przy roznych napieciach. Dolne panele: Histogramy amplitudowe

aktywnosci zarejestrowanych przy napieciu -60 mV prezentowanych na gornych panelach.
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6.4.3. Aktywnos$¢ bialka kanalowego ROMK?2-6xHis inkorporowanego z polimerowych
nanodyskow

Do rejestracji aktywnos$ci biatka ROMK2-6xHis wykorzystano nanodyski SMALP,
poniewaz jak wykazano wczesniej (punkt 6.3.6) charakteryzuja si¢ one wigkszg stabilnoscig
niz nanodyski DIBMALP.

W przypadku natywnych nanodyskow SMALP aktywnos¢ biatka ROMK2-6xHis
zaobserwowano 177 razy na 577 prob (31%). Przewodnos$¢ jednostkowa kanatu
ROMK?2-6xHis inkorporowanego z natywnych nanodyskow w warunkach symetrycznych
(150 mM KCI) wynosita 11 pS + 0,44 pS (n = 5). Przy ujemnych wartosciach napigcia
w warunkach gradientowych (50 mM/ 150 mM KCI) przewodno$¢ jednostkowa kanatu
wynosita 9,0 pS + 0,92 pS (n = 48). Sredni potencjat odwrocenia w tych warunkach,
wyznaczony poprzez dopasowanie krzywej do danych eksperymentalnych przy ujemnych
warto$ciach napigcia, wynosit 16 mV + 53 mV, co potwierdza ze kanatl

ten jest kationo-selektywny (Rycina 43).
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Rycina 43. Aktywnosé¢ biatka kanatowego ROMK2-6xHis inkorporowanego do PLB z natywnych nanodyskéw
w: a) ukladzie symetrycznym (n = 5), b) ukladzie gradientowym (n = 48). Przedstawione zostaly reprezentatywne
aktywnosci pojedynczych kanalow zarejestrowane przy rozmych napieciach. c) Charakterystyka prgdowo -
napigciowa pojedynczych kanatéw ROMK2-6xHis w obu z badanych warunkach. d) Zmiana nP(0)

w zaleznosci od napigcia w uktadzie symetrycznym (granatowy) i gradientowym (bordowy).

Kanaly rekonstytuowane za pomoca obu metod (proteoliposomdéw oraz natywnych
nanodyskéw SMALPs) charakteryzowaly si¢ zblizonym przewodnictwem. Jednakze znacznie
czesciej obserwowano aktywno$¢ ROMK?2-6xHis inkorporowanego z natywnych nanodyskow,

dlatego tez ten system wykorzystano do badan farmakologii tego kanatu.
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6.4.4. Charakterystyka aktywnosci biatka ROMK2-6xHis
W celu potwierdzenia molekularnego pochodzenia obserwowanej aktywnosci

kanatowej zastosowano znane modulatory biatka ROMK.

6.4.4.1. Wplyw jonow magnezu na aktywnos$é biatka ROMK2-6xHis

Weczeéniejsze prace naukowe wykazaty, ze jony magnezu zmniejszaja jednostkowa
przewodnos¢ biatka ROMK (Yang i wsp., 2010b) i wraz z poliaminami sg gtownym
czynnikiem powodujacych dokomorkowa rektyfikacje tych kanatow.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wraz ze wzrostem st¢zenia jondw magnezu
maleje wspotczynnik nachylenia krzywej zaleznoici natezenia od napigcia. Swiadczy
to o zmianie wartoéci amplitudy pojedynczego kanatu po dodaniu jonow Mg?* w sposob
zalezny od st¢zenia (Rycina 44). W warunkach kontrolnych (przy napieciu -70 mV)
przewodnictwo to wynosito 7,7 pS £ 0,67 pS (n = 4), przy 1 mM Mg? natomiast
55 pS £ 0,32 pS, a stgzenie 10 mM powodowal zmniejszenie przewodnictwa kanatu
do 3,7 pS £ 0,37 pS (n = 4). Przy nizszych st¢zeniach warto$ci przewodnictwa obarczone
byty bardzo duzym btedem, gdyz w ich przypadku nie udato si¢ wykona¢ wystarczajacej liczby

powtdrzen eksperymentu.
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Rycina 44. Charakterystyka prqdowo - napigciowa pojedynczego kanatu ROMK2-6xHis w warunkach kontrolnych
(n = 4), a takie w obecnosci roznych stezen jonow magnezu: 1 mM (n = 4), 10 mM (n = 4), 50 mM (n = 2)
i 100 mM (n =1).
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6.4.4.2. VU591 hamuje aktywno$¢ kanalu ROMK2-6xHis

VU591 jest najbardziej specyficznym znanym syntetycznym  zwigzkiem
drobnoczasteczkowym blokujacym aktywnos$¢ kanatow ROMK (Bhave i wsp., 2011; Swale i
wsp., 2015).

Dodatek 20 uM VU591 z dwoch stron (cis i trans) dwuwarstwy lipidowej spowodowat
spadek prawdopodobienstwa otwarcia kanaléw z 1,14 + 0,67 do 0,07 = 0,08 (n = 6)
(Rycina 45).
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Rycina 45. VU591, znany inhibitor kanatow ROMK, hamuje rejestrowane aktywnosci kanatowe. Lewy panel.:
reprezentatywna aktywnos¢ pojedynczego kanatu obserwowana po inkorporacji SMALPs zawierajgcych
ROMK2-6xHis przy -70 mV w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 20 uM VU591. Prawy panel:
prawdopodobienstwo otwarcia kanalu nP(o) w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 20 uM VU591 (n = 6).

6.4.4.3. Wplyw kompleksu ATP/Mg?* na aktywno$¢ kanalu ROMK2-6xHis

Aktywnos$¢ kanalow mitoKatp hamowana jest przez ATP (Kicinska i wsp., 2007;
Bednarczyk i wsp., 2018), jednak dotychczasowe badania nie pozwalaty na wykazanie
bezposredniej wrazliwos$¢ kanalow ROMK na ATP, gdyz wszystkie badania przeprowadzane
byly w natywnym otoczeniu ROMK2 mogacym zawiera¢ biatka regulatorowe (McNicholas
i wsp., 1996; Laskowski i wsp., 2019).

Dodanie 500 uM  kompleksu =~ ATP/Mg?*  powodowalo  zmniejszenie
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatéw ROMK?2-6xHis z 0,98 + 0,53 do 0,38 + 0,36 (n = 16)
(Rycina 46). Wskazuje to na bezposrednie dziatanie ATP na aktywno$¢ biatka
ROMKZ2-6xHis.
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Rycina 46. ATP, znany inhibitor kanatéow Kate, hamuje aktywnosé ROMK2-6xHis. Lewy panel: reprezentatywna
rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu ATP/Mg?*
(500 uM). Prawy panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatow (nP(o)) w warunkach kontrolnych i po dodaniu
500 uM ATP/Mg?* (n = 16).

6.4.4.4. Wplyw diazoksydu na aktywno$¢ kanalu ROMK2-x6His

Diazoksyd jest znanym aktywatorem mitoKartp (Garlid i wsp., 1996). Na podstawie
testow biochemicznych sugerowano, ze aktywuje rowniez kanat ROMK?2 (Foster i wsp., 2012).
Jednakze brak bylo dowodéw elektrofizjologicznych na bezposrednie dziatanie diazoksydu
na aktywnos$¢ biatka ROMK2.

W prezentowanych badaniach zaobserwowano, ze 30 uM diazoksyd powoduje znaczny
wzrost prawdopodobienstwa otwarcia kanalow ROMK2-6xHis z 0,04 + 0,05 do 0,84 +0,59
(n = 18) (Rycina 47).
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Rycina 47. Diazoksyd powoduje wzrost aktywnoSci kanatowej biatka ROMK2-6xHis. Lewy panel:
reprezentatywna rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych
oraz po dodaniu 30 uM diazoksydu. Prawy panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatow (nP(o)) w warunkach
kontrolnych i po dodaniu 30 uM diazoksydu (n = 18).
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W niektorych eksperymentach kanaty aktywowane przy pomocy diazoksydu
traktowano inhibitorami VU591 oraz ATP/Mg?".

Zaobserwowano, ze kanaly aktywowane 30 uM diazoksydem (wzrost
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu z 0,05 £ 0,06 do 0,96 = 0,51) sa blokowane przez dodatek
500 uM ATP/Mg?* - obnizenie prawdopodobiefistwa otwar¢ do 0,39 = 040 (n = 8)
(Rycina 48).
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Rycina 48. Aktywacja kanatu ROMK2-6xHis przez 30 uM diazoksyd, a nastepnie inhibicja przez dodany 500 uM
ATP/Mg?*. Lewy panel: reprezentatywna rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV
w warunkach kontrolnych, po dodaniu 30 uM diazoksydu oraz po dodaniu 500 uM ATP/Mg?*. Prawy panel:
Prawdopodobienstwo otwarcia kanatow (nP(o)) w warunkach kontrolnych, po dodaniu 30 uM diazoksydu
i 500 uM ATP/Mg®* (n = 8).

Roéwniez VU591 blokowal kanat aktywowany za pomoca 30 uM diazoksydu.
Diazoksyd zwigkszat prawdopodobienstwo otwarcia kanatow z 0,05 + 0,05 do 1,08 + 0,56,
natomiast dodanie VU591 powodowato zablokowanie aktywnosci kanatéw do nP(0)

wynoszacego 0,06 + 0,06 (n = 3) (Rycina 49).
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Rycina 49. Aktywacja kanatu ROMK2-6xHis poprzez 30 uM diazoksyd, a nastepnie inhibicja przez podany
dodatkowo 20 uM VU591. Lewy panel: reprezentatywna rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu
przy -70 mV w warunkach kontrolnych, w obecnosci 30 uM diazoksydu, a nastepnie po dodaniu 20 uM VUS591.
Prawy panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanalow (nP(o)) w warunkach kontrolnych, po dodaniu 30 uM
diazoksydu i 20 uM VU591 (n = 3).

6.4.4.5. Polarno$¢ efektow diazoksydu i ATP/Mg?* na aktywno$¢ kanalu ROMK2-6xHis

W kolejnym etapie badan podjeto probe okreslenia polarnosci dziatania diazoksydu.
W tym celu diazoksyd podawano kolejno do kompartmentow Cis i trans, a nastepnie podawano
kompleks ATP/Mg?*. O miejscu wigzania ATP w ROMK2 mozna wnioskowaé
na podstawie homologii z innymi kanatami Kir (McNicholas i wsp., 1996; MacGregor i wsp.,
2002; Laskowski i wsp., 2019), dlatego poréwnanie efektow obu substancji okreslitoby strong
kanatu, po ktérej wiaze si¢ diazoksyd.

Przeprowadzone badania (4 z 5 powtorzen) wykazaty, ze dodanie 30 uM diazoksydu
z jednej ze stron ukladu powoduje aktywacj¢ kanatu (z nP(o) wynoszacego 0,04 + 0,04
do 0,94 + 0,69), a nastepnie dodatek 500 pM kompleksu ATP/Mg?* z tej samej strony powoduije
zmniejszenie prawdopodobienstwa otwarcia kanatu ROMK2 do 0,46 + 0,54, co sugerowatoby

iz diazoksyd i ATP/Mg?" dziatajg z tej samej strony (Rycina 50).
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Rycina 50. Polarno$é¢ dzialania kolejno podawanego diazoksydu i kompleksu ATP/Mg?*. Lewy panel:
Reprezentatywna rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych
oraz po dodaniu 30 uM diazoksydu z jednej strony, a nastepnie 500 uM ATP/Mg?* 7 tej samej strony. Prawy panel:
Prawdopodobienstwo otwarcia kanatu (nP(o)) w warunkach kontrolnych, po dodaniu 30 uM diazoksydu z jednej
strony, a nastepnie 500 uM ATP/Mg?* 7 tej samej strony (n = 4).

W dalszym etapie okre$lania polarnosci dzialania kompleksu ATP/Mg?* oraz diazoksydu
eksperymenty rozpoczeto od dodawania ATP/Mg?*.

W 3 z 5 eksperymentow efekt diazoksydu obserwowano, gdy podawany byt z tej samej
strony co ATP/Mg?*. Dodatek 500 pM ATP/Mg?* z strony ,,A” skutkowato obnizeniem
prawdopodobienstwa otwar¢ z 0,57 = 0,38 do 0,09 £ 0,11, a nastepnie dodatek 30 uM

diazoksydu z tej samej strony powodowat wzrost prawdopodobienstwa kanatu ROMK2-6xHis
do 0,51 £ 0,43 (Rycina 51).
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Rycina 51. Polarnosé dziatanie kolejno podawanego ATP/Mg?* i diazoksydu. Lewy panel: reprezentatywna
rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 500 uM
ATP/Mg?* z jednej strony, a nastepnie 30 uM diazoksydu z tej samej strony. Prawy panel: Prawdopodobieristwo
otwarcia kanatéw (nP(0)) w warunkach kontrolnych, po dodaniu 500 uM ATP/Mg®* ze strony "A", a nastepnie
30 uM diazoksydu z tej samej strony (n = 3).

W pozostatych dwoch przypadkach zauwazono dzialanie diazoksydu ze strony
przeciwnej niz ATP/Mg?*, jednakze dziatanie to byto w znacznej mierze opdznione. Dodanie
500 pM ATP/Mg?* blokowato aktywno$¢ kanatow ROMK2-6xHis z 0,71 + 0,32
do 0,04 = 0,00, a kolejne st¢zenia diazoksydu dodawane z drugiej strony powodowaty
nieznaczne wzrosty prawdopodobienstwa otwarcia kanatu: 30 uM diazoksyd powodowat
wzrost do 0,13 £0,11, a2 60 uM do 0,32 + 0,04. Dopiero 90 uM diazoksyd powodowat znaczny
wzrost aktywnosci (0,62 + 0,30) (Rycina 52).
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Rycina 52. Dziafanie kompleksu ATP/Mg®* i diazoksydu z dwoch réznych stron. Lewy panel: reprezentatywna
rejestracja aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 500 uM
ATP/M@?* z jednej strony, a nastepnie kolejnych stezen diazoksydu (30 uM, 60 uM oraz 90 uM) z drugiej strony.
Prawy panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatu (nP(o)) w warunkach kontrolnych, po dodaniu 500 uM
ATP/M@?* z jednej strony, a nastepnie kolejnych stezen diazoksydu (30 uM, 60 uM oraz 90 uM) z drugiej strony
(n=2).

6.4.4.6. Wplyw 5-HD na aktywno$¢ kanalu ROMK2-6xHis

5-HD jest inhibitorem kanatow Kartp (Liu i wsp., 1999) i sugerowano wigksza
wrazliwos¢ mitoKatp, niz kanatlow Katp z plazmalemmy na ten zwigzek (Light i wsp., 2001;
Liu 1 wsp., 1999). Wydaje si¢ rowniez, ze kanat ROMK2 obecny w mitochondriach
jest wrazliwy na 5-HD (Foster i wsp., 2012, Laskowski i wsp., 2019), dlatego sprawdzono jego
wplyw na aktywno$¢ oczyszczonego biatka ROMK2-6xHis.

Podanie 150 uM 5-HD spowodowato zmniejszenie prawdopodobienstwa otwaré

kanatow z 0,80 + 0,22 do 0,18 + 0,25. Dodatkowo stwierdzono, ze efekt 5-HD odwracany
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jest przez podanie 30 uM diazoksydu, ktory spowodowat wzrost prawdopodobienstwa otwarcia

do wartosci 0,92 = 0,74 (n = 3) (Rycina 53).
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Rycina 53. 5-HD blokuje aktywnos¢ biatka ROMK2-6xHis. Lewy panel: reprezentatywna rejestracja aktywnosci
pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych, po dodaniu 150 uM 5-HD oraz po dodaniu 30 uM
diazoksydu. Prawy panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatow (nP(o)) w warunkach kontrolnych,

po 150 uM 5-HD oraz po dodaniu 30 uM diazoksydu (n = 3).

6.4.4.7. Wplyw glibenklamidu na aktywnos$¢ kanalu ROMK2-6xHis

Glibenklamid jest kolejnym z regulatorow mitoKarp (Paucek i wsp., 1992), a takze
jak wykazano biatka ROMK2 (Foster i wsp., 2012). Jednakze, w przypadku dziatania
tego modulatora istniejg kontrowersje, poniewaz jedne dane literaturowe pokazuja, ze dziatanie
glibenklamidu jest zalezne od obecnosci dodatkowej podjednostki regulatorowej SUR
(Lu i wsp., 2006), a inne pokazujg iz nie jest ono od nich zalezne (Konstas i wsp., 2002).

Badanie aktywnos$ci biatka ROMK2-6xHis produkowanego heterologicznie w E. coli
pozwolito na sprawdzenie wplywu glibenklamidu wylacznie na jego aktywnos$¢
z wykluczeniem watpliwosci dotyczacych udzialu natywnych dla ROMK?2 biatek
regulatorowych. W warunkach kontrolnych prawdopodobienstwo otwarcia kanatéw wynosito
0,84 + 0,14, a po dodaniu 30 pM glibenklamidu zmniejszyto si¢ do 0,11 £+ 0,21. Kanaty
blokowane przez glibenkalmid aktywowane byty przez 30 uM diazoksydu, ktoéry spowodowat
wzrost prawdopodobienstwa ich otwarcia do 0,39 + 0,40 (n = 4) (Rycina 54).
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Rycina 54. Glibenklamid blokuje aktywnos¢ biatka ROMK2-6xHis. Lewy panel: reprezentatywna rejestracja
aktywnosci pojedynczego kanatu przy -70 mV w warunkach kontrolnych, po dodaniu 30 uM glibenklamidu
oraz 30 uM diazoksydu. Prawy panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatow (nP(0)) w warunkach kontrolnych,
po dodaniu 30 uM glibenklamidu oraz 30 uM diazoksydu (n = 4).

6.5. BADANIE WPLYWU PRODUKTOW AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ
BIALKA AGK NA AKTYWNOSC KANALU ROMK2-6xHis

Doswiadczenia typu TurboID i Co-IP sugerowaly fizyczne oddziatywanie miedzy
kinaza acyloglicerolowa (AGK), a kanalem ROMK2. Wiadomo, ze AGK fosforyluje
monoacyloglicerole 1 diacyloglicerole tworzac odpowiednio kwas lizofosfatydowy (LPA,
ang. lysophosphatidic acid) i kwas fosfatydowy (PA, ang. phosphatidic acid) (Bektas i wsp.,
2005), dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ wptyw LPA oraz PA na aktywnos$¢ kanatu
ROMK2-6xHis.

6.5.1. Wplyw kwas lizofosfatydowego na aktywnos¢ kanalu ROMK2-6xHis

Rycina 55 przedstawia reprezentatywne rejestracje aktywnos$ci kanatu ROMK2-6xHis
w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 100 nM kwas lizofosfatydowego (LPA) (lewy
panel), oraz analiz¢ statystyczng efektow LPA w niezaleznych eksperymentach (n = 4).
Dodanie 100 nM LPA powodowato wzrost prawdopodobienstwa otwarcia kanatu z 0,79 + 0,09
do 1,40 + 0,45.
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Rycina 55. dktywacja kanatu ROMK2-6xHis przez kwas lizofosfatydowy (LPA). Lewy panel: Reprezentatywne
zapisy aktywnosci biatka ROMK2-6xHis przy -70 mV w warunkach kontrolnych i po dodaniu 100 nM LPA.
Panel prawy: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatow, nP(o), w warunkach kontrolnych i po dodaniu 100 nM
LPA (n =4).

6.5.2. Wplyw kwasu fosfatydowego na aktywnos¢ kanalu ROMK2-6xHis

Zaobserwowano modulacje aktywnos$ci kanatu ROMK2-6xHis przez kwas fosfatydowy
(PA) (Rycina 56). Dodanie 50 pg/ml PA skutkowalo przejSciowym zwigkszeniem
prawdopodobienstwa otwarcia z 0,74 + 0,31 do 2,49 £ 0,52 (n = 2), a nast¢pnie zmniejszeniem
prawdopodobienstwa otwarcia kanatow do 0,25 + 0,16 po uptywie okoto 3 minut od podania

zwigzku (n = 5).
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Rycina 56. Modulacja aktywnosci kanatu ROMK2-6xHis przez PA. Lewy panel: Reprezentatywny zapis aktywnosci
pojedynczych kanatow ROMK2-6xHis przy -70 mV w warunkach kontrolnych i po dodaniu PA (50 ug/ml). Prawy
panel: Prawdopodobienstwo otwarcia kanatéow, nP(o), w warunkach kontrolnych i po dodaniu 50 ug/ml PA — tuz

po dodaniu (n=2) oraz po uptywie okolo 3 min od dodania (n = 5).

147



7. DYSKUSJA

Mitochondria odgrywaja wazng role w metabolizmie energetycznym komorki. Oprocz
tej podstawowej funkcji, biorg rowniez udziat w regulacji $mierci i zycia komorek, co zwigzane
jest m. in. z przenikaniem jonow przez bton¢ mitochondrialng dzigki obecnosci kanatow
jonowych. Jednym z nich jest mitochondrialny kanal potasowy regulowany przez ATP,
mitoKatp, ktory zostal zidentyfikowany w mitochondriach z réznych tkanek (Augustynek
i wsp., 2017). Biatko ROMK2, powstate w wyniku alternatywnego sktadania transkryptu genu
KCNJ1, zostalo zidentyfikowane jako potencjalna podjednostka kanalu mitoKatp
(Foster i wsp., 2012). Wiadomo, ze izoforma ROMKI1 znajdujaca si¢ w btonie komorkowe;j
oddziatuje z biatkami, ktore regulujg ich aktywnosc¢ i wrazliwo$é na ligandy (Yoo i wsp., 2004;
Lu i wsp., 2006; Ruknudin i wsp.; 1998, Zeng i wsp.; 2002, Simon i wsp., 1996). Natomiast
nic nie wiadomo bylo o biatkach oddzialujacych z kanatem mitoKatp. Postawiono zatem
hipoteze, ze mitochondrialne biatko kanalowe ROMK2 réwniez wigze si¢ ze specyficznymi
partnerami biatkowymi, ktore moga wptywac na jego funkcje. W zwigzku z tym gtéwnym
celem prezentowanej rozprawy doktorskiej bylo zidentyfikowanie partnerow biatkowych
wchodzacych w interakcje z biatkiem ROMK?2. Interakcje biatko-biatko charakteryzuja
si¢ réznym powinowactwem. Biatka tworzg stabilne kompleksy biatkowe, badz tez oddziatuja
w sposob przejsciowy (Peng i wsp., 2016). Szczegolny przypadek stanowig biatka blonowe,
w przypadku ktorych formowanie kompleksow biatkowych moze zaleze¢ od interakcji
z okre$lonymi lipidami (Corradi i wsp., 2019; Jodaitis i wsp., 2021).

Jedng z metod pozwalajgca na identyfikacje stabych i przejSciowych interakcji in situ
jest metoda biotynylacji biatek przylegtych — BiolD (Sears i wsp., 2019; Roux i wsp., 2013;
Varnaite i wsp., 2016). Najnowszg iteracja tej metody jest tzw. TurboID (Branon i wsp., 2018).

Prezentowane badania TurbolD przeprowadzane byly na linii komérkowej HEK 293T.
ROMK?2 wystepuje fizjologicznie w kardiomioblastach - linii komérkowej H9¢2 (Foster i wsp.,
2012), jednak nie udato si¢ przeprowadzi¢ nadekspresji biatka ROMK2 na satysfakcjonujgcym
poziomie w tej linii komorkowej. W zwigzku z tym uzyskany proksysom biatka ROMK?2 moze
by¢ tylko czgsciowo fizjologiczny. Nalezy zatem mie¢ na uwadze, ze pewne podjednostki
regulatorowe biatka ROMK2 mogly nie zostaé wykryte w prezentowanych badaniach.
Dla  przyktadu, proponowana  podjednostka  regulatorowa  kanalu = mitoKarp
- biatko SUR  endogennie  nie  wystepuyje =~ w  komorkach ~ HEK293T
(www.proteinatlas.org/ENSG00000069431-ABCC9/cell+line).

Biotynylacji przez ROMK2-TurbolD-3xHA ulegata duza liczba biatek (753). Jednakze,

mozna przypuszczac, ze wiele bialek znajdowato si¢ w poblizu nie z powodu specyficznego
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oddziatywania, a jedynie z powodu zattoczenia molekularnego (ang. molecular crowding)
w czasie podstawowych proceséw komodrkowych jak transkrypcja, czy translacja. W zwigzku
z tym, aby zwigkszy¢ prawdopodobienstwo identyfikacji specyficznych bialek otoczenia
mitochondrialnego zastosowano dodatkowe kontrole - fuzje TurboID do sekwencji kierujace;j
biatka OTC determinujacego lokalizacje TurbolD w macierzy mitochondrialnej oraz biatka
SMAC, ktore determinuje lokalizacje w przestrzeni migdzyblonowej. W przypadku
OTC-TurbolD-3xHA po oczyszczeniu biatek biotynylowanych zidentyfikowano 890 biatek.
Natomiast w przypadku SMAC-TurbolD-3XxHA po oczyszczeniu biatek biotynylowanych
zidentyfikowano 860 bialek. Poza zastosowaniem kontrolnych fuzji TurbolD wykonano seri¢
powtdérzen eksperymentdw, co pozwolito na identyfikacje 1 wyselekcjonowanie biatek
pojawiajacych si¢ najczesciej. Uznano je za potencjalne biatka oddziatujace ROMK?2 i poddano
bardziej szczegdlowej analizie. Do takich biatek zaliczono szereg niemitochondrialnych biatek,
ktére nie byly obecne w probkach pochodzacych z komoérek kontrolnych transfekowanych
wektorem pcDNA3.1/Hygro(+). Wsrdd biatek zidentyfikowanych w proksysomie ROMK2
znalazly si¢ biatka znajdujace si¢ w wielu kompartmentach komoérkowych, a tylko niewielka
cz¢$¢ zidentyfikowanych bialek — 3,7% miata lokalizacj¢ mitochondrialng. Uzyskane wyniki
sg zgodne z analizg zdj¢¢ mikroskopii immunofluorescencyjnej, w ktorej wykazano niewielka
kolokalizacje biatka ROMK?2 z markerami/ biatkami mitochondrialnymi. Najwiekszg grupe
zidentyfikowanych biatek (26,6%) stanowity bialka zlokalizowane w jadrze komorkowym.
ROMK2 jest m.in. syntetyzowany w Siateczce $rodplazmatycznej, ktora zintegrowana
jest z otoczka jadrowa. Otoczka ta ulega dezintegracji, a nast¢pnie odtworzenia w trakcie
podziatow komorkowych. By¢ moze subpopulacja ROMK?2 zlokalizowana jest w otoczce
jadrowej odtwarzajacej si¢ z siateczki srodplazmatycznej (English i wsp., 2013). Weryfikacja
takich oddziatywan bylaby mozliwa dzigki zastosowaniu plazmidoéw kodujacych fuzje TurbolD
z sekwencjami kierujagcymi do poszczegdlnych kompartmentow komodrkowych, tak jak
zrobiono to specyficznie dla mitochondriow.

Wsrod zidentyfikowanych bialek znaleziono jednak takie biatka niemitochondrialne,
z ktorymi oddziatywania kanalu ROMK2 zostaty juz wcze$niej opisane w literaturze, co moze
swiadczy¢ o prawidtowos$ci uzyskanych w tej pracy wynikow.

Jedna z funkcjonalnych grup bialek wykrywanych tylko w proksysomie
ROMKZ2-TurbolD-3xHA, a nie w kontrolach stanowily biatka zaangazowane w endocytoze
zalezng od klatryny: PICALM, NOTCHI1, NUMB, EPN3, CLTC, SCYL2 oraz PIK3C2A.
Zalezna od Kklatryny endocytoza biatkka ROMK2 zostala juz opisana w oocytach
oraz komorkach psiej nerki Madin-Darby'ego (ang. Madin Darby Canine Kidney cells) (Zeng
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I wsp., 2002). Odkryto, ze wraz z biatkiem ROMK koimmunoprecypitowana jest a-adaptyna
(AP-2), cigzki tancuch klatryny (CLTC) (Zeng i wsp., 2002) oraz biatko ARH (Fang i wsp.,
2009). Potwierdzenie, zidentyfikowanie znanej juz wcze$niej interakcji z CLTC przemawia
za specyficzno$cia uzyskanych wynikow 1 wskazuje, zgodnie =z obserwacjami
mikroskopowymi 1 wczesniejszymi badaniami, ze izoforma ROMK2 zlokalizowana
jest nie tylko w mitochondriach (Foster i wsp., 2012), ale jest rowniez transportowana do btony
plazmatycznej (Zeng i wsp., 2002).

O cytoplazmatycznym transporciec ROMK?2 $§wiadczy réwniez fakt, ze wsrod
zidentyfikowanych bialek znalazly si¢ rowniez miozyny: MYO1D, MYH9 oraz miozyna VI
(MYO6). MYO6 bierze udzial we wczesnych etapach endocytozy zaleznej od klatryny
w spolaryzowanych komorkach nabtonka (Buss i wsp., 2001). Dla MYH9 wykryto specyficzng
lokalizacje w grubym ramieniu wstepujacym petli Henlego (Otterpohl i wsp., 2017), ktéra
jest zgodna z lokalizacja kanatu ROMK (Ecelbarger i wsp., 2001). Co ciekawe mutacje MYH9
skutkuja szeregiem schorzen (Ma i wsp., 2014).

Przeprowadzone badania pozwolity rowniez na zidentyfikowanie dziewigciu biatek
z rodziny tubulin: TUBB, TUBA1B, TUBB4B, TUBB4A, TUBA4A, TUBAL3, TUBALA,
TUBB2B oraz TUBAIC. Dotychczas nie bylo doniesien o interakcji biatka ROMK
z tubulinami, jednakze znane s3 interakcje pomiedzy tubulinami, a innymi kanatami
kationowymi, takimi jak: TRPV1 (Goswami i wsp., 2004), EAG (Bracey i wsp., 2008)
oraz TRESK (Enyedi i wsp., 2014). Obecnos¢ tubulin moze $wiadczy¢ o ich udziale
w pecherzykowym transporcie ROMK?2 (Hamm-Alvarez i wsp., 1998)

Ponadto wykryto rowniez cztery biatka SRP (ang. Signal Recording Particles): SRP54,
SRPRA, SRPRB oraz SRP68, ktére s3 zaangazowane w kotranslacyjny transport bialek
do retikulum endoplazmatycznego (Costa i wsp., 2018).

Wyzej opisane grupy biatek lokalizujg si¢ w cytoplazmie 1 uczestnicza w roéznych
etapach zycia bialka blonowego - poczawszy od insercji biatka do blon siateczki
srédplazmatyczne] poprzez transport pecherzykowy az do endocytozy pecherzykow
otoczonych klatryna.

Oprdcz biatek strukturalnych determinujgcych transport 1 lokalizacje w potencjalnym
proksysomie zidentyfikowano rowniez takie, ktore mogg regulowaé¢ posrednio
lub bezposrednio aktywno$¢ ROMK2.

Stwierdzono obecno$¢ dehydrogenazy inozyno-5-monofosforanu 2 (IMPDH2).
IMPDH2 katalizuje zalezne od NAD utlenianie monofosforanu inozyny (IMP)

do 5'-monofosforanu ksantozyny (XMP), ktory jest metabolitem posrednim w produkcji

150



trifosforanu guanozyny (GTP). IMP jest rowniez substratem do syntezy ATP. Mozna zatem
wnioskowac, ze IMPDH reguluje produkcje¢ nie tylko GTP, ale takze ilo$¢ wytwarzanego ATP
(Hedstrom, 2009). Oba te nukleotydy sg niezbednymi prekursorami syntezy DNA i RNA,
a takze sa fundamentalne dla metabolizmu energetycznego (Naffouje i wsp., 2019).
Jak potwierdzono w badaniach opisywanych w niniejszej rozprawie aktywno$¢ kanatu ROMK?2
jest bezposrednio hamowana przez ATP. IMPDH2 moze zatem w sposob posredni wplywac
na aktywnos$¢ biatka ROMK2.

Innym zidentyfikowanym z mniejsza czestotliwo$cig potencjalnym interaktantem
bedacym biatkiem mitochondrialnym jest peroksyredoksyna 1 (PRDXI1). Analiza sieci
powiazan mig¢dzy biatkami w bazie STRING wskazala na zwigzek PRDX1 z apoptotycznymi
biatkami p53. Zbadane srodowisko biatkowe biatka ROMK2 obejmowato rowniez biatko p53,
atakze zalezne od niego biatka, m.in. polimeraze ADP-rybozy (PARP1), ktora rowniez znalazta
si¢ w probkach ROMK2-TurbolD-3xHA, jednak wystepowala ona znacznie rzadziej. Kanat
ROMK2 moze by¢ zatem bezposrednio powigzany ze szlakami sygnalowymi zwigzanymi
z uszkodzeniem DNA, apoptoza lub stresem oksydacyjnym. Biatka p53 i PARP1 mogg by¢
aktywnie transportowane do mitochondriow pod wplywem stresu oksydacyjnego (Noda i wsp.,
2017; Zhao i wsp., 2005; Bai i wsp., 2015), dlatego tez pojawia si¢ pytanie, czy biatko ROMK?2
moze by¢ z nimi funkcjonalnie powigzane.

Co ciekawe, wsrdd bialek sasiadujacych z ROMK?2 znajduje si¢ rowniez kinaza epsilon
diacyloglicerolu (DGKE), ktora przeprowadza reakcje fosforylacji diacyloglicerolu (DAG)
do kwasu fosfatydowego (PA) w btonie siateczki srédplazmatycznej oraz btonie komorkowe;j
(Fazio i wsp., 2020). Zaréwno PA, jak i LPA pelnig wazne role sygnalizacyjne w stanach
zapalnych, czy tez w nowotworach (Bektas i wsp., 2005).

Omoéwione wyzej biatka wskazuja na nowe hipotetyczne mechanizmy regulacji
aktywnos$ci biatkka ROMK2 w blonie komodrkowej. Jednak gtéwnym celem eksperymentow
typu TurbolD byto znalezienie biatek z mitochondrialnego otoczenia ROMK?2, gdyz dowody
na rol¢ tego biatka w mitochondriach sg bardzo ograniczone (Foster i wsp., 2012; Laskowski
I wsp., 2019), a nawet kwestionowane (Papanicolaou i wsp., 2020; Paggio i wsp., 2019).

Analizujac biatka biotynylowane w komorkach transfekowanych pROMK2-TurbolD
zidentyfikowano réwniez te zaangazowane w import biatek mitochondrialnych. Wiadomo,
ze podczas importu biatek do macierzy mitochondrialnej biatka transportowane sa przez
kompleksy translokaz: translokaze btony zewnetrznej (TOM), a nastepnie przez translokazy
btony wewnetrznej (TIM) - kompleks TIM23 i TIM22 (Kang i wsp., 2018). Wigcej biatek
z tych kompleksow identyfikowanych bylo w preparatach pochodzacych z komorek
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transfekowanych pSMAC-TurbolD i pOTC-TurbolD. Wyniki te zgodne sa z lokalizacja
subkomorkowa obserwowang w preparatach mikroskopowych. Sygnat pochodzacy
od SMAC-TurbolD-3xHA i OTC-TurbolD-3xHA obserwowano gtownie jako kolokalizujgcy
si¢ z mitochondriami, podczas gdy tylko marginalny sygnat ROMK2-TurbolD-3xHA pokrywat
si¢  z markerami  mitochondrialnymi. W  przypadku = SMAC-TurbolD-3xHA
I OTC-TurbolD-3xHA zidentyfikowano nastgpujace biatka kompleksu TOM: TOMS, TOM20,
TOM22, TOM40 oraz TOM70. Natomiast dla ROMK2-TurbolD-3xHA znaleziono wylgcznie
TOMA40 - biatko tworzace kanat translokazy (Wang i wsp., 2020). W zadnym przypadku
nie zidentyfikowano dwoch pozostalych biatek kompleksu, tj. biatka TOM6 oraz TOM7
(Wang i wsp., 2020).

Biotynylacja TOM40 wskazuje na translokacjc ROMK2-TurbolD-3xHA do wnetrza
mitochondriéow. Jednakze nie mozna wykluczy¢ znakowania tego biatka od strony
cytoplazmatycznej przez biatko ROMK2-TurbolD-3xHA znajdujace si¢ w blonie siateczki
srodplazmatycznej w poblizu mitochondridow, w tzw. MAMs (ang. mitochondrial associated
membranes), dlatego istotne bylo wykrycie wsrdod biatek biotynylowanych w obecnos$ci
ROMK2-TurbolD-3xHA dwoéch biatek kompleksu translokazy TIM23 z wewngtrznej blony
mitochondrialnej - TIM50 i TIM44. Oba sg biatkami peryferyjnymi zasocjowanymi z TIM23
tworzacym kanat translokazy. TIM50 znajduje si¢ w przestrzeni migdzyblonowej, zas TIM44
znajduje si¢ w macierzy mitochondrialnej (Callegari i wsp., 2020). Biotynylacja tego ostatniego
moze sugerowacé, ze nie tylko ROMK2-TurbolD-3xHA jest wbudowany do wewngtrznej blony
mitochondrialnej, ale C-koniec ROMK2 =znajduje si¢ w macierzy. W przypadku
SMAC-TurbolD-3xHA i OTC-TurbolD-3xHA biatka TIM50 i TIM44 wykrywane
byty czgsciej, a dodatkowo rozpoznano biatka TIM16 1 TIM21, co jest zgodne z przewazajaca
mitochondrialng lokalizacja SMAC-TurbolD-3xHA i OTC-TurbolD-3xHA. Translokaza
TIM23 uczestniczy w imporcie bialek zardwno rozpuszczalnych, jak i transblonowych
posiadajacych dodatnio natadowane sekwencje kierujace, ktore sa nastepnie odcinane
przez proteaz¢ MPP (ang. mitochondrial processing peptidase) (Pfanner i wsp., 2019). Mimo,
ze przeprowadzona analiza informatyczna (BaCelLo, http://gpcr2.biocomp.unibo.it/bacello)
(Pierleoni i wsp., 2006) ROMK2 sugeruje lokalizacje mitochondrialng (nie pokazano),
to obecno$¢ odcinanej sekwencji kierujacej wymaganej do transportu przez translokaze TIM23
nie jest jasna (Rycina 57 i Rycina 58). Obecno$¢ dodatnio natadowanej (+7) sekwencji
kierujacej z motywem rozpoznawanym przez TOM20 zostala przewidziana przez serwis
MitoFates (http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi) (Fukasawa i wsp., 2015), jednakze
PSORT (http://psortl.hgc.jp/) takiej sekwencji nie rozpoznaje. Wczesniej Foster 1 wsp.
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udowodnili, ze sekwencja kierujaca ROMK2 MFKHLRKWVVTRFFGHSRQRARL kieruje
biatko GFP do mitochondriow (Foster i wsp., 2012). Nie jest jednak wiadomo, czy sekwencja

ta jest odcinana przez proteaz¢ MPP.

’/ Wito Fates.

% MitoF ates

A prediction tool for identifying
putative mitochondrial presequences and cleavage sites

Results

Prediction settings
Used model: metazoa

Presequence
Possessing mitochondrial presequence
(Precision:0.83, Recall:0.73)
Possessing mitochondrial presequence
(Precision:0.79, Recall:0.80)
No mitochondrial presequence

Cleavage site Motif
MPP cleavage site TOM20 recognition motif (PxpPP)
Octl cleavage site Max positively charged amphiphilicity (PA) score region (high)
Icp55 cleavage site Max positively charged amphiphilicity (PA) score region (low)

[a @ Reduced letters composing statistically significant 6mer in presequence
@ (hydrophobic), B(basic), ao(polar), y(secondary structure breaker)

Sequence , Probability of . Cleavage site (processing , Net

D *  presequence *  enzyme) *  charge + Sequence (100 amino acids from N terminal)

ROMK2 0728 23[MPP| LELZA R MFKHLRKWYYTRFFGHSRORAREVEKDGRCNIEFGNVEAQSRFIFFVDIW, ..

. TTYLDLKWRYKMTIFITAFLGSWFFFGLLWYAYAYIHKDLPEFHPSANHT

Rycina 57. Sekwencja kierujgca ROMK z motywem rozpoznawanym przez TOM20 w serwisie MitoFates
(http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi)
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<

Prediction of Protein Sorting
Signals and Localization Sites
in Amino Acid Sequences

Input Sequence
QUERY (372 aa)

MFKHLRKWVV TRFFGHSRQR ARLVSKDGRC NIEFGNVEAQ SRFIFFVDIW TTVLDLKWRY KMTIFITAFL GSWFFFGLLW YAVAYIHKDL PEFHPSANHT
PCVENINGLT SAFLFSLETQ VTIGYGFRCV TEQCATAIFL LIFQSILGVI INSFMCGAIL AKISRPKKRA KTITFSKNAV ISKRGGKLCL LIRVANLRKS
LLIGSHIYGK LLKTTVTPEG ETIILDQINI NFVVDAGNEN LFFISPLTIY HVIDHNSPFF HMAAETLLQQ DFELVVFLDG TVESTSATCQ VRTSYVPEEV
LWGYRFAPIV SKTKEGKYRV DFHNFSKTVE VETPHCAMCL YNEKDVRARM KRGYDNPNFI LSEVNETDDT KM

Results of Subprograms

PSG: a new signal peptide prediction method
N-region: length 7; pos.chg 3; neg.chg 0
H-region: length 4; peak value 2.30
PSG score: -2.10

GvH: von Heijne's method for signal seq. recognition
GVH score (threshold: -2.1): -9.86
possible cleavage site: between 19 and 20

>>> Seems to have no N-terminal signal peptide

ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 2
INTEGRAL Likelihood = -2.87 Transmembrane 63 - 79
INTEGRAL Likelihood =-7.96 Transmembrane 135 - 151
PERIPHERAL Likelihood = 2.23 (at 188)
ALOM score: -7.96 (number of TMSs: 2)

MTOP: Prediction of membrane topology (Hartmann et al.)
Center position for calculation: 70
Charge difference: -0.5 C( 0.5) - N( 1.0)
N >= C: N-terminal side will be inside

>>> membrane topology: type 3a

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seq
R content: 5 Hyd Moment(75): 6.66
Hyd Moment(95): 14.38 G content: 1
D/E content: 1 S/T content: 3
Score: 1.04

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseq
R-2 motif at 32 ARL|VS

NUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
patd: RPKK (4) at 165
patd: PKKR (4) at 166
pat7: PKKRAKT (5) at 166
bipartite: RKWVVTRFFGHSRQRAR at 6
content of basic residues: 11.6%
NLS Score: 0.95

KDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals:
KKXX-like motif in the C-terminus: DDTK

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none
SKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: none
VAC: possible vacuolar targeting motif: none
RNA-binding motif: none
Actinin-type actin-binding motif:

type 1: none

type 2: none
NMYR: N-myristoylation pattern : none
Prenylation motif: none
memYQRL: transport motif from cell surface to Golgi: none
Tyrosines in the tail: none
Dileucine motif in the tail: none
checking 63 PROSITE DNA binding motifs: none
checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none
checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs: none
NNCN: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear
discrimination

Prediction: cytoplasmic

Reliability: 94.1

COIL: Lupas's algorithm to detect coiled-coil regions
total: O residues

Results of the k-NN Prediction
k =9/23

39.1 %: endoplasmic reticulum

30.4 %: mitochondrial

17.4 %: plasma membrane

4.3 %: cytoplasmic

4.3 %: extracellular, including cell wall
4.3 %: vesicles of secretory system

>> prediction for QUERY is end (k=23)

Rycina 58. Sekwencja kierujgcej ROMK z motywem rozpoznawanym przez TOM20 w serwisie PSTOR
(http://psortl.hgc.jp/)

Pomimo identyfikacji biatek kompleksu TIM23 nie jest wigc jasne, w jaki sposob biatko
ROMK?2 jest translokowane do wewngtrznej btony mitochondrialnej. Tym bardziej, ze wérdd
biatek specyficznych dla proksysomu ROMK?2 wykryto rowniez mitochondrialng kinazeg
acyloglicerolowa (AGK) (Kang i wsp., 2017) bedaca podjednostka kompleksu TIM22 (Vukotic
I wsp., 2017) zaangazowanego w alternatywna $ciezke importu biatek politopowych (Jackson
I wsp., 2021), a w szczegolnosci tych zawierajacych nieparzystg liczbe helis transblonowych
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(Yamano i wsp., 2005). Potencjalnie ROMK2 moze by¢ transportowane przez kompleks
TIM23 i alternatywnie przez kompleks TIM22 - podobnie jak transportowany jest drozdzowy
transporter fosforanu (YYamano i wsp., 2005).

Kinaza acyloglicerolu (AGK) pierwotnie zostata zidentyfikowana
jako mitochondrialny enzym fosforylujacy monoacyloglicerole do kwaséw lizofosfatydowych
(LPA) i diacylogliceroli (DAG) do kwasow fosfatydowych (PA) (Bektas i wsp., 2005). Mozna
zatem postawi¢ dwie niewykluczajgce si¢ hipotezy. Po pierwsze: substraty lub produkty
enzymatycznej aktywnosci AGK regulujg aktywnos¢ kanatu ROMK?2; po drugie: kompleks
biatkowy TIM22 zawierajacy AGK przeprowadza import ROMK2 do mitochondriéw.

Import ROMK2 do mitochondriéw przez kompleks TIM22 zawierajacy AGK implikuje
ich fizyczne (posrednie lub bezposrednie) oddzialywanie, dlatego tez wykonano eksperymenty
koimmunoprecypitacji (Co-IP) migdzy biatkami AGK-Myc-FLAG oraz ROMK2-V5.
Dodatkowo do analogicznych badan wybrano kilka innych biatek z proksysomu ROMKZ2, ktére
mogly by¢ potencjalnie transportowane do mitochondriow (PARP1, GPATCHS, TP53,
PRDX1). Wybrano takze IMPDH?2 jako enzym posrednio regulujacy stezenie ATP - blokera
aktywnosci kanatlu ROMK2. Okazalo si¢, ze2 ROMK2-V5 bylo koimmunoprecypitowane
przez przeciwcialo anty-FLAG wytacznie w obecnosci AGK-Myc-FLAG sposrod wszystkich
testowanych bialek. Jednakze nie obserwowano wzajemnej koimmunoporecypitacji,
tzn. przeciwciata anty-V5 nie koimmunoprecypitowaly AGK-Myc-FLAG w obecnosci
ROMK?2-V5. Moze to sugerowaé, ze epitop V5 nie jest dostgpny dla przeciwciala anty-V5,
gdy ROMK2-V5 jest w kompleksie z AGK-Myc-FLAG. W celu wykluczenia wplywu
warunkow solubilizacji na otrzymane wyniki wykonano koimmunoprecypitacje biatek
solubilizowanych z bton za pomoca amfipatycznego kopolimeru DIBMA. Tak solubilizowane
blony tworza tzw. natywne nanodyski, w ktorych zamknig¢te sa nanometrowej wielkoS$ci
fragmenty zawierajace bialka otoczone przez natywne lipidy (Voskoboynikova i wsp., 2021,
Angelisova i wsp., 2019). W ten sposob, z wykorzystaniem kopolimeru SMA, wyizolowano
natywne nanodyski zawierajgce drozdzowy kompleks IV oksydazy cytochromu ¢ (Smirnova i
wsp., 2016). W opisanych w rozprawie do§wiadczeniach po solubilizacji za pomoca DIBMA
bton zawierajagcych ROMK2-V5 i AGK-Myc-FLAG okazato sig, ze tak jak w przypadku bton
solubilizowanych w detergencie, ROMK2-V5 bylo koimmunoprecypitowane przez
przeciwcialo anty-FLAG, a nie obserwowano koimmunoporecypitacji AGK-Myc-FLAG
przez przeciwciato anty-VS5. Nalezy mimo wszystko mie¢ jednak na uwadze, ze prezentowane
wyniki przeprowadzane byly w warunkach nadekspresji biatek, co moze prowadzi¢

do niefizjologicznej lokalizacji biatek (Kintaka i wsp., 2016).
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Dzigki przeprowadzonym doswiadczeniom potwierdzono fizyczng interakcj¢ pomiedzy
biatkiem kanalowym ROMK2 oraz AGK, jednakze nadal niewyjasnione pozostalo pytanie:
czy AGK uczestniczy w imporcie ROMK2 do mitochondriéw, czy tez reguluje jego aktywnos$¢
w tym kompartmencie.

Jedna z mozliwosci regulacji aktywnosci ROMK?2 przez AGK jest obecnos$¢ produktow
enzymatycznej aktywnosci AGK tj. LPA i PA. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie postanowiono
zatem sprawdzi¢ poprzez badania elektrofizjologiczne czy LPA oraz PA bezposrednio
modulujg aktywnos¢ ROMK2. Jednakze w mitochondriach niezwykle trudno jest zarejestrowac
aktywno$¢ kanatu ROMK2, co wigcej] ROMK?2 moze tworzy¢ réwniez kompleksy z innymi
biatkami modyfikujagcymi jego aktywnos$¢. Ponadto aktywnosé ta - typu mitoKatp - moze
pochodzi¢ od innych biatek mitochondrialnych (Liu i wsp., 2001; Ardehali i wsp., 2004; Paggio
i wsp., 2019). W celu zbadania witasciwosci biatka ROMK2 w bardziej zdefiniowanym
srodowisku, tj. w sztucznych dwuwarstwach lipidowych (PLB) (Zakharian, 2021)
zdecydowano si¢ na jego heterologiczna produkcje i oczyszczenie. Heterologiczna ekspresja
kanatow ssakow w bakteriach moze by¢ korzystna ze wzgledu na niezwigzane Srodowisko
biatkowe oraz brak ryzyka wspotoczyszczania endogennych biatek, np. podjednostek
pomocniczych kanatéw. Jednakze heterologiczna ekspresja biatek eukariotycznych, zwlaszcza
blonowych transporterow i kanalow jonowych, w E. coli czgsto napotyka na szereg problemow,
takich jak: brak ekspresji, nieefektywna insercja biatek do btony oraz formowanie
nieaktywnych agregatéw (Smith, 2011). Problematyczna moze by¢ rowniez solubilizacja biatek
blonowych oraz utrata specyficznej aktywnosci (Seddon i wsp., 2004; Raynal i wsp., 2014),
dlatego tez aby uzyska¢ funkcjonalne kanaly ROMK w E. coli zastosowano systematyczne
podejscie pozwalajace na zminimalizowanie niepowodzenia projektu. W zwigzku z tym,
aby zwiegkszy¢ ekspresj¢ zoptymalizowano otwarte ramki odczytu ROMK1 (Kudla i wsp.,
2009) (www.genscript.com/codon-optimization-for-increased-protein-expression.html).
W celu zwigkszenia prawdopodobienstwa prawidtowej insercji biatka eukariotycznego do bton
bakteryjnych zastgpiono helisy transbtonowe ROMKI1 przez helisy prokariotycznego kanatu
KirBacl.3 (Nishida i wsp., 2007). Natomiast, aby zwigkszy¢é prawdopodobienstwo
prawidlowego faldowania i insercji ROMKI1 skonstruowano jego N-koncowe fuzje do liderow
OmpF (Su i wsp., 2013; Visudtiphole i wsp., 2005), SUMO (Zuo i wsp., 2005; Zhang i wsp.,
2017) lub MISTIC (Deniaud i wsp., 2011), ktore we wczesniejszych badaniach zwigkszaty
produkcje¢ aktywnych biatek btonowych. W pierwszym etapie skonstruowano jedynie fuzje
wariantu ROMK1, ktory jest dtuzszy o 19 aminokwasowowa sekwencj¢ kodujaca na N-koncu

biatka w poréwnaniu do ROMK?2. Nastepnie wykonano badanie przesiewowe pod katem
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optymalnego wbudowania biatka w blone¢ oraz sprawdzono wydajnos¢ solubilizacji. Jednakze
zaden z przygotowanych konstruktow fuzyjnych zawierajacych OmpF, SUMO Iub MISTIC,
a takze kanal chimeryczny KirBacl.3-ROMK1-6xHis nie pozwalat na znaczne zwigkszenie
wydajnosci produkcji biatka ROMK1 w poréwnaniu z produkcjg konstruktu ROMK1-6xHis.
Dodatkowo MISTIC-ROMK1-6xHis oraz MISTIC-KirBacl.3-ROMK1-6xHis, ktore rowniez
charakteryzowaty si¢ do$¢ dobrag wydajnoscig ekspresji biatka ROMKI1, po ekstrakcji z bton
bakteryjnych za pomocg detergentow znajdowaty sie gtownie we frakcji nierozpuszczalnej.
W zwigzku z tym, w dalszych etapach badan wykorzystywano konstrukty ROMKI
oraz ROMK2 zawierajace jedynie znacznik 6xHis na ich na C-koncu ulatwiajacy oczyszczanie
biatka. Zwykle do izolacji i charakterystyki biatek btonowych stosuje Si¢ detergenty, jednak
rézne detergenty moga by¢ optymalne dla roznych metod eksperymentalnych w zaleznosci
od biatka (Seddon i wsp., 2004). Przetestowano rézne detergenty i solubilizowano biatka
ROMK1-6xHis i ROMK2-6xHis z bton bakteryjnych z ich wykorzystaniem z rdézng
wydajnoscia, jednak do oczyszczania biatek ROMK zdecydowano si¢ wykorzysta¢ DDM,
mimo ze nie byl najskuteczniejszy w solubilizacji biatka kanatlowego ROMK. Jednakze
jest on niedenaturujagcym detergentem, ktory zostat uprzednio z powodzeniem zastosowany
do oczyszczania innych bialek kanatléw potasowych (Voges i wsp., 1998; Tilegenova i wsp.,
2016). W ostatnich latach zastosowanie amfipatycznych kopolimerow SMA oraz DIBMA
do ekstrakcji i oczyszczania biatek stato si¢ popularng alternatywa dla detergentow (Dorr i wsp.,
2016; Esmaili i wsp., 2018; Ravula i wsp., 2019b; Bada Juarez i wsp., 2019). Zastosowanie
tych kopolimeréw pozwala na solubilizacje, oczyszczanie 1 analize funkcjonalng biatka
btonowego bez koniecznosci usuwania srodka solubilizujacego 1 rekonstytucji do lipidow, gdyz
biatka btonowe ekstrahowane sg z bton jako tzw. natywne nanodyski (Dorr i wsp., 2014; Dorr
I wsp., 2016). Pokazano rowniez, na przyktadzie kanatu KcsA, ze natywne nanodyski moga
zosta¢ wykorzystane do bezposredniej rekonstytucji biatka kanalowego do sztucznej
dwuwarstwy lipidowej w celu jego elektrofizjologicznej charakterystyki (Dorr i wsp., 2014).
Ze wzgledu na przewazajace zalety kopolimerow SMA oraz DIBMA nad detergentami
w badaniach funkcjonalnych biatka zdecydowano si¢ rowniez na uzycie polimeréw SMA
oraz DIBMA do ekstrakcji i oczyszczania biatek kanalowych ROMK1-6xHis i ROMK2-6xHis
z bton E. coli. W pierwszym etapie przebadano kopolimer DIBMA oraz trzy kopolimery SMA
o wzrastajgcym tadunku ujemnym (1,2:1, 2,3:1 oraz 3:1). Wyniki uzyskane podczas badan
przesiewowych solubilizacji i oczyszczania biatek ROMK wykazaty, ze najlepsze wlasciwosci
solubilizujace wykazuje kopolimer SMA 2,3:1. Kopolimer DIBMA rowniez ekstrahowat biatka

kanatowe, jednak wydajno$¢ oczyszczania bylta nizsza niz w przypadku SMA 2,3:1. Natomiast
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kopolimery SMA 3:1 i SMA 1,2:1 nie ekstrahowaly biatka ROMK z bton bakteryjnych.
Uzyskane wyniki sg zgodne z poprzednimi doniesieniami, ktore wykazaty, ze kopolimer SMA
2,3:1 jest najbardziej efektywny w solubilizacji kilku bialek btonowych produkowanych
w komorkach E. coli (Dorr i wsp., 2014; Scheidelaar i wsp., 2016; Grethen i wsp., 2017).
Zaobserwowano odmienne zachowania SMA 2,3:1 i SMA 3:1 w czasie symulacji (dynamika
molekularna) (Orekhov i wsp., 2019). W opisanych eksperymentach zaréwno ekstrakcja biatek
ROMK za pomocag DDM, jak i kopolimeréw byta czynnikiem ograniczajacym wydajnos¢
otrzymywania biatka ROMK. Ponadto w obu przypadkach znaczna cze$¢ wyekstrahowanych
biatek nie byla zatrzymywana na ztozu chromatograficznym. Jak juz poprzednie badania
wykazaly powinowactwo migdzy biatkiem ze znacznikiem 6xHis znajdujacym
si¢ w natywnych nanodyskach, a ztozem Ni?*-NTA moze by¢ niskie (Dorr i wsp., 2016).
Dodatkowym czynnikiem obnizajagcym wydajno$¢ solubilizacji 1 wigzania do zloza moze
by¢ agregacja biatka. Wykazano, ze bialka kanalowe ROMK, podobnie jak inne kanaly
potasowe, tworzg tetrametry (Koster i wsp., 1998), jednak biatka eluowane ze ztoza niklowego
wykazuja wyzsze form oligomeryczne. Takie klastry obserwowano juz wczesniej w przypadku
innych biatek tworzacych kanaty potasowe (Krishnan i wsp., 2005; Pagliuca i wsp., 2007).
Tworzenie klastrow bakteryjnego kanatu potasowego KcsA zalezne byto od obecno$ci ujemnie
natadowanych lipidow (Renart i wsp., 2020). W przypadku KcsA klastry byty labilne i ulegaty
dysocjacji w obecnosci detergentow (Giudici i wsp., 2013). W przypadku ROMK agregaty
czy tez klastry byly stabilne w warunkach elektroforezy w warunkach denaturujacych
w obecnosci SDS. Agregaty dysocjowaly na dimery w czasie przedtuzonej inkubacji w 37°C,
a uzycie nawet silnych zwigzkow denaturujacych, jak na przyktad mocznik pozwolito jedynie
na dysocjacje biatka ROMK2 do dimeréw i niewielkich ilosci monomeréw. Tworzenie
agregatow moze by¢ spowodowane nienatywnymi interakcjami migdzy biatkami (Drew i wsp.,
2003), ktore moga wystapi¢ na skutek oddziatywan hydrofobowych i wigzan wodorowych
utworzonych migdzy odstonigtymi hydrofobowymi regionami biatka (Mogk i wsp., 2018).
Zaobserwowano pewne roznice w oczyszczaniu pomi¢dzy biatkami ROMKI1 oraz ROMK2.
Bialko ROMKI1 byto solubilizowane w wigkszym stopniu niz biatko ROMK2, co moze
wynika¢ z obecnosci w biatku ROMK1 hydrofilowego, dtuzszego o 19 aminokwasoéw N-konca,
ktory moze zapobiega¢ hydrofobowym oddziatywaniom migdzyczasteczkowym.

W 2014 roku Dorra i wsp. (Dorr i wsp., 2014) pokazali, ze mozliwe jest uzycie
natywnych nanodyskow utworzonych z pomoca kopolimerow SMA do bezposredniej
inkorporacji biatek kanatowych do sztucznych dwuwarstw lipidowych w celu rejestracji

ich aktywnos$ci. Jednakze kopolimery amfipatyczne SMA lub DIBMA majg wtasciwosci
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membranolityczne. W obecnosci SMA obserwowano na przyktad wyciek barwnikow
fluorescencyjnych z liposomow (Orwick Rydmark i wsp., 2019), dlatego tez w tych badaniach
w pierwszym kroku sprawdzono wptyw kopolimerow na stabilnos$¢ elektryczng dwuwarstwy
lipidowej. Wykazano, ze kopolimery SMA 2,3:1 oraz DIBMA destabilizujg wiasnosci
elektryczne dwuwarstwy lipidowej najprawdopodobniej na skutek inkorporacji do nigj
polimerow (Xue i wsp., 2018). Jednak po dodaniu nanodyskow zawierajacych biatko ROMK
te charakterystyczne prady byly rzadko widoczne 1 tatwe do odroznienia od aktywnosci
kanatowej. Gléwnie rejestrowane byty wowczas aktywnosci specyficzne dla kanatu ROMK2.

Przewodnictwo jednostkowe biatka ROMK?2 oczyszczanego z wykorzystaniem
detergentu i rekonstytuowanego do proteoliposoméw, a takze rekonstytuowanego
do polimerowych nanodyskéw byto podobne i wynosilo okoto 10 pS. Aktywno$¢ bialtka
ROMK rejestrowanego z btony komoérkowej oocytow Xenopus laevis oraz komoérek ssaczych
obserwowano jako kanat o przewodnictwie okoto 35 pS (Welling i wsp., 2009; Nichols i wsp.,
1994; Palmer i wsp., 1997; Ho i wsp., 1993). Natomiast przewodnictwo jednostkowe
przypisywane aktywno$ci szczurzego ROMK2 nadprodukowanego w komorkach HO9c2
wynosita az okoto 94 pS. Obserwowane ro6znice w przewodnictwie jednostkowym kanatow
moga wynika¢ z obecnos$ci lub braku bialek akcesorycznych, modyfikacji potranslacyjnych
lub z r6znic w sktadzie lipidowym. Wczesniejsze badania wykazaty, ze w przypadku kanatéw
Kir aktywno$¢ zalezy w sposob specyficzny od PIP2 (Liou i wsp., 1999; Huang i wsp., 1998)
oraz w niespecyficzny od anionowych fosfolipidow (Heginbotham i wsp., 1998; Cheng i wsp.,
2011; Lee i wsp., 2013). Badania przeprowadzone w 2011 roku wykazaly, ze zwigkszenie
stezenia anionowych fosfolipidow w dwuwarstwie lipidowej skutkuje zwigkszeniem
przewodnictwa jednostkowego kanalu Kir2.1, ale takze ma wptyw na prawdopodobienstwo
otwarcia kanatu (Cheng i wsp., 2011).

Uzyskane zaleznosci pradowo-napieciowo sugeruja rdéznice w wartosci potencjatu
odwrocenia pomiedzy kanatami uzyskanymi przez dwie badane metody rekonstytucji biatka.
W przypadku proteoliposoméw wynosit on 40 mV + 12 mV, a w przypadku polimerowych
nanodyskow 16 mV + 5,3 mV. Nalezy jednak zwrdci¢ w tym miejscu uwage, ze czgstotliwosé
inkorporacji  biatka kanatlowego z preparatow detergentowych/proteoliposomowych
w porownaniu z nanodyskami byta znacznie nizsza (11% vs. 33%). W rezultacie liczba
powtorzen 1 danych statystycznych uzyskanych dla detergentu/proteoliposoméw moze
by¢ niewystarczajaca do dokladnego oszacowania potencjalnej wartosci potencjatu odwrocenia
dla biatka kanatowego inkorporowanego z tego preparatu. Polimerowe nanodyski

byly wydajniejsze niz detergenty/proteoliposomy do funkcjonalnej rekonstytucji biatka
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ROMK?2 do sztucznych blon lipidowych, dlatego w dalszych etapach wykorzystywano
rekonstytucje biatka do dwuwarstwy lipidowej za pomoca polimerowych nanodyskow.

W celu potwierdzenia tozsamosci molekularnej obserwowanej aktywnosci zastosowano
znane modulatory biatka ROMK. Jony Mg?* zmniejszaly warto§¢ przewodnictwa
jednostkowego ROMK2. Obserwowany wptyw jondw magnezu na aktywno$¢ kanatu ROMK?2
byt zgody z tym co pokazano wczesniej (Yang i wsp., 2010b). Uwaza sig¢, ze nieprzewodzone
jony Mg?* zajmuja z niskim powinowactwem miejsce wigzania znajdujace si¢ w porze kanatu
konkurujgc z przeptywem jonow potasu przez kanat, co obserwowane jest jako zmniejszenie
jego amplitudy (Lu, 2004).

Obecnie najbardziej specyficznym inhibitorem aktywnosci ROMK jest VU591 (Bhave
i wsp., 2011; Swale i wsp., 2015). Hamowanie obserwowanych aktywnosci jednokanatowych
przez ten zwigzek z wysokim prawdopodobienstwem moze $wiadczy¢, ze pochodza
one od rekonstytuowanego biatka ROMK2-6xHis. W zwiazku z tym nastepnie badano wptyw
znanych modulatoréw mitoKate w celu potwierdzenia hipotezy o tozsamosci aktywnosci
ROMK?2 z wcze$niej rejestrowanymi aktywnos$ciami identyfikowanymi jako mitoKatp.

Innym znanym inhibitorem kanatu ROMK jest ATP (McNicholas i wsp., 1996;
Laskowski i wsp., 2019). Regulacja aktywnoS$ci plazmatycznego kanatu ROMK przez ATP
jest skomplikowana w komorce i bierze w niej udziat CFTR (Lu i wsp., 2006) oraz kinaza PKA
zalezna od cAMP, ktora fosforyluje kanat ROMK?2, a takze PIP2 (Liou i wsp., 1999).
Jednakze praca McNicholas (McNicholas i wsp., 1996), w ktorej badano wpltyw mutacji
w przewidywanym motywie Walkera (motyw wi¢zacy ATP) na hamowanie przez ATP,
wskazuje na bezposrednie oddziatywanie tego nukleotydu =z kanalem. Zgodnie
z tym w prezentowanych tu doswiadczeniach aktywnos¢ ROMK2-6xHis hamowana
byta przez ATP, co potwierdza bezposrednie jego dzialanie.

Diazoksyd jest powszechnie stosowanym lekiem przeciwcukrzycowym (Doyle i wsp.
2003), a takze stosowany jest rowniez w leczeniu nadci$nienia (van Hamersvelt i wsp., 1996).
Znane sg rowniez wilasnosci kardioprotekcyjne diazoksydu (Garlid i wsp., 1997), ktore
przypisywane sa jego wlasnosci bycia specyficznym aktywatorem kanalow mitoKartp
zawierajacych podjednostke regulatorowa SUR (Bezerra Palacio i wsp., 2021). Jednakze
diazoksyd moze mie¢ wiele celow molekularnych (Coetzee, 2013), a w mitochondriach oprocz
mitoKatp moze by¢ to syntaza ATP (Contessi i wsp., 2004). Wczesniej zaobserwowano
aktywujacy wplyw diazoksydu na kanal ROMK2 rejestrowany metoda patch-clamp
z mitoplastow izolowanych z komoérek H9¢2 (Laskowski i wsp., 2019). Jednakze tamte wyniki

nie odpowiadaly na pytanie czy wptyw diazoksydu byt bezposredni, czy tez zwigzany
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z endogennym biatkiem regulatorowym, np. SUR. Prezentowane w niniejszej rozprawie
badania wykazaly, ze diazoksyd zwigksza prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu ROMK?2-6xHis
bez udzialu podjednostek regulatorowych.

Ponadto wykazano, ze diazoksyd i ATP najprawdopodobniej reguluja kanat ROMK?2
z tej samej strony. Wiadomo, ze miejsce wigzania ATP znajduje si¢ w macierzy
mitochondrialnej (Laskowski i wsp., 2019), co sugeruje, ze jego efekt zwigzany jest z dyfuzja
do wnetrza mitochondriow. Obliczony wspotczynnik podziatu oktanol/woda (logP)
dla diazoksydu wynosi 1,2 (XLogP3 3.0), co sugeruje duzg przenikalnosci tego zwigzku przez
btony lipidowe. Co cickawe, zaobserwowano rowniez wplyw diazoksydu na aktywno$¢ kanatu
podawanego od strony przeciwnej niz strona, po ktorej dziatat ATP. Wéweczas jednak znaczacy
efekt diazoksydu byl widoczny dopiero przy znacznie wyzszych st¢zeniach diazoksydu
1 w dodatku po uptywie dluzszego czasu. Hipotetycznie moze by¢ to spowodowane
przenikaniem diazoksydu na druga strone btony lipidowej. Badania te wymagalyby wykonania
wigkszej liczby powtorzen i zaplanowania dodatkowych eksperymentow, ktore pozwolityby
na dokfadne okreslenie miejsca wigzania diazoksydu, jednakze w niniejszej rozprawie
nie podjeto dalszej analizy tego zagadnienia.

Obserwowana aktywno$¢ hamowana byta rowniez przez 5-HD - znany inhibitor kanatu
mitoKatp (Szabo i wsp., 2014; Jabirek i wsp., 1998; Sato i wsp., 2004), co potwierdzito
wczesniejsze obserwacje wplywu 5-HD na aktywnos¢ ROMK?2 rejestrowang metoda
patch-clamp z mitoplastow izolowanych z komorek H9¢2 (Laskowski i wsp., 2019).

Farmakologiczne profilowanie kanalu mitoKatp obejmuje zwykle badanie wptywu
inhibitora kanalow Katp - glibenklamidu. Przyjete jest, ze glibenklamid w niskich st¢zeniach
(nM) blokuje kanaty Katp z blony plazmatycznej ztozone z Kir6.2 i SURI/SUR2B poprzez
wigzanie si¢ do podjednostki SUR2B (Hambrock i wsp., 2002a). Wyzsze st¢zenia
glibenklamidu (uM) hamuja aktywnos¢ ROMK. Jednakze do tej pory nie bylo wiadomo,
czy dziatanie tego zwigzku wymaga obecnos$ci podjednostki typu SUR. Lu 1 wsp. sugeruja,
ze dzialanie glibenkalmidu jest zalezne od obecnosci biatka CFTR (Lu i wsp., 2006), natomiast
Konstans i wsp. uwazaja, ze podjednostki typu SUR nie sg niezbedne (Konstas i wsp., 2002).
Wyniki prezentowane w tej rozprawie wydaja si¢ potwierdzac ta ostatnig hipotez¢. Ponadto
zaobserwowano, ze efekt hamowania aktywno$ci przez glibenklamid byt odwracalny
przez znany aktywator - diazoksyd.

Scharakteryzowanie biatka ROMK?2 za pomoca dobrze znanych jego modulatorow
pozwolilo w dalszych badaniach na sprawdzenie funkcjonalnej zalezno§¢ pomiedzy biatkiem

ROMK2 oraz AGK. Wiadomo, ze kinaza acyloglicerolowa (AGK) fosforyluje
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monoacyloglicerol i diacyloglicerol, tworzac odpowiednio kwas lizofosfatydowy (LPA) i kwas
fosfatydowy (PA) (Bektas i wsp., 2005). Kwas lizofosfatydowy (LPA) jest bioaktywnym
fosfolipidem znanym jako czynnik regulacyjny funkcji innych kanatow jonowych, takich jak:
Kir2.1 (Muessel i wsp., 2013), IKCa (Schilling i wsp., 2004) oraz BKca (Choi i wsp., 2013).
Odkryto, ze aktywno$¢ kanatu ROMK2 wzrasta po dodaniu LPA. Wzrost obserwowanego
pradu kanalowego byl ewidentnie spowodowany znacznym wzrostem liczby aktywnych
kanatéw. Natomiast kwas fosfatydowy (PA) powodowal wzrost aktywnosci kanatu tuz po jego
dodaniu, jednak po dtuzszej chwili obserwowano blokowanie kanatu. Wczesniej w literaturze
wykazano, ze PA aktywuje natywny kanatl Katp, jednakze zjawisko to obserwowane
byto rowniez tuz po dodaniu PA (Fan i wsp., 2003). Wiadomo, ze anionowe fosfolipidy
modulujg aktywno$¢ kanatow poprzez bezposrednie oddziatywanie (Fan i wsp., 1997;
Huang i wsp., 1998; MacGregor i wsp., 2002). Wczesniejsze badania wykazaty, ze kanaty
Kir2.1 oraz Kir2.2 sg aktywowane nie tylko przez PIP2, ale rowniez przez inne anionowe lipidy
takie jak PG, czy PA (Cheng i wsp., 2011). Metodami dokowania in silico zaproponowano dwa
miejsca wigzania lipidow w kanatach Kir2.1. Pierwsze miejsce odpowiada miejscu wigzania
PIP2. Drugie natomiast sgsiaduje z miejscem wigzania PIP2 i jest tworzone przez dwie reszty
lizyny z sasiednich podjednostek. Obserwowano, ze mutacja tych lizyn powoduje znaczne
zmniejszenie aktywnos$ci kanalu zarowno w komorkach, jak 1 po rekonstytucji w liposomach.
Ponadto zauwazono, ze oddzialywanie anionowych fosfolipidow z odrebnym miejscem
wigzania skutkuje zmiang konformacyjng kanatu, ktdéra stabilizuje miejsce o wysokim
powinowactwie wobec PIP. (Lee i wsp., 2013). Badania przeprowadzone na kanale TRPV1
wykazaty, ze LPA oddziatuje z miejscem na wewnatrzkomorkowym C-koncu TRPV1, ktore
czg$ciowo zachodzi na miejsce wigzania PIP2, a takze jest regulowane allosterycznie przez PIP2
(Tigyi, 2012; Nieto-Posadas i wsp., 2012). LPA aktywuje rowniez kanaty potasowe KoP, ktore
sg regulowane m.in. przez ATP (Chemin i wsp., 2005), a takze bezpo$rednio poprzez wigzanie
w znanym miejscu wigzania PIP> LPA reguluje kanal potasowy typu M tworzony
przez heterotetrameryczne zespoty podjednostek Kv7.2 i Ky7.3 (Telezhkin i wsp., 2012).
Co ciekawe, wsrdd kanatéw regulowanych przez PA duza czgs$¢ wigze rowniez PIP,, a wigzanie
to zazwyczaj ma dziatanie antagonizujace. Na przyktad PIP, hamuje TREK1, podczas
gdy PA go aktywuje (Cabanos i wsp., 2017), a w przypadku kanalow Kir2.x PA hamuje
ich aktywnos¢, podczas gdy PIP2 jg aktywuje (Hansen i wsp., 2011). Robinson i wsp. (Robinson
I wsp., 2019) zaproponowali, ze w przypadku kanalow obserwowane antagonizujace
zachowanie moze by¢ zwigzane z lokalng konkurencje PA z PIP2. Rowniez w przypadku

ROMK?2 obserwujemy te zaleznos¢, gdyz uwaza si¢, ze ROMK2 jest aktywowany przez PIP,
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a z przeprowadzonych badan wynika, iz jest hamowany przez PA. Mozna zatem spekulowac,
ze w przypadku biatkka ROMK2 mozliwe jest réwniez istnienie mechanizmu
wspotzawodnictwa pomigdzy PIP2, a LPA, jak i PA o interakcje¢ ze znanym miejscem wigzania
PIP2. W wyniku zaj¢cia przez LPA lub PA tego miejsca dochodzi do regulacji aktywnos$¢
kanatu ROMKZ2.

Ponadto nalezy mie¢ rowniez na uwadze, ze za wigzanie anionowych lipidow LPA
oraz PA moze by¢ takze odpowiedzialny dodatnio naladowany N-koncowy fragment biatka
ROMKZ2, ktory réwniez moze oddziatywac¢ z ujemnie natadowanymi grupami lipidow.

Interakcje AGK w mitochondriach i z DGKE w blonie komérkowej z ROMK2 moga
skutkowac regulacja aktywnosci tego kanatu przez lokalng syntez¢ PA, czy LPA. Analogiczny
model zostal zaproponowany ostatnio dla kanatu TREK-1 oddziatujacego z fosfolipaza D2
(PLD2), ktorej produktem aktywnosci jest PA (Robinson i wsp. 2019).

Ponadto wiadomo, ze kinaza AGK do syntezy LPA i PA zuzywa ATP. Hipotetycznie
wigc mozna sadzi¢, ze regulacia ROMK?2 moze by¢ wynikiem nie tylko wzrostu stezenia
LPA lub PA, ale tez lokalnego spadku stezenia ATP.

Podsumowujac, wiasciwosci biofizyczne 1 profil farmakologiczny kanatu ROMK2
produkowanego w bakteriach sa zblizone do wlasciwosci biofizycznych i profilu
farmakologicznego kanatow ROMK?2 i mitoKatp opisanych wczesniej dla komorek ssaczych.
Wszystkie przedstawione wyniki wspieraja hipoteze moéwigca, ze biatko ROMK2
jest potencjalnym sktadnikiem kanatu mitoKarp (Foster i wsp., 2012), jednakze nalezy
pamigtac, ze rowniez inne biatko (CCDCS51) moze tworzy¢ ten typ kanalu w mitochondriach

(Paggio i wsp., 2019).
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8. PODSUMOWANIE

W niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki badan nad interakcjami biatko-biatko
oraz biatko-drobnoczasteczkowy modulator dla kanatu ROMK2.

W pierwszym etapie badan przy uzyciu metody biotynylacji biatek sgsiadujgcych
zidentyfikowano biatka wchodzace w sktad najblizszego otoczenia ROMK2. Wsrod nich
znalazly si¢ m.in. biatka cytoplazmatyczne biorace udzial w wielu procesach komérkowych
(. egzocytoza, transport pecherzykowy, synteza nukleotydow czy tez metabolizm lipidow).
Wsrod biatek biotynylowanych zidentyfikowano rowniez biatka kompleksoéw translokaz
z zewngtrznej i wewngtrznej btony mitochondrialnej - w tym kinaze acyloglicerolowa (AGK),
ktdéra oprocz importu politopowych biatek do wewngtrznej blony mitochondrialnej uczestniczy
w syntezie lipidow: kwasu lizofosfatydowego (LPA) oraz kwasu fosfatydowego (PA).

Po raz pierwszy, dzigki zastosowaniu metody koimmunoprecypitacji, wykazano
obecnos¢ kompleksu zawierajacego biatka ROMK?2 oraz AGK.

Zastosowanie heterologicznej ekspresji ROMK2 w celu zbadania funkcjonalnych
relacji pomigdzy biatkiem ROMK2, a AGK pozwolito na dodatkowe obserwacje. Wykazano,
ze polimerowe nanodyski sa wydajnag metoda oczyszczania i rekonstytucji biatka ROMK2
produkowanego w bakterii Escherichia coli. Ponadto nanodyski polimerowe okazaty
si¢ wydajniejsze niz detergenty/liposomy do funkcjonalnej rekonstytucji biatka do planarnych
dwuwarstw lipidowych (PLB), co z sukcesem wykorzystano do scharakteryzowania
farmakologii kanalu ROMK2.

Wykazano, ze aktywnos$¢ biatka ROMK?2 jest regulowana przez znane modulatory
kanatu mitoKare, tj. ATP/Mg?*, glibenklamid, 5-HD czy tez diazoksyd. Wyniki
te potwierdzaja hipoteze, ze biatko ROMK2 moze by¢ podstawowa jednostka budujaca
mitoKatp. Dodatkowo badania te wykazaty, ze wplyw modulatoréw jest bezposredni,
a nie zwigzany z obecnos$cig biatek akcesoryjnych.

Poprzez zbadanie wplywu produktow aktywnos$ci enzymatycznej AGK, tj. kwasu
lizofosfatydowego (LPA) i kwasu fosfatydowego (PA), wykazano ponadto funkcjonalng
zalezno$¢ zidentyfikowanej interakcji pomigdzy biatkiem ROMK2 i AGK.
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