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Abstract

Huntington's disease (HD) is a neurodegenerative disease characterized by
progressive neuron dysfunction and their loss within the central nervous system.
Neuronal degeneration initially includes the striatum and especially the medium-sized
GABAergic neurons, while progression of the disease spreads the degeneration to the
deeper layers of the cerebral cortex. This process mainly concerns areas of the brain
involved in the coordination of cognitive processes and control of movement and
emotions. Disturbing the functioning of these brain centers causes symptoms like
uncontrollable movements (chorea), hand and leg tremors, decreased muscle tone,
stupor, progressive memory disorders, personality changes and depression. The
course of the disease is slow and progressive and the expectancy of patient’s life after
the onset of symptoms is between 15 and 20 years. Although the molecular basis of
HD was discovered in 1993, there are still no effective therapeutic strategies to stop its
development. Therefore, there is no doubt that understanding of the molecular basis of
HD is crucial for the development of new, effective therapies allowing to counteract
changes occurring in the course of HD in the central nervous system.

HD is classified as a glutamine expansion disease because it is caused by an
increase in the number of CAG codons in the first exon of the HTT gene, which
encodes the huntingtin protein (Htt). This results in a mutated version of the protein
(mHtt) with an extended sequence of glutamine residues at the amino terminus. The
mechanism of mHtt toxicity has not yet been clarified. What is more, so far it has not
been determined if it results from the elimination of the Htt effect or it is the result of the
appearance of a new mHtt function. However, there is no doubt that mitochondrial
dysfunction, which occurs early in the development of HD and precedes other changes,
plays an important role in HD pathomechanism.

The formation and proper functioning of mitochondria largely depend on the
correct import of mitochondrial proteins, as well as the exchange of metabolites
between mitochondria and cytoplasm. The crucial role in the metabolite exchange is
played by the voltage-dependent anion-channel (VDAC). This seemingly simple
function of VDAC protein leads to its fundamental importance for functioning of
mitochondria. Consequently, this channel is called dynamic regulator, or even
governor, of mitochondrial functions.

The aim of this study was to check whether VDAC protein is important for Hit
and/or mHtt effects on cells, which in turn would indicate VDAC participation in the
pathogenesis of HD. The contribution of VDAC isoforms to the observed effects of Hit
and mHtt expression was also evaluated. Two models of this disease were used in the

study. The first one is based on available rat PC12 cells, while the second one was
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constructed for this study, and is based on the yeast Saccharomyces cerevisiae cells.
Both of these models allow for controlled expression of Htt and mHtt, while the second
one also allows for determination of the effect of Htt/mHtt expression in the presence or
absence of human VDAC isoforms. These models were used to investigate the effect
of Htt and mHtt expression on cell survival, bioenergetic functions as well as channel
properties of VDAC proteins.

The obtained results indicate that the presence of VDAC protein is important for
the analyzed effects of Htt and mHtt expression. Moreover, the isoform of VDAC
protein also matters. For example, the expression of mHtt in PC12 cells (in which
VDAC1 isoform is quantitatively dominant), as well as in the yeast HD model cells
expressing human VDAC1 (hVDAC1) results in decreased survival of these cells. In
the case of the yeast cells this effect requires the presence of temperature stress
(370C), which may affect the level of mHtt aggregation. Interestingly, this temperature
corresponds to the temperature of PC12 cell culture and the human body. Moreover,
data obtained for hVDAC1 expressing cells of the yeast HD model appear to confirm
the key importance of this VDAC isoform for mHtt effect on mitochondrial function. This
is in line with results obtained for VDAC preparations isolated from PC12 cells as it was
observed that mHtt expression may lead to changes in VDAC1 channel activity,
consisting in altered conductivity and reduced potential dependence.

Summing up, the obtained results suggest an important role of VDAC1 isoform
in HD pathomechanism. A comparison of results obtained for the yeast HD model and
PC12 cell HD model suggests that mammalian VDAC1 isoform is involved directly or
indirectly in mHtt cytotoxic effect. Moreover, the constructed yeast HD model may be

used for further research on the pathomechanism of this disease.
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Streszczenie

Choroba Huntingtona (HD) to choroba neurodegeneracyjna charakteryzujgca sie
narastajgcg w czasie dysfunkcjg neurondw i ich utratg w obrebie centralnego uktadu
nerwowego. Degeneracja neurondw poczgtkowo obejmuje prgzkowie, a szczegdlnie
Sredniej wielkosci neurony GABAergiczne, aby z postepem choroby rozszerzy¢ sie na
gtebsze warstwy kory mézgowej. Proces ten dotyczy przede wszystkim obszaréw
mozgu uczestniczgcych w koordynacji procesdw poznawczych oraz kontrolujgcych
poruszanie sie iemocje. Zakitdcenie funkcjonowania tych osrodkow mdzgowych
wywotuje objawy chorobowe, ktére obejmujg: niekontrolowane ruchy (plasawice),
pojawienie sie drzenia rgk i nég, zmniejszenie napiecia miesni, otepienie, postepujgce
zaburzenia pamieci, zmiany osobowosci, a takze depresje. Przebieg choroby jest
powolny i postepujacy, a dtugosc zycia pacjentow po wystgpieniu pierwszych objawdw
wacha sie od 15 do 20 lat. Mimo, iz podtoze molekularne HD odkryto juz w 1993 roku,
nadal nie istniejg skuteczne strategie terapeutyczne, pozwalajgce na zatrzymanie jej
rozwoju. Nie ulega zatem watpliwosci, ze zrozumienie molekularnych podstaw HD jest
kluczowe dla stworzenia nowych, skutecznych terapii, pozwalajgcych na
przeciwdziatanie zmianom zachodzacym w przebiegu HD w o$rodkowym uktadzie
nerwowym.

HD zaliczana jest do choréb ekspansji glutaminowych, gdyz jej przyczyng jest
zwiekszenie liczby kodonéw CAG w pierwszym egzonie genu HTT, ktéry koduje biatko
huntingtyne (Htt). Powstaje w ten sposdéb zmutowana wersja biatka (mHItt),
z wydtuzonym ciggiem reszt glutaminy w obszarze korica aminowego. Mechanizm
toksycznego dziatania mHtt nie zostat dotychczas wyjasniony. Co wiecej, do tej pory
nie udato sie ustali¢, czy dziatanie to wynika z wyeliminowania efektu Htt, czy tez jest
skutkiem pojawienia sie nowej funkcji mHtt. Nie ulega jednak watpliwosci, ze istotng
role w patomechanizmie HD odgrywa dysfunkcja mitochondriow, ktéra pojawia sie
wczesnie w rozwoju HD i poprzedza w czasie inne zmiany.

Powstanie i wtasciwe funkcjonowanie mitochondriow w duzej mierze zalezg od
prawidtowego importu biatek mitochondrialnych, a takze wymiany metabolitow
z cytoplazmg. Podstawowg role w wymianie metabolitow miedzy mitochondriami
i cytoplazmg odgrywa zalezny od potencjatu kanat o selektywnos$ci anionowej (kanat
VDAC). Ta pozornie prosta funkcja biatka VDAC przektada sie jednak na jego
fundamentalne znaczenie dla funkcjonowania mitochondriéw. Dlatego tez kanat ten
nazywany jest regulatorem, a nawet zarzgdcg, funkcji mitochondriow.

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie czy biatko VDAC jest istotne dla
dziatania, Htt i/lub mHtt w komérkach, co w konsekwencji wskazywatoby na jego udziat

w patogenezie HD. Postanowiono takze sprawdzi¢ znaczenie obecnosci izoform bialka
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VDAC dla obserwowanych efektow ekspresji Htt i mHtt. W badaniach stosowano dwa
modele tej choroby. Pierwszy z nich oparty jest na dostepnych szczurzych komérkach
PC12, podczas gdy drugi zostat skonstruowany na potrzeby niniejszej pracy i oparty
jest na drozdzach Saccharomyces cerevisiae. Oba te modele umozliwiajg
kontrolowang ekspresje Htt i mHtt, przy czym drugi z nich umozliwia takze badanie
wptywu tej ekspresji w obecnosci bgdz przy braku danej izoformy ludzkiego biatka
VDAC. Modele te wykorzystano dla zbadania wptywu ekspresji Htt i mHtt na
przezywalnos¢ komorek, funkcje bioenergetyczne mitochondriéw, a takze wiasciwosci
kanatowe biatek VDAC.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze obecnos¢ biatka VDAC ma znaczenie dla
analizowanych efektéw ekspresji Htt i mHtt. Co wiecej, znaczenie ma takze izoforma
badanego bialka VDAC. Stwierdzono na przyktad, ze ekspresja mHtt w komdérkach
PC12, w ktérych dominuje ilosciowo izoforma VDAC1, jak i w komérkach modelu
drozdzowego z ekspresjg VDAC1 cziowieka skutkuje zmniejszeniem przezywalnosci
tych komoérek, przy czym w przypadku komoérek drozdzy efekt ten wymaga obecnosci
stresu temperaturowego. Co ciekawe, O&ow stres temperaturowy odpowiada
temperaturze organizmu cztowieka (tj. 37°C), co moze mie¢ wptyw na poziom agregacji
mHtt. Otrzymane wyniki uzyskane dla komoérek modelu drozdzowego z ekspresjg
hVDAC1 wydajg sie potwierdza¢ kluczowe znaczenie tej izoformy VDAC dla efektu
mHtt na funkcjonowanie mitochondriéw. Pozostaje to w zwigzku z wynikami
uzyskanymi dla preparatéw VDAC izolowanych z komérek PC12, w przypadku ktérych
wykazano, ze ekspresja mHtt moze prowadzi¢ do zmian aktywnosci kanatowej
ssaczego biatka VDACL1, polegajgcych na zmienionym rozktadzie przewodnictwa
i zmniejszonej zaleznosci od potencjatu.

Podsumowujgc, otrzymane wyniki sugerujg istotng role izoformy VDAC1
w patomechanizmie HD. Poréwnanie wynikow otrzymanych dla modelu drozdzowego
i modelu opartego na komérkach PC12 pozwala zatozy¢, iz ssacza izoforma VDAC1
jest miejscem bezposredniego lub posredniego oddziatywania mHtt i warunkiem
pojawienia sie cytotoksycznego efektu tego biatka. Co wiecej, skonstruowany
drozdzowy model HD moze stanowi¢ punkt wyjscia dla dalszych badan nad

patomechanizmem tej choroby.
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1. Wykaz stosowanych skrotow

ADP - adenozynodifosforan

AMPK - kinaza aktywowana przez AMP

APS - nadsiarczan amonu, (NH4),S,0s

ATP - adenozynotrifosforan

BDNF - neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego
BLM - czarne btonki lipidowe

BSA - albumina surowicy wotu

CBP - biatko wigzgce biatko CREB

CBP - biatko wigzgce biatko CREB

CK - kinaza keratynowa

CREB - biatko wigzgce sie z elementem odpowiedzi na cAMP
CuzZnSOD - zalezna od miedzi i cynku dysmutaza ponadtlenkowa
ddH-0 - podwdjnie destylowana H,O

DTT - ditiotreitol

EDTA - etylenodwuaminoczterooctan

EGTA - kwas etylenoglikol-O-O,-bis(2-aminoetyl)-N,N,N,,,N, tetraoctowy
ER - retikulum endoplazmatyczne

ESC - embrionalne komérki macierzyste

FCCP - fenylohydrazon tréjfluorometoksykarbonylo-cyjanku
GFP - biatko zielonej fluorescencji

GPX1 - peroksydaza glutationowa

GSH - glutation

GSK3p - 3p-syntaza glikogenu

H.O MiliQ - ultraczysta woda laboratoryjna

HAP1 - biatko zwigzane z huntingtyng 1

HD - choroba Huntingtona

HEPES - kwas N- (2-hydroksyetylo) piperazyno — N-2-etanosulfonowy
HK - heksokinaza

Htt - natywna wersja huntingtyny

IMM - btona wewnetrzna mitochondriow

IPSC - indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste
MAD - degradacja zwigzana z mitochondriami

MAP?2 - biatko towarzyszgce mikrotubulom 2.

mHtt - zmutowana wersja huntingtyny

MMP - permeabilizacja bton mitochondrialnych

MnSOD - zalezna od manganu dysmutaza ponadtlenkowa
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MTPT - 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6 tetrahydropirydyna
MTT - bromek 3-(4,5-dimethylo-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NCCD - Komitet do spraw Nazewnictwa Smierci Komérkowej
NRF1 - jadrowy czynnik oddechowy 1

NRF2 - jadrowy czynnik oddechowy 2

OMM - btona zewnetrzna mitochondriéw

OXPHOS - fosforylacja oksydacyjna

PBP74 - mortalina

PBS - sdl fizjologiczna buforowana fosforanem
PGC-1a - koaktywator receptora PPAR-y

PINK1 - kinaza indukowana przez PTEN

PKA - kinaza biatkowa A

PKC - kinaza biatkowa C

PMSF - fluorek fenylometylosulfonylu

redox - stan redukcyjno-oksydacyjnego

RFT - reaktywne formy tlenu

TBT - tributulocyna

TCA - kwas trojchlorooctowy

TEMED - N,N,N" N"-tetrametyloetylenodiamina

TNA - translokaza nukleotydéw adeninowych

TSPO - biatko translokatorowe

TRIS - 3-hydroksymetyloaminooctan

UCP - biatko rozprzegajace

UPS - system ubikwityna-proteasom

VDAC - zalezny od potencjatu kanat o selektywnosci anionowe;j
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2. Wstep

2.1. Wprowadzenie

Choroba Huntingtona (HD!) to choroba neurodegeneracyjna, dziedziczona
autosomalnie dominujgco, o czestosci wystepowania 5-10 przypadkéw na 100 tysiecy.
W jej przebiegu dochodzi do narastajgcej w czasie utraty neuronéw, gtownie
w obszarze prgzkowia i gtebszych warstw kory mézgowej. Objawy kliniczne obejmujg
plgsawice, utrate masy ciata, demencje oraz zaburzenia psychiczne, takie jak depresja,
stany lekowe, wycofanie sie i drazliwos¢ (Hersch i Rosas, 2008; Bossy-Wetzel iin.,
2008, Karachitos i in., 2015; Wiatr i in., 2017). HD zaliczana jest do chorob ekspans;i
poliglutaminowych (Usdin i in., 2015), poniewaz jej przyczyng jest mutacja polegajgca
na zwiekszeniu liczby kodonu dla glutaminy (CAG) z 6-35 do ponad 35 (Rys.1).
Mutacja ta zachodzi w egzonie 1 genu HTT (zlokalizowanego na chromosomie
4 w pozyciji: 4p63), kodujgcego biatko zwane huntingtyng (Htt). Powstaje w ten sposoéb
zmutowana wersja biatka (mHtt), z wydtuzonym ciggiem reszt glutaminy w obszarze
konca aminowego (Karachitos i in., 2015; Wiatr i in., 2017). Objawy Kkliniczne HD
pojawiajg sie zwykle miedzy 30 a 40 rokiem zycia, przy czym istnieje zwigzek miedzy
liczbg reszt glutaminy w rejonie kohca aminowego mHtt, a czasem wystgpienia
i stopniem nasilenia objawow (Karachitos i in., 2016a). Ponadto, u dzieci z mtodzienczg
odmiang HD (posta¢ Westphala)?, obserwuje sie wystepowanie szeregu zaburzen
rozwojowych, takich jak na przyktad zmniejszony rozmiar gtowy i mézgu (Lee i in.,
2012; Tereshchenko i in., 2015, Wiatr i in., 2017).

Gen HTT:

N C
T/
$
-CAG-CAG-CAG-
Liczb
<36 povlv(igr:er'\ >36
Htt mHy{t

Rysunek 1. Istota mutacji w genie HTT prowadzacej do rozwoju choroby Huntingtona.
Htt - natywna wersja huntingtyny, mHtt - zmutowana wersja huntingtyny.

tang. Huntington disease

’Posta¢ Westphala charakteryzuje sie pojawieniem sie objawdéw w wieku mtodzienczym.
Najczesciej wystepuje, gdy liczba powtérzen CAG w genie HTT przekracza 60 (Nicolas i in.,
2011).
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Wiele danych eksperymentalnych wskazuje na dysfunkcje mitochondriéw, jako
istotny czynnik w patogenezie HD. Obserwowane zmiany dotyczg miedzy innymi
dziatania: (1) tancucha oddechowego, (2) systemu regulacji stezenia Ca?*, (3) importu
biatek i (4) systemu kontroli jakosci mitochondriow, obejmujgcego ich fuzje
i fragmentacje, jak i eliminacje w procesie mitofagii (Bossy-Wetzel i in., 2008;
Karachitos i in., 2010; Wang i in., 2014; Golpich i in., 2016). Co istotne, dostepne dane
pozwalajg stwierdzi¢, ze zmiany w funkcjonowaniu mitochondridw pojawiajg sie
wczesnie w rozwoju HD i poprzedzajg w czasie inne zmiany (Pandey i in., 2010).
Potwierdzajg to badania pacjentéw, u ktérych w przebiegu choroby, mimo
prawidtowego odzywiania, wystepuje utrata masy ciata, zwiekszenie intensywnosci
glikolizy oraz wzrost ilosci kwasu mlekowego w zmienionych obszarach moézgu (Solans
i in., 2006; Bossy-Wetzel i in., 2008).
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2.2. Kanat VDAC jako biatko zarzadzajace

funkcjonowaniem mitochondriow

Kanat VDAC® jest biatkiem zlokalizowanym w zewnetrznej bfonie
mitochondrialnej (OMM?*) (Schein i in., 1976). Biatko to stanowi¢ moze okoto 50%
biatetk OMM iokoto 0,4% ogétu biatek mitochondrialnych (Yamamoto i in., 2006;
Shoshan-Barmatz iin., 2010). Mimo znaczgcych réznic w sekwencji aminokwasow
u réznych organizméw eukariotycznych, kanat VDAC charakteryzuje sie bardzo
konserwatywng strukturg przestrzenng (Rys.2). Jest to 19 amfipatycznych,
transbtonowych odcinkdéw o strukturze 8, formujacych strukture beczuiki B, oraz rejon
o strukturze helisy o, petnigcy funkcje czujnika potencjatu, zlokalizowany na koncu
aminowym biatka (Zeth, 2010; Karachitos i in., 2015; Shoshan-Barmatz i in., 2015;
Homble i in., 2017).

T
T OMM

Krystalografia NMR Obie te metody
rentgenowska

Rysunek 2. Struktura kanalu VDAC oparta na danych eksperymentalnych. A: Struktura mysiego
VDACL1 uzyskana z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej (kod pdb: 3emn), B: (po lewej) struktura
ludzkiego VDAC1 otrzymana z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) (kod pdb: 2k4t), (po prawej) struktura ludzkiego VDAC1 otrzymana przy kombinacji obu tych metod
(kod pdb: 2jk4). Na z6ito zaznaczono odcinki o strukturze 3, a na czerwono helise a. Struktury réznig sie
potozeniem helisy o, ktéra jest elementem ruchomym kanatu. Rysunek przygotowany na podstawie
Krammer iin., 2011.

Gtéwng funkcjg kanatu VDAC jest wymiana jondéw i metabolitow, w tym
substratow tancucha oddechowego oraz ATP i ADP miedzy cytoplazmag
i mitochondriami (Shoshan-Barmatz i in., 2015). W konsekwencji, kanat ten uczestniczy
w racjonowaniu ATP, homeostazie Ca?" i egzekucji apoptozy (Colombini, 2004;
Shoshan-Barmatz i in., 2010; Insel i in., 2012), a takze w regulowaniu stanu
redukcyjno-oksydacyjnego (redox) i ekspresji wielu biatek, w tym enzyméw

antyoksydacyjnych, biatek zewnetrznej btony mitochondrialnej oraz biatek

3ang. voltage-dependent anion channel; pol. zalezny od potencjatu kanat o selektywnosci
anionowej
4ang. outer mitochondrial membrane
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odpowiedzialnych za komunikacje miedzy jadrem komorkowym a mitochondriami
(Gatganska i in., 2010a). Zatem, jak podsumowano na rysunku 3, jest to biatko
niezbedne do wtasciwego funkcjonowania mitochondriow, i w konsekwencji catej

komorki (Shoshan-Barmatz i in., 2010; Lemasters i in., 2012).

HOMEOSTAZA WAPNIOWA

ENERGIA ‘ STRES OKSYDACYJNY
Caz* STAN REDOX
metabolity o, )
ATP/ADP R CYTOSZKIELET KOMORKI

SMIERC KOMORKI

Ca?*

: ATP/ADP “ OXPHOS +

Rysunek 3. Udzial Kanalu VDAC w procesach komérkowych: bezposredni i posredni poprzez
oddzialywanie z biatkami komoérkowymi. TNA - translokaza nukleotydéw adeninowych, OXPHOS -
biatka zaangazowane w fosforylacje oksydacyjng (tancuch oddechowy i syntaza ATP), TSPO? - biatko
translokatorowe (18kDa), HK - heksokinaza, OMM - btona zewnetrzna mitochondriéw, IMM® - btona
wewnetrzna mitochondriéw. Rysunek przygotowany na podstawie Karachitos i in., 2015.

VDAC moze wystepowaé w postaci izoform kodowanych przez odrebne geny
jadrowe (Blachly-Dyson i Forte, 2001; Young i in., 2007; Messina i in., 2012).
U drozdzy Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano dwie izoformy biatka VDAC
(yWVDACL1 i yVDAC2), a w mitochondriach ssakéw trzy: VDAC1, VDAC2 i VDACS3.
Izoformy te mogg rozni¢ sie aktywnoscig kanatowg i w konsekwencji ich
funkcjonowanie w mitochondriach moze prowadzi¢ do réznych skutkéw (De Pinto i in.,
2016).

Sang. translocator protein
¢ ang. inner mitochondrial membrane
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2.2.1. Transport przez btone zewnetrzng

Funkcjonalny kanat tworzony jest przez pojedyncze biatko VDAC, jednak
poszczegolne kanaty VDAC mogg tworzy¢ kompleksy z innymi kanatami VDAC lub/i
z innymi biatkami (Malia i Wagner, 2007; Bergdol i in., 2017; Hosaka i in., 2017).
Informacje dotyczgce aktywnosci kanatowej biatka VDAC uzyskano w wyniku izolaciji
tego biatka z mitochondriow réznych organizméw i rekonstytucji w sztucznych btonach
lipidowych (BLM?) (Colombini i in., 1996; Karachitos i in., 2016a; Homble i in., 2017).
W stanie otwartym kanat VDAC charakteryzuje sie wysokim przewodnictwem (4 nS
w 1 M KCI) i selektywnoscig anionowg, co umozliwia transport czgsteczek o masie do
5 kDa (Colombini, 2012), zaréwno matych jondw, jak i metabolitow, takich jak
nukleotydy adeninowe i reaktywne formy tlenu (RFT®) (Colombini, 2012; Noskov i in.,
2016; Maldonado, 2017a) oraz substraty cyklu kwaséw trikarboksylowych, zasilajgcego
tancuch oddechowy, wtym pirogronian, jabtczan i bursztynian (Peixoto i in., 2012,
Noskov i in., 2016). Stan otwarty kanatu VDAC obserwowany jest przy niskim, bgdz
zerowym potencjale. Zwiekszenie dodatniego lub ujemnego potencjatu powoduje
natomiast zamykanie kanatu, a tym samym zmniejszenie jego przewodnictwa i zmiane
selektywnosci z anionowej w kierunku kationowej (Shoshan-Barmatz i in., 2010,
Noskov i in., 2016). Do tej pory nie udato sie jednak stwierdzi¢, jak ta regulacja
przewodnictwa przez przytozony potencjat przebiega w przypadku biatka
Zlokalizowanego w OMM, poniewaz nie udato sie jednoznacznie okresli¢ wartosci
potencjatu w poprzek tej btony (Lemeshko, 2002; Homble i in., 2017).

Istniejg takze doniesienia wskazujgce, ze biatka VDAC, w tym ich rézne
izoformy, mogg oddziatywa¢ miedzy sobg, przyjmujgc tym sposobem w btonie rézne
stany oligomeryzacji, od monomeru, dimeru, terameru po oktamer (Hoogenboom i in.,
2007; Malia i Wagner, 2007; Hosaka i in., 2017). Oligomeryzacja kanatu VDAC moze
by¢ kluczowa dla oddziatywania z innymi biatkami i/lub modyfikowana przez te
oddziatywania (Malia i Wagner, 2007). Co istotne, uwaza sie, iz moze ona prowadzi¢
do pojawienia sie w OMM kanatu o duzej przepuszczalnosci, umozliwiajacego na
przyktad uwalnianie cytochromu c i innych biatek proapoptotycznych z mitochondrialnej
przestrzeni miedzybtonowej (Shoshan-Barmatz iin., 2010; McCommis i Baines, 2012;
Geulaiin., 2012; Bergdol i in., 2017; Hosaka i in., 2017).

"ang. black lipid membrane; pol. czarne btonki lipidowe
8ang. reactive oxygen species
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2.2.2. Regulacja ekspresji bialek komérkowych

Dzieki wykorzystaniu modelu w postaci drozdzy S.cerevisiae wykazano, ze stan
redoks w mitochondriach i cytozolu zwigzany jest z obecnoscig izoform biatka VDAC
(Gatganska i in.,, 2008). Co istotne, stwierdzono takze, ze stan ten to jeden
Z elementow regulacji poziomu ekspres;ji biatek petnigcych w komérkach rézne funkcje
redoks, a w jego zachowaniu posredniczg izoformy biatka VDAC (Gatganska i in.,
2008, 2010a, 2010b). Sg to miedzy innymi biatka odpowiedzialne za usuwanie
anionorodnika ponadtlenkowego (MnSOD®, CuZnSODY), a takze posiadajgce funkcje
kanatowe podjednostki komplekséw OMM uczestniczgcych w imporcie biatka (Tom40
i Tob55/Sam50). Stan redoks reguluje réowniez ekspresje jgdrowego czujnika stanu
redoks (Sir2) i biatek uczestniczgcych w adaptacji komoérki do tych zmian (Skn7, Msn2,
Msn4, Yapl, Yap2), jak i biatek odpowiedzialnych za komunikacje jadro-mitochondria
(Rtg2). Stwierdzono takze, ze w przypadku pewnych biatek (Rtg1 i Hap4!') izoforma
yVDAC1 moze posredniczy¢ w regulacji ekspresji w sposéb niezalezny od
wewnatrzkomorkowego stanu redoks. Jednakze mechanizm tej regulacji nadal
pozostaje niewyjasniony. Niewatpliwie jednak, jak podsumowano na rysunku 4, kanat

VDAC posredniczy tym sposobem w regulacji dziatania mitochondriéw.
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redox

‘ l

O,

)
( }\’) 2 I ,M% AD
\\ ) ﬁ
WWWV % mwwwm

\

488844444 19 /% { bdbocdoddbddd
HLADD
\’ 020

Rysunek 4. Schemat udzialu kanatu VDAC w regulacji ekspresji bialek komérkowych. Rysunek
przygotowany na podstawie Gatganska i in., 2010.

%zalezna od manganu dysmutaza ponadtlenkowa

10zalezna od miedzi i cynku dysmutaza ponadtlenkowa

“ezynnik transkrypcyjny uczestniczacy w regulacji ekspresji genéw kodujgcych biatka
metabolizmu tlenowego
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2.2.3. Oddziatywania z biatkami mitochondrialnymi
I cytoplazmatycznymi

Wedtug bazy danych BioGrid?, dla izoform ludzkiego biatka VDAC stwierdzono
do tej pory nastepujagcy liczbe oddziatujgcych biatek: VDAC1 — 137, VDAC2 — 130
i VDAC3 — 113. Rysunek 5 przedstawia wybrane oddziatywania VDAC z biatkami
mitochondrialnymi i cytoplazmatycznymi.

VDAC

BIALKA BIALKA
MITOCHONDRIALNE CYTOPLAZMATYCZNE
np. np.
TSPO, TOM 40, TNA biatka z rodziny Bcl-2,

aktyna, tubulina, dyneina,
HK, CK, GK, PKA , PKC,
GSK3B, a-synukleina,
gelsolina, STaR, mtHSP70

Rysunek 5. Wybrane oddzialywania VDAC 2z biatkami pochodzenia mitochondrialnego
i cytoplazmatycznego. Biatka mitochondrialne: TSPO, mitochondrialne biatko translokatorowe; TOM4013;
TNA, translokaza nukleotydéw adeninowych. Biatka cytoplazmatyczne: HK - heksokinaza, CK!* - kinaza
keratynowa, GK® - kinaza glicerolowa, PKA - kinaza biatkowa A, PKC'7 - kinaza biatkowa C, GSK3p18 -
3B-syntaza glikogenu, StAR®. Rysunek przygotowany na podstawie Kusano i in., 2000; Xu i in., 2001;
Shoshan-Barmatz i Israelson, 2005; Rostovtseva i Bezrukov, 2008; Rostovtseva i in., 2008; Shoshan-
Barmatz i in., 2008a, 2010, 2015; Lemasters iin., 2012; Fan i Papadopoulus, 2013; Lemeshko, 2014,
Maldonado, 2017b.

VDAC wraz z TNA i StAR oddziatuje z TSPO, biatkiem odpowiedzialnym za
wewnatrzmitochondrialny transport cholesterolu i steroidogeneze, co prowadzi do
hamowania tych proceséw (Frison i in., 2017). Jednocze$nie, TSPO, zmieniajgc
oddziatywanie kanatu VDAC z kinazami, reguluje jego przewodnictwo, np. dla jonow
Ca?* (Frison i in., 2017). Oddziatywanie kanatu VDAC z kinazami (np. HK i CK) i TNA,

12 https://thebiogrid.org/

1Bang. translocase of outer mitochondrial membrane 40
4ang. creatine kinase

ang. glycerol kinase

ang. protein kinase A

"ang. protein kinase C

8ang. glycogen synthase kinase 3

Pbiatko regulujgce transfer cholesterolu w mitochondriach
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jest fundamentem systemu transportu nukleotydow adeninowych (Poleti, 2009;
Shoshan-Barmatz i in., 2010). System ten jest niezbedny dla prawidtowego
funkcjonowania komorki, bowiem sprawny transport ADP do matriks mitochondrialnej
jest warunkiem zachodzenia fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS). Dzieki oddziatywaniu
z VDAC, HK, bedaca pierwszym enzymem glikolizy, uzyskuje bezposredni dostep do
mitochondrialnej puli ATP, niezbednej do fosforylacji glukozy (Arora i Pedersen, 1988).

Oddziatywania VDAC z innymi biatkami mogg znaczgco zmienic
funkcjonowanie catej komoérki. Na przykifad, badania in vivo i in vitro wykazaty, ze
oddziatywanie VDAC z HK moze doprowadzi¢ w komoérkach nowotworowych do
hamowania apoptozy regulowanej przez mitochondria (szlak wewnatrzpochodny) (Abu-
Hamad i in., 2008; Arzoine i in., 2009; Shoshan-Barmatz i in., 2017). Oddziatywanie to
moze bowiem przeciwdziataC  oddziatywaniu  mitochondriow z  biatkami
proapoptotycznymi z rodziny Bcl-2. Z kolei oddzialywanie mitochondriow z biatkami
proapoptotycznymi z rodziny Bcl-2 moze wynika¢ z upos$ledzenia oddziatywania
hVDAC z HK, bowiem powstanie kompleksu HK-VDAC zmienia wrazliwosc
mitochondriéw na czynniki proapoptotyczne (Pastorino i Hoek, 2008; Shoshan-Barmatz
i in., 2015; Homble i in., 2017). Co wiecej, wiele danych eksperymentalnych wskazuje
na wspotdziatanie kanatu VDAC z biatkami pro- i antyapoptotycznymi z rodziny Bcl-2,
takimi jak Bax, Bid, Bim i Bcl-xL, wregulowaniu szlaku wewnatrzpochodnego
apoptozy, przy czym istotne znaczenie dla skutkéw tego oddziatywania ma takze
izoforma biatka VDAC (Shimizu i in., 2000; Sugiyama i in., 2002; Alexander i in., 2007;
Malia i Wagner, 2007; Tajeddine i in., 2008; Arbel i Shoshan-Barmatz, 2009; Abu-
Hamad i in., 2009; Arzoine i in., 2009; Shoshan-Barmatz i Golan 2012; Shoshan-
Barmatz i in., 2015, 2017). Stwierdzono na przyktad, ze biatko Bax przyspiesza wyptyw
sacharozy z proteoliposoméw zawierajgcych izoforme VDACL, podczas gdy Bcl-xL
hamuje ten proces. Biatko Bcl-xL hamuje réwniez uwalnianie cytochromu c
indukowane przez biatka Bax i Bim (Shimizu i in., 1999, Sugiyama i in., 2002). Co
ciekawe podobne dziatanie wykazujg przeciwciata anty-VDAC1 (Shimizu i in., 2001,
Shoshan-Barmatz i in., 2015). Z drugiej strony, kiedy izoforma VDAC1 tgczy sie CK,
powinowactwo VDAC1 do HK i Bax znaczgco sie obniza (Vyssokikh i in., 2004).

Jak wspomniano wcze$niej VDAC oddziatuje takze z biatkami cytoszkieletu, na
przyktad z tubuling, ktéra jest biatkiem tworzacym protofilamenty mikrotubul.
Mikrotubule zbudowane sg z heterodimerow tubuliny, skfadajgcych sie z tubuliny a
i tubuliny B. Kazda z tych podjednostek posiada ujemnie natadowany Kkoniec
karboksylowy, ktéry oddziatuje z biatkiem VDAC i blokuje jego aktywnos$¢, przy czym
efekt ten zwigzany jest z izoformg tworzgcg kanat (Maldonado i in., 2013; Zhang i in.,

2016). W konsekwencji, tubulina, kiedy nie podlega polimeryzacji, moze w sposéb
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odwracalny regulowa¢ przepuszczalno$¢ kanatu VDAC, zaleznie od tworzgcej ten
kanat izoformy (Maldonado iin., 2010, 2013). Oddziatywania biatka VDAC z biatkami
cytoszkieletu uznawane sg takze za istotny element oddziatywania cytoszkieletu
z mitochondriami (Shoshan-Barmatz i in., 2010). Na przyktad, dla izoformy VDAC1
czlowieka, stwierdzono oddziatywanie z biatkiem MAP2% (Linden i Karlsson, 1996),
gelsoling, biatkiem odpowiedzialnym za sktadanie i rozktadanie filamentéw aktynowych
(Kusano iin., 2000), aktyng w stanie monomeru (Xu i in., 2001), tahcuchem lekkim
dyneiny i mortaling (PBP74?%), biatkiem biorgcym udziat w podziatach komérkowych
(Schwarzer i in., 2002).

2.2.4. Element systemu kontroli jakosci mitochondriow

Wynikiem dziatania mitochondrialnego tancucha oddechowego jest
powstawanie RFT. W przypadku braku réwnowagi miedzy ich produkcja,
a zdolnosciami komorki do utylizacji RFT, mamy do czynienia z sytuacjg stresu
oksydacyjnego, ktory moze prowadzi¢ do wielu patologii, m.in. Zzaburzenia
wewnagtrzkomorkowego stanu redoks, hamowania aktywnosci biatek
mitochondrialnych, takich jak: syntaza ATP i kompleks | tancucha oddechowego
(dehydrogenaza NADH), a takze uszkodzenia mitochondrialnego DNA i peroksydacji
kwaséw tluszczowych, a w konsekwencji $mierci komoérki (zZhang i in., 1990;
Maldonado i in., 2017hb).

Prawidtowe funkcjonowanie mitochondriow ma podstawowe znaczenie dla
uruchomienia odpowiedniej odpowiedzi na zaistniaty stres i utrzymania réwnowagi
metabolicznej. Z kolei funkcjonowanie to jest regulowane przez system kontroli jakosci
mitochondriéw, ktéry umozliwia usuniecie wadliwych mitochondridw i zastgpienia ich
nowymi (Okamoto i Kondo-Okamoto, 2012). W systemie tym kluczowg role odgrywajg
procesy okreslane mianem dynamiki mitochondriow (fj. fuzja ifragmentacja
mitochondriéw, ich morfologia, rozmiar i przemieszczanie sig), umozliwiajgce
oddzielenie wadliwych mitochondriow jak i wyrownanie poziomu mitochondrialnego
DNA, biatek i metabolitow oraz mitofagia, umozliwiajgca degradacje i ,recykling”
wadliwych mitochondridéw (Hill i in., 2012; Golpich i in., 2016; Anzell iin., 2017). Co
ciekawe, dostepne dane wskazujg, ze dynamika mitochondriow i mitofagia sg
wspotzalezne (Ni i in., 2015), a VDAC odgrywa istotng role w mitofagii (Gatliff i in.,
2014).

20ang. microtubule-associated protein 2
Zlang. heat-shock protein peptide-binding protein 74
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2.2.5. Funkcjonalne zréznicowanie izoform

Dostepne dane wskazujg, ze pomimo wysokiej homologii sekwenciji
aminokwasowej i podobienstwa przewidywanej struktury przestrzennej (Amodeo i in.,
2014), izoformy biatka VDAC wykazujg réznice wiasciwosci, ktére sugerujg ich rézne
znaczenie funkcjonalne. Jest to na przyktad widoczne w przypadku izoformy yVDAC1
i YWDAC2 drozdzy S.cerevisiae (p. 2.2). Kanoniczng aktywnos$¢ kanatowa, obejmujaca
selektywnos¢ anionowg w stanie otwartym i bardziej kationowg w jednym z podstanéw
zamknietych jak i zaleznos¢ od potencjatu wykazano tylko dla yVDAC1l (Forte
iin.,1987), podczas gdy dla biatka yVDAC2 aktywnosci kanatowej nie udato sie do tej
pory stwierdzi¢. Jednak biatko to, kiedy poddane zostanie nadekspresiji jest w stanie
doprowadzi¢ do rewersji fenotypu mutanta pozbawionego funkcjonalnej izoformy
yVDACL1 (Blachly-Dyson i in., 1997; Lee i in., 1998), przy czym funkcja tego biatka
pozostaje do tej pory nieznana. Inny przyktad prawdopodobnego zréznicowania
funkcjonalnego izoform VDAC stanowig izoformy tego biatka u cztowieka (De Pinto
iin., 2016). Jeszcze do niedawna uwazano, ze tylko izoformy VDAC1 i VDAC2 sg
w stanie tworzy¢ funkcjonalny kanat o nieco odmiennej charakterystyce (Messina i in.,
2012; Maurya i Mahalakshmi, 2015; Karachitos i in., 2016b). Ostatnio wykazano
jednakze, ze takze izoforma VDAC3 moze tworzy¢ funkcjonalny kanat, jednak jego
charakterystyka elektrofizjologiczna jest do tej pory przedmiotem dyskusji (Checchetto
i in., 2014; Okazaki i in., 2015; Karachitos i in., 2016b; Reina i in., 2016a, 2016b).

Izoforma VDAC1 zostata do tej pory najlepiej scharakteryzowana. Udato si¢ jg
takze skrystalizowac i rozwigzac jej strukture przestrzenng, z wysokg rozdzielczoscia,
na poziomie atomowym (Rys.2). W badaniach tych analizowano strukture biatka
VDACL izolowanego z mitochondriéw cztowieka i myszy, przy czym stwierdzono, iz sg
one niemal identyczne (DelLano, 2003; Shoshan-Barmatzi in., 2010; Krammer i in.,
2011; Bergdoll i in., 2017; Homble i in., 2017). Wysoka homologia w obrebie ssaczych
VDAC, a takze skrystalizowanie izoformy VDAC2 izolowanej z mitochondriéw Danio
rerio (Schredelseker i in., 2014) umozliwito wykonanie badan poréwnawczych
i okreslenie struktury pozostatych ludzkich izoform (Bergdoll i in., 2017). Zauwazono
takze, ze jedna z subtelnych rézni¢ w sekwencji aminokwasowej izoform VDAC
ssakéw, w tym cztowieka, polega na tym, ze izoforma VDAC2 zawiera 7 dodatkowych
reszt cysteiny (w poréwnaniu do VDAC1), podczas gdy izoforma VDACS3
(w poréwnaniu z VDAC1) zawiera 4 dodatkowe reszty cysteiny (Messina i in., 2012;
Reina i in., 2016a). Ze wzgledu na mozliwo$¢ odwracalnego utleniania i udziatu tej
modyfikacji w fatldowaniu biatek, cysteina uznawana jest za aminokwas kluczowy dla

ich funkcjonowania. Dostepne wyniki badan wskazuja, ze w przypadku izoformy
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VDAC1 reszty cysteiny nie majg zwigzku z aktywnoscig kanatu. Natomiast
w przypadku izoform VDAC2 i VDAC3, dla ktérych stwierdzono podobny rozktad reszt
cysteiny, uwaza sie, ze mogg one wystepowaé w réznych stanach utlenienia, co z kolei
ma istotny wptyw na aktywnos$¢ kanatowg tych izoform. Innymi stowy, obie izoformy
mogag tworzy¢ w OMM kanaty o réznej aktywnosci, zaleznie od stopnia utlenienia reszt
cysteiny. To z kolei wskazuje, Zze mogg one stanowic istotne narzedzia modulacji stanu
redoks i reakcji mitochondriow na obecno$¢ RFT (De Pinto i in., 2016; Reina i in.,
2016a). Proponuje sie takze, ze duza liczba reszt cysteiny wystepujgca w izoformach
VDAC2 i VDAC3 stanowi ochrone przed gromadzeniem sie RFT w przestrzeni
miedzybtonowej mitochondridow, a ich utlenianie jest sposobem neutralizacji RFT lub
jest elementem regulacji ekspres;ji i aktywnosci enzymow eliminujgcych RFT (Messina
i in, 2012; Maurya i Mahalakshmi, 2016; Reina i in., 2016a).

Izoformg wystepujgcg w komérkach w najwiekszej ilosci jest VDAC1, podczas
gdy w najmniejszej ilosci wystepuje izoforma VDAC3 (Messina i in., 2012; Bergdoll i in.
2017). Badania skutkéw delecji poszczegoélnych izoform biatka VDAC prowadzone sg
gtéwnie z wykorzystaniem modelu mysiego. Wyniki tych badan wskazuja, iz usuniecie
izoformy VDAC1 skutkuje dysfunkcjami uktadu nerwowego, problemami z uczeniem
sie, a takze przy$pieszonym starzeniem i zwiekszong $miertelnoscig w okresie
zarodkowym (Shoshan-Barmatz i in., 2010). Z kolei brak izoformy VDAC2 jest letalny
juz na poziomie zarodkéw (Cheng i in., 2003; Bergdoll i in., 2017), a brak VDACS,
uznawanej za izoforme charakterystyczng dla jgder i widkien zewnetrznych wici
plemnikéw, prowadzi do samczej bezptodnosci (Sampson i in., 2001; Hinsch i in.,
2004; Bergdoll i in., 2017). Stwierdzono takze istotne znaczenie izoformy VDAC3 dla
prawidtowego funkcjonowania mikrotubul, co z kolei przektada sie na mozliwos¢
podziatu komorkowego i ruchliwos¢ komérek, np. plemnikéw (De Pinto i in., 2016).

Wyniki badah funkcjonalnych wskazuja, Zze izoforma VDAC1 jest
odpowiedzialna za wiekszos¢ transportu metabolitdw prowadzonego w poprzek OMM,
a ponadto przypisuje sie jej dziatanie proapoptotyczne (Abu-Hamad i in., 2009;
Shoshan-Barmatz i in., 2010; Ben-Hail i in., 2016; Bergdoll i in., 2017). Jak
wspomniano powyzej (p. 2.2.3), aktywno$¢ proapoptotyczna VDACL jest ttumaczona
konkurencjg miedzy heksokinazg i biatkami z rodziny Bcl-2 o wigzanie z VDAC
(Pastorino i Hoek, 2008; Arbel i Shoshan-Barmatz, 2009). Z kolei izoformie VDAC2
przypisuje sie znaczgca role w spermatogenezie i oogenezie (Shoshan-Barmatz i in.,
2006; Yuan i in., 2015; Maurya i Mahalakshmi, 2016). Co wiecej, izoforma ta stabo
oddziatuje z heksokinazg (Azoulay-Zohar i Aflalo, 1999) i wykazuje dziatanie
antyapoptotyczne, co ttumaczy sie jej oddziatywaniem z biatkiem proapoptotycznym

Bak, prowadzgcym do hamowania tego biatka (Cheng i in., 2003). Ze wzgledu na
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mozliwo$¢ modulacji apoptozy, zaréowno VDAC1 jak i VDAC2 uznaje sie za istotne dla
patomechanizmu nowotworow i chordb neurodegeneracyjnych (De Pinto i in., 2016;
Shoshan-Barmatz i in., 2017). Z kolei, izoforma VDAC3 uznawana jest za biatko
kluczowe w sygnalizacji opartej na zmianie stanu redoks i odpowiedzi na stres
oksydacyjny, ktorych dysfunkcja moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworow, zaburzeh

zdrowia psychicznego i choréb infekcyjnych (Reina i in., 2016a, 2016b).
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2.3. Znaczenie mitochondribw w  przezywalnosci

komorek

Poza swojg kluczowg funkcjg bioenergetyczng zwigzang z funkcjonowaniem
tancucha oddechowego i syntezg ATP, mitochondria biorg udziat w szeregu biosyntez,
sygnalizacji komorkowej i komunikacji miedzy réznymi organellami, podziatach
komérkowych oraz starzeniu i Smierci komérki. W realizacje tych funkciji
zaangazowanych jest ok. 1000 roéznych biatek mitochondrialnych, o tkankowo

specyficznej ekspresji (Shoshan-Barmatz i in., 2017).
2.3.1. Kluczowy element komérkowej homeostazy

Mitochondria definiowane sg czesto, jako centrum integracji procesow
metabolicznych, kluczowych dla wzrostu i przezycia komérki. Co wigcej, obecnie nie
ulega juz watpliwosci, ze mitochondria informujg komodrke o swoim stanie
funkcjonalnym, jak i uruchamiajg mechanizmy komdrkowe, ktorych zadaniem jest
wyeliminowanie zachodzgcych zmian lub adaptacja komérki do istniejgcej sytuacji
(Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017). Mechanizmy lezgce u podioza owej
synchronizacji proceséw zachodzgcych w komodrce i mitochondriach sg od wielu lat
przedmiotem dyskusji, przy czym ostatnie doniesienia wskazujg na istotng role
niekodujgcych RNA (Vendramin i in., 2017).

Poniewaz ponad 90% biatek mitochondrialnych kodowanych jest przez geny
jadrowe (Schmidt i in., 2010), biogeneza i funkcjonowanie mitochondriow wymaga
koordynacji ekspresji genow jgdrowych i zlokalizowanych w mitochondrialnym DNA.
Stad, zmiany dotyczace stosunku ilosciowego biatek kodowanych przez geny jadrowe
i mitochondrialne, wynikajace ze zmian w poziomie ich syntezy i degradacji, uznaje sie
za czuty wskaznik stanu funkcjonalnego mitochondridow i w konsekwencji komorki.
Innymi stowy, stan funkcjonalny mitochondriéw jest istotny dla komorkowej homeostazy
biatkowej, co sprawia, ze uposledzenie funkcjonowania mitochondriow moze
doprowadzi¢ do uruchomienia mechanizmu korekcyjnego zlokalizowanego poza
mitochondriami  (Vendramin i in., 2017). Innym istotnym aspektem udziatu
mitochondriéw w utrzymaniu homeostazy komodrkowej jest ich udziat w regulacji
wewnagtrzkomoérkowego stezenia jondw Ca?* (Duszynski in., 2006). Mitochondria
akumulujg lokalny nadmiar stezenia tych jonow, jak i umozliwiajg lokalny wzrost ich
stezenia, skutkiem czego przyczyniajg sie do regulacji dziatania kanatow wapniowych
I poziomu akumulacji  jonéow Ca** w  obrebie innych magazynow

wewnatrzkomorkowych. Jony Ca?* odgrywajg kluczowg role w regulacii
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i wspotdziataniu biatek komorkowych i w konsekwencji uczestniczg w wiekszosci
procesow wewnagtrzkomorkowych. Stad, nie ulega watpliwoéci, ze regulacja
wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?*, jak ijego zmiany muszg by¢ precyzyjnie
regulowane (Berridge i in., 2000). Mitochondria sg takze funkcjonalnie zwigzane
z wewnagtrzkomérkowym stanem redoks i stresem oksydacyjnym. Zwigzek ten
sprowadza sie do: (1) znaczgcego udziatu w generacji stresu oksydacyjnego w wyniku
powstawania RFT (Otti in., 2007; Murphy, 2009), (2) petnienia roli czujnika RFT
w wyniku modyfikacji oraz zmiany ekspresji i aktywnosci pewnych biatek (O’Brien i in.,
2004; Karachitos i in., 2009; Nickel i in., 2014; De Pinto i in. 2016; Reina i in., 2016a)
i (3) przeciwdziatania stresowi oksydacyjnemu w wyniku uruchomienia mechanizméw
antyoksydacyjnych obejmujacych miedzy innymi koenzym Q (Giordano iin., 2013)
i aktywacje enzymow antyoksydacyjnych (Nickel i in., 2014).

2.3.1.1. Przemiany metaboliczne

Dzieki badaniom biochemicznym mitochondriéw ustalono, ze metabolizm
komoérkowy podlega Scistej kompartmentacji  (Scheffler, 2002; Eisenberg-Bord
i Schuldiner, 2017a; usmle-forums??). Cykl kwaséw trikarboksylowych, zasilajgcy
tancuch oddechowy, iw konsekwencji synteze ATP, jak i utlenianie kwaséw
ttuszczowych oraz synteza ciat ketonowych zachodzi catkowicie w mitochondriach.
Natomiast inne szlaki i cykle (np. glukoneogeneza, cykl mocznikowy, synteza centrow
zelazowo-siarkowych, hemu, kardiolipiny, chinonu i sterydéw) obejmuje takze etapy
zachodzgce poza mitochondriami. Nie ulega jednak watpliwosci, ze przebieg tych
procesow jest Scisle skoordynowany z energetycznymi potrzebami i mozliwosciami
komorki  (Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017b). Ponadto mitochondria odgrywajg
kluczowag role w regulacji poziomu metabolitow kluczowych dla réznych procesow

komodrkowych (Nunnari i Suomalainen, 2012).

2.3.1.2. Koordynacja dzialania z innymi organellami

I strukturami komérkowymi

Aby moc realizowa¢ rozliczne funkcje w sposéb  skoordynowany
z mozliwosciami i potrzebami komorki, mitochondria muszg kontaktowac sie z innymi
elementami komorki. Poniewaz sg w zasadzie wylgczone z wewngtrzkomorkowego
systemu obrotu pecherzykéw, kontakt ten polega na wykorzystaniu sieci szlakow

sygnalizacyjnych oraz tworzeniu miejsc kontaktowych miedzy btonami, co umozliwia

22 www.usmle-forums.com/usmle-step-1-bits-pieces/8803-cytoplasmic-versus-mitochondrial-
metabolic-processes.html
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wymiane matych czgsteczek, jonéw i lipidow (Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017a).
W przypadku jgdra komorkowego wykorzystywane sg gtéwnie szlaki sygnalizacyjne
i biatka o podwdjnej lokalizacji (Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017b). W przypadku
pozostatych organelli i struktur komorkowych dominujg btonowe miejsca kontaktowe.
Najbardziej znane przyktady dotyczg komunikacji mitochondriow =z siateczkag
$rodplazmatyczna (ER%), lizosomami, peroksysomami, btong komdrkowg i kroplami
lipidowymi (Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017a; Ellenrieder i in., 2017).

Miejsca kontaktu miedzy mitochondriami i ER zaangazowane sg w podziat
mitochondriéow oraz wymiane jonow, gtéwnie Ca?* i lipidow bitonowych, jak i tez
metabolitow, w tym RFT (Michael i Kornmann, 2012; Szymanski i in., 2017). Ich
powstanie jest modulowane na rézne sposoby i przez liczne biatka, w tym mitufuzyny,
kluczowe dla przebiegu fuzji mitochondriéw (Szymanski i in., 2017). Miejsca kontaktu
powstajgce miedzy mitochondriami i lizosomami uznaje sie za istotne dla regulacji
poziomu lipidow w mitochondriach oraz wymiany jondéw, w tym jondw Zzelaza
i aminokwasow (Sheftel i in., 2007; Elbaz-Alon i in., 2014). Co ciekawe, miejsca te
pozostajg w funkcjonalnym zwigzku z miejscami kontaktu mitochondriéw z ER
(Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017a). Warto takze wspomnie¢, iz lizosomy sa
miejscem docelowym, do ktorego trafiajg pecherzyki odpgczkowujgce z mitochondriéw
i zawierajgce nieprawidtowe biatka (Braun i Westermann, 2017). Z kolei miejsca
kontaktu mitochondriow z peroksysomami umozliwiajg wspodlng regulacje szlakow
metabolicznych. Co warte podkreslenia, peroksysomy uznaje sie obecnie za struktury
pochodzenia mitochondrialnego, powstate na bazie pecherzykéw, ktore odpgczkowaty
od mitochondriow (Eisenberg-Bord i Schuldiner, 2017a). Oddziatywania btony
komorkowej z mitochondriami uznaje sie za istotne dla przebiegu podziatu komoérek.
Co wiecej wykazano, ze okolo 10% btony komodrkowej moze by¢ pokryte
mitochondriami, co podkres$la znaczenie tych kontaktéw (Szymanski i in., 2017).

Krople lipidowe opisywane sg jako magazyny lipidéw, zawierajgce przede
wszystkich triacyloglicerole i estry steroli, ktére zabezpieczajg potrzeby strukturalne
i metaboliczne mitochondriéw (Walther i Farese, 2012). Oddziatywania mitochondriéw
z kroplami lipidowymi sg na razie zagadnieniem mato poznanym. Stwierdzono
jednakze zwiekszenie intensywnosci tych oddziatywan w komérkach ssakéw po
wysitku fizycznym, jak i proponuje sie, ze mogg one peic¢ istotng role w regulacji

odpowiedzi na stres i egzekucji apoptozy (Shaw i in., 2008; Bischof i in., 2017).

Zang. endoplasmic reticulum
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2.3.1.3. Komunikacja z jadrem komérkowym

Jak wspomniano powyzej (p.2.3.1), funkcjonowanie mitochondriow zalezy od
koordynacji realizacji informacji zawartej w genomie jadrowym i mitochondrialnym.
Zatem, ekspresja genéw zawartych w tych genomach podlega koregulacji. Sygnaty
anterogradowe, ktore powstajg w jgdrze komoérkowym i sg nastepnie kierowane do
mitochondriéw, kontrolujg ekspresje genéw w mitochondriach, w odpowiedzi na
czynniki  wewnetrzne i Srodowiskowe. Sygnaly retrogradowe, powstajgce
w mitochondriach i kierowane do jgdra komoérkowego, mogg natomiast modyfikowaé
mechanizmy anterogradowe (Allen, 2003; Butow i Avadhani, 2004; Pesaresi i in., 2007;
Woodson i Chory, 2008; Matilainen i in., 2017). Zdolnos¢ do syntezy ATP, dostepnosc¢
O: i produkcja RFT odzwierciedlajg stan funkcjonalny mitochondriow. Réwnoczesnie
stanowig podstawe informowania jadra komérkowego o zmiennych warunkach
Srodowiska wewnetrznego, i w konsekwencji prowadzi¢ mogg do uruchomienia
mechanizmoéw adaptacyjnych i naprawczych. Znaczacg role w komunikacji miedzy
jadrem a mitochondriami przypisuje sie ostatnio mechanizmom epigenetycznym
(Matilainen i in., 2017). Sygnaty metaboliczne pochodzgce z mitochondriow mogg
uruchamia¢ zmiany modyfikacji epigenetycznych w jgdrze komérkowym. Z kolei tzw.
~epigenom jgdrowy” moze modulowac¢ funkcjonowanie mitochondriéw w rézny sposob.
Co wiecej, modyfikacje epigenetyczne postuluje sie réwniez dla mitochondrialnego
DNA. Zatem, oprécz sieci szlakow sygnalizacyjnych stanowigcych podstawe dziatania
sygnatéw antergradowych i retrogradowych, w procesie komunikacji miedzy jgdrem
komorkowym i mitochondriami istnieje jeszcze dodatkowy mechanizm zwigzany
z regulacjg modyfikacji epigenetycznych. Jest to jednakze na razie zagadnienie stabo

poznane.

2.3.1.4. Element systemu kontroli jakosci cytozolu i innych

przedziatdow komérkowych

Dostepne dane wskazuja, ze mitochondria prawdopodobnie aktywnie
uczestniczg w utrzymaniu homeostazy w obszarach pozamitochondrialnych komorki.
Dostepne dane wskazujg bowiem, ze OMM moze by¢ miejscem rekrutacji
cytoplazmatycznego systemu ubikwityna-proteasom, co z kolei umozliwia degradacje
biatek oddziatujgcych z biatkami OMM, przestrzeni miedzybtonowej i prawdopodobnie
IMM (Braun i Westermann, 2017). Zjawisko to okreslane skrotem MAD?*
prawdopodobnie uczestniczy w degradaciji nieprawidtowych biatek w trakcie ich importu

do mitochondriéw, ale takze biatek nie-mitochondrialnych, w tym o btednej lokalizaciji

24ang. mitochondria-associated degradation; pol. degradacja zwigzana z mitochondriami
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lub wchodzgcych w sktad agregatow cytoplazmatycznych oddziatujgcych z OMM. Co
ciekawe, istnieje zwigzek miedzy aktywnoscig systemu ubikwityna-proteasom,
a stanem funkcjonalnym mitochondriéw (Ross i in., 2015). Postuluje sie takze, ze
dysfunkcja mitochondriow moze skutkowac¢ zmniejszeniem akumulacji rozfatdowanych
bialek w cytozolu, co zwigzane jest ze zwiekszeniem poziomu biatek
opiekunczychw cytozolu (Kim i in., 2016). Mechanizm ten jest prawdopodobnie oparty
na zmianie w mitochondrialnym metabolizmie lipidow (Braun i Westermann, 2017). Co
wiecej, RFT uwalniane przez mitochondria mogg przyczyni¢ sie do modulacji

aktywnosci systemu ubikwityna-proteasom (Segref i in., 2014).
2.3.2. Udzial w procesach smierci komoérek

Zgodnie z rekomendacjg Komitetu do spraw Nazewnictwa Smierci Komérkowej?
obecnie wyrdznia sie trzy typy $Smierci komérki: przypadkows, regulowang
i programowang (Galluzzi i in., 2015). Smier¢ przypadkowa, przypominajgca pod
wzgledem morfologicznym nekroze, jest procesem niekontrolowanym, wywotanym
przez ekstremalne czynniki chemiczne i fizyczne. Smieré regulowana wykazuje
natomiast cechy nekrozy i apoptozy oraz podlega modulacji przez czynniki
farmakologiczne i genetyczne. Z kolei sSmier¢ programowana wykazuje cechy typowe
dla apoptozy i jest wariantem $mierci programowanej, zachodzgcej w ramach
proceséw rozwojowych lub w dojrzatym organizmie w celu utrzymania homeostazy
w tkankach. Obecnie nie ulega juz watpliwosci, ze mitochondria uczestniczg we
wszystkich wymienionych typach smierci (Wang i in., 2017; Dawson i Dawson, 2017).

Smieré przypadkowa wynika z "zalania” komérki jonami wapnia na skutek utraty
mozliwosci regulacji homeostazy wapniowej w wyniku dysfunkcji mitochondriow.
W przypadku $mierci regulowanej i programowanej, udziat mitochondriow polega
przede wszystkim na uwalnianiu biatek, ktére biorg udziat w egzekucji
wewnatrzpochodnych szlakéw $mierci, w tym wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy
(Dawson i Dawson, 2017). Mechanizm tego uwalniania jest nadal przedmiotem
dyskusiji. Nie ulega jednak watpliwosci, ze istotng role odgrywajg w nim biatka z rodziny
Bcl-2 i biatko VDAC (Shoshan-Barmatz i in., 2017) (p.2.2.3, 2.2.5, 2.4.3 i 2.5.1). Ze
wzgledu na kluczowe znaczenie kanatu VDAC dla funkcjonowania mitochondriéw
(p.2.2), jego nieprawidtowe dziatanie moze by¢ przyczyng dysfunkcji mitochondriow

i przypadkowej smierci komorki.

%ang. nomenclature committee on cell death, NCCD
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2.4. Dysfunkcja mitochondribw w rozwoju choroby

Huntingtona

Badania wykorzystujgce modele zwierzece pozwolity zidentyfikowa¢ nastepujgce
zmiany w funkcjonowaniu mitochondridéw, ktore, co istotne, poprzedzajg w czasie inne
zmiany chorobowe wystepujgce w patogenezie HD: (1) oddziatywanie mHtt z OMM,
(2) zmniejszenie syntezy ATP, (3) zmiana wrazliwosci na jony wapnia, (4) zwiekszona
podatno$é na permeabilizacje bton mitochondrialnych (MMP%), (5) zmiany w przebiegu
fuzji i fragmentacji mitochondriéw i (6) ostabienie biogenezy mitochondriéw (Solans
iin., 2006; Ghavami i in., 2013; Johri i in., 2013; Golpich i in., 2016). Zatem,
w przebiegu HD obserwuje sie zmiany funkcji metabolicznych mitochondriéw, ich

dynamiki i oraz liczebnosci.
2.4.1. Funkcje metaboliczne

Komorki nerwowe ze wzgledu na swoje funkcje wykazujg ogromne
zapotrzebowanie na ATP. Szacuje sie, ze mdzg stanowi tylko ok. 2% masy ciata,
podczas gdy wymaga ok. 20% energii przeksztatcanej przez mitochondria (Wang i in.,
2009a). Syntetyzowane w mitochondriach ATP wykorzystywane jest w neuronach do
utrzymywania potencjatu  btonowego, egzocytozy i wychwytu zwrotnego
neuroprzekaznikow, gromadzenia rezerwowej puli pecherzykbw na wypadek
diugotrwatego lub intensywnego uwalniania neuroprzekaznika, a takze transportu
jonow i organelli w obrebie dendrytéw i aksonu. Mitochondria kontrolujg takze stezenie
Ca?" w neuronach, ktére ma podstawowe znaczenie dla egzocytozy neuroprzekaznika
i regulacji ekspresji genéw (Karachitos i in., 2010; Karachitos iin., 2016a, Liot i in.,
2017). Podsumowujgc, prawidtowe funkcjonowanie mitochondriéw jest kluczowe dla
prawidtowego funkcjonowania neuronow.

Dla rozwazania roli zmian funkcji metabolicznych w patogenezie HD kluczowa
wydaje sie obserwacja, ze mysie zarodkowe komorki macierzyste (ESC?’) pozbawione
genu HTT wykazujg zwiekszone zapotrzebowanie na glukoze i zmniejszone zuzycie
tlenu (Ismailoglu i in., 2014; Wiatr iin.,, 2017), co wskazuje na zaktocenie
funkcjonowania mitochondriéw. Jednoczesnie w badaniach post mortem chorych z HD
stwierdza sie zmniejszenie aktywnosci I, 11l i IV kompleksu tancucha oddechowego, co
niewatpliwie istotnie uposledza skutecznos¢ przeksztatcen energetycznych (Bossy-
Wetzel i in., 2008; Reddy i in., 2009; Krzyszton-Russjan i in., 2013; Naia i in., 2015;

26 ang. mitochondrial membrane permeabilization
27 ang. embryonic stem cells; pol. embrionalne komarki macierzyste
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Golpich i in., 2016). Ponadto badania na gryzoniach z wykorzystaniem kwasu 3-
nitropropionowego (3-NP), nieodwracalnego inhibitora kompleksu |l tancucha
oddechowego, stosowanego jako kluczowy element eksperymentalnego modelu HD,
pozwolity stwierdzi¢ zmiany analogiczne do tych obserwowanych w przebiegu HD
(Brouillet i in., 2005; Liot i in., 2009; Gao i in., 2017). Kompleks Il mitochondrialnego
tancucha oddechowego (dehydrogenaza bursztynianowa), zasila proces fosforylacji
oksydacyjnej, a takze uczestniczy w cyklu kwasow trikarboksylowych. Dlatego
uposledzenie jego dziatania prowadzi do znacznego zmniejszenia syntezy ATP i tym
samym do dramatycznego w skutkach deficytu energetycznego komérki (Majumder
i in., 2007). Systematyczne podawanie 3-NP szczurom i ssakom naczelnym wywotuje
wybiérczg utrate neuronéw w obszarze prazkowia oraz zaburzenia ruchowe
i psychiczne, typowe dla HD (Lioti in., 2009; Solesio i in., 2017). Badania nad
toksycznoscig 3-NP i mHtt ujawnity takze uposledzenie gospodarki wapniowej komérek
i aktywacje kaspaz (Liot i in., 2009, Gao iin., 2017). Zwiekszenie ekspresji
podjednostek kompleksu Il w badanych komérkach prgzkowia przywraca aktywnosc
oddechowg tego kompleksu i chroni komérki przed smiercig. Co ciekawe, przy
wykorzystaniu szczurzego modelu HD stwierdzono, ze zmiany przezywalnosSci
wchodzgcych w jego skltad komorek wspdtwystepujg ze zmianami statusu
energetycznego mitochondriéw, ktére z kolei wspotwystepujg ze zmianami
w funkcjonowaniu kanatu VDAC (Karachitos i in., 2016a).

Zaobserwowano takze upos$ledzenie produkcji ATP w mysich ESC z ekspresjg
mHitt, jednak dane uzyskane przez dwie grupy (Jacobsen i in., 2011 i Ismailoglui in.,
2014), wskazujg réznice we wptywie ekspresji mHtt na poziom syntezy ATP (Wiatr i in.,
2017), co prawdopodobnie wynika z réznej liczby reszt glutaminy w biatku i réznic
struktury powstajgcych mRNA (Tawani i Kumar, 2015). Ponadto, u chorych na HD, jak
réowniez w zréznicowanych neuronach, obserwowano zaburzenia szlakow syntezy
lipidébw i cholesterolu (Leoni i Caccia, 2015; HD iPSC Consortium, 2012),
przebiegajgcych w komodrkach dzieki wspotpracy ER z mitochondriami. Co istotne,
w przebiegu HD wykazano réwniez mutacje mitochondrialnego DNA, co obok
upos$ledzenia funkcji metabolicznych prowadzi do ostabienia biogenezy mitochondriéw
(Bossy-Wetzel i in., 2008; Golpich i in., 2016). Z drugiej strony ekspresja mHtt prowadzi
do hamowania aktywnosci proteosomu, co skutkuje akumulacjg agregatow mHitt
i wzmocnieniem upos$ledzenia funkcji metabolicznych mitochondriéw (Golpich i in.,
2016).

33



2.4.2. Dynamika mitochondriéw

Mitochondria sg strukturami niezwykle dynamicznymi, zmieniajgcymi swaj
ksztatt i potozenie w komoérce, jak i morfologie i rozmiar, w wyniku proceséw fuzji
i fragmentacji (Westermann, 2012) (p.2.2.4 i 2.3.1.2). Proces fuzji, czyli tgczenia sie
mitochondriéw, jest niezbedny dla komunikacji miedzy mitochondriami oraz utatwia ich
rozmieszczenie i przemieszczanie sie w komodrce. Proces fragmentacji z kolei
umozliwia odnowe, redystrybucje i zwiekszenie liczby mitochondriéw (Shirendeb i in.,
2011). Oba te procesy podlegajg Scistej kontroli i regulacji poprzez liczne biatka
wystepujgce w cytozolu i mitochondriach. Dostepne dane wskazujg, ze podstawowg
role w procesie fuzji i fragmentacji mitochondriow odgrywajg GTPazy. Sg to mitofuzyny
(MFN1 i MFN2) oraz Opa1 uczestniczgce w fuzji oraz biatka Drpl i Fisl, regulujgce
proces fragmentacji mitochondriéw (lwasawa i in., 2011; Shirendeb i in., 2011; Gao
iin., 2017). W przebiegu HD obserwuje sie zwiekszong fragmentacje mitochondriéw
(Kim i in.,, 2010; Johri i in., 2012a), co ttumaczy sie zmianami w ekspresji lub
modyfikacjami potranslacyjnymi Drpl, mitofuzyn i Fisl (Song i in., 2011; Shirendeb
iin., 2012) i interpretuje jako przyczyne znaczacego uszkodzenia synaps w obrebie
dendrytéw (Haun i in., 2013). W badaniach m6zgow chorych w poczgtkowym stadium
HD, w prazkowiu i korze mézgowej stwierdzono zwiekszong ekspresje biatek Drp1
i Fis1 oraz zmniejszong ekspresje MFN1, MFN2, i Opal (Reddy i Shirendeb, 2012). Co
ciekawe zastosowanie Mdivi-1, inhibitora fragmentacji mitochondridow, zapobiega
efektom obecnosci mHtt na dynamike mitochondriow (Manczak i Reddy, 2015).
Wykazano takze mozliwos¢é bezposredniego oddziatywania mHtt z Drpl i MFN2,
powodujgcego zmiane ich aktywnosci (Wang i in., 2009b; Song iin., 2011; Gao i in.,
2017) (p.2.5).

Neurony sg wysoce wyspecjalizowanymi typami komorek. Posiadajg diugie
aksony, a takze silnie rozgatezione dendryty, ktore tworzg zlozone sieci potgczen.
W konsekwencji, neurony stanowig szczegolne anatomiczne i morfologiczne wyzwanie
dla proceséw dystrybucji mitochondriow w komorce (Li i in., 2010). Mitochondria
powstajg bowiem w perykarionie i sg nastepnie transportowane do aksonu, dendrytow
I synaps (ruch anterogradowy), gdzie gwarantujg niezbedne zasilanie energetyczne.
Uszkodzone mitochondria sg z kolei transportowane do obszaroéw okotojgdrowych,
gdzie odbywa sie ich selektywna degradacja (ruch retrogradowy) (Drabik i in., 2016).
Zachodzi wiec ciggta wymiana mitochondriow miedzy perykarionem a dystalnymi
czesciami komorki. Jest ona konieczna dla prawidlowego funkcjonowania neuronéw
(Schwarz, 2013), przy czym wyrdznia sie dwie populacje mitochondriéw: statyczne

i bedace wruchu. Szacuje sie, ze ok. 30% wszystkich mitochondriow w komorce
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przemieszcza sie, podczas gdy pozostate sg zakotwiczone w miejscach o duzym
zapotrzebowaniu energetycznym (Drabik i in., 2016). Zatem, niemoznos¢
przemieszczania mitochondriow Iub dostarczenia ich do odpowiednich miejsc
w komorce skutkuje uposledzeniem zasilania energetycznego i pogorszeniem dziatania
synaps lub sieci neuronowych (Li i in., 2010).

W proces przemieszczania sie mitochondriow w komodrce nerwowej
zaangazowane sg 3 grupy biatek: (1) biatka budujace elementy cytoszkieletu, takie jak
tubulina (mikrotubule) i aktyna (mikrofilamenty), (2) biatka motoryczne, takie jak
kinezyny i dynaktyny, i (3) biatka adaptorowe i rusztowaniowe, ktére wigzg ,fadunek”
Z "motorem” i cytoszkieletem (Li i in., 2010). Mikrotubule prawdopodobnie odpowiadajg
za transport mitochondriow na duze odlegtosci, podczas gdy mikrofilamenty
posrednicza w transporcie na krétkich odcinkach (Lin i in., 2010). Wiele danych
wskazuje na zaburzenia w transporcie mitochondriow w przebiegu HD. Zaburzenia
w transporcie aksonalnym obserwowano w modelu mysim i neuronalnych liniach
komérkowych, jak réwniez w przypadku modelu HD opartego na Drosophila

melanogaster (Krench i Littleton, 2013).
2.4.3. Liczba mitochondriow

Biogeneza mitochondriow i ich selektywna degradacja w wyniku autofagii
nazywanej mitofagig, ktéra stanowi kluczowy element mechanizmu kontroli jakosci
mitochondriéw (p.2.2.4), to dwa przeciwstawne procesy komorkowe regulujgce liczbe
mitochondriéw, w odpowiedzi na stan energetyczny komorki, stres, a takze inne
sygnaty srodowiskowe i wewnagtrzkomorkowe. Zatem, upos$ledzenie jednego z tych
proceséw prowadzi do zaburzenia rownowagi w komoérce i w konsekwencji stanowi
istotny element patogenezy réznych chorob, w tym chordb neurodegeneracyjnych
(Palikaras i in., 2015; Wasilewski i in., 2016).

Biogeneza mitochondriéw jest ztozonym, wieloetapowym procesem, ktory
obejmuje skoordynowang ekspresje gendw zlokalizowanych w mitochondrialnym
i jadrowym DNA, uruchomienie nowo syntetyzowanych biatek i lipidéw, i w koncu
import, sktadanie i aktywacje biatek w powstajgcej sieci mitochondrialnej (Golpich i in.,
2016; Bragoszewski i in., 2017). Proces biogenezy regulowany jest przez wiele
czynnikdbw  transkrypcyjnych, uruchamianych w  odpowiedzi na  bodzce
wewnagtrzkomorkowe, jak réwniez srodowiskowe, takie jak: dostepnos¢ sktadnikow
odzywczych, czynnikdbw wzrostu i hormonow, obecnos¢ toksyn, wahania temperatury

i poziomu tlenu. Gtéwnym regulatorem tego procesu jest PGC-102. Biatko to kontroluje

28ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; pol. koaktywator
receptora PPAR-y
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aktywnosc¢ kilku czynnikow transkrypcyjnych, takze zaangazowanych w biogeneze
i regulacje metabolizmu mitochondriow, takich jak: NRF1 i NRF2?°, mitochondrialne
czynniki transkrypcyjne TFAM i TFB1M i receptory estrogenu (Dominy i Puigserver,
2013; Yun i Finkel, 2014; Golpich i in., 2016). Co istotne, w komodrkach z ekspresjg
mHtt obserwuje sie obnizenie ekspresji PGC-1a (Cui i in., 2006; Khalil i in., 2015).

Jak wspomniano w podrozdziale 2.2.4, efektem ubocznym przeksztatcen
energetycznych prowadzonych przez mitochondria, jest powstawanie potencjalnie
niebezpiecznych RFT. Komorki eukariotyczne rozwinety szeroki wachlarz
mechanizmoéw kontrolnych w celu zachowania mitochondrialnej homeostazy,
i w konsekwencji zapobiegania uszkodzeniom komorki i jej $mierci. Zadania te
realizowane sg przez system kontroli jakosci mitochondriéw (p.2.4). Jednym
Z elementow tego systemu jest mitofagia, selektywny rodzaj autofagii, wywoltywany
przez gromadzenie sie uszkodzonych lub zbednych mitochondriéw (Lemasters, 2005;
Hill i in., 2012; Golpich iin., 2016; Anzell i in., 2017, Wang i in., 2017). Komorki
indukujg mitofagie w celu regulacji rozmiaru i jakosci sieci mitochondrialnej
w odpowiedzi na zapotrzebowanie energetyczne i stres oksydacyjny (Youle i Narendra,
2011; Kubli i Gustafsson, 2012; Hwang i in., 2015; Bordi i in., 2017). Mitochondria
przeznaczone do degradacji sg kierowane do autofagosomoéw, a nastepnie
przenoszone do lizosoméw, gdzie ulegajg rozktadowi. Nie ulega watpliwosci, ze
mitofagia jest procesem zaleznym od stanu funkcjonalnego mitochondriéw, a takze ich
morfologii, a procesy fuzji i fragmentacji biorg czynny udziat w jej promocji (Frank i in.,
2012).

Dotychczas wyrdzniono kilka czgsteczek biorgcych udziat w regulacji
rownowagi miedzy biogenezg mitochondriow i ich eliminacjg. Sg to sirtuiny
(deacetylazyhistonowe, regulujgce metabolizm komoérkowy i diugos$¢ zycia), kinaza
AMPK®*,  PGC-1a, p53 (czynnik transkrypcyjny o wilasnosciach supresora
nowotworowego), Parkin (element systemu ubikwityna-proteosom), kinaza PINK13%,
MFN1 i biatka z rodziny Bcl-2 (Egan iin., 2011; Shin i in., 2011; Sahin i in., 2012;
Palikaras i in., 2015; Wang i in., 2017). Czes¢ z nich jest takze zaangazowanych
w sposob posredni lub bezposredni w patogenezie HD. Co wiecej, dane
eksperymentalne sugerujg ze w przebiegu HD, dochodzi do zaburzenia regulacji
mitofagii, a nadekspresja kinazy PINK1, zapobiega toksycznym efektom wywotywanym
przez mHtt, w sposéb zalezny od Parkin i biatek OMM, takich jak MFN i VDAC (Khalil
iin., 2015). W przebiegu HD zanotowano réwniez uposledzony transport

autofagosomow, prowadzacy do nieefektywnej degradacji mitochondriéw (Soubannier

2%ang. nuclear respiratory factor 1 and 2; pol. jadrowy czynnik oddechowy 1 i 2
%ang. AMP-activated protein kinase; pol. kinaza aktywowana przez AMP
8lang. PTEN-induced kinase 1; pol. kinaza indukowana przez PTEN
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iin., 2012; Wong i Holzbaur, 2014) i czesciowe przywrocenie sprawnosci tego procesu
po nadekspres;ji kinazy PINK1 (Khalil i in., 2015).
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2.5. Przyczyny dysfunkcji mitochondribw w rozwoju

choroby Huntingtona

Htt jest biatkiem charakterystycznym dla kregowcow (Truant i in. 2008),
zlokalizowanym gtownie w cytoplazmie, wykazujgcym aktywnos¢ antyapoptotyczng
i zdolno$¢ oddziatywania z wieloma biatkami o réznych funkcjach (Bocharova i in.,
2009; Pandey i in., 2010; baza danych BioGrid). Jednakze funkcja Htt w komérce nie
zostata do tej pory precyzyjnie wyjasniona. Dostepne dane pozwalajg wnioskowac o jej
udziale w szeregu procesow komorkowych (Rys. 6), w tym w podziatach komérkowych,
podczas ktorych uczestniczy w tworzeniu wrzeciona podzialowego we wiasciwej
orientacji (Godin i in., 2010). Wykazano takze istotne znaczenie tego biatka w procesie
embriogenezy i rozwoju centralnego uktadu nerwowego (Sardo i in., 2012; Wiatr i in.,
2017).

Uwalnianie
neurotransmitera

/ Organizacja cytoszkieletu
Wiasciwosci . - Oddziatue ¥
antyapoptotyczne z °_k°'° L = Sygnalizacja komérkowa
200 biatkami
b\
‘ \ Ekspresja genow

Metabolizm

Konieczna dla prawidiowej
embriogenezy i neurogenezy

Rysunek 6. Proponowane funkcje Htt.

W komodrkach nerwowych Htt petni szereg funkcji (Rys.7). Uznaje sie, ze
skutkiem jej dziatania jest hamowanie aktywnosci biatek proapoptotycznych z rodziny
Bcl-2 oraz kaspazy 3, zwigkszenie ekspresji neurotroficznego czynnika pochodzenia
mozgowego (BDNF??), regulacja transportu retrogradowego i anterogradowego oraz
dynamiki mitochondriéw. Ponadto Htt bierze udziat w aktywacji receptorow w btonie
postsynaptycznej, poniewaz reguluje aktywnos$¢ biatka PSD-95% (Jodeir i Farshbaf
i Ghaedi, 2017). Htt reguluje takze transport aksonalny, ktéry jest realizowany wzdtuz
mikrotubul przy obecnos$ci HAP13 i biatek motorycznych takich jak: dynaktyna, dyneina
i kinezyna (Hoffner i in., 2002; Jodeiri Farshbaf i Ghaedi, 2017).

32 ang. brain-derived neurotrophic factor; biatko wydzielane przez neurony, nalezgce do rodziny
czynnikéw wzrostu nerwow

33ang. postsynaptic density protein 95; kinaza biorgca udziat w aktywacji receptorow w btonie
postsynaptycznej

34 ang. huntingtin-associated protein 1; biatko wigzgce Htt do biatek motorycznych

38



Htt

BIK, BAK,
Cas 3 8§ & «
Htt

Htt
TRANSPORT
/1

[ — 772, MITOFAGIA
BDNF DYNAMIKA ~—

Rysunek 7: Proponowane funkcje Htt w komérkach nerwowych. A - perykarion; B - jagdro komorkowe;
C - akson; D - zakonczenie aksonu. Htt - natywna wersja huntingtyny; Bik, Bak - biatka z rodziny Bcl-2;
Cas 3 - kaspaza 3; NMDA - receptory NMDA; AMPA - receptor AMPA; KR — receptor kaininowy. Rysunek
przygotowany na podstawie Jodeiri Farshbaf i Ghaedi, 2017.

Ekspresja genu HTT jest konstytutywna i nie jest specyficzna dla obszaru
pragzkowia ani nawet catego mézgu (Morton i Howland, 2013), jednakze prgzkowie jest
niezwykle podatne na upos$ledzenie metabolizmu mitochondrialnego, obserwowane
w przebiegu HD. Wykazano bowiem, iz ,wady genetyczne” mitochondriow mogag
prowadzi¢ do degeneracji prgzkowia i objawia¢ sie choreoatetoza jak i dystonig. Na
przyklad mutacje punktowe w genach kodujgcych kilka podjednostek kompleksu |
mitochondrialnego tancucha oddechowego mogg prowadzi¢ do degeneracji skoprupy
(cze$¢ prazkowia) i dystonii w potgczeniu z objawami takimi jak epilepsja, wylew
i atrofia nerwu wzrokowego. Mutacje w biatkach mitochondrialnych kodowanych przez
geny jadrowe mogg z kolei prowadzi¢ do neurologicznych nieprawidtowosci
charakterystycznych dla zespotu Leigha. Co wiecej zbadane przypadki zatrucia
toksynami takimi jak cyjanek (inhibitor kompleksu IV mitochondrialnego tancucha
oddechowego), metanol i 3-NP wykazatly, ze prazkowie jest niezwykle wrazliwe na
zablokowanie fosforylacji oksydacyjnej (Liot i in., 2017).

W rozwoju HD dochodzi do ekspresiji obu alleli, bez mutacji i z mutacjg (Kegel
iin., 2002). Uwaza sie zatem, ze przyczyng pojawienia sie objawdw chorobowych
moze by¢ zaréwno pojawienie sie nowej funkcji mHtt, utrata funkcji przez mHtt, jak
i utrata funkcji przez Htt w wyniku oddziatywania z mHtt (Hersch i Rosas, 2008; Bossy-
Wetzel i in., 2008; Mochel i Haller, 2011; Marelli i Maschat, 2016). Mimo iz, utrata
funkcji przez mHtt moze by¢ istotnym elementem patogenezy HD, wiele danych

eksperymentalnych, jak i dominujgcy charakter mutacji w genie HTT sugeruja, ze
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toksyczne wtasciwosci mHtt wynikajg z pojawienia sie nowej funkcji tej wersji biatka
(Bates, 2003; Wang i in., 2008; Zuccato i in., 2010; Finkbeiner, 2011; Marelli i Maschat,
2016; Koyuncu i in., 2017).

2.5.1. Odziatywanie huntingtyny i jej zmutowanej wersji na
procesy komérkowe istotne dla funkcjonowania

mitochondriéw

Uzyskane dotychczas dane pozwalajg na wskazanie nastepujacych
mechanizmoéw toksycznego dziatania mHtt na komdrki nerwowe: (1) zmiany
w modulacji transkrypcji genéw jgdrowych, w tym kodujgcych biatka mitochondrialne
i czynniki wzrostu, np. BDNF, (2) uposledzenie funkcjonowania mitochondriow, w tym
ich dynamiki, transportu wzdluz aksonu i mitofagii, (3) stres oksydacyjny,
(4) ekscytotoksycznosc¢, (5) tworzenie agregatow i ciat inkluzyjnych, i (6) zaburzenia
w proteolizie i funkcjonowaniu proteasomu, (7) zaburzenia funkcjonowania
cytoszkieletu i transportu aksonalnego (Karachitos i in., 2010; Marelli i Maschat, 2016;
Jodeiri Farshbaf i Ghaedi, 2017).

Dostepne dane wskazuja, ze mHtt wykazuje zdolnos¢ wychwytywania
mniejszych biatek i zmiany ich docelowej lokalizacji, uniemozliwiajgc realizacje ich
funkcji w obrebie neuronu. Wykazano na przyktad, ze mHtt moze wigzac i unieczynniac
biatko CBP%*, niewielkie biatko regulatorowe petnigce funkcje koaktywatora
transkrypcyjnego, ktore reguluje ekspresje m.in. biatek tancucha oddechowego, takich
jak oksydaza cytochromowa, czy cytochrom c (Karachitos i in., 2010). Obecnos¢ mHtt
obniza takze poziom ekspresji PGC-1a, pozostajgcego pod kontrolg biatka CREB®®
(Johri i in., 2013; Golpich i in., 2016). Jak wspomniano wczesniej (p.2.4.3), PGC-1q,
wigze sie z czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za regulacje ekspresji
genow jgdrowych, kodujgcych biatka mitochondrialne i reguluje miedzy innymi procesy
biogenezy mitochondriéw, fosforylacji oksydacyjnej, termogenezy, ochrony przed RFT
oraz metabolizmu glukozy i kwasow ttuszczowych (Cui i in., 2006; Karachitos i in.,
2010; Johri i in., 2013; Dominy i Puigserver, 2013; Yun i Finkel, 2014; Villena, 2015;
Golpichiin., 2016)

Htt przypuszczalnie reguluje procesy fuzji i fragmentacji mitochondriow (p.2.4.2)
poprzez wigzanie sie z biatkami zaangazowanymi w te procesy, natomiast mHtt moze
powodowac nieprawidtowe dziatanie tych biatek (Haun i in., 2013). Podejrzewa sie

rowniez, ze mHtt selektywnie wigze i unieczynnia biatka motoryczne lub zaktdca

%ang. CREB - binding protein; pol. biatko wigzgce biatko CREB
%6ang. cAMP response element-binding protein; pol. biatko wigzgce sie z elementem
odpowiedzi na cAMP
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oddziatywania biatek motorycznych z mikrotubulami, i poprzez odziatywanie z biatkiem
HAP1 zaburza proces przemieszczania mitochondriow w obrebie komorki (Trushina
iin., 2004; del Toro i in., 2006; Gauthier i in., 2004; Gao i in., 2017). Obserwowano
takze, ze mHtt moze wychwytywac biatka zaangazowane w tworzenie autofagosomow
i zaburzaé proces rozpoznawania mitochondriéw przeznaczonych do mitofagii (Shibata
i in., 2006; Martinez-Vicente i in., 2010; Khalil i in., 2015) (p.2.4.3). Wyniki badan
prowadzonych na modelach pozbawionych ekspresji Htt takze wskazujg na zaburzenia
w procesie mitofagii i powstawanie tzw. ,pustych autofagosomow”, sugerujgc, ze Htt
jest konieczna do rozpoznania uszkodzonych mitochondriéw przez biatka wchodzace
w skitad autofagosomu (Rui i in., 2015).

Wiele danych wskazuje na udziat RFT i uposledzenia usuwajgcych je systemow
w rozwoju HD. Mozg jest organem bardzo wrazliwym na stres oksydacyjny,
pojawiajgcy sie w komodrkach z powodu wyzszej zawartosci ttuszczu i wysokiego
zapotrzebowania energetycznego. Mimo, iz podwyzszony poziom produkcji RFT nie
bywa czesto odnotowywany we wczesnych etapach HD, wydaje sie on stanowi¢ jeden
z gtéwnych patomechanizmoéw na pozniejszym etapie rozwoju tej choroby (Johri i Beal,
2012). Uszkodzenia funkcjonowania fancucha oddechowego i dysfunkcja
mitochondriéw to gtébwne mechanizmy zaangazowane w zalezny od RFT rozwdj HD
(Lee i in., 2012b; Manoharan i in., 2016). W przebiegu HD obserwuje sie ponadto
zwiekszenie poziomu markeréw stresu oksydacyjnego, ktéremu towarzyszy spadek
poziomu przeciwutleniaczy, jak i uposledzenie dziatania biatek uczestniczgcych
w eliminacji RFT. Na przyktad, u pacjentéow z HD odnotowano wzrost peroksydaciji
lipidow, w potaczeniu z obnizong iloscig glutationu (Tunez i in., 2011), a takze
nieprawidtowy metabolizm tryptofanu (Stoy i in., 2005; Manoharan i in., 2016).
Obnizenie ekspresji PGC-1a, obserwowane w obecnosci mHtt (patrz wyzej), wptywa
na ekspresje genow kodujgcych biatka obnizajgce produkcje RFT lub RFT eliminujgce.
Do grupy pierwszej nalezg biatka rozprzegajgce (UCP?®) (Jarmuszkiewicz i Woyda-
Ploszczyca, 2008; Weydt i in., 2009; Johri i in., 2013; McCourt i in., 2016; Su iin.,
2017). Z kolei w eliminacji RFT uczestniczg katalaza i peroksydaza glutationowa
(GPX1) (Johri i in., 2013), a takze dysmutazy ponadtlenkowe CuZnSOD i MnSOD
(Gatganska i in. 2010b).

Jak wspomniano wczeséniej, (p.2.5.1) mHtt przyczynia sie posrednio do wzrostu
poziomu RFT, co z kolei istotnie zwieksza poziom uszkodzen powstajgcych w DNA.
Jednym z mechanizmoéw odpowiedzi komoérki na tego typu uszkodzenia DNA jest
uruchomienie biatka supresorowego p53. Biatko to jest istotne w procesie naprawy

DNA i syntezy DNA, a takze reguluje wiele szlakéw sygnalizacyjnych zaangazowanych

37 ang. uncoupling protein
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w kontrole stabilnosci genomu, metabolizmu energetycznego komorek, proceséw
antyoksydacyjnych, a takze bierze udziat w odpowiedzi na inne Zzrodta stresu
komorkowego (Vousden i Prives, 2009; Park i in., 2016). Posmiertna analiza mozgow
pacjentow z HD wykazuje zwiekszony poziom biatka p53 w neuronach (Grison i in.,
2011). Obserwowana w przebiegu HD akumulacja biatka p53 w jgdrze komdrkowym
prowadzi do zwigkszonej syntezy proapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2, takich jak
Puma i Bax, co sprzyja uruchomieniu wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy
(Karachitos i in., 2010; Mochel i Haller, 2011).

Glutaminian jest neuroprzekaznikiem wystepujgcym w ukfadzie nerwowym
kregowcow, rozpoznawanym przez receptory jonotropowe i metabotropowe,
znajdujgce sie w btonie komoérkowej neurondéw (Marambaud i in., 2009; Wang i in.,
2015). Aktywacja receptoréw jonotropowych, czyli receptorow NMDA, AMPA
i kainianowych (Rys.7), prowadzi do otwarcia kanatdw w bitonie komorkowej i naptywu
Ca?" do komorki. Receptory metabotropowe nie tworzg kanatdéw przepuszczajgcych
jony Ca?*, jednak mogg uczestniczyé w regulacji ich stezenia w procesach zaleznych
od trimerycznych biatek G (Marambaud i in., 2009). Z kolei jony Ca?* biorg udziat
w wielu procesach, poczgwszy od regulacji ekspresji gendw, konczac na
oddziatywaniach komorka-komédrka i komorka — substancja zewngtrzkomorkowa. Jak
wspomniano wczesniej (p.2.4.1), w mézgu stezenie Ca?* ma fundamentalne znaczenie
w regulacji aktywnosci synaptycznej i stabilizacji potagczeh synaptycznych (Santello
i Volterra, 2009; Marambaud i in., 2009; Kaplan i Stockwell, 2012). Nadmierna
aktywacja receptoréw glutaminergicznych moze prowadzi¢ do zwiekszenia stezenia
Ca?" w cytozolu, a w konsekwencji do zaburzenia czynnos$ci neurondéw iich $mierci
w wyniku procesu nazywanego ekscytotoksycznoscig (Karachitos i in., 2010; Qiu i in.,
2013; Wang i in., 2015; Dawson i Dawson, 2017). Co wiecej, glutaminian posredniczy
w sposob zalezny od Ca?" w degradacji MFN2, regulatora fuzji mitochondriéw (p.2.4.2),
co w konsekwencji przyczynia sie do fragmentacji mitochondriéw i moze prowadzi¢ do
Smierci komoérek nerwowych (Wang i in., 2015). W przebiegu HD obserwuje sie
zwiekszenie aktywacji receptoréw dla glutaminianu i wystepowanie nieprawidtowosci
w aktywacji synaptycznej, plastycznosci neurondéw oraz aktywacji enzymow zaleznych
od Ca?', biorgcych udziat w katabolizmie biatek, fosfolipidow i kwaséw nukleinowych,
a takze syntezie NO (Marambaud i in., 2009; Kaplan i Stockwell, 2012; Dawson
i Dawson, 2017). Co wiecej, wykazano ze mHtt promuje ekscytotoksycznosé¢, podczas
gdy Htt przeciwdziata temu zjawisku (Kaplan i Stockwell, 2012). Ponadto stwierdzono,
ze obecnos$¢ mHtt prowadzi do uwrazliwienia receptorow NMDA, i co sie z tym wigze,
sprzyja smierci komorki indukowanej przez glutaminian (Marambaud i in., 2009; Kaplan
i Stockwell, 2012; Raymond, 2014).
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Funkcjonujgcy w komorkach system  ubikwityna-proteasom (UPS®)
odpowiedzialny jest za znakowanie, a nastepnie degradacje uszkodzonych,
zdenaturowanych i dysfunkcjonalnych biatek, a takze biatek obcych dla danej komérki,
np. biatek wirusowych (p.2.3.1.4). Umozliwia to miedzy innymi kontrole proteomu
mitochondrialnego i ochrone komérki przed niewydolnoscig mitochondrialng
(Bragoszewski i in., 2017). Proces ubikwitynacji przebiega wieloetapowo i polega na
przytgczeniu do biatka przeznaczonego do degradacji, matego biatka ubikwityny. Po jej
przytgczeniu biatko kierowane jest do proteasomu, gdzie podlega enzymatycznej
degradaciji, ktéra przebiega z wykorzystaniem ATP (Bragoszewski i in., 2017; Collins
iin., 2017). Powstajgce w komoérce agregaty mHtt réznig sie miedzy sobg pod
wzgledem wystepujacych w nich biatek, rozpuszczalnosci, lokalizacji i toksycznos$ci
(Wiatr i in. 2017). Uposledzajg one dziatanie proteasomu, uniemozliwiajgc mu tym
samym degradacje mHtt, jak i innych biatek (Venkatramani in., 2004; Barnard i in.,
2011). Jednak czesc prac eksperymentalnych interpretuje agregacje jako mechanizm
chronigcy przed toksycznym dziataniem mHtt (Mitra i in., 2009; Krench i Littleton,
2013). Uznaje sie, ze decydujgce znaczenie ma tu stadium choroby, lokalizacja
komoérkowa agregatow, ich sktad i oddziatywania z innymi biatkami lub organellami
(Zhao i in., 2016). Agregacja mHtt moze byc¢ takze skutkiem zmniejszenia dostepnosci
ATP w wyniku uposledzenia transportu aksonalnego mitochondriéow w obecnosci mHtt,
bowiem dziatanie UPS jest wysoce zalezne od dostepnosci ATP (Zhao i in., 2016).
Zatozenie to wspierajg badania nad innymi chorobami neurodegeneracyjnymi,
w przebiegu ktorych dochodzi do powstawania agregatow zmutowanych wers;ji biatek.
Wyniki tych badan sugerujg, ze agregacja biatek jest efektem nieprawidtowego
dziatania UPS, a nie pierwotng przyczyng toksycznosci, przy czym pojawienie sie
agregatow moze dodatkowo uposledza¢ dziatanie UPS, dziatajgc na zasadzie
dodatniego sprzezenia zwrotnego (Bence i in., 2001; Deger i in., 2015). Tlumaczytoby

to zaostrzajgcy sie efekt neurotoksycznosci i dynamike postepu choroby.

3% ang. ubiquitin-proteosome system
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2.5.2. Bezposrednie oddzialywanie huntingtyny i jej

zmutowanej wersji z mitochondriami

Jak wspomniano powyzej (p.2.5), analiza bazy danych BioGrid*#, wskazuje na
ponad 200 biatek oddziatujgcych z Htt. Wsréd nich znajduje sie wiele biatek
o lokalizacji mitochondrialnej®. Istniejg takze dane eksperymentalne wskazujgce na
mozliwos¢ oddziatywania Htt z mitochondriami (Choo i in., 2004; Hamilton i in., 2015).
W przypadku mHtt uznaje sie, ze jej bezposrednie oddziatywanie z mitochondriami jest
istotnym elementem patogenezy HD (Golpich i in.,, 2016). Postuluje sie, ze
oddziatywanie to zwigzane jest gtéwnie z OMM (Bossy-Wetzel, 2008; Orr i in., 2008;
Oliveira, 2010), przy czym najczesciej wskazywane s3g biatka Drpl i MFN2,
uczestniczgce w fuzji i fragmentacji mitochondriéw (Wang i in., 2009; Song i in., 2011,
Gao i in., 2017) (p.2.4.2). Co ciekawe, istniejg rowniez doniesienia, ze mHtt moze
zosta¢ uwieziona wewnatrz mitochondriéw ulegajgcych degeneracji (Yu iin., 2003;
Oliveira, 2010) lub tez moze oddziatywac¢ z biatkami IMM, takimi jak TNA iinne biatka
Z rodziny nosnikéw mitochondrialnych, kompleks Il fancucha oddechowego (Oliveira,
2010; Song iin., 2011) i kompleks TIM23 (Jonas, 2014).

2.5.3. Kanal VDAC jako cel dziatania huntingtyny i jej

zmutowanej wersji

Z przedstawionych powyzej informacji wynika, ze kanat VDAC ma
fundamentalne znaczenie dla funkcjonowania mitochondriéw (p.2.2), a organelle te
odgrywajg kluczowg role w przezywalnosci komorek (p.2.3) i patogenezie HD (p.2.4).
Istniejgce wspotzaleznosci miedzy procesami pozostajgcymi pod kontrolg kanatu
VDAC i ulegajgcymi upos$ledzeniu w przebiegu HD przedstawiono na Rys.8. Nalezy
takze zaznaczy¢, Zze istniejg dane wskazujgce na mozliwos¢ bezposredniego
oddziatywania Htt i/lub mHtt z wszystkimi izoformami ludzkich biatek VDAC (tj.
hVDAC1-3) (Kaltenbach i in., 2007). Jednakze, stosujgc stowa kluczowe ,VDAC AND
Huntington disease”, w bazie danych PubMed mozna znalez¢ tylko jedng prace
przegladowa, w ktérej wspomina sie o mozliwej roli biatka VDAC w chorobach
neurodegeneracyjnych, w tym HD (Gellerich iin.,, 2010) i jedng prace
eksperymentalng, w ktérej wskazuje sie miedzy innymi na obnizony poziom biatka
VDAC w modelu mysim HD (Lou i in., 2016). Co ciekawe, uzyskane przez nas wyniki
wskazujg na zwigzek obecnosci Htt lub mHtt w komdrkach z aktywnoscig kanatowg

biatka VDAC, rejestrowang po rekonstytucji w systemie BLM (Karachitos i in., 2016a).

% https://thebiogrid.org/200268/summary/mus-musculus/htt.htmi
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Istnieje zatem konieczno$¢ dalszego badania mozliwej roli kanatu VDAC

w patogenezie HD.
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Rysunek 8. Rola kanatu VDAC w procesach zaangazowanych w patogeneze HD.
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2.6. Modele w badaniach choroby Huntingtona

Poznanie podtoza genetycznego HD umozliwia zastosowanie technik biologii
molekularnej do tworzenia modeli zwierzecych i komérkowych tej choroby. Uzyskanie
mHtt mozliwe jest dzieki zastosowaniu transgenezy, jak i modyfikacji endogennego
genu. Obecnie mozliwe jest wprowadzenie genu HTT ze zwielokrotniong liczbg
kodonéw glutaminy do wielu wyzszych organizmow. Jednak dtugi czas rozwoju
choroby, jak i wysokie koszty prowadzenia takich badah zachecajg do szukania
alternatywnych modeli (Morton i Howland, 2013). Stwierdzono takze, ze r6zne gatunki
mogg wykazywac rézne reakcje na ekspresje mHtt, jak to na przyktad zaobserwowano
dla myszy i miniaturowych swinek (Menalled i Brunner, 2014). Co wiecej, poniewaz HD
jest chorobg charakterystyczng dla ludzi, w Swiecie zwierzat nie znajdziemy modelu
idealnego, pozwalajgcego jednoznacznie wyjasni¢ patogeneze tej choroby. Jednak
modele HD umozliwiajg badanie réznych jej aspektow, przy czym manifestacja
objawdéw zalezy od ograniczen danego gatunku, uzytego konstruktu genetycznego
(w tym zastosowanego promotora, rozmiaru eksprymowanego biatka, ilosci powtdrzen
CAG i elementéw dodatkowych), a takze czasu ujawnienia choroby (Morton i Howland,
2013; Howland i Munoz-Sanjuan, 2014; Chang i in., 2015). Zatem, wybor modelu
w badaniach HD, podobnie jak w przypadku innych choréb genetycznych, jest
zwigzany z poszukiwaniem odpowiedzi na konkretne pytania badawcze (Menalled
i Brunner, 2014).

Jak wspomniano wczesniej (p.2.1), przyczyng powstania mHtt jest zwiekszenie
liczby kodondéw dla glutaminy w egzonie 1 genu HTT. Jest ona nastepnie cieta na
mniejsze fragmenty, ktére mogg wigzac sie ze sobg i podlega¢ agregacji w neuronach,
zaktocajagc ich normalne funkcjonowanie (Barnard i in., 2011). W modelach HD stosuje
sie ekspresje catego biatka mHtt, jak i ekspresje egzonu 1 zmutowanej wersji genu
HTT, kodujgcego koniec aminowy mHtt, zawierajgcy wydtuzony cigg reszt glutaminy.
Wystarcza on bowiem do zaobserwowania zmian charakterystycznych dla HD, takich
jak powstawanie agregatéow i cytotoksycznos$é, prowadzgca do Smierci komodrek
(Paulson i in., 1997; Cooper i in., 1998; Igarashi i in., 1998; Wyttenbach i in., 2001;
Mochly-Rosen i in., 2014; Hwang i in., 2015).

W tworzeniu modeli zwierzecych HD najczesciej wykorzystuje sie gryzonie, tj.
myszy i szczury. Istniejg takze modele oparte na duzych zwierzetach, takich jak
naczelne, owce, swinie oraz na bezkregowcach, w tym muszce owocowej (D.
melanogaster) i Caenorhabditis elegans. W tabeli 1 zebrano i krotko opisano dostepne
zwierzece modele HD. Biorgc pod uwage zastosowane rozwigzanie dotyczgce

ekspresji mHtt i/lub Htt, modele te mozna podzieli¢ na trzy rodzaje: (1) transgeniczne,
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gdy gen kodujgcy Htt/mHtt zostaje wprowadzony w losowym miejscu w linie
zarodkowa; (2) tzw. knockin (KI), w przypadku ktorych gen kodujgcy mHtt zostaje
wprowadzany do konkretnego locus i (3) tzw. knockout (KO), pozbawione
funkcjonalnego genu HTT (Menalled, 2014). Model KO posiada pewne ograniczenia,
gdyz ekspresja Htt jest konieczna dla prawidtowej embriogenezy, a zarodki myszy
w takim modelu nie przezywajg dtuzej niz 7-8 dni. Mozliwe jest jednak wyciszenie genu
kodujacego Htt u osobnikéw dorostych, ktére skutkuje pojawieniem sie objawédw

neurodegeneracji (Landles i Bates, 2004).

Modele zwierzece

)
£ © 3 o I o 5
= 5 S o E 35
I T O L - ]
o Z E s = N 5
o T =
N171-18Q koniec aminowybiatka;
N171-44Q liczba reszt glutaminy: 18, 44 lub Schilling i in., 1999
N171-82Q 82
petna wersja mHtt; .
BACHD liczba reszt glutaminy:97 Gray iin., 2008
o
> YAC18 P, .
s YAC46 petna wersja biatka;
YACT2 liczba reszt glutaminy: Slow i in., 2003
18,46,72lub 128
) YAC128
c
N
2
8 R1/6 koniec aminowy mHitt;
o R2/6 liczb reszt glutaminy: Mangiarini i in., 1996
% 116 (R2/6) lub144 (R1/6)
< LV-N171-Q19,
ke LV-N171-Q44,
2 LV-N171-Q66,
LV-N171-Q82,
tmgggigii’ koniec aminowy biatka; de Almeida i in
' liczba reszt glutaminy: 19, 44, 66 N
LV-N853-Q66, lub 82 2002
- LV-N853-Q82,
2 LV-N1520-Q19,
Q LV-N1520-Q44,
n LV-N1520-Q66,
LV-N1520-Q82
tqHD petna wersja mHtt; von Horsten i in.,
9 liczba reszt glutaminy: 51 2003
BACHD peina wersja mHt; Yu-Taeger i in., 2012

liczba reszt glutaminy: 97
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Modele KI

Makak

Owca

Swinia

Danio
pregowany

Muszka
owocowa

Caenorhabditis
elegans

Mysz

LV-Htt171-19Q
LV-Htt171-82Q

LV-Exonl Htt

OVT73

N208HTT

Q4
Q25
Q102

pPGMRQ2
pGMRQ75
pGMRQ120

Htn-Q150

Hdh(CAG)80

Hdh(CAG)150

HdhQ50
HdhQ92
HdhQ111

HdhQ71

Hdh94

Hdh140

Hdh6/72

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy: 19 lub 82

koniec aminowy mHitt;
liczba reszt glutaminy: 84

petna wersja mHtt;
liczba reszt glutaminy: 73

koniec aminowy mHitt;
liczba reszt glutaminy: 105

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy: 4, 25 lub
102

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy: 2, 75 lub
120

koniec aminowy mHitt;
liczba reszt glutaminy: 150

petna wersja mHtt;
liczba reszt glutaminy:
80 lub 150

koniec aminowy mHitt;
liczba reszt glutaminy: 48,90
lub109

koniec aminowy mHitt;
liczba reszt glutaminy:
71 lub 94

koniec aminowy mHitt;
liczba reszt glutaminy: 140

petna wersja mHit;
liczba reszt glutaminy: 72-80

Palfi i in., 2007

Yang i in., 2008

Jacobseniin., 2010

Yangiin., 2010

Schiffer i in., 2007

Jacksoniin., 1998

Faberiin., 1999

Liniin., 2001

Wheeler i in., 1999,
2000

Menalled i in., 2002

Menalled i in., 2003

Shelbourneiiin.,
1999
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Modele KO

Hdh(-/-)

Mysz

brak biatka

Tabela 1: Zwierzece modele HD (lista niepetna)

Duyaoiin., 1995;
Zeitlini in., 1995;
Dragatsis i in., 1998

Z kolei w tabeli 2 przedstawiono krotko dostepne komorkowe modele HD,

wsrod ktorych mozna wyrdznié dwie grupy: (1) modele oparte na liniach komdrkowych,

wykorzystujgce komorki somatyczne oraz zarodkowe, w tym ESC, jak i indukowane

pluripotentne komérki macierzyste (iPSC*) i(2) modele oparte na organizmach

jednokomérkowych.

z
[
0
£
(=]
4

HelLa

(komorki raka szyjki macicy)
A459

Komoérki somatyczne

(ludzkie komorki gruczolakoraka
gruczotu nabtonkowego)
Sh-SY5Y
(ludzkie komorki nerwiaka)

Cos-7

(matpie komorki fibroblastopodobne

z nerki)
SH-SY5Y
(ludzkie komorki nerwiaka)
neuro-2A
(mysie komdrkinerwiaka)

PC-12
(szczurze komoérki barwiaka
izolowane z kory nadnerczy)

HN33
(komérki hipokampu szczura)

Modele komoérkowe

Wersja
Htt i mHtt

koniec aminowy mHltt;
liczba reszt glutaminy: 128

petna wersja mHtt;
liczba reszt glutaminy: 49, 72
lub 151

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy: 23,74,103
lub 150

petna wersja biatka;
liczba reszt glutaminy: 16,48
lub 89

Zrodta
literaturowe

Huang i in., 2007

Liuiin., 2003

Li i Li, 2003;
Yohrling i in., 2003;
Wyttenbach i in.,
2001

Liu, 1998

40 ang. induced pluripotent stem cells; pol. indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste
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Hdh CAG150, HdhQ20/7,
HdhQ50/7, HdhQ91/7,
HdhQ140/7,
HttF140Q/7Q

mysie ESC

HD ESC

TrES1

matpie ESC

rHD-ES—7x

hESC-184, hESC-196,
VUBO5_HD, SI-186, SI-
187, STR-155-HD,
SIVF017-HD, SIVF018-
HD, SIVF020-HD,
SIVF046-HD, Q23,
GENEA089, GENEA090,
GENEA091, KCL027,
KCL028, KCL036

ludzkie ESC

HEK 293

Komoérki zarodkowe

HD-iPS

mysie iPSC

YAC-HD-iPS

RiPS-3

HD-14

matpie iPSC

HD-iPS-4, Corrected-HD-
iPS4 clones C127, HD-
iPSHOM 4F/3FHD-
iPSHOM 4F, HD-IPSHET
3F, F-HD-iPSC, D-HD-
iPSC, HD60i, HD109i.1,
HD180i, HD2—5x, HD70,
HD180, HD60n, HD109n,
HD180n

ludzkie iPSC

Model drozdzowy:

Q25
Q103

Organizmy
jednokomoérkowe

petna wersja biatka;
liczba reszt glutaminy: 20,
50, 91,140, 150,

koniec aminowy mHtt;
liczba reszt glutaminy: 127

petna wersja mHtt;
liczba reszt glutaminy: 72

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy: 28-48

petna wersja biatka;
liczba reszt glutaminy: 23-51

koniec aminowy mHltt;
liczba reszt glutaminy: 60, 82
lub 150

koniec aminowy mHltt;
liczba reszt glutaminy: 144

petna wersja mHtt;
liczba reszt glutaminy: 128

koniec aminowy mHItt;
liczba reszt glutaminy:72

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy: 27 lub 65

petna wersja biatka;
liczba reszt glutaminy:
20-180

koniec aminowy biatka;
liczba reszt glutaminy:
25 lub 103

Tabela 2: Komérkowe modele HD (lista niepetna)

Lorincz i Zawistowski
2009;
Jacobseniin., 2011

Wiatr i in., 2017

Laowtammathron i
in., 2009;

Putkhao i in., 2013;
Wiatr i in., 2017

Feyeuxiin., 2012;
Wiatr i in., 2017

Harper i in.,2005;
Li i Li, 2003;
Machida i in., 2006

Wiatr i in., 2017

Chaniin., 2010;
Carteriin., 2014;
Wiatr i in., 2017

Parkiin., 2008;
Juopperiiin., 2012;
HD iPSC
Consortium, 2012;
Ringiin., 2015;
Wiatr i in., 2017

Solans i in., 2006
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Dostepne modele HD umozliwiajg badanie wielu aspektéow HD, przy czym
badanie relacji miedzy efektem Htt i/lub mHtt a innymi biatkami nie zawsze jest
mozliwe. Co warte podkreslenia, do tej pory nie skonstruowano modelu
umozliwiajgcego badanie wptywu ekspresji Htt/mHtt na funkcjonowanie izoform
ludzkiego biatka VDAC. W niniejszej pracy przygotowano taki model oparty na

komérkach S.cerevisiae z ekspresjg ludzkich izoform biatka VDAC.
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3. Cel pracy

Nie wulega watpliwosci, ze mitochondria odgrywajg kluczowg role
w funkcjonowaniu komoérek nerwowych, a choroby neurodegeneracyjne, w tym HD,
mogg mie¢ podioze mitochondrialne. Do tej pory wykazano bowiem wiele
nieprawidtowosci zwigzanych z funkcjonowaniem mitochondriéw w przebiegu HD, przy
czym prawdopodobnym wydaje sie by¢, iz zmiany w funkcjonowaniu mitochondriow sg
pierwotng przyczyng neurodegeneracji i poprzedzajg w czasie inne zmiany (Pandey
iin., 2010).

Wiele przestanek pozwala przypuszczaé, iz Htt i/lub mHtt moze oddziatywac
Zz zewnetrzng blong mitochondrialng bezposrednio lub poprzez zestaw biatek
mitochondrialnych. Kanat VDAC uznawany jest obecnie za kluczowy regulator funkcji
mitochondrialnych. Wykazano m.in., ze izoformy biatka VDAC mogg by¢ rdznie
modulowane przez biatka komoérkowe, a co za tym idzie, oddziatywania VDAC
Z biatkami komoérkowymi moga prowadzi¢ do zmian w funkcjonowaniu mitochondriow
(Madamba i in., 2015). Co istotne, Dostepne dane, oparte na chromatografii
powinowactwa i spektrometrii mas, sugerujg mozliwo$¢ oddziatywania Htt (jak i mHtt)
z biatkiem VDAC (Kaltenbach i in., 2007), jednak znaczenie obecnosci bialka VDAC
dla efektu dziatania Htt i mHtt w komorkach nie zostato do tej pory zbadane. W zwigzku
Zz tym, celem pracy bylo sprawdzenie czy Htt i mHtt, moze wptywaé na procesy
przebiegajgce z udziatem biatka VDAC, w tym jego izoform. W konsekwencji

sformutowano nastepujgce cele badawcze:

1. skonstruowanie drozdzowego modelu HD, reprezentujgcego rézne warianty
indukowanej ekspresji Htt i mHtt w warunkach obecnosci lub braku
funkcjonalnego drozdzowego kanatu VDAC (yVDAC) oraz izoform ludzkiego
biatka VDAC (hVDAC1-hVDAC3),

2. zbadanie funkcjonalnosci komoérek drozdzowego modelu HD obejmujgce
potwierdzenie ekspresji biatek VDAC oraz Htt i mHtt, charakterystyke ekspresiji
Htt i mHtt oraz wzrostu otrzymanych komorek transformantéw,

3. zbadanie wptywu ekspresji Htt i mHtt na wzrost, przezywalnos¢ i parametry
bioenergetyczne komoérek drozdzowego modelu HD, z uwzglednieniem aspektu
stresu temperaturowego,

4. zbadanie przezywalnosci komorek ssaczego modelu HD (komérki PC12)
w warunkach braku i obecnosci ekspresji Htt/mHtt,

5. zbadanie relacji iloSciowych miedzy izoformami biatka VDAC w komodrkach

PC12 i okreslenie wptywu ekspresji Htt i mHtt na te relacje,
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6. wyznaczenie parametrow biofizycznych opisujacych aktywnos¢ kanatowg biatek
VDAC izolowanych z komorek PC12 w warunkach braku i obecnosci ekspres;i
Htt/mHtt.
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4. Materiaty

4.1. Materiat biologiczny

e konstrukty plazmidowe YIp351Q25 i YIpQ103, stuzgce do transformacii
komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae w celu wprowadzenia sekwencji
kodujgcych natywng i zawierajgcg mutacje wersje biatka huntingtyny

e konstrukty plazmidowe pYX212hVDAC1-3, stuzace do transformacji komorek
drozdzy S.cerevisiae w celu wprowadzenia sekwencji kodujgcych izoformy
ludzkiego biatka VDAC, odpowiednio: hVDAC1, hVDAC2, hVDACS;

e wektor plazmidowy pYX142, stuzgcy do transformacji komorek drozdzy
S.cerevisiae w celu wprowadzenia sekwencji genu LEU2;

e bakterie Escherichia coli szczepu DH5a, wykorzystane do namnozenia wektora
plazmidowego i konstruktow plazmidowych;

o komorki drozdzy S.cerevisiae szczepu dzikiego M3 i wyprowadzonego z niego
mutanta delecyjnego AporlT4, pozbawionego funkcjonalnego genu POR1
wykorzystane do konstrukcji modelu drozdzowego HD

e linie komoérkowe PC12-HD-Q23 i PC12-HD-Q74.

Konstrukty YIp351Q25 i YIp351Q103 otrzymano od prof. A. Barientosa
(Uniwersytet w Miami, USA). Konstrukty pYX212hVDAC1-3 otrzymano od prof. V. De
Pinto (Uniwersytet w Katanii, Wtochy). Wektor plazmidowy pYX142 zakupiono w firmie
Novagen. Bakterie E.coli sczczepu DH5a byly dostepne w Zaktadzie Bioenergetyki
UAM. Szczep drozdzy M3 otrzymano dzieki uprzejmosci prof. M. Forte (OHSU,
Uniwersytet w Portland, USA). Mutant AporlT4 zostat skonstruowany na bazie
szczepu M3 przez dra A. Karachitosa (Zaktad Bioenergetyki UAM). Linie komorkowe
PC12 zostaty pozyskane dzieki uprzejmosci prof. Davida Rubinszteina oraz dra

Andreasa Wyttenbacha (Uniwersytet w Cambridge, Wielka Brytania).
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4.1.1. Konstrukty plazmidowe
4.1.1.1. YIp351Q25, YIp351Q103

Konstrukty plazmidowe YIp351Q25 i YIp351Q103 zawierajg inserty w postaci
sekwencji egzonu 1 genu HTT z odpowiednio 25 i 103 powtérzeniami dla glutaminy
wprowadzone do integracyjnego wektora plazmidowego YIp351. W swojej budowie
wektor plazmidowy YIp351 zawiera marker selekcyjny LEU2. Gen ten koduje enzym
odpowiedzialny za trzeci etap syntezy leucyny, a obecno$¢ tego enzymu umozliwia
komorkom S.cerevisiae wzrost na pozywkach selekcyjnych pozbawionych leucyny.

Konstrukty te linearyzowano, po uprzednim ich namnozeniu w komdérkach
bakterii E.coli szczepu DH5a, a nastepnie po oczyszczeniu, wykorzystywano do

transformacji komorek drozdzy S.cerevisiae.
4.1.1.2. pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2, pYX212hVDAC3

Konstrukty plazmidowe pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2 i pYX212hVDAC3
zawierajg inserty w postaci genu kodujgcego poszczegéine izoformy ludzkiego biatka
VDAC (hVDAC1, 2 lub 3) wprowadzone do episomalnego wektora plazmidowego
pYX212. W swojej budowie wektor plazmidowy pYX212 zawiera marker selekcyjny
URAS3. Gen ten koduje enzym odpowiedzialny za szdsty etap syntezy uracylu, a jego
obecno$¢ umozliwia komodrkom S.cerevisiae wzrost na pozywkach selekcyjnych
pozbawionych uracylu.

Konstrukty te wykorzystano do transformacji komoérek drozdzy S.cerevisiae, po

uprzednim ich namnozeniu w komdrkach bakterii E.coli szczepu DH5a.
4.1.1.3. pYX142

Wektor plazmidowy pYX142 (Novagen) zaliczany jest do wektorow
centromerowych i zawiera w swojej budowie marker selekcyjny LEU2, podobnie jak
wczesniejk opisane konstrukty YIp351.

Wektor ten najpierw namnozono w komodrkach bakterii E.coli szczepu DH5aq,

a nastepnie wykorzystano do transformacji komérek drozdzy S.cerevisiae.
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4.1.2. Bakterie Escherichia coli szczepu DH5a

Do powielania stosowanych konstruktéw plazmidowych i wektora
plazmidowego wykorzystano szczep DH5a o genotypie: fhuA2 lac(del)U169 phoA
ginV44 ®80' lacZ(del)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17.

Komorki szczepu DH5a zawierajg wiele mutacji, m.in. insercje genu opornosci
na ampicyline, pozwalajgcg na fatwe rozréznienie komoérek, ktére uleglty transformaciji
na pozywkach z dodatkiem tego aminokwasu, a takze mutacje powodujgce
zmniejszenie aktywnosci endonukleaz i enzymow restrykcyjnych, co w konsekwencji
pozwala na namnozenie wprowadzonych wektoréw plazmidowych i konstruktow

plazmidowych z wiekszg wydajnoscia.
4.1.3. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

W badaniach wykorzystano 19 szczepdw drozdzy S.cerevisiae, stanowigcych
tacznie drozdzowy model HD (p.6.2.3.1). Do konstrukcji modelu wykorzystano szczep
drozdzy M3 (MATa can1 lys2 his4 trp1A ade2 leu2 ura3) i wyprowadzony z niego
szczep mutanta AporlT4 (MATa canl lys2 his4 trp1A ade?2 leu2 ura3 POR1::KanMX).
Jak pokazano w Tabeli 3, otrzymane w wyniku kolejnych transformacji szczepy
drozdzy reprezentujg rézne warianty indukowanej ekspresji natywnej i zawierajgcej
mutacje wersji huntingtyny (odpowiednio: Htt i mHtt) w warunkach obecnosci lub braku
funkcjonalnego drozdzowego kanatu VDAC (yVDACL1) oraz izoform ludzkiego biatka
VDAC (hVDAC1, hVDAC2, hVDAC3), jak i markera auksotroficznego LEU2.

yVDAC1 Aporl hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3
Kontrola 1 2 7 8 9
+Htt 3 5 10 11 12
+mHtt 4 6 13 14 15
+LEU2 16 17 18 19

Tabela 3. Drozdzowy model HD. Numerami od 1 do 19 oznaczono kolejne szczepy konstruowane
w ramach modelu HD.
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4.1.4. Linie komoérkowe PC12

Linie komérkowe PC12, skitadajgce sie na szczurzy model HD zostaty
wyizolowane z guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy szczura (Wyttenbach i in.,
2001). W wykorzystanych liniach PC12-HD-Q23 oraz PC12-HD-Q74, spod silnego
promotora Tet-on zachodzi ekspresja egzonu 1 genu HTT kodujgcego biatko
huntingtyne, zawierajgcego odpowiednio 23 (Htt) lub 74 (mHtt) powtdrzenia kodonu dla
glutaminy. Biatka Htt i mHtt sg znakowane biatkiem zielonej fluorescenciji (GFP*), a ich

ekspresja jest indukowana przez doksycykline.

4l ang. green fluorescent protein
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4.2. Stosowane pozywki

4.2.1. Pozywka do otrzymania bakteryjnych komorek
kompetentnych
Pozywka LB Stezenie koncowe

Ekstrakt drozdzowy 0,5% (w/0)

Trypton 1% (w/0)

NacCl 1% (w/0)

Agar ( w przypadku pozywek statych) 1,5% (w/0)

pH 7,0

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH.O (podwdjnie destylowanej). Pozywke
sterylizowano przez 20 minut pod cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C.

4.2.2. Pozywki do transformacji komoérek bakterii i selekcji

otrzymanych transformantéow

Pozywka SOC Stezenie koncowe
Trypton 2% (w/o)
Ekstrakt drozdzowy 0,5% (w/0)
NacCl 0,05% (w/0)
KCI 2,5 mM
MgCl2 x 6 H20 10 mM
MgSO4 x 7 H20 10 mM
Glukoza 20 mM
pH 7,0

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH.O. Pozywke sterylizowano przez 20 minut pod
cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C. Roztwér glukozy podawano po sterylizacji. Do
sterylizacji roztworu glukozy stosowano filtr bakteriologiczny & 0,22 um.

Pozywka LB + ampicylina Stezenie konncowe
Ekstrakt drozdzowy 0,5% (w/0)
NacCl 1% (w/0)
Trypton 1% (w/0)
Agar (w przypadku pozywek statych) 1,5% (w/0)
Ampicylina 100 pg/ml

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH>O. Pozywke sterylizowano przez 20 minut pod
cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C. Ampicyline podawano po sterylizacji.

58



4.2.3. Pozywki do selekcji transformantéw drozdzowych

Mieszanina do selekcji 100x Stezenie koncowe (w/0)
Mieszanina aminokwasow:
L — Arginina 1%
L — Izoleucyna 0,5%
L — Fenyloalanina 0,5%
L — Prolina 0,5%
L — Seryna 0,5%
L — Treonina 1%
L — Kwas Asparaginowy 0,5%
L — Lizyna 1%
L — Metionina 0,5%
L — Histydyna 0,5%
Sktadniki dodawane osobno:
L —Walina 0,5%
L — Tryptofan 1%
L — Leucyna 1%
Uracyl 0,2%
Adenina 1%

Sktadniki Mieszaniny do selekcji 100x rozpuszczano w ddH;O. Mieszanine
aminokwaséw oraz roztwory waliny, leucyny, uracylu i adeniny sterylizowano
w osobnych butelkach przez 20 minut pod cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C. Do
sterylizacji roztworu tryptofanu stosowano filtr bakteriologiczny & 0,22 um. Uracyl
i leucyna stanowity czynniki selekcyjne, ktére dodawano do odpowiednich
pozywek w zaleznosci od prowadzonych hodowli.

Pozywka selekcyjna glukozowa

(SM Glukoza) Stezenie koncowe

Yeast Nitrogen Base 1,34% (w/0)
Glukoza 2% (w/0)
Agar (w przypadku pozywek statych) 1,5% (w/0)
Mieszanina do selekcji 100x 2X

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH.O. Pozywke sterylizowano przez 15 minut pod
cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C. Mieszanine do selekcji 100 x podawano po
sterylizacji.

Pozywka selekcyjna glicerolowa Stezenie koricowe

(SM Gilicerol)
Yeast Nitrogen Base 1,34% (w/0)
Glicerol 3% (0/0)
Agar (w przypadku pozywek statych) 1,5% (w/0)
Mieszanina do selekcji 100x 2X

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH20. Pozywke sterylizowano przez 20 minut pod
ci$nieniem 1,5 atmosfery w 120°C. Mieszanine do selekcji 100 x podawano po
sterylizacji.
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4.2.4. Pozywki do hodowli komérek drozdzy

YPD
Ekstrakt drozdzowy
Bactopepton
Glukoza

Agar (w przypadku pozywek statych)

Stezenie koncowe
1% (w/0)
2% (w/o)
2% (w/0)
1,5% (w/0)

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH2O. Pozywke sterylizowano przez 15 minut pod

cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C.

YPG
Ekstrakt drozdzowy
Bactopepton
Glicerol

Agar (w przypadku pozywek statych)
pH

Stezenie koncowe
1% (w/0)
2% (w/0)
3% (o/0)
1,5% (w/0)
55

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH.O. Do ustalenia pH wykorzystano 5 N HCI.
Pozywke sterylizowano przez 20 minut pod cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C.

YPG+Gal
Ekstrakt drozdzowy
Bactopepton
Glicerol

Agar (w przypadku pozywek statych)
Galaktoza 20%

Stezenie korncowe
1% (w/0)
2% (w/0)
3% (o/0)
1,5% (w/0)
3%

Sktadniki pozywki rozpuszczano w ddH:O. Pozywke sterylizowano przez 20 minut pod
cisnieniem 1,5 atmosfery w 120°C. Roztwér galaktozy podawano po sterylizacji. Do
sterylizacji roztworu galaktozy stosowano filtr bakteriologiczny & 0,22 um.

4.2.5. Pozywki do hodowli komérek PC12

Pozywka kompletna
DMEM (4,5 g glukozy/l)
Ptodowa surowica bydleca (FBS)
Konska surowica (HS)
L-glutamina
Antybiotyk/Antymykotyk 100x

Pozywka do tworzenia bankow
DMEM (4,5 g glukozy/l)
Ptodowa surowica bydleca (FBS)
DMSO

Stezenie kohcowe

5% (0/0)
10% (o/0)
2 mM

1x

Stezenie konncowe
70% (o/0)
20% (o/0)
10% (o/0)
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4.2.6. Pozostate ptyny

e Ptyn PBS (pH=7,4) przygotowywano z tabletek PBS, Bioshop
(nr kat. PBS404.100) wg. zalecen producenta tj. rozpuszczano 1 tabletke PBS
w 100 ml ddH-0.

e Mileko do wykonania immunodetekcji przygotowywano przez rozpuszczenie
odpowiedniej ilosci mleka odttuszczonego firmy Mlekovita w ptynach PBS-T lub
TBS-T.
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4.3. Stosowane plyny

4.3.1. Ptyny do przygotowania bakteryjnych komorek
kompetentnych
Ptyn transformacyjny | Stezenie konncowe
RbCI 1,2% (w/0)
MnCl, x H.O 0,99% (w/0)
CH3COOK 0,295% (w/0)
CaCl 0,11% (w/0)
Glicerol 15% (o/0)
pH 5,6

Po doprowadzeniu pH roztworem 0,2 M kwasu octowego, ptyn sterylizowano filtrem
bakteriologicznym & 0,22um.

Ptyn transformacyjny Il Stezenie korncowe
MOPS 0,20% (w/0)
RbCI 0,12% (w/0)
CaCl; 1,33% (w/0)
Glicerol 15% (o/0)
pH 6,8

Ptyn sterylizowano filtrem bakteriologicznym @ 0,22um.

4.3.2. Mieszanina do linearyzacji konstruktéw Ylp351
Mieszanina do trawienia Stezenie koncowe
NEBuffer 4 10x 1x
BSA (dotgczone do kitu) 0,01% (o/0)
DNA 1 ug/10 pl
ECO109I 0,02% (0/0)
H.O MiliQ*
4.3.3. Ptyn do elektroforezy w zelu agarozowym
TAE Stezenie kohcowe
Tris 40 mM
CHsCOOH 0,1142% (o/0)
EDTA 1mM
pH 8,0

Do ustalenia pH wykorzystano 0,1 M Kwas octowy.

42 Ultraczysta woda laboratoryjna
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4.3.4. Ptyny do otrzymania sferoplastéow drozdzy

Tris-Cl 0,1M
DTT 10 mM
pH 9,4
Sorbitol 1,2M
Bufor fosforanowy 20 mM
Tris—Cl 12 mM
pH 7,4
4.3.5. Ptyny do izolacji mitochondriéw z drozdzy
Mannitol 0,65 M
Tris—Cl 10 mM
pH 7,4
Mannitol X
EDTA 0,5 mM
EGTA 0,1 mM
BSA odttuszczone 0,1% (w/0)
PMSF 1 mM
Mannitol X
EGTA 0,2 mM
BSA odttuszczone 0,1% (w/0)
4.3.6. Ptyny do izolacji mitochondriéw z komérek PC12
Sacharoza 10 mM
Mannitol 200 mM
HEPES 5mM
EGTA 1 mM
EDTA 5mM
Koktajl inhibitoréw (Lab Empire, PIC 1x
002.1)
pH 7,4

Do ustalenia pH wykorzystano 0,1 M KOH.
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Ptyn B Stezenie koncowe

Sacharoza 10 mM
Mannitol 200 mM
HEPES 5mM
EGTA 1mM
pH 7,4

Do ustalenia pH wykorzystano 0,1 M KOH.

4.3.7. Ptyn do solubilizacji mitochondriéw i elucji biatka

VDAC z kolumny chromatograficznej

Ptyn SE Stezenie koncowe
Tris-Cl 10 mM
EGTA 1mM
Triton X100 3%
pH 7,0
4.3.8. Ptyny do elektroforezy biatek metodg SDS-PAGE
Bufor Lammli’ego Stezenie korncowe
Tris-Cl 60 mM
Glicerol 25% (w/0)
B — merkaptoetanol 14 mM
Btekit bromofenolowy 0,1% (w/0)
SDS 2% (w/o)
pH 7,4
Bufor SDS-PAGE Stezenie kohcowe
Glicyna 0,19 M
Tris 25 mM
SDS 0,1% (w/0)
pH 8,3
4.3.9. Ptyn do elektrotransferu biatek
Bufor do elektrotransferu Stezenie sktadnikow
Glicyna 192 mM
Tris 25 mM
Metanol 20% (o/0)
pH 8,3

4.3.10. Ptyny do immunodetekciji biatek

Ponceau S Stezenie sktadnikow
Ponceau S 0,2% (w/0)
Kwas trichlorooctowy 3% (w/0)
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TBS-T
Tris
NacCl
Tween 20
pH

Do ustalenia pH wykorzystano 5 N HCI.

PBS-T
PBS (p.4.3.11)
Tween 20
pH

Stezenie skfadnikéw
50 mM
150 mM
0,05% (w/0)
7,6

Stezenie skfadnikéw

0,05% (/o)
74

4.4. Skilad zeli do elektroforezy

4.4.1. Skiad zeli do elektroforezy biatek metoda SDS-PAGE

Zel rozdzielajgcy
Akrylamid/bisakrylamid
Tris-Cl
SDS
APS
TEMED
pH

Zel zageszczajgcy
Akrylamid/bisakrylamid
Tris-Cl

Stezenie koncowe
14% (o/o)
0,25 M
0,1% (w/0)
0,05% (w/0)
0,05% (w/0)
8,8

Stezenie koncowe
5% (o/o)
0,06 M

SDS 0,1% (w/0)
APS 0,05% (w/0)
TEMED 0,05% (w/0)
pH 6,8
4.4.2. Skitad zelu agarozowego do rozdziatu DNA
Zel agarozowy Stezenie koncowe
Agaroza 1%
Bromek etydyny 0,2 ug/ml
TAE
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4.5. Stosowane odczynniki

Enzymy:
Zymoliaza — 100T — z Athrobacterluteus [100000 U/g] (SeikagakuCorporation)
Eco0109I (BioLabs)
Kity do izolacji i oczyszczania DNA:
Gene MATRIX BASIC DNA PURIFICATION KIT (EURX)
Odczynniki firmy Difco:
Agar, baktopepton, baktotrypton, ekstrakt drozdzowy, Yeast Nitrogen Base
Odczynniki firmy Sigma:
APS, BSA odttuszczone, FCCP, glicerol, HEPES, TEMED, sorbitol, EGTA, EDTA,
MOPS, PMSF, TMPD, Triton X-100, ampicylina, Trizma (Tris), aminokwasy, adenina,
uracyl, MTT, galaktoza, HS, FBS, Poliornityna, Antybiotic antimycotic solution 100x,
MgSOs4, RbCl2, CH3COOK, Sacharoza, KOH, ChsCOOH, DMSO, TBT
Odczynniki firmy POCH Gliwice:
B-merkaptoetanol, CaClz2 bezwodny, NaCl, btekit bromofenolowy
Odczynniki firmy Chempur:
KCI, metanol, etanol, TCA, glukoza
Odczynniki firmy Lonza:
DMEM Glucose 4,5g/L, L-glutamina
Odczynniki firmy FLUKA:
mannitol, Comassye Brillant Blue R
Odczynniki firmy BioShop:
PBS, Akrylamid/bisakrylamid,, MgCl2
Odczynniki firmy Serva:
SDS, Celit, Ponceau S
Odczynniki firmy Bio-Rad:
Hydroksyapatyt, Bio —Rad protein assay (odczynnik do Brafdrord)
Odczynniki firmy Thermo Science:
6xLD, marker mas 1kB (nr kat. #SM1163)
Inne odczynniki:
DTT (Promega), odczynniki ECL (Amersham), Tween 20 (Thermo Fisher Scientific),
Azolektyna (Avanti Polar Lipids), Koktajl inhibitorow (Lab Empire), Agaroza (ABO),
2,5% Trypsyna 10X (Invitrogen)
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4.6. Stosowane przeciwciata
Przeciwciata pierwszorzedowe

o Anty-VDAC1, przeciwciato monoklonalne, Abcam (nr kat. ab14734);

o Anty-VDAC2, przeciwciato poliklonalne, Proteintech (nr kat. 11663-1-AP);

e Przeciwciato skierowane przeciwko yVDACL1; otrzymano od prof. W. Neuperta
(obecnie: Instytut Maxa Plancka, Martinsried, Niemcy).

Przeciwciata drugorzedowe

o Kozie Anty-Krélicze IgG skoniugowane z peroksydazg chrzanowa, Bio-Rad
(nr kat. #170-6515);

e Owcze Anty-Mysie IgG skoniugowane z peroksydaza chrzanows;
GE Healthcare (nr kat. NA931V).
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Metody

5.1. Otrzymanie konstruktow plazmidowych
i namnozenie wektora plazmidowego pYX142 do

transformacji komoérek drozdzy

5.1.1. Przygotowanie komérek kompetentnych bakterii

Do kolb zawierajgcych 165 ml pozywki LB (p.4.2.1) dodawano 800 ul catonocnej
hodowli bakterii E.coli szczepu DH5a, a nastepnie wytrzgsano przy 114 rpm
w inkubatorze stotowym typu Brunswick C-24, w 37°C, do otrzymania gestosci hodowli
odpowiadajgcej OD*3s00nm=0,3. Hodowle bakterii przenoszono do falkonéw o objetosci
50 ml i chtodzono w lodzie przez 15 min. Falkony wirowano przy 2000 g w 4°C przez
10 min. Supernatant usuwano, a osad otrzymany z 50 ml hodowli zawieszano w 10 ml
Ptynu transformacyjnego | (p.4.3.1), po czym komoérki chtodzono w lodzie przez 15 min.
Nastepnie falkony wirowano przy 2000 g w 4°C przez 10 min. Osad odpowiadajgcy
150 ml wyjsciowej hodowli zawieszano w 3 ml Ptynu transformacyjnego Il (p.4.3.1), po
czym porcjowano po 100 ul do probéwek Eppendorfa, zamrazano w ciektym azocie

i przechowywano w -80°C.

5.1.2. Transformacja komérek bakterii metoda szoku
cieplnego | selekcja otrzymanych transformantéw

w obecnosci ampicyliny

Do probéwek typu Eppendorf zawierajgcych 100 pl komérek kompetentnych
(p.5.1.1), umieszczonych w lodzie, dodawano 1 pyl DNA (ok. 100 ng) i prowadzono
inkubacje przez 5 min. Nastepnie na 55 s komoérki przenoszono do 42°C celem
zwiekszenia przepuszczalnosci btony komorkowej. Po tym czasie przenoszono
probowki z zawiesing komorek do lodu na 2 min. W kolejnym kroku podawano 200 pl
pozywki SOC (p.4.2.2), ktéra umozliwia naprawe Dbfon uszkodzonym komorkom
i przenoszono probéwki do 37°C, na 30 min, z wytrzgsaniem przy 300 rpm
(Termomixer Eppendorf Mastercycler). Nastepnie komorki przenoszono na pozywke
statg LB z ampicyling (p.4.2.2) i prowadzono catonocng hodowle w ciemnosci, w 37°C.
Hodowle wykorzystywano nastepnie do izolacji konstruktow plazmidowych i wektora

plazmidowego pYX142.

43 ang. Optical Density; pol. gesto$¢ optyczna
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5.1.3. Izolacja  konstruktéw plazmidowych i wektora
plazmidowego pYX142

Do izolacji plazmidowego DNA wykorzystano zestaw Gene MATRIX BASIC
DNA PURIFICATION KIT firmy EURX. Catos¢ procedury wykonywano w temperaturze
pokojowe;j.

Na kolumne wigzgcg nanoszono 40 ul buforu aktywacyjnego Buffer Uni.
Nastepnie kilkukrotnie wirowano komorki przy 12000 g przez 2 minuty tak, aby
koncowo osad z 4 ml hodowli znalazt sie w jednej probowce Eppendorfa. Supernatant
usuwano, a do osadu bakteryjnego dodawano 250 pl buforu do zawieszania Cell R.
Nastepnie do proboéwki dodawano 200 ul buforu lizujgcego Lysis Blue i zawartosé
powoli mieszano do uzyskania niebieskiej barwy roztworu. Do roztworu podawano
350 ul buforu neutralizujgcego Neutral B i probéwke powoli mieszano az do catkowitej
utraty barwy. Zawartos¢ wirowano przez 8 minut przy 12000 g. Supernatant
przenoszono do kolumny wigzgcej i wirowano przez 2 minuty przy 12000 g. Przesacz
wylewano, a do kolumny podawano 500 ul buforu ptuczgcego Wash UX1 i wirowano 2
minuty przy 11000 g. Przesgcz powtdrnie usuwano, do kolumny podawano 650 pl
buforu pituczacego Wash UX2 i wirowano jak wyzej. W celu dokfadniejszego
wyptukania minikolumny przesgcz wylewano i powtérnie wirowano przez 3 minuty przy
11000 g. Nastepnie minikolumne umieszczano w nowej probowce typu Eppendorf. Do
kolumny podawano 100 pl HO MiliQ i inkubowano 2 minuty w temperaturze
pokojowej, po czym wirowano 2 minuty przy 11000 g. llo$¢ oraz jako$¢ wyizolowanego

DNA badano przy uzyciu spektrofotometru typu NanoDrop.
5.1.4. Lienaryzacja konstruktow YIp351Q25i YIp351Q103

Konstrukty YIp351Q25 i YIp351Q103 po izolacji z komoérek E.coli szczepu DH5a
trawiono w obszarze promotora genu LEU2 w unikatowym miejscu ciecia
z wykorzystaniem enzymu EcoO1091 (nr kat. #RO503S, BiolLabs) zgodnie
Z protokotem rekomendowanym przez producenta.

Przygotowano 50 pl mieszaniny do trawienia (p.4.3.2), ktérg inkubowano 1h
w temperaturze 37°C. Skuteczno$¢ trawienia weryfikowano przez rozdziat
elektroforetyczny w zelu agarozowym (p.5.2). Produkt trawienia nastepnie

oczyszczano (p.5.1.5).
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5.1.5. Oczyszczanie DNA

Do oczyszczania trawionego DNA wykorzystano zestaw Gene MATRIX BASIC
DNA PURIFICATION KIT firmy EURX. Cato$¢ procedury wykonywano w temperaturze
pokojowe;j.

Na kolumne wigzgcg nanoszono 40 pul buforu aktywacyjnego Buffer Uni.
Nastepnie do mieszaniny DNA (Mieszanina do trawienia, p.5.1.4), znajdujacej sie
w osobnej probéwce Eppendorfa, dodawano 400 pl buforu Basic i mieszano.
Mieszanine przenoszono do kolumny wigzgcej i wirowano przez 1 minute przy
11000 g. Przesgcz wylewano, a do kolumny podawano 500 pl buforu pituczacego
Wash UX1 i wirowano 1 minute przy 11000 g. Przesgcz powtdrnie usuwano, do
kolumny podawano 650 ul buforu ptuczgcego Wash UX2 i wirowano jak wyzej. W celu
dokfadniejszego wyptukania minikolumny przesacz wylewano i powtérnie wirowano
przez 2 minuty przy 11000 g. Nastepnie minikolumne umieszczano w nowej probowce
typu Eppendorf. Do kolumny podawano 100 pl H2O MiliQ i inkubowano 2 minuty
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano 2 minuty przy 11000 g.

Otrzymany roztwér oczyszczonego DNA zageszczano poprzez liofilizacje do
stezenia 1 pg/ul. llos¢ oraz jako$¢ wyizolowanego DNA badano przy uzyciu
spektrofotometru typu NanoDrop. Oczyszczone DNA wykorzystywano do elektroporaciji
drozdzy S.cerevisiae. DNA przechowywano w -20°C.

5.2. Rozdzial elektroforetyczny kwaséw nukleinowych

Przygotowywano DNA przez dodanie do proby barwnika 6xLD. Stosowano
marker mas 1kB. Rozdziat elektroforetyczny kwasow nukleinowych przeprowadzano
w 1% zelu agarozowym (p.4.4.2) w buforze TAE (p.4.3.3) przy natezeniu 60 mA przez

okoto 30 min.
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5.3. Otrzymanie transformantéw drozdzy

5.3.1. Transformacja komérek drozdzy metoda elektroporaciji

Hodowle komorek drozdzy prowadzono w 25 ml pozywki YPD (p.4.2.4) w 28°C
do wczesnej fazy stacjonarnej (ODssonm= 4). Hodowle wirowano w sterylnych falkonach
przy 3000 g, przez 5 min, w4°C. Nastepnie osad komorek przemywano 40 ml
lodowatej, sterylnej ddH.O i wirowano przy 3000 g, przez 5 min, w 4°C. Supernatant
wylewano, a otrzymany osad ponownie przemywano 20 ml lodowatej, sterylnej ddH,O.
Supernatant usuwano, a osad otrzymany po wirowaniu rozpuszczano w 5 ml 1 M
lodowatego sorbitolu i ponownie wirowano przy 3000 g, przez 5 min, w 4°C.
W kolejnym kroku po usunieciu supernatantu osad rozpuszczano w 80 uyl 1 M
lodowatego sorbitolu i przenoszono do schtodzonej kuwety do elektroporacji (0,4 cm).
Do otrzymanej zawiesiny dodawano 40 pl zawiesiny zawierajgcej ok. 5 ug DNA. Do
elektroporacji uzywano jednego pulsu: V= 2.5 kV, 25 yF, 200 W, w czasie 4-5 s.
Nastepnie do zawiesiny podawano 1 ml 1 M lodowatego sorbitolu i zawartos¢ kuwety
przenoszono do sterylnej proboéwki Eppendorfa, po czym komorki przenoszono na

statg pozywke selekcyjng.
5.3.2. Selekcja transformantéw

Selekcje transformantéw drozdzy prowadzono na statych pozywkach
selekcyjnych, glukozowych z dodatkiem odpowiednich czynnikow selekcyjnych (SM
Glukoza, p.4.2.3), przez 4 dni w 28°C. Pojedyncze kolonie przeszczepiano na $wieze

state pozywki SM Glukoza, celem ich namnozenia.
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5.4. Przygotowywanie i uruchamianie bankéw komoérek

5.4.1. Przygotowywanie i uruchamianie bankéw komorek

drozdzy

Komoérki drozdzy hodowano na pozywce SM Glukoza (p.4.2.3), przez 2 dni
w 28°C, w ciemnosci. Z szalki pobierano materiat i zawieszano w sterylnym roztworze
15% glicerolu. Materiat przenoszono do krioprobowek i intensywnie wytrzgsano kilka
sekund. Krioprobéwki zamrazano i przechowywano w -80°C.

Celem uruchomienia hodowli komorki drozdzy wyszczepiano z bankéw na statg
pozywke SM Glukoza (jw.). Hodowle prowadzono przez 2 dni w 28°C, w ciemnosci.
Z pozywki pobierano jedna kolonie i dalej hodowle prowadzono w kolbach Erlenmayera
(100 ml), w 25 ml pozywki SM Glukoza. Hodowle prowadzono w 28°C z wytrzgsaniem
180 rpm do osiggniecia ODssonm OKk. 5 (wytrzgsarka Certomat R). Po osiggnieciu
zaktadanej gestosci, hodowle drozdzy w pozywce SM Glukoza, nazywane dalej
inokulum glukozowym, przechowywano w temperaturze 4°C i stosowano do zakfadania

dalszych hodowli przez okres 3 tygodni. Po tym czasie procedure powtarzano.

5.4.2. Przygotowywanie i uruchamianie bankéw komorek
PC12

Linie komorkowe PC12 otrzymano w postaci bankéw komorek
transportowanych w -80°C. Celem uruchomienia hodowli banki te inkubowano w 37°C
az do catkowitego ich rozpuszczenia. Nastepnie komorki z krioprobdwek przenoszono
do falkonéw o objetosci 15 ml, zawierajgcych 4 ml Pozywki kompletnej (p.4.2.5)
iwirowano 5 min, 500 g w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu supernatant
usuwano, a komorki zawieszano w 5 ml Pozywki kompletnej i przenoszono do butelek
T25, o powierzchni wzrostowej 25 cm?, w ktorych kontynuowano hodowle do
konfluencji 90%. Warunki hodowli opisano w p.5.6.2.

Po osiagnieciu zgdanej konfluencji komérki pasazowano do butelek T75 celem
namnozenia i zabezpieczenia materiatu do badan. Z jednej butelki, o powierzchni
wzrostowej 75 cm?, przygotowywano 2 banki. Po uzyskaniu zgdanej konfluencji
komorki przemywano 5 ml PBS (p.4.3.11) w 37°C i traktowano 2 ml trypsyny 1x przez
3 min, w 37°C i w obecnosci 5% CO,. Nastepnie odklejone komérki zawieszano w 5 ml
pozywki DMEM, przenoszono do falkonéw o objeto$ci 15 ml i wirowano 5 min, 500 g
w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu supernatant usuwano, a komorki zawieszano

w 1800 pl Pozywki do tworzenia bankéw (p.4.2.5) i przenoszono do krioprobéwek
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w objetosci 900 pl. Do kazdej krioprobéwki dodawano 100 pyl DMSO, po czym
natychmiast umieszczano je w lodzie i przenoszono do dewaru z ciektym azotem

(- 196°C), w ktorym przechowywano banki przez caty okres trwania badan.

5.5. Weryfikacja ekspresji natywnej (Htt) i zawierajgcej
mutacje (mHtt) wersji huntingtyny z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego

Obserwacje mikroskopowe prowadzono za pomocg mikroskopu

fluorescencyjnego (ZEISS Observer.Z1) z filtrem dla biatka GFP, ktorym znakowane sg

Htt i mHtt. W obserwacjach tych wykorzystano ptytki 96-dotkowe ze szklanym dnem
(greiner bio-one; nr kat. 655892).
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5.6. Hodowla komorek

5.6.1. Hodowla komoérek drozdzy

Hodowle komorek drozdzy prowadzono w celu: (1) weryfikacji indukcji ekspresji
Htt i mHtt; (2) zbadania wptywu ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ i funkcje
bioenergetyczne komoérek i (3) izolacji mitochondriéw. Hodowle prowadzono
w Erlenmayera o pojemnosci 100 ml (25 ml pozywki), 1 | (250 ml pozywki)
i Farenbacha o pojemnoéci 21 (850 ml pozywki) w 28°C lub 37°C z cigglym

wytrzgsaniem przy 180 rpm (wytrzgsarka Certomat R).

5.6.1.1. Hodowla komoérek drozdzy w celu weryfikacji ekspres;ji
Htt [ mHtt z wykorzystaniem mikroskopu

fluorescencyjnego

Stosujgc tzw. inokulum glukozowe (p.5.4.1), komorki badanych szczepdw
drozdzy wyszczepiano na ptynng glicerolowga pozywke selekcyjng z dodatkiem
odpowiednich czynnikéw selekcyjnych (SM Glicerol; p.4.2.3). Hodowle prowadzono
w25 ml pozywki, w 28°C, ok. 12 h do gestosci odpowiadajgcej ODssonm=0,1. Po
uzyskaniu zaktadanego OD pobierano proby (1 ml) okreslane jako t=0h. Do pozostatej
czeéci hodowli podawano galaktoze (stezenie koncowe C=3%), w celu indukgciji
ekspresji Htt i mHtt. Nastepnie pobierano préby w réznych czasach od indukgciji
ekspresji, okreslane jako: t=4h, t=12h, t=24h, t=48h.

5.6.1.2. Hodowla komoérek drozdzy w celu badania wplywu
ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ i funkcje

bioenergetyczne tych komoérek

Inokulum glukozowe (p.5.4.1) w objetosci ok. 0,5 ml przeszczepiano na ptynng SM
glicerol (p.4.2.3), tak, aby uzyskaé¢ wyjsciowg gestos¢ hodowli odpowiadajgca
ODssonm=0,15. Hodowle prowadzono w kolbach Erlenmayera (100 ml), w 28°C
z wytrzgsaniem przy 180 rpm (wytrzasarka Certomat R), do gestosci odpowiadajgcej

ODssonm=1,2, po czym postepowano zgodnie ze strategig przedstawiong na Rysunku 9.
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Rysunek 9: Przyjeta strategia hodowli komérek drozdzy do badania wplywu ekspresji Htt i mHtt na
ich przezywalnos¢ i funkcje bioenergetyczne.

5.6.1.2.1. Efekt bezposredni ekspresji Htt i mHtt

Hodowle prowadzong w pozywce SM Glicerol (p.5.6.1.2), przeszczepiano do 25
ml (ptytkowy test przezywalnosci) lub 250 ml (krzywe wzrostu, pomiary oksygraficzne,
test MTT) pozywki YPG (p.4.2.4) tak aby gestos¢ poczatkowa hodowli odpowiadata
ODssonm= 0,15. Hodowle te prowadzono jak wyzej, do momentu uzyskania gestosci
odpowiadajgcej ODssonm Ok. 1,2 przy czym prowadzono jg w 28°C lub 37°C,
w zaleznosci od warunkéw eksperymentu. Po uzyskaniu zakfadanej gestosci pobierano
1 ml préby okreslane jako t=0h. Do pozostatej czesci hodowli podawano galaktoze
(stezenie kohcowe C=3%). Nastepnie, podobnie jak w przypadku préby t=0, pobierano
materiat do przygotowania krzywych wzrostu (p.5.6.1.2.3), pomiaréw oksygraficznych
(p.5.9) i testu MTT (p.5.8.2.1), po uptynieciu 12, 24 i 48 godzin od podania galaktozy, {j.
indukcji ekspresji Htt lub mHtt (préby okreslono jako: t=12h, t=24h, t=48h).

75



5.6.1.2.2. Efekt posredni ekspresji Htt i mHtt

Hodowle prowadzono jak opisano w punkcie 5.6.1.2.1. Nastepnie komoérki
drozdzy po Oh, 12h, 24h i 48h hodowli w obecnosci galaktozy wirowano 10 min przy
3000 g w temperaturze pokojowej, usuwano nadsgcz, a osad komorek przeszczepiano
na ptynng pozywke YPG (p.4.2.4) tak, aby w 25 ml pozywki otrzymacC gestos¢
odpowiadajgcg ODssonm=1,2. Hodowle prowadzono 24h w 37°C z wytrzgsaniem przy
180 rpm (wytrzgsarka Certomat R). Po tym czasie komoérki wykorzystywano do

przeprowadzenia pomiaréw oksygraficznych (p.5.9).

5.6.1.2.3. Przygotowanie krzywych wzrostu

Krzywe wzrostu drozdzy na pozywkach YPG i YPG+Gal w warunkach wzrostu
w optymalnych temperaturowych, jak i warunkach stresu temperaturowego
przygotowywano na podstawie kilku pomiaréw ODssonm. Hodowle prowadzono jak
opisano w punkcie 5.6.1.2.1, po czym prowadzono pomiary do osiggniecia fazy

stacjonarnej (1j. fazy zahamowanych podziatow) hodowli.

5.6.1.3. Hodowla masowa komorek drozdzy w celu izolacji

mitochondriéw

Hodowle masowe prowadzono w temperaturze 28°C, w ciemnosci, przy ciggtym
wytrzgsaniu (wytrzgsarka Certomat R), przy 180 rpm, w kolbach Erlenmeyera (100 ml)
i Farenbacha (21), zawierajgcych odpowiednio 25 ml i 850 ml pozywki ptynne;.
Hodowle stanowigcg inokulum glukozowe (p.5.4.1), przenoszono do 25 ml pozywki
ptynnej YPG (p.4.2.4) celem adaptacji komérek do nowego zrédta wegla. Po ok. 24h,
przenoszono hodowle do 850 ml pozywki ptynnej YPG i kontynuowano hodowle do

uzyskania gestosci odpowiadajgcej ODssonm OK. 1.
5.6.2. Hodowla komérek PC12

Hodowle komodrek PC12 prowadzono w inkubatorze CytoGROW™ GLP
(Sanyo), w temperaturze 37°C, w 5% CO», w butelkach o powierzchni wzrostowej 25
cm?i 75 cm? (odpowiednio, T25 i T75), z nakretkg z filtrem umozliwiajgcym wymiane
gazowa. Dno butelek pokrywano warstwg poliornityny (Poly-L-ornithine hydrobromide)
celem zapewnienia lepszego przylegania komérek. W tym celu do naczynia
hodowlanego wlewano 2 ml wodnego roztwéru poliornityny o stezeniu 0,1 mg/ml
i inkubowano godzine w temperaturze pokojowej. Nastepnie roztwér usuwano

i przeptukiwano naczynie sterylng woda.
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Pozywke w hodowli wymieniano co 48h. Pasaze przeprowadzano, gdy komorki
osiggaty ok. 90% konfluenciji, ktéra jest wyrazana jako procent powierzchni naczynia
hodowlanego zajetego przez komorki. Poziom konfluencji monitorowano za pomoca
mikroskopu optycznego z kontrastem fazowym (Axiovert 40 CFL, Zeiss).

W celu przeniesienia komoérek do nowych butelek, hodowle przemywano 5 mi
buforu PBS (p.4.3.11) w 37°C i traktowano 2 ml trypsyny 1x przez 3 min, w 37°C
i w obecnosci 5% CO,. Odklejone komérki zawieszano w Pozywce kompletnej (p.4.2.5)
i porcjowano do nowych butelek T75, w objetosci 10 ml na butelke. Hodowle

prowadzono jw. do otrzymania zgdanej ilosci materiatu do badan.
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5.7. Izolacja mitochondriéw

5.7.1. Izolacja mitochondriéw z komérek drozdzy

Hodowle komorek drozdzy (p.5.6.1.3.3) wirowano przy 3000 g przez 10 min
w 4°C. Osad przemywano ddH.O i ponownie wirowano przy 3000 g przez 10 min,
w 4°C. Etap ten powtarzano dwukrotnie. Osad zawieszano w Ptynie | (p.4.3.4)
w proporcji 6 ml ptynu na 1 g osadu komoérek. Nastepnie komorki inkubowano w 28°C
z wytrzgsaniem przy 125 rpm przez 15 min (wytrzgsarka Certomat R). Komorki
wirowano przy 3000 g przez 10 min, w 4°C, przeptukiwano 1,2 M sorbitolem
i zawieszano w Ptynie Il (p.4.3.4), w proporcji 6 ml ptynu na 1 g osadu. Do zawiesiny
dodawano zymoliaze 100T (Seikagau Corporation, 100000 U/g) w proporcji 1 mg na
1 g osadu. Zawiesine komoérek wytrzgsano w 28°C jak wyzej. Kontrole trawienia $ciany
komorkowej prowadzono przez pomiar spadku OD przy ditugosci fali A = 550 nm.
Prébki do pomiaréw (10 pl/1 ml wody) pobierano w odstepach ok. 10 min. Trawienie
Sciany komérkowej drozdzy konczono, gdy wartos¢ ODssonm Osiggata ok. 20% wartosci
poczatkowej (ok. 30 min). Sferoplasty odwirowywano przy 3000 g przez 10 min, w 4°C.
Osad ptukano dwukrotnie lodowatym 1,2 M sorbitolem.

Nastepnie sferoplasty zawieszano w lodowatym Mannitolu A (p.4.3.5)
wproporcji 6 ml ptynu na 1 g sferoplastow. Homogenizacje prowadzono
w homogenizatorze szklanym Dounca, stosujgc 10-12 suwéw. Otrzymany homogenat
wirowano przy 1000 g przez 10 min, w 4°C. Supernatant zbierano, a osad zawieszano
ponownie w Mannitolu A i homogenizowano jak wyzej, celem zwigkszenia wydajnosci
izolacji. Otrzymang zawiesing wirowano jak poprzednio. Uzyskane supernatanty
wirowano przy 10000 g przez 10 min, 4°C. Otrzymane osady mitochondriow
zawieszano w lodowatym Mannitolu B (p.4.3.5), fgczono i wirowano przy 1000 g w 4°C
przez 10 min, w celu pozbycia sie pozostatosci komérkowych. Otrzymany supernatant
ponownie wirowano przy 10000 g przez 10 min, w 4°C. Osad, stanowigcy frakcje
mitochondrialng, dwukrotnie przemywano Mannitolem B i wirowano jak wyze;.

Nastepnie mitochondria zawieszano w Mannitolu B.
5.7.2. Izolacja mitochondriéw z komérek PC12

Z 5 butelek T75 zawierajgcych hodowle komérek PC12 o konfluencji ok. 90%
usuwano pozywke, a komorki przemywano 5 ml lodowatego PBS (p.4.3.11). Do
butelek podawano 5 ml ptynu PBS w 4°C i nastepnie skrobaczkg $ciggano osad

komoérek. Osad ten przenoszono do falkonéw o objetosci 50 ml i dwukrotnie
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przemywano lodowantym PBS (10 min, 500 g, 4°C). Osad wazono. Na 0,5 g osadu
podawano 10 ml Ptynu A (p.4.3.6). Przygotowang zawiesing komorek
homogenizowano za pomocg homogenizatora Dounce (15 ml, typ Tight) w lodzie
(minimalna objetos¢ mieszaniny homogenizacyjnej wynosita 4 ml). Wykonywano ok. 50
suwow (efektywnos¢ homogenizacji sprawdzano pod mikroskopem, jedli obserwowano
wiele nienaruszonych komérek homogenizacje kontynuowano). Homogenat wirowano
przez 10 min, przy 900 g, w 4°C, osad wyrzucano, a supernatant wirowano 10 min,
przy 13000 g, w 4°C. Otrzymany osad rozpuszczano w 1 ml lodowatego Plynu B
(p.4.3.6), przenoszono do probéwek Eppendorfa i nastepnie wirowano przez 10 min,
przy 900 g, w 4°C celem usuniecia resztek komoérkowych. Uzyskany supernatant
wirowano przez 10 min, przy 13000 g, w 4°C. Otrzymany osad mitochondriéw
przemywano 1 ml lodowatego Ptynu B, osuszano i zamrazonow ciektym azocie. Proby

przechowywano w -80°C.
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5.8. Testy przezywalnosci komérek

5.8.1. Ptytkowy test przezywalnosci

Proby pobierane z hodowli opisanych w p.5.6.1.2, doprowadzono do gestosci
odpowiadajgcej ODssonm=0,8. Nastepnie dla kazdej z prob wykonywano serie
rozcienczen (1x, 10x, 100x, 1000x) w sterylnej ddH2O, po czym na pozywki state YPG
(test fenotypowy) i YPG+Gal (p.4.2.4) nakrapiano krople o objetosci 15 ul z kazdego
rozcienczenia. Piytki inkubowano w 28°C i 37°C, w ciemno$ci. Zdjecia wykonywano po

4 dniach hodowli.
5.8.2. Test MTT

5.8.2.1. Dla komérek drozdzy

Hodowle komoérek prowadzono jak opisano w p.5.6.1.2 i p.5.6.1.2.1. Badane
préby doprowadzano do gestosci odpowiadajgcej ODssonm=0,8. Nastepnie proboéwki
Z zawiesing komorek krotko wirowano w celu osadzenia komorek, supernatant
usuwano, a osad zawieszano w 250 pl pozywki YPG+Gal (p.4.2.4). Do tak
przygotowanych préb podawano po 0,25 mg MTT rozpuszczonego w PBS (p.4.3.11)
w objetosci 50 pl. Komorki inkubowano w obecnosci MTT w 28°C lub w 37°C
(w zaleznosci od warunkéw hodowli) przez 3h. Nastepnie do préb podawano 500 ul
izopropanolu z 0,04 M HCI, po czym intensywnie wytrzgsano w celu rozpuszczenia
powstatego formazanu. Nastepnie préby wirowano 2 minuty przy 11000 g,
w temperaturze pokojowej. Supernatant zbierano do kuwetek pomiarowych i mierzono
OD przy A=570nm.

5.8.2.2. Dla komoérek PC12

Dzien przed rozpoczeciem eksperymentu przenoszono komérki na ptytke 24
dotkowg w takiej ilosci, aby konfluencja komérek w nastepnym dniu wynosita ok. 80%.
W dniu eksperymentu komérkom wymieniano pozywke na 1 ml czystego DMEM.
Doksycykline (1ug/ml) podawano do dotkow tak, aby czas ekspresji Htt i mHtt w dniu
zakonczenia eksperymentu wynosit, w kolejnych dotkach: 48h, 24h, 8h i 4h. Do
komorek po odpowiednim czasie ekspresji Htt i mHtt i do komorek kontrolnych
podawano 1 ml roztworu MTT w DMEM (0,25 mg/ml). Komérki inkubowano
w obecnosci MTT, w 37°C przez 3h, po czym powstaty formazan rozpuszczano

wizopropanolu z 0,04 M HCl Tak przygotowane proby mierzono
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spektrofotometrycznie przy A=570nm. Kontrole stanowity komoérki hodowane na tej
samej ptytce w tym samym czasie, do ktoérych nie podawano doksycykliny.

Pomiary wykonywano za pomocg spektrofotometru UV — 1650 PC SHIMADZU.
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5.9. Pomiary oksygraficzne

5.9.1. Wyznaczenie szybkosci zuzycia tlenu w wybranych

stanach oddechowych rejestrowanych dla komérek

Komérki drozdzy dwukrotnie przemywano w ddHO i wirowano przy 3000 g
w 4°C przez 10 min. Osad resuspendowano w buforze PBS (p.4.3.11) o temperaturze
4°C, wyznaczano gestos¢ uzyskanej suspensji (pomiar OD przy A=550nm)
i przechowywano jg w temperaturze 0-4°C.Pomiary szybkosci zuzycia tlenu
prowadzono z uzyciem elektrody tlenowej Clarka w systemie Hansatech, w objetosci
500 pl pozywki YPG (p.4.2.4) dla prob t=0 lub YPG+Gal (p.4.2.4) dla prob t=12h,
t=24h, t=48h. Podawano ok. 20 ul suspensji komérek do kazdego z naczynek
pomiarowych wilosci 1 OD/0,5 ml pozywki. Pomiar szybkosci zuzycia tlenu

prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Hansatech.

5.9.2. Wyznaczenie statusu sprzezenia energetycznego

komodrek S.cerevisiae

Komorki traktowano TBT (inhibitor syntazy ATP) i FCCP (rozprzegacz) w celu
rejestracji szybkosci odpowiednio stanu 4 i stanu U (Rys.23). llos¢ TBT i FCCP
wyznaczano niezaleznie dla kazdego typu komorek. Stan podstawowy mierzono
bezposrednio po dodaniu komoérek do naczynka pomiarowego. Stan 4 (stan
niefosforylujgcy) obserwowano po podaniu 2-8 yM TBT, w zaleznos$ci od czasu trwania
hodowli. Predko$¢ oddychania w stanie fosforylujgcym obliczano, jako réznice miedzy
stanem basal a stanem 4. Stan U (stan rozprzezony, maksymalne oddychanie)
obserwowano po podaniu FCCP w stezeniu od 1 yM do 2 pM, w zaleznosci od

badanego typu komdrek.
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5.10. Pomiar stezenia biatka metoda Bradford

Krzywg  wzorcowg ofrzymywano  stosujgc  rozcienczenia  roztworu
odttuszczonego BSA tak, aby uzyskac stezenia w zakresie od 1,25 do 20 ug biatka
w 50 pl roztworu. Préby badane przygotowywano przez dodanie 1 ul analizowanego
preparatu do 49 ul H,O MiliQ. Nastepnie do kazdej z badanych préb oraz do préb
sktadajgcych sie na krzywg wzorcowg dodawano 2,5 ml pieciokrotnie rozcienczonego
odczynnika Bradford. Catos¢ inkubowano przez 15 min idokonywano pomiaru
absorbancji przy dtugosci fali A=595 nm.

Pomiary wykonywano za pomocg spektrofotometru UV — 1650 PC SHIMADZU.
5.11. lzolacja biatka VDAC

Biatka VDAC izolowano wg. procedury opisanej przez De Pinto i in. (1987).
Zamrozone mitochondria zawieszano w 0,6 ml lodowatego Pltynu SE (p.4.3.7).
Solubilizacje prowadzono w lodzie, ok. 30 min, co 5 min intensywnie wytrzgsajgc
zawiesine przez kilka sekund. Mieszanine solubilizacyjng wirowano 30 min, przy
13000 g, w 4°C. Otrzymany supernatant w ilosci 0,6 ml nakladano na suchg kolumne
zawierajgcg mieszanine hydroksyapatytu i celitu w stosunku 2:1. Elucje prowadzono
w 4°C. Kolumne przemywano Ptynem SE i zbierano 3 frakcje po ok. 200 ul. Otrzymane

frakcje przechowywano w -80°C.
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5.12. Detekcja biatek

5.12.1. Immunodetekcja biatek metoda ,,Western blot”

5.12.1.1. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w obecnosci
siarczanu dodecylu sodu (SDS-PAGE)

Przygotowywano proby zawierajgce 30 ug mitochondriow (p.5.7.1) w przypadku
detekcji yYWDAC oraz 100 pg mitochondriow w pozostatych przypadkach. Préby
zawieszano w Buforze Lammli'ego (p.4.3.8) i denaturowano w 95°C przez 3 min.
Elektroforeze prowadzono w zelu poliakryloamidowym (p.4.4.1) w buforze SDS-PAGE
(p.4.3.8) przy napieciu 180 V przez okoto godzine.

5.12.1.2. Elektrotransfer poétsuchy

Wykonywano elektrotransfer potsuchy (aparat do transferu potsuchego Apelex)
na membrany nitrocelulozowe, przy natezeniu 250 mA, trwajacy 75 min. Membrany
nitrocelulozowe z przeniesionymi biatkami wybarwiano roztworem Ponceau S

(p.4.3.10), by oceni¢ jakos¢ transferu i utozenie prgzkdéw.
5.12.1.3. Immunodetekcja

Membrany nitrocelulozowe blokowano przez 16 godzin w 5% roztworze mleka
odttluszczonego (p.4.3.11), w buforze TBS-T lub PBS-T (p.4.3.10), w zaleznosci od
uzywanych pozniej przeciwciat pierwszorzedowych i drugorzedowych (p.4.5; Tab.4).
Nastepnie membrany zalewano roztworem przeciwciata pierwszorzedowego
i inkubowano 3-16 godzin (w zaleznosci od stosowanego przeciwciata), po czym
trzykrotnie ptukano (5 min, 5 min, 15 min) odpowiednim dla przeciwciata buforem.
Nastepnie membrany zalewano roztworem przeciwciata drugorzedowego i inkubowano
1 godzine, po czym ponownie trzykrotnie ptukano odpowiednim buforem. Roztwory
przeciwciat pierwszorzedowych i drugorzedowych przygotowano jak podsumowano
w tabeli 2, w odpowiednich buforach z dodatkiem 3% mleka odttuszczonego.
Nastepnie membrany uwrazliwiano roztworami ECL firmy Roche przez 3 min
i naktadano na nie Kklisze fotograficzne (Fuji Medical RX). Czas ekspozycji
optymalizowano dla kazdego stosowanego przeciwciata. Po tym czasie klisze

wywotywano, a wyniki archiwizowano w postaci skanow.

84



. Przeciwciato Przeciwciato
Blokowanie .
pierwszorzedowe drugorzedowe
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n n
TBS-T TBS-T . TBS-T )
yVDAC w 5% mleku 16h W 3% mieku 1:1000 3h W 3% mleku 1:10000 1h
TBS-T TBS-T ) TBS-T )
hVDAC1 W 5% mieku 16h W 3% mieku 1:1000 16h W 3% mieku 1:10000 1h
PBS-T PBS-T . PBS-T .
hVDAC2 w 5% mleku 16h w 3% mleku 1:500 16h w 3% mleku 1:10000 1h
TBS-T TBS-T . TBS-T .
hVDAC3 W 5% mieku 16h W 3% mieku 1:1000 16h W 3% mieku 1:10000 1h

Tabela 4. Warunki immunodetekcji. TBS-T i PBS-T, bufory TBS i PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20

5.12.2. Detekcja biatek metoda spektrofotometrii mas

Préby do analizy przygotowywano przez zawieszenie 20 ul frakcji 1 (p.5.11)
w Buforze Lammliego (p.4.3.8), denaturacje w 95°C i krétki rozdziat elektroforetyczny
w zelu poliakrylamidowym (p.5.12.1), w celu usuniecia TritonuX100, ktérego obecnosc
w probach mogtaby zaburza¢ wyniki chromatografii. Elektroforeze prowadzono ok. 15
min, do momentu ,wejscia” prob w Zzel rozdzielajgcy, po czym wycinano prgzki
odpowiadajgce catosci biatek w prébach naktadanych na zel. Analize wycietych
prazkéw przeprowadzito Laboratorium Spektrometrii Mas, Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk (Warszawa). Analiza ta zostata przeprowadzona metoda
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS).
Wyznaczone wartosci indeksu emPAI* wykorzystano do detekgji biatek i okreslenia ich

relacji iloSciowych.

4 ang. Exponentially Modified Protein Abundance Index; pol. zmieniony wykfadniczo indeks
zawartosci biatka
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5.13. Pomiar aktywnosci kanatowej biatka VDAC

5.13.1. Pomiar przewodnictwa kanatéw w sztucznych btonach

lipidowych

Pomiary przeprowadzono w systemie BLM* przy udziale dr Andonisa
Karachitosa.

Dwuwarstwe lipidowg tworzono w otworze o $rednicy okoto 0,25 mm, ktéry
znajduje sie w cienkiej sciance teflonowej, dzielagcej naczynie pomiarowe (Warner
instruments) na dwie komory. Kontakt elektryczny byt zapewniony dzieki elektrodom
Ag/AgCl za posrednictwem mostkéw agarowych, wypetnionych 3 M KCI. Dwuwarstwe
formowano poprzez natozenie na otwér 2,5 % roztworu azolektyny (mieszaniny
fosfolipidow izolowanych z nasion soi) o stezeniu 25 mg/ml w n-dekanie. W pomiarach
stosowano zwykle 1 ug oczyszczonego biatka (p.0), ktére podawano do komory cis.
Pomiary prowadzono w 1 M KCI pH 7,0, w objetosci 1 ml, w kazdej komorze. Biatko
o aktywnosci kanatowej podczas wbudowania w sztuczng btonke umozliwia przeptyw
jonédw rejestrowany przez wzmacniacz pomiarowy BLM-120 (Bio-LOGIC Science

Instruments) (Karachitos i in., 2016a).

5.13.2. Wyznaczenie parametrow okreslajacych

funkcjonowanie kanatu

Przewodnictwo kanatu obliczano jako odwrotnos¢ opornosci uktadu przy

potencjale btonowym réwnym +10 mV, z zastosowaniem wzoru: G(S) = R;m =ﬁ ,
gdzie: G oznacza przewodnictwo elektryczne, R — opor elektryczny, | — natezenie

mierzonego pradu elekirycznego, a U — napiecie elekiryczne w poprzek biony.
Otrzymane wyniki wyrazone w nS postuzyty do przygotowania histogramow
przewodnictwa kanatu VDAC.

Zaleznos¢ od potencjatu wyrazano jako stosunek przewodnictwa kanatu przy
danym potencjale (G(V)) do przewodnictwa kanatu w stanie otwartym (Gmax przy
+10 mV). Zaleznos¢ od potencjalu mierzono z wykorzystaniem fali tréjkatnej

o czestotliwosci 10 mHz, w przedziale od — 60 mV do + 60 mV.

4 ang. black lipid membrane; pol. czarna btona lipidowa
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6. Wyniki

6.1. Charakterystyka otrzymanego modelu drozdzowego

choroby Huntingtona

Drozdzowy model HD skonstruowano w oparciu o szczepy M3 (szczep dziki)
i Apor1T4 (mutant delecyjny pozbawiony genu POR1), wykorzystujgc ponadto
konstrukty YIP351Q25 i YIP351Q103 (wprowadzajgce sekwencje kodujgce,
odpowiednio, Htt i mHtt) oraz pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2 i pYX212hVDAC3
(wprowadzajgce sekwencje ludzkich izoform VDAC). Szczegétowe informacje
dotyczgce wykorzystanych szczepow i konstruktow oraz zastosowanej strategii
przedstawiono w materiatach i metodach (p.4.1, p.5.3).

* *
Apor1 T4hVDACT
M3 Apor1T4 |j|> Apor1 TAhVDAC2
@ @ @ @ Apor1 T4hVDAC3
M3Q25 MQ103 Apor1T4Q25 Apor1T4Q103

T '

Apor1T4Q25hVDAC1 Apor1T4Q103hVDAC1
Apor1T4Q25hVDAC2 Apor1T4Q103hVDAC?2
Apor1T4Q25hVDAC3 Apor1T4Q103hVDAC3

\ﬂ/ Transformacija konstruktem YIp351Q25 lub Ylp351Q103
@ Transformacja konstruktem pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2, pYX212hVDAC3

Komorki mutanta delecyjnego niezdolne do wzrostu na pozywkach zawierajgcych niefermentujgce
zrodto wegla, w 37°C
*  Komorki kontrolne

Rysunek 10. Schemat ilustrujacy strategie zastosowang do konstrukcji drozdzowego modelu HD.
AporlT4 — mutant pozbawiony genu POR1; YIp351 — wektor, do ktérego wprowadzono sekwencje
egzonu 1 Htt (25 powtorzen kodonu glutaminy; 25Q) lub mHtt (103 powtdrzenia kodonu glutaminy; 103Q);
pYX212 — wektor, do ktérego wprowadzono sekwencje kodujgca danej izoformy ludzkiego biatka VDAC
(hVDAC1, hVDAC2, hVDAC3).
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6.1.1. Selekcja otrzymanych komoérek transformantéw na

pozywkach selekcyjnych

Selekcje oparto na braku lub obecnosci zastosowanych konstruktow
i zawartych w nich markeréw auksotroficznych, tj; YIp351Q25 i YIp351Q103,
zawierajgcych funkcjonalny gen LEU2 oraz pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2
i pYX212hVDAC3, zawierajgcych funkcjonalny genu URA3 (Tab.5).

+URA + LEU - URA + LEU - LEU + URA -URA - LEU
Apor1T4Q25hVDACL
M3Q25 Apor1T4Q103hVDAC1
Syeze M3 ipg:ﬂjmgﬁg% M3Q103 AporlT4Q25hVDAC2
Py AporlT4 AporlT ANVDACS Apor1T4Q25 Apor1T4Q103hVDAC2
P Apor1T4Q103 Apor1T4Q25hVDAC3
Apor1T4Q103hVDAC3

Tabela 5. Wymagana suplementacja zastosowanej pozywki selekcyjnej w przypadku komoérek
drozdzowego modelu HD. Sktad pozywki opisano w Materiatach (p.4.2.3). URA - uracyl; LEU - leucyna.

6.1.2. Weryfikacja ekspresji Htt i mHtt z wykorzystaniem

mikroskopii fluorescencyjnej

Znacznik w postaci GFP (p.4.1.1.1) umozliwit wykorzystanie mikroskopii
fluorescencyjnej do sprawdzenia czy w komérkach modelu drozdzowego HD zachodzi
indukowana podaniem galaktozy ekspresja konstruktow YIp351Q25 i YIp351Q103.
W tym celu wykonano serie zdje¢ za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego (ZEISS
Observer.Z1), po réznym czasie od podania galaktozy (t=0h, 4h, 12h, 24h, 48h),
w warunkach optymalnych dla wzrostu drozdzy (28°C), jak i warunkach stresu
temperaturowego (37°C).

Przyktadowe zdjecia potwierdzajgce ekspresje Htt i mHtt w réznych warunkach
temperaturowych pokazano na rysunku 11, natomiast zbior zdjec¢ ilustrujgcych
wszystkie badane warunki zawierajg rysunki 12 i 13. Zgodnie z przewidywaniami
opartymi na dostepnych danych literaturowych (Solans i in., 2006), obserwowano
agregacje mHtt. Co ciekawe, zauwazono, iz w 37°C, w poréwnaniu z 28°C, agregacja
mHtt zachodzi wolniej i w mniejszym stopniu. Efekt ten jest niezalezny od biatka VDAC,
poniewaz wystepuje zaréwno w komoérkach pozbawionych yVDAC, komorkach

z ekspresja tego biatka, jak i w komodrkach z ekspresjg izoform ludzkiego biatka VDAC.
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yVDAC hVDAC3

Rysunek 11. Przykladowe zdjecia ilustrujagce ekspresje Htt i mHtt w komoérkach modelu
drozdzowego HD przy zastosowaniu temperatury optymalnej dla wzrostu i szoku termicznego. Do
przygotowania rysunku zastosowano komorki z ekspresjg yVDAC tj. M3Q25 (Htt) i M3Q103 (mHtt) oraz
komorki z ekspresja hVDACS3 tj: AporlT4Q25hVDAC3 (Htt) i AporlT4Q103hVDAC3 (mHit).
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Rysunek 12. Ekspresja Htt i mHtt w komérkach modelu drozdzowego HD, hodowanych
w temperaturze 28°C. Przedstawione zdjecia sg reprezetatywne dla 3 powtérzen.
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Rysunek 13. Ekspresja Htt i mHtt w komérkach modelu drozdzowego HD, hodowanych
w temperaturze 37°C. Przedstawione zdjecia sg reprezetatywne dla 2 powtérzen.
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6.1.3. Weryfikacja ekspresji bialtek VDAC metoda Western
Blot

Ekspresje biatek VDAC w komorkach drozdzowego modelu HD weryfikowano
metodg Western Blot (p.5.12.1) stosujgc jako kontrole negatywnag mitochondria
izolowane z komoérek mutanta delecyjnego (Apor1T4), pozbawionego genu PORL1,
a jako kontrole pozytywng mitochondria izolowane z komdérek danego szczepu,
pozbawione jednak konstruktéw umozliwiajgcych ekspresje Htt i mHtt. Otrzymane

wyniki przedstawiono na rysunku 14.

yVDAC hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3
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Rysunek 14. Weryfikacja ekspresji bialtek VDAC w komérkach modelu drozdzowego HD metoda
Western Blot. Kontrola (+), mitochondria wyizolowane z komoérek kontrolnych (patrz Rys.10), Kontrola (-),
mitochondria wyizolowane z komdrek Apor1T4; Htt, mitochondria wyizolowane z komdrek zawierajgcych
konstrukt YIp351Q25; mHtt, mitochondria wyizolowane z komoérek zawierajgcych konstrukt YIp351Q103.
Przedstawione zdjecia sg reprezetatywne dla 2 powtorzen.

Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze, wykazano obecnosc¢
biatek VDAC (zaréwno drozdzowej jak i ludzkich), w mitochondriach wszystkich
komoérek uzyskanych na drodze transformacji komérek szczepu dzikiego M3 (M3,
M3Q25, M3Q103) jak i mutanta delecyjnego transformowanych konstruktami
pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2 i pYX212hVDAC3. Zaobserwowano jednakze

pewne roznice ilosciowe, szczegdlnie w przypadku komorek z ekspresjg hVDAC1.

92



6.1.4. Weryfikacja ekspresji bialek VDAC metoda testu
fenotypowego

Aby potwierdzi¢ obecnos$¢ funkcjonalnych biatek VDAC w mitochondriach
komoérek drozdzowego modelu HD, przeprowadzono test fenotypowy na pozywce
YPG, w warunkach stresu temperaturowego, tj. 37°C (p.5.8.1). Dostepne dane
literaturowe wskazujg bowiem, iz komorki mutanta delecyjnego drozdzy pozbawionego
funkcjonalnego genu PORL1 nie sg zdolne do wzrostu w 37°C na pozywce zawierajgcej
niefermentujgce zrodto wegla (glicerol), podczas gdy obecnos¢ funkcjonalnych biatek
hVDAC1 i hVDAC2 przywraca te mozliwos¢ (De Pinto i in., 2010). Efekt ten
w komorkach z ekspresjg hVDAC3 nadal jest dyskutowany.

. M3

. Apori1T4

. M3Q25

. M3Q103

. Apor1T4Q25

. Apor1T4Q103

. Apor1T4hVDAC1

. Apor1T4hVDAC2

. Apor1T4hVDAC3

10. Apor1T4Q25hVDAC1
11. Apor1T4Q103hVDACA
12. Apor1T4Q25hVDAC?2
13. Apor1T4Q103hVDAC?2
14. Apor1T4Q25hVDAC3
15. Apor1T4Q103hVDAC3
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Rysunek 15. Wzrost komérek modelu drozdzowego HD w warunkach stresu temperaturowego na
pozywce YPG. Hodowle prowadzono przez 4 dni. Poszczegélne szczepy oznaczono numerami od 1 do
15. Niebieskimi kotami oznaczono komdrki mutanta delecyjnego, w ktérych nie zachodzi ekspresja biatka
VDAC. Przedstawiony wynik testu fenotypowego jest reprezetatywny dla 3 powtorzen.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze komorki drozdzowego modelu HD z ekspresjg
yVDAC, hVDAC1, hVDAC2 i mniejszym stopniu hVDAC3 sg zdolne do wzrostu
w zastosowanych warunkach, co potwierza obecnos¢ w tych komodrkach
funkcjonalnych biatek VDAC.
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6.2. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na funkcjonowanie

komorek drozdzowego modelu choroby Huntingtona

Wptyw ekspresji Htt i mHtt na komorki otrzymanego modelu HD badano
uwzgledniajgc ich wzrost na pozywce zawierajgcej niefermentujgce zrodto wegla
(YPG), przezywalnos¢ i parametry bioenergetyczne. Dla uproszczenia nazwy
badanych szczepdw komoérek skrocono do symbolu okreslajgcego ulegajgce ekspresji
biatko VDAC (yVDAC i hVDAC1-hVDAC3), a w przypadku jego braku zastosowano
skrot Aporl.

6.2.1. Wpltyw ekspresji Htt i mHtt na przebieg wzrostu

komoérek drozdzowego modelu HD

Krzywe wzrostu przygotowywano na podstawie pomiaru gestosci optycznej
(OD) hodowli (p.5.6.1.2.1) prowadzonych w warunkach braku indukcji ekspresji Htt
i mHtt (16A) i po podaniu galaktozy (16B i 16C).

yVDAC Apor1 hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3
A 100 100 100 100 100
Bez indukcji 10 10 10 10 10 7
28°C /
1 1 1 - 1 1 =
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Kontrola ——Htt ——mHtt Kontrola ——Htt =——mHit Kontrola ——Htt =-mHit Kontrola —Htt ——mHit Kontrola ——Htt ——mHit
yVDAC Apor1 hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3
B 100 100 100 100 100
Zindukcjg 10 10 10 - 1 10 10
28°C /" /;
1 1 1 1 1
0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
Kontrola —Htt =—mHtt Kontrola ——Htt =——mHtt Kontrola —Htt =——mHtt Kontrola —Htt =——mHit Kontrola ——Htt =—mHit
yWDAC Apor hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3
C 100 100 100 100 100

Z indukcija 10 10 10 10 . }
3700 | /—
1 1 //——— 1 1
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 1224 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72 0 1224 36 48 60 72
Kontrola —Htt —mHtt Kontrola —Htt —mHtt Kontrola —Hitt —mHitt Kontrola —Hitt —mHtt Kontrola —Htt —mHtt

Rysunek 16. Krzywe wzrostu komérek drozdzowego modelu HD w warunkach braku i indukcji
ekspresji Htt i mHtt. A, wzrost komoérek na pozywce YPG w 28°C; B, wzrost komérek na pozywce YPG+Gal
w 28°C; C, wzrost drozdzy na pozywce YPG+Gal w 37°C. Galaktoze, podano do pozywki YPG w celu indukciji
ekspresji Htt i mHtt. Na osi y przedstawiono wartosci Igiox, 08 X reprezentuje czas (h). Przedstawione
wykresy skonstruowano na podstawie 3 powtorzen.
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Z powyzszych danych wynika, iz w 28°C, w warunkach braku ekspresji Htt
I mHtt, wszystkie komorki kontrolne (nietransformowane konstruktami zawierajgcymi
sekwencje kodujgce Htt i mHtt) rosng szybciej, niz odpowiednie komorki
transformowane tymi konstruktami (Rys.16A). Przy czym nalezy zwrdcic uwage, iz
komorki AporlT4 szybciej osiggajg faze stacjonarng. Po podaniu galaktozy, czyli
indukcji ekspresji Htt i mHtt, efekt ten znika (Rys.16B). Nie obserwuje sie bowiem
réznic we wzroscie komorek z ekspresjg Htt i mHtt oraz komérek kontrolnych.

Natomiast w temperaturze 37°C, ekspresja Htt i mHtt nie wptywa na wzrost
komoérek z ekspresjg yVDAC, hVDAC2 i hVDAC3. W przypadku komérek z ekspresja
hVDACL1 i mHtt (AporlT4Q103hVDACL1), poczatkowo obserwuje sie zwolniony wzrost,
jednak po ok. 36h komérki z ekspresjg mHtt rosng szybciej od komorek z ekspresja Hit
i komorek kontrolnych (Rys.16C). W przypadku komorek bez ekspresji biatka VDAC,
wzrost w 37°C jest minimalny. Podobnie jak w 28°C, przy braku ekspresji Htt i mHtt,
komoérki kontrolne pdzniej wchodzg w faze stacjonarng, a co za tym idzie, majg

wiekszy przyrost masy od komoérek zawierajgcych sekwencje kodujgce Htt i mHtt.
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6.2.2. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ komoérek
modelu drozdzowego HD badany metoda MTT

Metoda MTT to test kolorymetryczny oparty na reakcji, ktéra zachodzi w zywych
komoérkach, zalezny jest od aktywnosci mitochondriéw i polega na redukcji zottego
rozpuszczalnego bromku  3-(4,5-dimethylo-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
(MTT) do btekitnego formazanu (p.5.8.2.1). Zatem wzrost wyniku testu MTT odpowiada
zwiekszonej aktywnosci mitochondriéw/przezywalnosci komdrek podczas gdy jego
spadek uznaje sie za wskaznik obnizonej aktywnosci mitochondriéw/przezywalnosci.
Pomiary prowadzono na pozywce YPG (p.4.2.4), w warunkach braku ekspresji Htt i
mHtt (t=0h) oraz po 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt (indukowanej podaniem
galaktozy), stosujgc kontrole w postaci komoérek nietransformowanych konstruktami
zawierajgcymi sekwencje kodujgcg tych biatek. Badania prowadzono w temperaturze
optymalnej dla wzrostu komorek drozdzy, tj w 28°C i warunkach stresu
temperaturowego, tj. w 37°C. Uzyskane wyniki nhormalizowano uwzgledniajgc wartosci
uzyskane w czasie t = Oh, tj. przed podaniem galaktozy (Rys.17A i Rys18A). Na
rysunkach 17B i 18B poréwnano wartosci uzyskane dla komoérek z ekspresja Htt
i komérek z ekspresja mHtt. Istotnos¢ statystyczng wynikéw analizowano poréwnujgc

wartosci Srednie dla komorek z ekspresjg Htt i mHtt (Rys.17C i 18C).

6.2.2.1. Przezywalnos¢ komoérek drozdzowego modelu HD
w 28°C

Uzyskane wyniki wskazujg na niewielkie zmiany w przezywalnosci komorek
modelu drozdzowego HD w badanych warunkach. Przy uwzglednieniu czasu trwania
ekspresji Htt i mHtt, w przypadku komoérek z ekspresjg yWVDAC i komérek Apor1 nie
obserwowano istotnych statystycznie réznic w przezywalnoéci miedzy komoérkami bez
iz ekspresjg Htt lub mHtt. Z kolei, w przypadku komérek z ekspresja hVDAC1,
hVDAC2 i hVDAC3 zauwazono pewne fluktuacje zachodzgce w komdérkach
kontrolnych i komérkach z ekspresjg mHtt, niewystepujgce w komoérkach z ekspresja
Htt (Rys.17A, czerwone ramki). W przypadku poréwnania efektu Htt i mHtt (proporcja
Htt/mHtt; Rys.17B), nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic dla komorek
z ekspresja  YVDAC i komoérek Apor1 (Rys.17B). Wykazano jednakze istotne
statystycznie roznice dla komorek z ekspresjg izoform ludzkiego biatka VDAC po 12h
(hVDAC1) oraz po 12h i 24h (hWDAC2 i hVDAC3) ekspresji Htt i mHtt (Rys.17C).

Réznice te wynikajg z wyzej wskazanych fluktuacii.
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YVDAC Aport hVDAC1  hVDAC2  hVDAC3 2 > > 2
Czas Srednia +/- 0S Srednia +/- OS \ Istotnosé
() Hit mHitt P statystyczna
0 1,00 0,22 1,00 0,10 0,000 1
VDAG 12 1,24 0,01 1,91 0,59 2,2709 0,0636
Y 24 1,60 0,18 1,44 0,03 1,7536 0,1300
48 1,23 0,31 1,39 0,04 1,0238 0,3454
0 1,00 0,06 1,00 0,49 0,000 1
Avor 12 1,03 0,21 1,08 0,65 0,1464 0,8884
P 24 1,10 0,54 1,34 0,71 0,5381 0,6099
48 0,97 0,31 1,11 0,61 0,4092 0,6966
0 1,00 0,08 1,00 0,17 0,000 1
12 0,92 0,05 0,88 0,07 0,9300 0,3883
hVDACT 24 0,82 0,16 1,74 0,17 7,8817 0,0002
48 0,95 0.24 0,86 0,66 0,2563 0,8063
0 1,00 0,36 1,00 0,52 0,000 1
12 0,73 0,34 1,17 0,01 2,5871 0,0414 *
hVDAC2 24 117 041 2,05 0,06 4,474 0.0054 -
48 1,03 0,42 0,75 0,62 0,7478 0,4829
0 1,00 0,35 1,00 0,34 0,000 1
12 1,08 0,05 1,46 0,21 3,5206 0,0125 -
hVDAC3 24 1,18 0.13 1,55 0,11 24,3454 0,0048 =
48 0,83 0,31 0,80 0,39 0,1204 0,9081

Rysunek 17. Wptyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnosé¢ komérek drozdzowego modelu HD,
hodowanych na pozywce YPG w 28°C. A, Wplyw ekspresji Htt i mHtt, zaleznie od czasu jej trwania
(dane normalizowano o wartosci uzyskane w czasie t=0); B, Stosunek przezywalnosci komorek
z ekspresjg Htt do przezywalnosci komoérek z ekspresjg mHtt (obliczany na podstawie wynikéw z wykresu
A, z uwzglednieniem propagacji btedu); C, Analiza statystyczna wynikéw stuzgcych do przygotowania
wykresu B, wykonana dwustronnym testem t-Studenta na podstawie 4 powtdérzen. OS - odchylenie
standardowe, t — wartos¢ statystyki t, p — poziom istotnosci. Istotno$¢ statystyczng oznaczano: * przy
p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy p<0,001. Szare pole oznacza brak istotnej réznicy pomiedzy badanymi

Srednimi.
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6.2.2.2. Przezywalnos¢ komoérek drozdzowego modelu HD
w 37°C

Otrzymane dane wskazujg w przypadku wszystkich komérek na
wspotwystepujacy z czasem trwania ekspresji Htt i mHtt postepujgcy wzrost wartosci
wyniku testu MTT (Rys.18), co sugeruje wskazuje na zwiekszong aktywnosc
mitochondriéw/przezywalnosé komorek. W przypadku komérek Apor1 efekt ten wydaje
sie by¢ znacznie stabszy, co wskazuje na jego zwigzek z obecnoscig funkcjonalnego
biatka VDAC. W analizie proporcji Htt/mHtt (Rys.18B), zaobserwowano tylko niewielkg
zmiane, acz w kilku przypadkach istotng statystycznie, w przypadku komorek
z ekspresjg yVDAC, hVDAC2 i hVDAC3. Natomiast dla komérek z ekspresjg hVDAC1
stwierdzono istotny statystycznie wzrost wartosci badanego parametru po 12h, 24h
i 48h ekspresji Htt, co moze odpowiadaé zwiekszonej przezywalnosci w obecnosci Htt,
podczas gdy dla komérek Apor1 stwierdzono spadek wartosci tego parametru, co
moze odpowiada¢ zmniejszonej przezywalnosci w obecnosci mHtt. Jednakze, biorgc
pod uwage mozliwosé modyfikacji wyniku testu MTT przez poziom aktywnosci
mitochondriéw, otrzymane wyniki weryfikowano z zastosowaniem ptytkowego testu

przezywalnosci (p.5.8.1) i pomiaréw parametrow bioenergetycznych komorek (p.5.9).
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MTT/t=0h Htt/mHtt

uo
m12
24
48
[} = b= [0 = = @ b= = © b= = (1] = b=
5 I I 5 I I| I I| I I © I I 0
£ E £ E |z E|Z E £ E O ¥ =5 9 @«
N 2 N N N S g8 2 2 2
> < [m] [m] [m]
YVDAC Apor1 hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3 > z 2 2
Czas Srednia +/- OS Srednia +/- 0S8 i Istotnosé
(h) Hit mHtt i statystyczna
0 1,00 0,31 1,00 0,02 0,000 1
12 1,68 0,28 1,20 0,17 2,9307 0,0263 *
YVDAC 24 2,05 0,13 2,39 0,06 4,7493 0,0032 -
48 3,66 0,42 4,51 0,23 3,5502 0,0121 *
0 1,00 0,17 1,00 0,07 0,000 1
Avort 12 1,39 0,29 2,32 0,10 65,0634 0,0009
P 24 1,44 0,13 1,96 0,08 6,8133 0,0005
48 1,16 0,05 2,23 0,05 30,2642 <0,0001
0 1,00 0,37 1,00 0,22 0,000 1
12 2,08 0,15 1,53 0,33 3,0346 0,0230 *
hVDAC1 24 3,32 0,22 1,31 0.4 8,1718 0.0002
48 4,19 0,34 2,83 0,12 7,5439 0,0003
0 1,00 0,07 1,00 0,41 0,000 1
12 1,33 0,12 0,97 0,10 4,6093 0,0037 =
hvDAC2 24 1,86 0,09 1,63 0,36 1,2396 0,2614
48 2,86 0,31 3,06 0,21 1,0683 0,3265
0 1,00 0,03 1,00 0,06 0,000 1
12 1,93 0,08 2,07 0,12 1,9415 0,1002
hVDACS 24 2,39 0,06 2,06 0,10 5,6595 0,0013 N
48 2,64 0,30 3,71 0,33 4,7984 0,0030 >

Rysunek 18. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ komoédrek drozdzowego modelu HD,
hodowanych na pozywce YPG w 37°C. A, Wplyw ekspresji Htt i mHtt zaleznie od czasu jej trwania (dane
normalizowano o wartosci uzyskane w czasie t=0); B, Stosunek przezywalnosci komoérek z ekspresjg Htt do
przezywalnosci komérek z ekspresjg mHtt (obliczany na podstawie wynikéw z wykresu A, z uwzglednieniem
propagacji btedu); C; Analiza statystyczna wynikéw stuzacych do przygotowania wykresu B, wykonana
dwustronnym testem t-Studenta na podstawie 4 powtérzen. OS - odchylenie standardowe, t - wartos$¢
statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnos¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy
p<0,001. Szare pole oznacza brak istnienia istotnej réznicy pomiedzy badanymi $rednimi.
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6.2.3. Wplyw znacznika LEU2 na przezywalnos¢ komoérek

drozdzowego modelu HD

Ze wzgledu na wstepne eksperymenty obejmujgce piytkowe testy
przezywalnosci (gdzie obserwowano zwiekszenie przezywalnosci komorek
transformowanych konstruktami Y1p351Q25 i YIp351Q103 w stosunku do komérek
kontrolnych, w warunkach stresu temperaturowego - dane nieprzedstawione w pracy),
jak i mozliwos¢ konsumpciji galaktozy przez komorki S.cerevisiae, po przeanalizowaniu
map zastosowanych kontruktéw zdecydowano sie na wprowadzenie dodatkowej
kontroli do eksperymentow (tzw. kontroli metabolicznej), stanowigcej szczepy komdérek
transformowanych plazmidem wprowadzajgcym funkcjonalny gen LEU2 jako marker
auksotroficzny.

W celu zweryfikowania wptywu obecnosci genu LEU2, petnigcego role markera
auksotroficznego transformacji komoérek drozdzy konstruktami umozliwiajgcymi
ekspresje Htt i mHtt, skonstruowano kontrolne szczepy drozdzy, w ktérych komérkach

zachodzi ekspresja tego genu, w warunkach braku ekspresji Htt lub mHitt.

6.2.3.1. Rozszerzenie drozdzowego modelu HD o0 szczepy

zawierajace funkcjonalny gen LEU2

W celu otrzymania komorek kontrolnych z ekspresjg LEU2, wykorzystano
centromerowy plazmid pYX142 (p.4.1.1.3), ktéry, tak jak w przypadku zastosowanych
konstruktéow YIp351, umozliwia wprowadzenie jednej kopii genu LEU2 (Rys.19).

Zastosowano procedure opisang w p.5.3.

* *
Apor1T4hVDACH Apor1 TARVDAC1Leu2
MaLeuz ] <3 M3 Apor1T4 [[)>  AporiT4hVDAC2 [ | AporiT4hVDAC2Leu2
J & 3 Apor1T4hVDAC3 Apor1 TAhVDAC3Leu2
M3Q25 MQ103 Apor1T4Q25 Apor1T4Q103

Apor1T4Q25hVDAC1 Apor1T4Q103hVDAC1
Apor1T4Q25hVDAC2 Apor1T4Q103hVDAC2
Apor1T4Q25hVDAC3 Apor1T4Q103hVDAC3

@ Transformacja konstruktem Ylp351Q25 lub YIp351Q103

@ Transformacja konstruktem pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2, pYX212hVDAC3

@ Transformacja wektorem pYX142

|:| Komarki mutanta delecyjnego niezdolne do wzrostu na pozywkach niefermentujacych w 37°C
%  Komorki kontrolne

I:I Komorki zawierajace znacznik w postaci funkcjonalnego genu LEU2
Rysunek 19. Schemat ilustrujgcy rozszerzenie drozdzowego modelu HD o dodatkowe szczepy

kontrolne zawierajace sekwencje funkcjonalnego genu LEU2. Rysunek 10 zmodyfikowany o komorki
transformowane plazmidem pYX142 (oznaczone zé6tta strzatkg).
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6.2.3.2. Selekcja otrzymanych komoérek transformantéw na

pozywkach selekcyjnych

Zastosowanie odpowiedniej selekcji

(Tab.6) wigzato sie z brakiem lub

obecnoscia w komoérkach modelu drozdzowego HD konstruktéw YIp351Q25,
Y1p351Q103 i plazmidu pYX142 (zawierajgcych marker auksotroficzny w postaci
funkcjonalnego genu LEU2) oraz konstruktow pYX212hVDAC1, pYX212hVDAC2
i pYX212hVDAC3 (zawierajgcych marker auksotroficzny w postaci funkcjonalnego

genu URA3).
+URA + LEU -URA + LEU
AporlT4hVDAC1
Szcze M3 AporlT4hVDAC2
by AporlT4 Apor1T4hVDAC3

- LEU + URA

M3Q25
M3Q103
M3Leu2

AporlT4Q25
AporlT4Q103

-URA - LEU

AporlT4Q25hVDAC1
AporlT4Q103hVDAC1
AporlT4hVDAC1Leu?2

AporlT4Q25hVDAC2
AporlT4Q103hVDAC2
AporlT4hVDAC2Leu2

AporlT4Q25hVDAC3
AporlT4Q103hVDACS3
AporlT4hVDAC3Leu2

Tabela 6. Wymagana suplementacja zastosowanej pozywki selekcyjnej w przypadku komoérek
drozdzowego modelu HD. Sktad pozywki opisano w Materiatach (p.4.2.3). URA - uracyl; LEU - leucyna.
Tabela 3 zmodyfikowana o komorki transformowane plazmidem pYX142 (pogrubione).
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6.2.3.3. Wplyw znacznika LEU2 na przezywalnos¢ komoérek
drozdzowego modelu HD w warunkach braku ekspresji Htt

i mHtt, badany metoda testu ptytkowego

Wptyw znacznika LEU2 na przezywalnos¢ komorek drozdzowego modelu HD,
w warunkach braku ekspresji Htt i mHtt, badano z wykorzystaniem ptytkowego testu
przezywalnosci (p.5.8.1; p.6.2.4). Test ten prowadzono bez czynnika indukujgcego
ekspresje Htt i mHtt. Badania prowadzono w nastepujgcych wariantach: (1) hodowla
ptynna w 28°C na pozywce YPG i nastepnie przeniesienie na ptytki z pozywka YPG,
ktérych hodowle prowadzono przez 4 dni w 28°C lub w 37°C, (2) oraz hodowla ptynna
w 37°C na pozywce YPG i nastepnie preniesienie na ptytki z pozywkg YPG, ktérych

hodowle prowadzono 4 dni w 37°C.

28°C - 28°C 28°C-37°C 37°C-37°C
Kontrola Kontrola Kontrola
Htt mHtt +LEU2 Htt mHtt + LEU2 Htt mHtt + LEU2
*
thAcl EE 2 * k% EE 2

hVDAC2
hVDAC3

Brak efektu l:| Wazrost przezywalnosci - Spadek przezywalnosci

Tabela 7. Wplyw znacznika LEU2 na przezywalnos¢ komodrek drozdzowego modelu HD
w warunkach braku ekspresji Htt i mHtt. Do oceny przezywalnosci komoérek zastosowano ptytkowy
test przezywalnosci. Przedstawione podsumowanie otrzymano pordwnujgc wartosci otrzymane dla
odpowiednich komorek w poréwnaniu do komorek kontrolnych tj. niezawierajgcych sekwencji genu
LEU2. Analize statystyczng wynikow wykonano dwustronnym testem t-Studenta na podstawie 3-5
powtorzen. Istotnosé statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy p<0,001. Htt -
komorki transformowane konstruktem YIp351Q25; mHtt - komorki transformowane konstruktem
Y1p351Q103; Kontrola+LEU2 - komorki transformowane plazmidem pYX142. 28-28, 28-37, 37-37
(temperatura hodowli w pozywkach ptynnych - temperatura hodowli na pozywkach statych).

Zebrane w tabeli 7 wyniki wskazujg, ze w przypadku komérek hodowanych
w 28°C (28°C-28°C), wprowadzenie funkcjonalnego genu LEU2 zmniejsza
przezywalnos¢ komorek z ekspresja yVDAC i nie ma wplywu lub zmniejsa
przezywalnos¢ wybranych wariantow komorek z ekspresjg hVDAC1-hVDACS.
W warunkach stresu temperaturowego (28°C-37°C), wprowadzenie znacznika LEU2,
nie wptywa na przezywalno$¢ komorek z ekspresjg yVDAC i zwieksza przezywalnosé
komorek z ekspresjg ludzkich izoform VDAC, z wyjgtkiem komdrek kontrolnych
z ekspresja hVDAC2 (AporlT4hVDAC2Leu2). W warunkach dtugotrwatego stresu
temperaturowego (37°C-37°C) efekt ten utrzymuje sie tylko w przypadku komorek
eksprymujacych hVDAC1, podczas gdy efekt obecnosci LEU2 w przypadku

pozostatych szczepow nie jest jednorodny.
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Zatem, zastosowana temperatura hodowli i eksprymowane biatko VDAC moga
mie¢ znaczenie dla wptywu obecnosci znacznika auksotroficznego LEU2 na
przezywalnos¢ komorek drozdzowego modelu HD. Dlatego w dalszych badaniach

stosowano drozdzowy model HD w wariancie rozszerzonym.

6.2.4. Przezywalnos¢ komoérek drozdzowego modelu HD
w warunkach ekspresji Htt i mHtt, badana metoda testu

plytkowego

Przezywalnos¢ komorek rozszerzonego wariantu drozdzowego modelu HD
badano stosujgc test plytkowy (p.5.8.1) na pozywce YPG (brak ekspresji Htt i mHtt)
i YPG+Gal (uruchomienie ekspresji Htt i mHtt). Otrzymane wyniki wykorzystano do
wyznaczenia ilorazu przezywalnosci w warunkach braku ekspresji Htt i mHtt (YPG)
i ekspres;ji tych biatek (YPG+Gal). Badania prowadzono w nastepujgcych wariantach:
(1) hodowla ptynna w 28°C na pozywce YPG i nastepnie przeniesienie na ptytki
z pozywka YPG lub YPG+Gal, ktorych hodowle prowadzono przez 4 dni w 28°C lub
w 37°C, (2) oraz hodowla ptynna w 37°C na pozywce YPG i nastepnie preniesienie na
ptytki z pozywka YPG lub YPG+Gal, ktérych hodowle prowadzono 4 dniw 37°C.

Jak pokazano na rysunku 21, obliczony wskaznik przezywalnosci komorek
w postaci ilorazu Htt/mHtt ulega istonie statystycznej zmianie tylko w przypadku
komoérek z ekspresjg yVDAC i hVDACL1. Sugeruje to, ze obecno$¢ Htt w tych
komoérkach moze zwiekszac ich przezywalnos¢ (a mHtt zmniejsza¢) w warunkach
pojawiajgcego sie (Rys.20.A.28-37) i utrzymujgcego sie stresu temperaturowego
(Rys.20.A.37-37). W przypadku komoérek z ekspresja hVDAC2 i hVDAC3 nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w przezywalnosci komoérek po indukciji
ekspresji Htt i mHtt. Aby dokladnie okresli¢ kierunek zmian w przezywalnosci
zachodzgcych w warunkach ekspresji Htt i mHtt w analizach wynikéw testu ptytkowego
wykorzystano dane otrzymane dla komorek kontrolnych. W przypadku komorek
Z ekspresjg yYWVDAC1 i hVDAC1 zostaty one opisane w podrozdziatach 6.2.4.1i6.2.4.2,
podczas gdy dane dotyczace komoérek pozostatych komorek przedstawiono
w Zatgczniku (Rys.36-37).
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A Htt/mHtt
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0
QO I~ I~ O I R O I K O I RO M~ 0N O KM O NN
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O 0O N~ 0 0O N~] O JoO ] 00 OO I~ 0O O I~ 00 0 N~ O W N~ 0 0 I~
NN O NN MO N O NN MOAN NN 0 NN M NN MM N Nm
YPG YPG+Gal YPG YPG+Gal YPG YPG+Gal YPG YPG+Gal
yVDAC hVDAC1 hVDAC2 hVDAC3
B YPG YPG+Gal
. . - Istotnos¢
Srednia 0s Srednia 0s Réznica t p stalystyczna
28-28 1,00 0,03 1,02 0,18 0,02 0,2451 0,8126
yVDAC 28-37 1,01 0,09 1,1 0,03 0,09 2,51 0,0274 *
37-37 1,13 0,09 1,42 0,22 0,29 2,7281 0,0259 *
28-28 1,35 0,19 1,28 0,10 -0,07 0,7290 0,4868
hVDAC1 28-37 1,41 0,36 15,18 2,32 13,77 13,1149 <0,001 >
37-37 1,55 0,15 8,16 242 6,61 6,0959 <0,001 el
28-28 1,00 0,01 1,01 0,08 0,02 0,2774 0,7885
hVDAC2 28-37 0,92 0,19 0,98 0,17 0,06 0,5452 0,6226
37-37 213 1,18 1,44 0,28 -0,69 1,2722 0,2390
28-28 1,00 0,01 1,01 0,08 0,02 0,2774 0,7885
hVDAC3 28-37 1,04 0,30 1,11 0,19 0,07 0,4408 0,6710
37-37 251 0,81 1,86 0,65 -0,66 1,3995 0,1992

Rysunek 20. Przezywalnos¢ komoérek

rozszerzonego wariantu drozdzowego modelu HD

w warunkach ekspresji Htt i mHtt. Przezywalno$¢ wyznaczano w oparciu o wyniki ptytkowego testu
przezywalnosci, przeprowadzonego w temperaturze 28 i 37°C na pozywce YPG (brak ekspresji Htt i mHtt)
i pozywce YPG + Gal (ekspresja Htt i mHtt). A - lloraz efektu Htt i mHtt na przezywalno$¢ komorek. Wyniki
réwne 1 (pomaranczowa linia) oznaczajg brak réznic pomiedzy $rednimi; B - Analiza statystyczna wynikow
stuzacych do przygotowania wykresu A, wykonana dwustronnym testem t-Studenta na podstawie 3-5
powtorzen. OS - odchylenie standardowe, t - warto$¢ statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnosé

statystyczng oznaczano: * przy p<0,05;

** przy p<0,01; *** przy p<0,001. Szare pole oznacza brak

istnienia istotnej réznicy pomiedzy badanymi s$rednimi. 28-28, 28-37, 37-37 (temperatura hodowli
w pozywkach ptynnych - temperatura hodowli na pozywkach statych).
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6.2.4.1. Przezywalnos¢ komoérek z ekspresja yVDAC1
w warunkach ekspresji Htt i mHtt badana metoda testu

ptytkowego.

W plytkowym tescie przezywalnosci zastosowano dwa szczepy komoérek
kontrolnych, tj. komorki szczepu dzikiego M3 (Kontrola) i M3Leu2 (Kontrola+LEU2),
uzyskanego w wyniku transformacji wektorem pYX142, zawierajgcym gen LEU2

(p-6.2.3.1). Analize otrzymanych wynikow przedstawiono na rysunku 21.

A B

28 -28 28 -37 37 -37

e
(=]
o
-
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o
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38 60 I 338 90 28 90 1
g2 g3 l I I g3 i 28-28
£E £E £E
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T3 T = 28.37
52 20 £2 30 £2 30
® ® & 37-37
0 0 0
Ht mHtt  Kontrola Hit mHtt  Kontrola Hit mHtt  Kontrola
+LEU2 +LEU2 + LEU2
100 100 125
s YPG + Gal
= =
5. 80 3o 80 £g100
st 52 I | £t " Hit | mHtt
££ 60 5% 60 N | iE T8 s
YPG+Gal 3¢ 39 g3 I 28-28
gz 141 E £3 |
5 40 5 55 40 g2 50
i I 5 g3 28-37
§% 20 8% 20 58 25
& a &
= ® 37-37
0 0 0
Htt mHtt  Kontrola Hit mHtt  Kontrola Hit mHtt  Kontrola
+LEU2 +LEU2 +LEU2
\:| Brak efekiu
m—Kontrola Kentrola + LEU2 [ | Wzrost przezywalnosci
Brak ekspresji Hit i mHtt [ Ekspresia Ht I Ekspresja mHit Il spadek przezywalnosci

Rysunek 21. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ komorek z ekspresja yVDAC
w warunkach braku ekspresji (YPG) oraz ekspresji Htt i mHtt (YPG+Gal). A - poréwnanie wynikow
z otrzymanymi dla komorek bez wprowadzonego marera LEU2, przedstawione jako % przezywalnosci
komorek; B - Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw, wykonana dwustronnym testem t-Studenta na
podstawie 3-5 powtdrzen. Istotno$¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy
p<0,001. 28-28, 28-37, 37-37 (temperatura hodowli w pozywkach ptynnych — temperatura hodowli na
pozywkach statych).

Mimo, iz dla komoérek z ekspresjg yVDAC1 zaobserwowano nieznacznie
wyzszg wartos¢ ilorazu Htt/mHtt w warunkach stresu temperaturowego (Rys.21),
powyzsza analiza obejmujgca zastosowanie komorek szczepdw kontrolnych, nie
wykazata wpltywu obecnosci ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ tych komérek
w warunkach braku (28-28), jak i pojawiajacego sie (28-37) oraz utrzymujgcego sie
stresu temperaturowego (37-37). Jest to zapewne spowodowane réwnoczesnymi
zmianami w przezywalnosci komorek, ktore zachodzg w zastosowanych warunkach

w przypadku komorek kontrolnych.

105



6.2.4.2. Przezywalnos¢ komérek 2z ekspresja hVDAC1
w warunkach ekspresji Htt i mHtt badana metoda testu
ptytkowego.

W plytkowym tescie przezywalnosci zastosowano dwa szczepy komoérek
kontrolnych, tj. komérki szczepu AporlT4 hVDAC1 (Kontrola) i AporlT4hVDAC1Leu2
(Kontrola+LEU2), wuzyskanego w wyniku transformacji wektorem pYX142,
zawierajgcym gen LEU2 (p.6.2.3.1). Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 22.
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Rysunek 22. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalno$s¢ komoérek z ekspresja hVDAC1
w warunkach braku ekspresji (YPG) oraz ekspresji Htt i mHtt (YPG+Gal). A - poréwnanie wynikow
z otrzymanymi dla komérek bez wprowadzonego marera LEU2, przedstawione, jako % przezywalnosci
komoérek; B - Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw, wykonana dwustronnym testem t-Studenta na
podstawie 3-5 powtdrzen. Istotnos¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy
p<0,001. 28-28, 28-37, 37-37, (temperatura hodowli w pozywkach ptynnych — temperatura hodowli na
pozywkach statych).

Powyzsza analiza wykazata negatywny wptyw ekspresji mHtt na przezywalnos¢
komérek eksprymujgcych hVDAC1 w warunkach pojawiajgcego sie (28-37)
i utrzymujgcego sie stresu temperaturowego (37-37). Efektu tego nie obserwuje sie

natomiast w warunkach braku stresu temperaturowego (28-28).
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6.2.5. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na parametry

bioenergetyczne komérek drozdzowego modelu HD

Aby sprawdzi¢ czy zmiany przezywalnosci lub ich brak w przypadku komoérek
drozdzowego modelu HD hodowanych w 37°C moga by¢ zwigzane z funkcjonowaniem
mitochondriéw postanowiono wyznaczy¢ dla tych komérek parametry bioenergetyczne
opisujgce stan funkcjonalny mitochondriow w komérkach. Analize parametréw
bioenergetycznych w warunkach ekspresji Htt i mHtt w 37°C wykonano za pomocg
pomiarow oksygraficznych (p.5.9), dla: (1) tzw. efektu bezposredniego, tj. réznych
czasoOw ftrwania ekspresji tych biatek, tj. 12h, 24h i 48h (p.5.6.1.2.1) i (2) tzw. efektu
posrednigo, tj. po 24h hodowli w pozywce pozbawionej czynnika indukujgcego
ekspresje Htt i mHtt, nastepujagcej po Oh, 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHit
(p.5.6.1.2.2). Schemat prowadzonych pomiarow oksygraficznych przedstawiono na
rysunku 23.

Obliczone szybkosci zuzycia tlenu wykorzystano do wyznaczenia warto$ci
nastepujgcych parametrow bioenergetycznych: (1) potencjalne sprzezenie komodrek
(PS), (2) aktualne sprzezenie komoérek (AS) i (3) udziat oddychania podstawowego
w oddychaniu maksymalnym (Op/Omax) (p.5.9). PS odpowiada ilorazowi szybkosci
zuzycia tlenu w stanie U (po dodaniu FCCP) i szybkoéci zuzycia tlenu w stanie 4 (po
dodaniu TBT). AS odpowiada udziatowi stanu 3 (obliczanego jako rdznica Op
i szybkoéci zuzycia tlenu w stanie 4) w Op. Op/Omax, odpowiada procentowemu
udziatowi Op w Omax i obliczany jest jako iloraz szybkosci zuzycia tlenu w Op

i szybkos$ci zuzycia tlenu w stanie U.

A s
M O,/min komorki

<

BT
STAN 3 ﬁ
FCCP
STAN 4
Oddychanie Oddychanie
podstawowe

maksymailne

STAN 3 + STAN 4

STANU

czas

Rysunek 23. Schemat pomiaréw oksygraficznych.
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6.2.5.1. Efekt bezposredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komoérek z ekspresja yVDAC1

W ponizszej analizie badano wplyw ekspresji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C,
na parametry bioenergetyczne komorek szczepéw M3Q25 i M3Q103, przy
zastosowaniu dwoéch szczepow komérek kontrolnych, tj. komérek szczepu dzikiego M3
(Kontrola) i komoérek szczepu M3Leu2, uzyskanych w wyniku transforrmacji plazmidem
pYX142, zawierajgcym sekwencje funkcjonalnego genu LEU2 (Kontrola+LEU?2).
Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 24.

Analiza wartosci PS (Rys.24A), a takze AS (Rys.24B), przy braku ekspresji Htt
i mHtt (t = Oh) i po 12h, 24h i 48h od momentu indukcji (podanie galaktozy), wykazata
istnienie fluktuacyjnych zmian w wartosciach tych parametréw o podobnym przebiegu
w badanych komorkach, przy czym zaobserwowano istotne zmniejszenie wartosci tych
parametrow w komérkach szczepu M3 po 48h od podania galaktozy. Analiza wartosci
Op/Omax (Rys.24C) nie wykazata znaczgcych réznic dla badanych komorek.

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametréw obliczonych dla
komorek z ekspresja Htt i z ekspresjg mHtt (po normalizacji o wspotczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h) (Rys.24D), pozwala na stwierdzenie braku réznic miedzy
komorkami szczepdw M3Q25 i M3Q103 (Rys.24E), z wyjatkiem nieznacznego wzrostu
ilorazu wartosci Op/Omax w komérkach M3Q25 po ekspresji Htt trawjgcej 48h.

Nalezy wiec uznaé, iz ekspresja Htt imHtt w warunkach szoku
temperaturowego, t. w 37°C, nie wywiera bezposredniego wplywu na badane

parametry bioenergetyczne komorek z ekspresjg yVDACL.
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Kontrola Htt mHtt Kontrola + LEU2 podstawowego w
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Caas Srednia +/- OS Srednia +/- OS N N t Istotnose
Htt mHit Hut mHu P | statystyezna
Potencjalne sprzezenie 3.14 0.08 3,14 0,06 6 4 0,000 1
Aktualne sprzezenie 0 52,97 1,00 52,97 2,09 [ 4 0,000 1
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 67,85 3,06 67,85 3,98 6 4 0,000 1
Potencjalne sprzgzenie 3,37 0,13 348 0,14 5 4 1,2733 | 0.2387
Aktualne sprzezenie 12 55,47 0,80 57.21 2,28 5 4 1,7586 | 0,1167
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 66,74 252 67,50 1,99 5 4 0,4909 | 0,6385
Potencjalne sprzgzenie 257 0,07 2,59 0,07 5 4 04269 | 0.6830
Aktualne sprzezenie 24 37,98 1,79 39,09 2,99 5 4 0,6954 | 0,5092
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 62,91 1,64 62,83 1,85 5 4 0,0670 0,984
Potencjalne sprzgzenie 2,35 0,10 246 0,12 5 6 16284 | 0,1379
Aktualne sprzezenie 48 46,90 2,30 45,87 3,64 5 8 0,5458 | 0,5985
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 80,28 244 74,96 1,83 5 <] 4,1386 | 0,0025 -

Rysunek 24. Analiza parametrow bioenergetycznych mierzonych dla komorek z ekspresja yVDACA1,
w warunkach réznych czaséw trwania ekspresji Htt i mHtt. Analiza statystyczna wynikéw stuzgcych do
przygotowania wykresu D, pokazana w czesci E, wykonana zostata dwustronnym testem t-Studenta. OS -
odchylenie standardowe, N — liczba pomiaréw, t — warto$¢ statystyki t, p — poziom istotnosci. Istotno$c

statystyczng oznaczano: * przy p<0,05;

istnienia istotnej réznicy pomiedzy badanymi srednimi.

** przy p<0,01; *** przy p<0,001. Szare pole oznacza brak
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6.2.5.2. Efekt posredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komoérek z ekspresja yVDAC1

W ponizszej analizie badano wptyw ekspres;ji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C na
parametry bioenergetyczne komorek szczepéw M3Q25 i M3Q103 po 24h hodowli
w pozywce YPG, w 37°C, nastepujgcej po Oh, 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt
(p.5.6.1.2.2) i przy zastosowaniu dwoch szczepdw komoérek kontrolnych, tj. komadrek
szczepu dzikiego M3 (Kontrola) i komorek szczepu M3Leu2, uzyskanych w wyniku
transforrmacji plazmidem pYX142, zawierajgcym sekwencje funkcjonalnego genu
LEU2 (Kontrola+LEUZ2). Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 25.

Analiza wartosci PS (Rys.25A) przy braku ekspresji Htt i mHtt (t=0h) i po 12h,
24h i 48h od momentu indukcji (tj. podania galaktozy), wykazata postepujace w czasie,
niewielkie zmniejszenie wartosci tego parametru dla komoérek szczepdéw M3Q25,
M3Q103 i M3Leu2 oraz zmniejszenie tego efektu w komérkach szczepu M3. Nie
zaobserwowano zmian w wartosci AS (Rys.25B), natomiast w przypadku Op/Omax
stwierdzono postepujgce w czasie zwiekszenie wartosci dla wszystkich badanych
komorek (Rys.25C).

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametrow obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspétczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h) (Rys.25D), pozwala stwierdzi¢, iz jedyne rdznice
w wartosciach parametrow bioenergetycznych obserwowane miedzy komorkami
z ekspresjg Htt i mHtt dotycza PS po 24 i 48h trwania ekspresji. Wynikajg one
z niewielkiego zwiekszenia wartosci PS w komérkach z ekspresjg mHtt w stosunku do
komorek z ekspresjg Htt (Rys.25E).

Nalezy wiec uznaé, iz nie zaobserwowano istothego posredniego wptywu
ekspresji Htt i mHtt, w warunkach szoku temperaturowego, tj. w 37°C ,na badane

parametry bioenergetyczne komorek z ekspresjg yVDACL.

110



3,2
24
1,6
0,8

100
80
60
40
20

Potencjalne sprzgzenie

0 12 24 48 0 12 24 48 0 12 24 48 0 12 24 48
Kontrola + LEU2

Kontrola Hit mHtt

Aktualne sprzezenie

0 12 24 48 0 12 24 48 0 12 24 48 0 12 24 48
Kontrola + LEU2

Kontrola Htt mHtt

1

1
1
1

00
80
60
40
20

40
20
00
80
60
40

Udziat oddychania podstawowego w
oddychaniu maksymalnym

0 12 24 48 0

Kontrola

12 24 48 0 12 24 48 0 12 24 48
Htt mHtt Kontrola + LEUZ
Htt/ mHtt

Potencjalne sprzezenie Aktualne sprzezenie
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Czas Srednia +/- 08 Srednia +/- 08 N N t o Istotnosé
Htt mHtt Hit mHtt statystyczna
Potencjalne sprzgzenie 325 0,12 3,25 0,26 4 4 0.000 1
Aklualne sprzezenie 0 50,34 0,84 50,34 3.36 4 4 0,000 1
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 61,97 1,74 61,97 0,99 4 4 0,000 1
Potencjalne sprzezenie 2,95 0,18 2,82 0,22 5 4 0,9781 | 0,3608
Aktualne sprzezenie 12 50,56 2,32 47,22 2,85 5 4 1,9444 | 0,0929
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 68,69 2,04 66,94 2,74 5 4 1,1028 | 0,3066
Potencjalne sprzezenie 2 64 0,08 297 0,05 5 5 7,8218 | <0,0001 e
Aktualne sprzezenie 24 48,64 2,41 49,89 3.16 5 5 0,7033 | 0,5018
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 73,90 2,48 67,20 4,20 5 5 3,0716 | 0,0153 *
Potencjalne sprzezenie 2,66 0,08 2,89 0,09 4 4 2,66 0,0054 -
Aktualne sprzgzenie 48 52,96 2,49 54,70 2,40 4 4 1,0083 | 0,3531
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 80,17 3,04 76,56 2,27 4 4 1,9030 | 01057

Rysunek 25. Analiza parametréw bioenergetycznych mierzonych dla komérkek drozdzy z ekspresja
yVDACH1, po 24h hodowli w pozywce YPG nastepujacej po Oh, 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHitt.
Analiza statystyczna wynikéw stuzacych do przygotowania wykresu D, pokazana w czeéci E, zostata
wykonana dwustronnym testem t-Studenta. OS - odchylenie standardowe, N - liczba pomiarow, t - wartos¢
statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnos¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy
p<0,001. Szare pole oznacza brak istnienia istotnej réznicy pomiedzy badanymi $rednimi.
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6.2.5.3. Efekt bezposredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komoérek z ekspresjg hVDAC1

W ponizszej analizie badano wplyw ekspresji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C,
na parametry bioenergetyczne  komorek  szczepdw  AporlT4Q25hVDAC1
i AporlT4Q103hVDACL1, przy zastosowaniu dwéch szczepow komérek kontrolnych, tj.
komérek szczepu AporlT4 hVDAC1 (Kontrola) i komorek szczepu AporlT4
hVDAC1Leu2, uzyskanych w wyniku transforrmacji plazmidem pYX142, zawierajacym
sekwencje funkcjonalnego genu LEU2 (Kontrola+LEU2). Otrzymane wyniki
przedstawiono na rysunku 26.

Analiza wartosci PS (Rys.26A), a takze AS (Rys.26B), przy braku ekspresji Htt
i mHtt (t=0h) i po 12h, 24h i 48h ekspresji tych biatek wykazata postepujgce w czasie
obnizenie wartosci tych parametrow dla komérek szczepow AporlT4VDACI,
AporlT4hVDAC1Leu2 i AporlT4Q25hVDACL oraz ich stabilizacie w komodrkach
szczepu AporlT4Q103hVDACL1. Analiza wartosci Op/Omax (Rys.26C) wykazata
postepujgce w czasie niewielkie zmniejszenie wartosci tego parametru dla wszystkich
badanych komorek.

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametrow obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspétczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h) (Rys.26D), pozwala na stwierdzenie zmian zachodzgcych
w czasie. Dotyczg one AS i PS, ale nie Op/Omax. Wynikaja one ze zwiekszenia
wartosci parametrow PS i AS dla komérek z ekspresjg mHtt i braku tych zmian
w przypadku Op/Omax (Rys.26E).

Nalezy wiec uzna¢, iz zaobserwowano istotny bezposredni wptyw ekspres;ji
mHtt w warunkach szoku temperaturowego, t. w 37°C, na badane parametry

bioenergetyczne komorek z ekspresjg hVDAC1.
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c Srednia +- OS Srednia +/- 0S N N t Istotnosce
2as Hit mHtt Hit mHtt P Istatystyczna
Potencjalne sprzezenie 2,19 010 2,19 0,52 11 14 0,000 1
Aktualne sprzezenie 0 49,81 261 49,81 1349 11 14 0,000 1
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 91,04 1,81 91,04 11,19 11 14 0,000 1
Potencjalne sprzgzenie 2,64 0,55 3,38 0,35 10 il 3,7095 | 0,0015 -
Aktualne sprzezenie 12 54,90 15,84 83,70 8.34 10 " 5,2862 | <0,0001 o
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 84,94 527 81,68 2,53 10 1" 1,8379 | 0,0818
Potencjalne sprzezenie 2,45 0,56 3,20 0,33 9 12 3,8313 | 0,0011 o
Aktualne sprzezenie 24 48,63 15,09 87.78 4,25 9 12 86119 | <0,0001 b
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 80,30 4,21 90,70 5,21 9 12 4,8953 | 0,0001 =
Potencjalne sprzgzenie 1,87 0,14 3,26 0,36 12 1l 12,3541 | <0,0001 e
Aktualne sprzezenie 48 3021 3,08 81,07 5,56 12 11 27,4378 | <0,0001 e
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 7772 249 82,66 13.30 12 " 12637 | 0,2202

Rysunek 26. Analiza parametrow bioenergetycznych mierzonych dla komérek z ekspresjg hVDACL1,
w warunkach réznych czaséw trwania ekspresji Htt i mHtt. Analiza statystyczna wynikéw stuzgcych do
przygotowania wykresu D, pokazana w czesci E, zostata wykonana dwustronnym testem t-Studenta. OS -
odchylenie standardowe, N - liczba pomiaréw, t - wartos¢ statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnosé
statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy p<0,001. Szare pole oznacza brak
istnienia istotnej roznicy pomigdzy badanymi srednimi.
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6.2.5.4. Efekt posredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komérek drozdzy z ekspresja hVDAC1

W ponizszej analizie badano wptyw ekspresiji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C na
parametry bioenergetyczne komorek szczepow AporlT4Q25hVDAC1
i AporlT4Q103hVDACH1, po 24h hodowli w pozywce YPG, w 37°C, nastepujacej po Oh,
12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt (p.5.6.1.2.2) i przy zastosowaniu dwoch szczepow
komoérek kontrolnych, tj. komorek szczepu dzikiego AporlT4 hVDACL1l (Kontrola)
i komoérek szczepu AporlT4hVDAC1Leu2, uzyskanych w wyniku transforrmacji
plazmidem pYX142, zawierajgcym sekwencje funkcjonalnego genu LEU2
(Kontrola+LEUZ2). Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 27.

Analiza wartosci PS (Rys.27A), a takze AS (Rys.27B), przy braku ekspresji Htt i
mHtt (t=0h) i po 12h, 24h i 48h od momentu indukgcji (tj. podania galaktozy) wykazata
postepujgce w czasie, zmniejszenie wartosci tych parametrow w przypadku komorek
szczepow AporlT4hVDACL, AporlT4hVDAC1Leu?2 i AporlT4Q103hVDAC1 oraz brak
tego efektu w przypadku komdérek szczepu AporlT4Q25hVDACI. Nie zaobserwowano
zmian wartosci Op/Omax dla komoérek z ekspresjg Htt i mHtt oraz niewielkie fluktuacje
wartosci tego parametru dla komoérek kontrolnych tj. AporlT4hVDAC1
i AporlT4hVDAC1Leu2 (Rys.27C).

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametrow obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspotczynnik Htt/mHit
mierzony w czasie =0h) (Rys.27D) pozwala stwierdzi¢ zmiany dotyczgce PS i AS.
Wynikajg one z narastajgcego w czasie zwiekszenia wartosci parametrow PS i AS
w komérkach z ekspresjg Htt. W przypadku Op/Omax rdéznic nie stwierdzono
(Rys.27E).

Nalezy wiec uznac, iz zaobserwowano istotny posredni wpltyw ekspresji Htt,
w warunkach szoku temperaturowego, tj. w 37°C, na parametry bioenergetyczne

komorek z ekspresjg hVDACH1.
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Kontrala Hit mHtt Kontrola + LEU2 deStwowegO w
oddychaniu
maksymalnym
Srednia +/- OS Srednia +/- 0S N N Istotnosé
Czas H t p
tt rmHt Hit mHtt statystyczna
Potencjalne sprzgzenie 2,44 0,19 244 0,19 " 10 0,000 1
Aktualne sprzezenie 0 50,81 5,93 50,81 277 11 10 0,000 1
Udzial oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 84,18 5,33 84,18 2,60 1 10 0.000 1
Potencjalne sprzezenie 1,81 0.55 1.82 0,51 " 7 0,0417 | 0,9673
Aktualne sprzezenie 12 30,12 15,84 30,45 19,88 " 7 0,0390 0,9694
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 84,50 5,27 84,16 221 1 7 01615 | 0.8738
Potencjalne sprzezenie 2,08 0,56 1,58 017 12 8 24412 | 0,0252 -
Aktualne sprzezenie 24 37.82 15,09 28,40 877 12 8 15877 | 0,1298
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 82,35 4,21 88,75 3,17 12 8 36532 | 0,0018 -
Potencjalne sprzgzenie 2,50 0,14 147 0,39 11 14 8,2700 | <0,0001 b
Aktualne sprzezenie 48 51,71 3.08 21,21 15,58 " 14 6,3684 | <0,0001 o
Udzial oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 83.16 249 89,66 349 " 14 52096 | <0,0001 -

Rysunek 27. Analiza parametréw bioenergetycznych mierzonych dla komoérkek drozdzy z ekspresja
hVDAC1, po 24h hodowli w pozywce YPG nastepujacej po Oh, 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt.
Analiza statystyczna wynikéw stuzacych do przygotowania wykresu D, pokazana w czesci E, wykonana
zostata dwustronnym testem t-Studenta. OS - odchylenie standardowe, N - liczba pomiaréw, t - wartosé
statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnos¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; ***
przy p<0,001. Szare pole oznacza brak istnienia istotnej réznicy pomiedzy badanymi srednimi.

115

12
24
48



6.2.5.5. Efekt bezposredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komérek z ekspresjg hVDAC2

W ponizszej analizie badano wplyw ekspresji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C,
na parametry bioenergetyczne  komorek  szczepdw  AporlT4Q25hVDAC?2
i AporlT4Q103hVDAC?2, przy zastosowaniu dwéch szczepow komdérek kontrolnych, tj.
komérek szczepu AporlT4hVDAC2 (Kontrola) i komorek szczepu AporlT4
hVDAC2Leu2, uzyskanych w wyniku transforrmacji plazmidem pYX142, zawierajacym
sekwencje funkcjonalnego genu LEU2 (Kontrola+LEU2). Otrzymane wyniki
przedstawiono na rysunku 28.

Analiza wartosci PS (Rys.28A), a takze AS (Rys.28B), przy braku ekspresji Htt
I mHtt (t=0h) i po 12h, 24h i 48h ekspres;ji tych biatek wykazata ich poczatkowy wzrost
po 12h hodowli i nastepnie postepujgce w czasie obnizenie dla komorek szczepow
AporlT4VDAC2, AporlT4Q25hVDAC?2 i AporlT4hVDAC2Leu2 oraz brak tego efektu
dla komorek szczepu AporlT4Q103hVDAC2 po 24h i 48h ekspresji mHtt. Analiza
wartosci Op/Omax (Rys.28C) wykazata niewielkie zmiany wartosci tego parametru dla
wszystkich badanych komdrek w réznych czasach od momentu indukcji ekpresji Htt
i mHtt.

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametrow obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspotczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h (Rys.28D), pozwala na swierdzenie zmian zachodzgcych
w czasie. Obserwowano narastajgce w czasie zwigkszenie ilorazu Htt/mHtt dla
parametrow PS i AS w komorkach z ekspresjg mHtt, przy czym zmiany te sg istotne
statystycznie poczgwszy od 24h w przypadku wartosci PS i 12h w przypadku AS.
W przypadku Op/Omax obserwuje sie zmniejszenie wartosci tego wskaznika po 24h
i zwiekszenie po 48h, jednakze zmiany te sg subtelne, acz istotne statystyczne (po 24h
i 48h ekspres;ji Htt i mHtt) (Rys.28E).

Nalezy wiec uznaé, iz zaobserwowano istotny bezposredni wptyw ekspresiji
mHtt, w warunkach szoku temperaturowego, ti. w 37°C, na badane parametry

bioenergetyczne komorek z ekspresjg hVDAC2.
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Coas Srednia +/- 0S Srednia +/- OS N N t o Istotnosé
Hitt mHit Hit mHtt statystyczna
Potencjalne sprzezenie 2,20 0,07 220 0,08 8 10 0,000 1
Aktualne sprzezenie 0 46,41 1,36 46,41 2,41 8 10 0.000 1
Udziat eddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 84,83 1,30 84,83 2,10 8 10 0.000 1
Potencjalne sprzezenie 3,18 0,08 3.25 0.10 4 4 1,0932 | 0,3162
Aktualne sprzgzenie 12 61,02 1,18 66,37 2,59 4 4 3,7595 | 0,0094 o
Udziat eddychania podstawowege w oddychaniu maksymalnym 80,70 0,93 79,14 1,60 4 4 1,6859 | 0,1428
Potencjalne sprzezenie 282 0,07 303 0,10 4 ikl 3,8290 0,0021 o
Aktualne sprzezenie 24 50,70 0,73 62,92 2,74 4 1 8,6178 | <0,0001 il
Udziat eddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 71,87 1,79 79,64 2,21 4 1 6,2758 | <0,0001 i
Potencjalne sprzeZenia 1,57 0,06 2,98 0,08 6 5 40,7032 | <0,0001 s
Aktualne sprzgzZenie 48 24.56 3,08 57,80 221 6 5 20,1239 | <0,0001 s
Udziat oddychania podstawowege w oddychaniu maksymalnym 84,67 1,59 74,29 2,18 6 5 9,1410 | <0,0001 i

Rysunek 28. Analiza parametréw bioenergetycznych mierzonych dla komoérek z ekspresja hVDAC?2,
w warunkach réznych czaséw trwania ekspresji Htt i mHtt. Analiza statystyczna wynikéw stuzgcych do
przygotowania wykresu D, pokazana w czesci E, zostata wykonana dwustronnym testem t-Studenta. OS -
odchylenie standardowe, N - liczba pomiaréw, t - warto$¢ statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnos¢

statystyczng oznaczano: * przy p<0,05;

istnienia istotnej roznicy pomiedzy badanymi Srednimi.

** przy p<0,01;

*kk

przy p<0,001. Szare pole oznacza brak
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6.2.5.6. Efekt posredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komoérek z ekspresjg hVDAC2

W ponizszej analizie badano wptyw ekspres;ji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C na
parametry bioenergetyczne komorek szczepow AporlT4Q25hVDAC?2
i AporlT4Q103hVDAC2, po 24h hodowli w pozywce YPG, w 37°C, nastepujacej po Oh,
12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHit (p.5.6.1.2.2) i przy zastosowaniu tylko jednego
szczepu komoérek kontrolnych, tj. komodrek szczepu AporlT4hVDAC2 (Kontrola).
Otrzymane  wyniki  przedstawiono na rysunku 29. Komorki szczepu
AporlT4hVDAC2Leu2, stanowigce kontrole metaboliczng, po 24h hodowli na pozywce
YPG, w 37°C, wykazywaty znacznie obnizong szybkos¢ zuzycia tlenu, co uniemozliwito
przeprowadzenie rzetelnej analizy ich parametrow bioenergetycznych.

Analiza wartosci PS (Rys.29A), a takze AS (Rys.29B), przy braku ekspresji Htt
I mHtt (t=0h) i po 12h, 24h i 48h od momentu jej indukcji wykazata fluktuacyjne zmiany
wartoéci tych parametréw, zachodzace dla komodrek szczepow AporlT4hVDAC2
I AporlT4Q25hVDAC?2 oraz brak tego efektu w komorkach AporlT4Q103hVDAC2. Nie
zaobserwowano zmian w wartosci Op/Omax (Rys.29C) dla komorek szczepdw
AporlT4hVDAC?2 i AporlT4Q25hVDAC?2, ale stwierdzono niewielki wzrost wartosci
tego parametru w komadrkach AporlT4Q103hVDAC?2 po 24h i 48h ekspresji mHtt.

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametréw obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspétczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h) (Rys.29D), wskazuje na brak réznic w przypadku PS i AS.
W przypadku Op/Omax wartos¢ analizowanego ilorazu maleje po 24h i 48h ekspresji
Htt i mHtt, co wynika ze zwiekszenia wartosci Op/Omax w komodrkach z ekspresjg
mHitt. (Rys.29E).

Jednakze, nalezy zauwazy¢, iz obserwowane zmiany sg subtelne, acz
w niektérych przypadkach istotne statystycznie, co nie pozwala jednoznacznie
wykluczyé posredniego wptywu ekspresji Htt i mHtt, w warunkach szoku
temperaturowego, tj. w 37°C, na parametry bioenergetyczne komorek z ekspresjg
hVDAC2.
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Cras Srednia +/- 0S Srednia +/- OS N N R o Istotnosé
Hit mHtt Hit mHtt statystyczna
Potencjalne sprzezenie 2,60 0,10 2,60 0,22 5 6 0,000 1
Aktualne sprzgzenie 0 50,60 1,56 50,60 2,79 5 6 0,000 1
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 77,84 1,85 77.84 2,65 5 6 0,000 1
Potencjalne sprzezenie 2,58 0,13 2,54 0.21 5 4 0,3529 | 0,7246
Aktualne sprzezenie 12 48,62 2,01 49,02 6,03 5 4 0.2115 | 0,8386
Ud?ziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 77.22 1,68 77.64 2,08 5 4 0,3363 | 0,7465
Potencjalne sprzezenie 3,00 0,28 254 0,09 6 5 34983 | 0,0087 -
Aktualne sprzezenie 24 54,65 2,31 56,24 2,03 6 5 11990 | 02611
Udziat oddychania podstawowego w addychaniu maksymalnym 73,98 5,85 89,46 6,28 6 5 4,229 0,0022 -
Potencjalne sprzezenie 2,70 0,10 2,50 0,05 8 4 3,7099 | 0,0040 -
Aktualne sprzezenie 48 55,11 1,72 58,62 1,14 8 4 36539 0,0044 -
Udzial oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 82,64 2,32 95,30 3.18 8 4 78272 | <0,0001 b

Rysunek 29. Analiza parametréw bioenergetycznych mierzonych dla komoérek drozdzy z ekspresja
hVDAC2, po 24h hodowli w pozywce YPG nastepujacej po Oh, 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt.
Analiza statystyczna wynikéw stuzgcych do przygotowania wykresu D, pokazana w czesci E, zostata
wykonana dwustronnym testem t-Studenta. OS - odchylenie standardowe, N - liczba pomiarow, t - wartosé
statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnos¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy
p<0,001. Szare pole oznacza brak istnienia istotnej roznicy pomiedzy badanymi srednimi.
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6.2.5.7. Efekt bezposredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komoérek z ekspresjg hVDAC3

W ponizszej analizie badano wplyw ekspresji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C,
na parametry bioenergetyczne  komorek szczepéw  AporlT4Q25hVDAC3
i AporlT4Q103hVDACS3, przy zastosowaniu dwéch szczepow komérek kontrolnych, tj.
komérek szczepu AporlT4hVDAC3 (Kontrola) i komorek szczepu AporlT4
hVDAC3Leu2, uzyskanych w wyniku transforrmacji plazmidem pYX142, zawierajgcym
sekwencje funkcjonalnego genu LEU2 (Kontrola+LEU2). Otrzymane wyniki
przedstawiono na rysunku 30.

Analiza wartosci PS (Rys.30A), AS (Rys.30B) i Op/Omax wskazuje na bardzo
podobny charakter ich zmian dla wszystkich badanych komorek, przy czym
w przypadku komorek z ekspresja Htt (Apor1T4Q25hVDAC3) zmiany te sg
zdecydowanie stabsze.

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametrow obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspétczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h) (Rys.30D), pozwala stwierdzi¢ drastyczng zmiane dotyczgca
AS po 48h trwania ekspresji Htt i mHtt. Wynika ona z wiekszego niz w przypadku
komoérek z ekspresjg Htt spadku wartosci AS w komoérkach z ekspresjg mHtt.
Zaobserwowano takze narastajgce w czasie niewielkie zwigkszenie wartosci ilorazu
Op/Omax, wynikajgce takze ze stabszego spadku wartosci tego parametru
w komorkach z ekspresja Htt w porownaniu z komérkami z ekspresjg mHit.

Nalezy wiec uznac, iz zaobserwowano istotny, bezposredni wptyw ekspres;ji Htt,
w warunkach szoku temperaturowego, ti. w 37°C, na aktualne sprzezenie
mitochondriéw w komdrkach z ekspresjg hVDAC3, pojawiajgce sie jednak po dtuzszym

czasie od indukcji ekspresii.
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Cras Srednia +/- OS Srednia +/- 05 N N | b Istotno§é
Hit mHtt Hit mHtt statystyczna
Potencjalne sprzezenie 2,10 012 2,10 0,19 4 3 0,000 1
Aktualne sprzezenie 0 48,07 1,68 46,07 3,36 4 3 0,000 1
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 88,60 3,10 88,60 2,03 4 3 0,000 1
Potencjalne sprzgzenie 2,33 0,06 2,83 0,14 4 4 6,5653 | <0,0001 "
Aktualne sprzezenie 12 50,61 1,02 50,92 1,99 4 4 02773 | 0.7909
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 86,85 1.48 72,68 0,86 4 4 16,5564 | <0,0001 e
Potencjalne sprzgzenie 2,51 0,19 3,13 0,09 [} 4 65,0031 | <0,0001 >
Aklualne sprzgzenie 24 49,66 4,63 44,71 2,40 8 4 1,9442 | 0,0878
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 79,51 2,65 57,54 1,51 6 4 14,8628 [ <0,001 e
Potencjalne sprzezenie 1,84 0,07 1,69 0,02 B 3 3,5285 | 0,0096 "
Aktualne sprzgzenie 48 32,24 3,81 9,94 3,12 6 3 8,6968 | <0,0001 -
Udgziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 80,19 2,08 83,19 147 6 3 12,4857 [ <0,0001 e

Rysunek 30. Analiza parametréw bioenergetycznych mierzonych dla komoérek z ekspresja hVDAC3,
w warunkach réznych czaséw trwania ekspresji Htt i mHtt. Analiza statystyczna wynikéw stuzgcych do
przygotowania wykresu D, pokazana w czeéci E, zostata wykonana dwustronnym testem t-Studenta. OS -
odchylenie standardowe, N - liczba pomiaréw, t - wartos$¢ statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotno$é

statystyczng oznaczano: * przy p<0,05;

istnienia istotnej roznicy pomigdzy badanymi srednimi.

** przy p<0,01; *** przy p<0,001. Szare pole oznacza brak
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6.2.5.8. Efekt posredni ekspresji Htt i mHtt na parametry
bioenergetyczne komoérek z ekspresja hVDAC3

W ponizszej analizie badano wptyw ekspres;ji Htt i mHtt prowadzonej w 37°C na
parametry bioenergetyczne komorek szczepow AporlT4Q25hVDAC3
i AporlT4Q103hVDACS3, po 24h hodowli w pozywce YPG, w 37°C, nastepujacej po Oh,
12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt (p.5.6.1.2.2) i przy zastosowaniu dwoch szczepow
komoérek kontrolnych, tj. komoérek szczepu dzikiego AporlT4hVDAC3 (Kontrola)
i komoérek szczepu AporlT4hVDAC3Leu2, uzyskanych w wyniku transformaciji
plazmidem pYX142, zawierajgcym sekwencje funkcjonalnego genu LEU2
(Kontrola+LEUZ2). Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 31.

Analiza wartosci PS (Rys.31A), a takze AS (Rys.31B), przy braku ekspresji Htt
i mHtt (t=0h) i po 12h, 24h i 48h trwania ich ekspresji, wykazata obecnos¢ fluktuaciji
wartoéci tych parametréw o odmiennym przebiegu dla obu szczepéw komoérek
kontrolnych, tj. AporlT4hVDAC3 i AporlT4hVDAC3Leu2 oraz komorek z ekspresjg Htt
i mHtt (AporlT4Q25hVDAC3 i AporlT4Q103hVDAC3). Dla badanych komdrek nie
zaobserwowano rozni¢ w przebiegu zmian wartosci Op/Omax, przy czym w przypadku
komorek z ekspresjg Htt obserwowano zwiekszone fluktuacje (Rys.31C).

Zastosowanie ilorazu wartosci analizowanych parametrow obliczonych dla
komorkek z ekspresja Htt i z ekspresja mHtt (po normalizacji o wspétczynnik Htt/mHtt
mierzony w czasie =0h) (Rys.31D), wskazuje na nieznaczne réznice w wartosciach
badanych parameréw w przypadku komorek z ekspresjg Htt i mHtt. Wynikajg one
gtébwnie z réznic ilosciowych, a nie jakosciowych. Na przykfad, wyrazna roznica
dotyczgca AS wynika z wiekszego spadku wartosci tego parametru w komorkach
Z ekspresjg mHtt (Rys.31E).

Nalezy wiec uznac¢, iz zaobserwowano nieznaczny posredni wptyw ekspresji Hit
i mHtt, w warunkach szoku temperaturowego, tj. w 37°C, na parametry

bioenergetyczne komorek z ekspresjg hVDACS3.
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Potencjalne sprzezenie 1,92 0,10 1,92 0.08 3 4 0,000 1
Aktuzlne sprzeZenie 0 34,58 4,57 34,58 461 3 4 0,000 1
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 80,02 1,83 80,02 8,15 3 4 0,000 1
Potencjalne sprzgzenie 2,60 0,10 273 0,18 5 S 1,5029 | 01713
Aktualne sprzezenie 12 55,84 0,98 63,00 4,58 5 5 3,4232 | 0,0090 o
Udzial oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 87,28 3,37 83,81 2,59 5 5 1,8255 | 0,1054
Potengjalne sprzezenie 2,36 0,04 3,21 0,16 4 5 10,2225 | <0.0001 o
Aktualne sprzezenie 24 49,40 1,82 52,59 2,10 4 5 2,3997 | 0,0475 i
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 83,83 2,13 60,22 1,67 4 5 18,6986 | <0,0001 -
Potencjalne sprzgzenie 2,15 0,13 1,89 0,08 17 8 5,0794 | <0,0001 -
Aktualne sprzeZenie 48 41,53 7,72 28,39 2,68 17 8 4.6401 | <0.0001 o
Udziat oddychania podstawowego w oddychaniu maksymalnym 80,72 6,04 75,46 1.08 17 8 24203 | 0,0238 *

Rysunek 31. Analiza parametrow bioenergetycznych mierzonych dla komoérkek drozdzy z ekspresja
yVDACI1, po 24h hodowli w pozywce YPG nastepujacej po Oh, 12h, 24h i 48h ekspresji Htt i mHtt.
Analiza statystyczna wynikéw stuzacych do przygotowania wykresu D, pokazana w czeéci E, zostata
wykonana dwustronnym testem t-Studenta. OS - odchylenie standardowe, N - liczba pomiarow, t - wartos¢
statystyki t, p - poziom istotnosci. Istotnos$¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; *** przy
p<0,001. Szare pole oznacza brak istnienia istotnej roznicy pomiedzy badanymi srednimi.
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6.3. Rola biatka VDAC w przezywalnosci komoérek

szczurzego modelu HD

6.3.1. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnosé komérek
PC12-HD-Q28 i PC12-HD-Q74

Przezywalno$s¢ komoérek PC12-HD-Q28 i PC12-HD-Q74, stanowigcych
szczurzy model HD (p.4.1.4) badano z zastosowaniem testu MTT (p.5.8.2.2) dla
réznych czasow trwania ekspresji Htt i mHtt (. 4h, 8h, 24h i48h), indukowanej
podaniem doksycykliny. Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 32. Wskazujg
one na wyrazng réznice w przezywalnosci badanych komoérek dla czasu trwania
ekspresji Htt i mHtt wynoszacego 48h. Mozna zauwazyé, ze Htt nie obniza
przezywalnosci komérek PC12-HD-Q28, podczas gdy ekspresja mHtt w sposéb istotny
obniza przezywalno$¢ komorek PC12-HD-Q74.
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Rysunek 32. Przezywalnosé komoérek szczurzego modelu H, badana dla réznych czaséw trwania
ekspresji Htt i mHtt. Przezywalno$¢ komoérek przedstawiono jako iloraz wyniku testu MTT otrzymanego
dla komérek z ekspresjag, odpowiednio, Htt lub mHtt, i komdérkami kontrolnymi, tj. komdrkami hodowanymi
w tych samych warunkach, przez ten sam okres czasu, lecz bez ekspresji tych biatek. Wyniki rowne 1
(czerwona linia) oznaczajg brak réznic w przezywalnosci komoérek, wyniki powyzej 1 sg efektem jej
zwiekszenia w komoérkach z ekspresja Htt lub mHtt, podczas gdy wyniki ponizej tej wartosci sg efektem
zmniejszenia przezywalnosci komorek z ekspresja tych biatek. Dane przedstawiono jako wartosci Srednie
+ OS z trzech niezaleznych eksperymentow. Istotnosé statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy
p<0,01; *** przy p<0,001.
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6.3.2. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na aktywnos¢ kanatowa
biatek VDAC

Aby sprawdzi¢ czy biatka VDAC majg znaczenie dla obserwowanej réznicy
w przezywalnosci komorek (Rys. 33), z komorek PC12-HD-Q28 i PC12-HD-Q74, przed
i po 48h od indukcji ekspresji, odpowiednio, Htt i mHtt, wyizolowano mitochondria,
i nastepnie biatka VDAC (p.5.7.2, p.5.11).

W celu analizy ilosciowej otrzymanych preparatow VDAC wykorzystano
technike LC-MS/MS (p.5.12.2), a otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 33.
Wskazujg one, iz izoformg dominujgcg ilosciowo we wszystkich badanych preparatach
jest VDAC1, podczas gdy VDAC2 i VDAC3 wystepuja w mniejszej i porownywalnej
ilosci. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja Htt i mHtt nie zmienia iloSciowych relacji

pomiedzy tymi biatkami w badanych preparatach.
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70 ] I Htt - Z ekspresja
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Rysunek 33. Ocena ilosciowa udzialu izoform biatka VDAC w preparatach izolowanych
z mitochondriéw komoérek PC12-HD-Q28 i PC12-HD-Q74. Obliczenia wykonano wykorzystujac
wspotczynnik emPAl. Dane przedstawiono jako wartosci $rednie £+ OS z ftrzech niezaleznych
eksperymentow. Bez ekspresji - komorki kontrolne; Z ekspresjg - komérki traktowane doksycykling
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Analize aktywnosci

kanatowej

wyizolowanych preparatéw biatek VDAC

przedstawiono na rysunku 34. Badania wykonywano metodg BLM (p.5.13).
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Rysunek 34 Wplyw ekspresji Htt i mHtt na aktywnos¢ kanatowa biatek VDAC rekonstytuowanych
w systemie BLM. Biatka VDAC wyizolowano z komérek PC12-HD-Q28 i PC12-HD-Q74 przed i po 48h od
indukcji ekspresji, odpowiednio, Htt i mHit.

Wykazano, Ze ekspresja mHtt zmienia rozktad przewodnictwa kanatéw

tworzonych przez izoformy biatka VDAC izolowane z komérek PC12-HD-Q74, podczas

gdy Htt nie wptywa ten rozktad. Otrzymane wyniki znajdujg odzwierciedlenie

w zmniejszonej zaleznosci od potencjatu obserwowanej dla biatek VDAC izolowanych
z mitochondriow komérek PC12-HD-Q74 po 48h ekspresji mHtt, w poréwnaniu do
komorek kontrolnych, tj. hodowanych w tych samych warunkach, przez ten sam okres
czasu, lecz bez ekspresji mHtt. W przypadku ekspresji Htt zmian takich nie

obserwowano.
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7. Dyskusja

W ramach niniejszej pracy skonstruowano drozdzowy model choroby
Huntingtona, obejmujgcy komoérki z ekspresjg izoform ludzkiego biatka VDAC, jak
i przeprowadzono analize ich przezywalnosci i statusu bioenergetycznego
mitochondriéw, a uzyskane wyniki poréwnano z otrzymanymi dla modelu opartego na
komorkach PC12, wyprowadzonych z guza chromochtonnego nerki szczura (p.4.1.4).
Otrzymane wyniki wskazujg, iz ludzka izoforma VDAC1 moze miec¢ istotne znaczenie
dla efektu cytotoksycznego, pojawiajgcego sie w rozwoju choroby.

Choroba Huntingtona (ang. Huntington disease, HD) zaliczana jest do choréb
neurodegeneracyjnych, dziedziczonych autosomalnie dominujgco. Jej przyczyng jest
mutacja zachodzgca w rejonie kodujgcym koniec aminowy biatka zwanego huntingtyng
(Htt), polegajaca na zwiekszeniu liczby kodonéw kodujgcych glutamine w egzonie 1
genu HTT do ponad 35. Powstaje w ten sposéb zmutowana wersja biatka (mHLtt),
z wydtuzonym ciggiem reszt glutaminy w obszarze konca aminowego. W przebiegu HD
dochodzi do narastajgcej w czasie utraty neuronow, gtdwnie w obszarze pragzkowia
i gtebszych warstw kory moézgowej (Usdin i in., 2015; Wiatr i in., 2017).

Htt jest biatkiem charakterystycznym dla kregowcow (Truant i in. 2008),
o lokalizacji cytoplazmatycznej, wykazujgcym aktywnos$¢ antyapoptotyczng i zdolnosé
oddziatywania z wieloma biatkami o réznych funkcjach (Bocharova i in., 2009; Pandey
i in., 2010; baza danych BioGrid®#). Jednakze funkcja Htt w komérce nie zostata do tej
pory precyzyjnie wyjasniona. Ponadto, nie udato sie takze jednoznacznie okresli¢, co
jest przyczyng toksycznosci w przebiegu HD. Wiele doniesien méwi o toksycznosci
agregatow mHtt (Li i Li, 2004; Shirasaki i in., 2012), jak i jej postaci niepodlegajacej
agregacji (Mitra i in., 2009; Krench i Littleton, 2013), przy czym istniejg takze
doniesienia o toksycznych wtasciwosciach mRNA kodujgcego mHtt (Tsoi H i Chan HY,
2014).

Jak wspomniano we Wstepie (p.2.1) do tej pory, w tym w ciggu ostatnich pieciu
lat, powstato wiele prac przeglagdowych dotyczgcych mitochondrialnego podtoza HD.
Ich bazg jest wiele danych eksperymentalnych wskazujgcych na dysfunkcje
mitochondridw, jako istotny czynnik w patogenezie HD. Co istotne, dostepne dane
sugerujg mozliwo$¢ oddziatywania Htt (jak i mHtt) z biatkiem VDAC (Kaltenbach i in.,
2007), uznawanym obecnie za kluczowy regulator funkcjonowania mitochondriow.
Wydaje sie, zatem, ze wymienione biatka mogg tworzy¢ skomplikowany ukfad
funkcjonalny, wazny dla funkcjonowania mitochondriéw, i w konsekwencji catej
komorki. Jak opisano wczesniej (p.2.2) w mitochondriach ssakéw zidentyfikowano trzy
izoformy biatka VDAC (VDAC1-VDAC3) zdolne do tworzenia funkcjonalnego kanatu.

Natomiast u drozdzy Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano tylko jedng izoforme
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zdolng do tworzenia kanatu tj. yVDAC1, kodowang przez gen PORL1. Jej brak,
w warunkach ,permisywnych” (patrz dalej), nie prowadzi do skutku letalnego, co
stwarza mozliwos¢ ekspresji w komérkach mutanta delecyjnego Aporl poszczegdlnych
izoform ssaczych biatek VDAC, w tym ludzkich, w celu doktadniejszego poznania ich
roli w mitochondriach (De Pinto i in., 2016 i Karachitos i in., 2016b). Co istotne,
opublikowane ostatnio dane (Lou i in., 2016) wskazujg na mozliwos¢ obnizenia ilosci
izoformy VDAC1 w mitochondriach mysiego modelu HD (myszy R6/2) lub zmniejszenia
liczby mitochondriéw, czego skutkiem jest mniejsza ilos¢ bialka VDAC.

HD jest chorobg charakterystyczng dla ludzi. Stosowane modele HD
umozliwiajg jednakze badanie réznych jej aspektéw, przy czym manifestacja objawow
zalezy od zastosowanego organizmu, uzytego konstruktu genetycznego (w tym
zastosowanego promotora, rozmiaru eksprymowanego biatka, liczby powtérzen
kodonu dla glutaminy i elementéw dodatkowych), a takze czasu ujawnienia choroby
(Morton i Howland, 2013; Howland i Munoz-Sanjuan, 2014; Chang i in., 2015).
Podstawowym celem niniejszej pracy byto otrzymanie drozdzowego modelu HD,
pozwalajgcego zweryfikowa¢ znaczenie ludzkich biatek VDAC w oddziatywaniu Htt
i mHtt na mitochondria. Model taki w wersji bardzo ograniczonej, tj. obejmujgcy tylko
komorki drozdzy z ekspresjg Htt i mHtt skonstruowano ponad 10 lat temu (Solans i in.,
2006). Otrzymane od ich autorow konstrukty z sekwencjg kodujgcg Htt i mHtt
wykorzystano w niniejszej pracy (p.4.1.1.1). Drozdzowy model skonstruowano dzieki
heterologicznej ekspresji w komérkach mutanta delecyjnego Aporl (mutant AporlT4)
sekwencji kodujgcych Htt i mHtt. Ekspresje te monitorowano dzieki obecnosci
znacznika w postaci GFP i znacznika auksotroficznego w postaci funkcjonalnego genu
LEU2. Otrzymane szczepy postuzyly nastepnie do heterologicznej ekspresji izoform
ludzkiego biatka VDAC, ktorg kontrolowano dzieki obecnosci znacznika w postaci
funkcjonalnego genu URA3 (Rys.10, Tab.3). Co istotne, poniewaz wykorzystane
sekwencje kodujgce Htt i mHit zawierajg mozaike kodondéw dla glutaminy (tj. CAG
i CAA), wykluczono wystepowanie w tym modelu toksycznosci mRNA, ktéra wystepuje
w przypadku ciggdéw powtorzeh CAG (Kazantsev i in., 1999; Solans i in., 2006; Fisher
i Krzyzosiak, 2013). Komorki wchodzgce w skiad modelu badano w warunkach
temperatury optymalnej dla ich wzrostu, tj. w 28°C, jak iw temperaturze stresu
temperaturowego, tj. 37°C. Warunek ten wprowadzono jako element kontroli ekspresji
biatek VDAC, jak réwniez dlatego iz jest to temperatura optymalna dla ekspresji
ludzkich biatek w tym badanych biatek VDAC (hVDAC1-3), jak i Htt i mHtt.

Ekspresje Htt i mHtt potwierdzono dzieki zastosowaniu technik mikroskopii
fluorescencyjnej (Rys.11-13). Ekspresja Htt i mHtt zachodzi w badanych warunkach,

i nie stwierdzono réznic w tej ekspresji w komorkach zawierajgcych natywng forme
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VDAC tj. yVDAC1, komérkach mutanta delecyjnego AporlT4, jak i komorkach
z ekspresjg izoform ludzkiego biatka VDAC tj. hVDAC1, hVDAC2 i hVDACS.
Zaobserwowane réznice w stopniu i szybkosci agregacji mHtt w 28°C i 37°C, pozostajg
w zgodzie z opublikowanymi niedawno danymi wskazujgcymi na temperature i liczbe
powtorzen reszt glutaminy jako istotne czynniki wptywajace na konformacje Htt (Daldin
i in., 2017), przy czym, w cytowanej publikacji badano tylko nizsze temperatury,
a lezacy u podstaw tego zjawiska mechanizm nie zostat dotad wyjasniony. Co wiecej,
wptyw temperatury w dostepnych modelach HD nie byt do tej pory badany. Ekspresje
biatek VDAC potwierdzono dzieki zastosowaniu immunodetekcji (Rys.14) i testu
fenotypowego (Rys.15). Zastosowanie kontroli negatywnej w postaci mitochondriow
komérek mutanta delecyjnego AporlT4 pozwolito jednoznacznie potwierdzi¢ obecnosc
izoform ludzkiego biatka VDAC w mitochondriach komérek drozdzowego modelu HD.
Zaobserwowano jednakze istnienie pewnych rdéznic ilosciowych, szczegdlnie
w przypadku komoérek AporlT4Q103hVDAC1 (Rys.14). Dla tych komorek wykazanie
obecnosci biatka hVDAC1 wymagato znacznego wydtuzenia czasu ekspozycji na
Kliszy.

Zastosowanie testu fenotypowego na pozywce zawierajgcej niefermentujgce
zrodto wegla (YPG) w 37°C (Rys.15), pozwolito potwierdzi¢ obecnos¢ funkcjonalnych
biatek VDAC. W literaturze fenotyp mutanta pozbawionego genu PORL1 opisuje sie,
bowiem jako niezdolno$¢ do wzrostu w 37°C na pozywce YPG (Blachly-Dyson i Forte,
2001; De Pinto i in., 2010). Jak wynika z innych prac mutant ten stabo rosnie na
pozywce YPG w 37°C, jednak z czasem zdolny jest do przystosowania sie do wzrostu
w tych warunkach (Dihanich i in., 1987). Poczynione w ramach niniejszej pracy
obserwacje potwierdzajg, iz komorki mutanta AporlT4 sg w stanie przeprowadzi¢ ok 2-
3 podziatbw w opisanych warunkach, co umozliwito ich hodowle w celu
przeprowadzenia analizy ekspresji Htt i mHtt metodg mikroskopii fluorescencyjnej
(Rys.11-13), jak i przygotowanie krzywej wzrostu w warunkach ekspresji Htt i mHtt
w 37°C (Rys.16). Ponadto, uzyskane przez nas wyniki wskazujg, ze heterologiczna
ekspresja izoform ludzkiego biatka VDAC w komoérkach drozdzy S.cerevisiae,
wykonana z zastosowaniem tych samych konstruktow, pozwolita na otrzymanie
funkcjonalnych kanatéw VDAC, ktorych wiasciwosci badano w systemie BLM
(Karachitos i in., 2016b).

Analiza funkcjonalnosci komorek drozdzowego modelu HD w oparciu o krzywe
wzrostu (Rys.16) wskazuje, iz w 28°C, w warunkach braku ekspresji Htt i mHit,
wszystkie komorki szczepdw kontrolnych tj. nietransformowanych konstruktami
zawierajgcymi sekwencje kodujgce Htt i mHtt rosng szybciej, niz odpowiednie komorki

transformowane tymi konstruktami (Rys.16A), co mozne wynika¢c z swoistego
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,obcigzenia” komorek obecnoscia dodatkowego konstruktu tj. YIp351Q25 Ilub
Y1p351Q103. Po podaniu galaktozy, i indukcji ekspresji Htt i mHtt, efekt ten znika
(Rys.16B). Przyczyng tego zjawiska moze byC swoista kompensacja zaburzen
metabolizmu mitochondrialnego przez fermentacje po podaniu galaktozy. Podobny
obraz otrzymano dla komérek hodowanych w temperaturze 37°C, tj. nie
zaobserwowano wptywu ekspresji Htt i mHtt na wzrost komorek, niezaleznie od
obecnej w nich formy biatka VDAC, z wyjgtkiem komoérek z ekspresjg hVDAC1 i mHtt.
W przypadku tych komoérek stwierdzono lekko zwolniony wzrost na poczatkowym
etapie hodowli i jego przyspieszenie po ok. 36h (Rys.16C). W przypadku hodowli
w 37°C i w obecnosci ekspresji Htt i mHtt istotng réznice obserwowano takze dla
komoérek bez ekspresji biatka VDAC. Obecnosé¢ Htt i mHtt wydajg sie w réznym stopniu
zmienia¢ wzrost komoéorek w poréwnaniu z komoérkami szczepu kontrolnego. Na
podstawie tej obserwacji mozna zatozy¢, iz obecnos¢ biatka VDAC (drozdzowego
i izoform ludzkiego biatka VDAC) jest istotna dla wzrostu komoérek drozdzowego
modelu HD.

Zatem, potwierdzona obecnos¢ Htt i mHtt jak i izoform ludzkiego biatka VDAC
oraz wyniki testu fenotypowego i otrzymane krzywe wzrostu (Rys.11-Rys.16) wskazuja,
ze otrzymano funkcjonalny model HD. Jednakze model ten moze by¢ obcigzony
pewnymi problemami natury metabolicznej. Przede wszystkim, jak wspomniano
wczeséniej obecnosé galaktozy w pozywce, poza indukcjg ekspresji Htt i mHtt, moze
prowadzi¢ do zmiany metabolizmu komérek. W przypadku komérek S. cerevisiae,
galaktoza jest bowiem przeksztatcana do glukozo-6-fosforanu zasilajgcego szlak
glikolityczny, jednakze w przeciwienstwie do glukozy, galaktoza nie powoduje represji
katabolicznej. Stwierdzono bowiem, Ze po podaniu galaktozy, fermentacja, jak
i fosforylacja oksydacyjna zachodzg w tych komdrkach réownoczesénie (Kapelli 1987), co
umozliwia badanie funkcji mitochondrialnych takze w obecnosci galaktozy (Solans i in.,
2006). Uzyskane w niniejszej pracy wyniki testow zaleznych od funkcjonowania
mitochondriéw, takich jak metoda MTT (p.6.2.2.2) i pomiary oksygraficzne (p.6.2.5),
prowadzonych w 37°C, wskazujg na zwiekszenie aktywnosci mitochondriéw
w komorkach drozdzowego modelu HD po podaniu galaktozy. Zatem, nalezatoby
rozpatrzy¢ mozliwos¢ wyeliminowania wptywu galaktozy na funkcjonowanie komorek
modelu poprzez skonstruowanie wyjsciowego mutanta niezdolnego do jej
wykorzystania jako zrodfa wegla. Jest to mozliwe, na przyktad, dzieki wprowadzeniu
zawierajgcej znacznik auksotroficzny kasety delecyjnej w miejsce genu GALL.

Ponadto, wykorzystane w konstrukcji modelu komorki szczepu M3 (p.4.1.3)
zawierajg mutacje w genie ADEZ2, objawiajgcg sie pojawieniem sie czerwonego

zabarwienia komoérek drozdzy hodowanych na pozywce zawierajacej fermentujace
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zrodto wegla (np. YPD). Wynika ono z nagromadzenia sie¢ w wakuolach produktu
posredniego biosyntezy adeniny (Nevzglyadova i in., 2011). Podobnie jak w przypadku
zastosowania glukozy, na pozywkach z dodatkiem galaktozy w 28°C obserwuje sie
,zaczerwienienie” hodowli, przy czym efekt ten w przypadku hodowli prowadzonej
w 37°C jest szczatkowy (Zatgcznik, Rys.38). Przyczyng tego zjawiska moze by¢ wptyw
temperatury na proces biosyntezy adeniny (co do tej pory w przypadku komorek
drozdzy nie byto badane), jak i zmiana metabolizmu komorki (preferencyjnie w strone
metabolizmu mitochondrialnego), co wydajg sie potwierdza¢ wczesniejsze obserwacije
(p.6.2.2.21i p.6.2.5)

Kolejnym elementem mozliwym do udoskonalenia jest wyeliminowanie wptywu
funkcjonalnego genu LEUZ2, zawartego w konstruktach YIp3510Q25 i YIp351Q103
(p.4.1.1.1). Wyniki ptytkowego testu przezywalnosci wykazatly, bowiem iz zastosowana
temperatura hodowli, jak i eksprymowane biatko VDAC mogg mie¢ znaczenie dla
wplywu obecnosci znacznika auksotroficznego LEU2 na przezywalnos¢ komoérek
drozdzowego modelu HD (Tab.7). Nalezy podkresli¢, ze dostepne dane oparte na tych
samych konstruktach, tj. YIp351Q25 i YIp351Q103 nie uwzgledniajg wynikéw testow
ptytkowych dla komérek szczepdw kontrolnych (Solans i in., 2006). Jednak
uwzgledniajgc otrzymane wyniki dotyczgce mozliwosci wptywu znacznika LEUZ2
(p.6.2.3.3), drozdzowy model HD rozszerzono o komérki z ekspresjg tego genu, ktére
otrzymano w wyniku transformacji plazmidem pYX142, zawierajgcym sekwencje
funkcjonalnego genu LEU2. Komorki te stanowity kontrole metaboliczng (Rys.19).

Mimo wskazanych niedoskonatosci, uzyskany drozdzowy model HD pozwala na
zbadanie przezywalnosci wchodzacych w jego skiad komérek i pewnych
bioenergetycznych aspektéw funkcjonowania ich mitochondriéw. Jak podsumowano na
rysunku 35, stanowigcym kompilacje danych zaprezentowanych w Wynikach, na
rysunkach 17, 18, 20, 21 i 22, przeprowadzone eksperymenty pozwalajg stwierdzi¢, ze
ekspresja Htt i mHtt ma wptyw na przezywalnos¢ komérek drozdzowego modelu HD,
przy czym istotne znaczenie majg tu temperatura hodowli i ulegajgce ekspresiji biatko
VDAC. Aby wstepnie okreslic wptyw Htt i mHtt postuzono sie wspotczynnikiem
Htt/mHtt, pozwalajgcym na sprawdzenie, czy ekspresja obu tych biatek moze

prowadzi¢ do roznych efektéw w przypadku badanych komorek.
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Rysunek 35. Podsumowanie efektéw ekspresji Htt i mHtt w komérkach drozdzowego modelu HD.
Na zétto zaznaczono warunki, w ktérych w pozywce znajdowata sie galaktoza. Na czerwono zaznaczono
efekt mHtt, a na zielono efekt Htt. W przypadku pomiaréw oksygraficznych (efekt bezposedni i posredni)
wplyw Htt i mHtt wyznaczono na podstawie analizy zmian badanych parametréw bioenergetycznych, ftj.
Aktualnego sprzezenia, Potencjalnego sprzezenia i % udziatu oddychania podstawowego w oddychaniu
maksymalnym. Obecnos$c¢ przekatnej oznacza graficzne przedstawienie efektu dla obu biatek.
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Przy zastosowaniu testu MTT, przeprowadzonego dla hodowli prowadzonych
w 28°C, obserwowane rdéznice w przezywalnosci komorek sg stabo zaznaczone
(Rys.17), natomiast podniesienie temperatury do 37°C powoduje, iz w miare trwania
czasu ekspresji Htt lub mHtt obserwuje sie spadek wartosci wspoétczynnika Htt/mHitt dla
mutanta AporlT4 i jego wzrost dla komoérek z ekspresjg hVDAC1 (Rys.18). Brak
zmiany wartosci wspotczynnika Htt/mHtt obserwowany jest takze w przypadku
ptytkowego testu przezywalnosci, przeprowadzonego w 28°C, natomiast w 37°C
obserwowano réznice tylko dla komoérek z ekspresja yVDAC i hVDAC1l (Rys.20).
Oznacza to, ze obie metody badania przezywalnosci komérek wskazujg na mozliwg
réznice w efekcie ekspresji Hit i mHtt w przypadku komérek z ekspresjg hVDAC1,
w temperaturze stresu temperaturowego, tj. 37°C.

Uwzglednienie w analizie testéw przezywalnosci efektéw uzyskanych dla
komérek kontrolnych, pozwala wykluczyé wptyw ekspresji Htt i mHtt na komorki
zawierajgce natywng forme VDAC tj. yWDAC1 (Rys.21). Zatem, nie potwierdzono
dostepnych danych wskazujgcych na cytotoksyczny efekt mHtt w przypadku komorek
drozdzy z ekspresja yVDAC1 (Solans i in., 2006). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
w cytowanej pracy zastosowano inne warunki hodowli, tj. 30°C jak i inne pozywki
(zawierajgce glicerol i etanol) i nie stosowano komérek szczepow kontrolnych.
Réwnoczesdnie, wlaczenie do analizy komodrek szczepow kontrolnych pozwala
zaobserwowag, iz obecnos¢ Htt, niezaleznie od zastosowanej temperatury hodowli, nie
wpltywa istotnie na przezywalnos¢ komérek badanego modelu, podczas gdy istotny
efekt mHtt wystepuje jedynie w temperaturze stresu temperaturowego, przy czym
moze on polegaé na: (1) zwiekszeniu przezywalnosci komérek pozbawionych
funkcjonalnego biatka VDAC (test MTT, Rys.18A) i (2) obnizeniu przezywalnosci
komoérek z ekspresja hVDAC1 (test MTT, Rys.18A i test ptytkowy, Rys.22).
Wyjasnienie efektu mHtt w komoérkach pozbawionych funkcjonalnego biatka VDAC jest
na obecnym etapie badan trudne do wyttumaczenia i moze jedynie z duzg dozag
ostroznosci byC interpretowane jako sugestia znaczenia obecnosci odpowiedniej
izoformy biatka VDAC dla cytotoksycznego efektu mHtt. Natomiast wyniki uzyskane dla
komorek modelu z ekspresjg hVDAC1 wydajg sie potwierdza¢ kluczowe znaczenie tej
izoformy VDAC dla cytotoksycznego efektu mHtt, poniewaz efekt ten obserwowano,
przy zastosowaniu testu MTT, takze dla modelu opartego na komodrkach PC12,
wyprowadzonych z guza chromochtonnego nerki szczura (Rys.32). Analogiczny efekt
dla tego modelu stwierdzono stosujgc metode zliczania komoérek (Karachitos i in.,
2016a). Co istotne, w komérkach modelu opartego na komoérkach PC12 ilo$ciowo
dominujgcg izoformg VDAC jest izoforma VDAC1. Izoforma ta stanowi bowiem ok.

70% wszystkich biatek VDAC obecnych w wyizolowanych preparatach, podczas gdy
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VDAC2 i VDAC3 wystepujg w mniejszej i poréwnywalnej ilosci. Co wiecej, ekspresja
Htt i mHtt nie zmienia iloSciowych relacji pomiedzy tymi biatkami w badanych prébach
(Rys.33), natomiast ekspresja mHtt prowadzi¢ moze do zmian aktywnosci kanatowej.
Dla rekonstytuowanych preparatéw biatek VDAC izolowanych z odpowiednich hodowli
komorek PC12 obserwowano bowiem zmieniony rozktad przewodnictwa i zmniejszong
zaleznos¢ od potencjatu (Rys.34). Przy uwzglednieniu ilosciowej dominacji izoformy
VDACH1, zatozy¢é mozna, iz zmiany te dotyczg gtdwnie tej izoformy. Zatem, wyniki
uzyskane dla drozdzowego modelu HD i modelu opartego na komoérkach PC12 sg
w duzym stopniu spéjne. Co warte podkreslenia, hodowla komérek PC12 prowadzona
byta w 37°C. Zmiana w aktywnosci kanalowej bialka VDAC moze by¢ wywolana jego
oksydacyjng modyfikacjg (Karachitos i in., 2009). Co istotne, w przypadku mysiego
modelu HD (myszy R6/2) stwierdzono takg wiasnie modyfikacje bialka VDAC
w obszarach zmienionych chorobowo (Lou i in., 2016).

Nie mozna jednak wykluczy¢é wywotanych tym czynnikiem zmian
w funkcjonowaniu mitochondriéw drozdzy zawierajgcych rézne izoformy biatka VDAC,
w tym zachodzgcego w warunkach stresu temperaturowego wzrostu RFT (Pyatrikas
iin.,, 2015). Dlatego tez poréwnano podstawowe parametry bioenergetyczne
otrzymane dla komdérek drozdzowego modelu HD, w warunkach ekspresji Htt i mHtt
i wtemperaturze 37°C, w poszukiwaniu parametréw, ktérych zmiany przebiegajg
odmiennie w przypadku komérek z ekspresjg hVDAC1 w poréwnaniu z pozostatymi
komoérkami. Wartosci parametrow bioenergetycznych wyznaczano w warunkach
bezposredniego i posredniego wptywu ekspresji Htt i mHtt, uwzgledniajgc: potencjalne
sprzezenie (PS), aktualne sprzezenie (AS) i udziat oddychania podstawowego
w oddychaniu maksymalnym (Op/Omax) (p.6.2.5). Efekt bezposredni odpowiada
warunkom zastosowanym w przypadku przeprowadzonych testéw przezywalnosci,
podczas gdy celem efektu posredniego byto zbadanie dtugofalowego efektu ekspresji
Htt i mHtt, po usunieciu czynnika indukujgcego ich ekspresje. W przypadku efektu
bezposredniego zmiany wartosci wspoétczynnika Htt/mHtt potwierdzajg kluczowe
znaczenie ulegajgcego ekspresji biatka VDAC. Zmian takich nie stwierdzono dla
komorek zawierajagcych yVDAC1 (Rys.24). Dla komodrek z ekspresja hVDAC1
wykazano postepujgce w czasie obnizenie wartosci tego wspotczynnika w przypadku
PS i AS, i brak tych zmian w przypadku Op/Omax (Rys.26). Podobny kierunek zmian
wartosci wspoétczynnika Htt/mHtt obserwowano dla komérek z ekspresjg hVDAC2,
z tym, ze w przypadku PS i AS istotna zmian pojawia sie dopiero po 48h i towarzyszy
jej subtelny wzrost w przypadku Op/Omax (Rys.28). Z kolei dla komérek z ekspresja

hVDAC3 obserwuje sie jedynie drastyczny wzrost warto$ci wspoétczynnika w przypadku
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AS po 48h ekspresji Htt i mHtt oraz narastajgce w czasie niewielkie zwiekszenie
wartosci tego wspotczynnika w przypadku Op/Omax (Rys.30).

Aby wyznaczyé kierunek zmian obserwowanych pod wptywem ekspresji Hit
i mHtt do analizy brano pod uwage komorki szczepdw kontrolnych. Podobnie jak w
przypadku przezywalnoéci komorek, szczegotowe dane pokazane na rysunkach 26-30
podsumowano na rysunku 35. Wykazano, iz spadek warto$ci wspoétczynnika Htt/mHtt
w komorkach z ekspresjg hVDAC1 jest efektem wptywu mHtt, a wptyw ten polega na
przeciwdziataniu zmianom wartosci badanych parametréw zachodzgcych w komaérkach
szczepow kontrolnych jak i z ekspresjg Htt (Rys.26).Taki stabilizujgcy efekt mHit
obserwuje sie takze w przypadku komoérek z ekspresja hVDAC2, jednak dotyczy on
gtdownie komoérek po 48h ekspresji mHtt (Rys.28). Co istotne, stabilizujgcy wptyw
ekspresji mHtt na zmiany PS obserwowano takze w modelu HD opartym na komérkach
PC12 (Karachitos i in., 2016a). Mozna wiec zatozy¢, ze komorki z ekspresjg hVDAC1
sg bardziej wrazliwe na dziatanie mHtt niz komoérki z ekspresjg hVDAC2. Co wiecej,
wydaje sie, ze w przypadku tych ostatnich, pojawienie sie zmian wigzanych z efektem
cytotoksycznym wymaga diluzszego czasu lub ma zmiany te majg charakter
przejsciowy, niekonczacy sie zmniejszeniem przezywalnosci komoérek. Natomiast
w przypadku komérek z ekspresjg hVDAC3 stwierdzono wptyw Htt na AS, polegajacy
na zapobieganiu gwattownemu spadkowi wartosci tego parametru, obserwowanemu
w komdrkach szczepdw kontrolnych i komérkach z ekspresjg mHtt (Rys.30). Efekt ten
wydaje sie jednak nie mie¢ znaczenia dla przezywalnosci tych komorek.

Analize wplywu posredniego ekspresji Htt i mHtt na komoérki drozdzowego
modelu HD (Rys.27-31), przeprowadzono w celu sprawdzenia trwatosci zmian
obserwowanych w efekcie bezposrednim. Postugujgc sie ponownie zasadg analizy
zmian wartosci wspoétczynnika Htt/mHtt i nastepnie wigczenia do analizy komodrek
szczepow kontrolnych stwierdzono, ze obserwowane zmiany w wartosciach badanych
parametrow jak i znaczenie obecnosci Htt i mHtt dla ich wystgpienia, wydajg sie by¢
zachowane w komoérkach z ekspresjg hVDAC1 i hVDACS3. Stwierdzono bowiem, iz
wzrost wartos$ci wspotczynnika Htt/mHtt w przypadku PS i AS dla komoérek z ekspresjg
hVDAC1 jest skutkiem stabilizujgcego wptywu mHtt na wartos¢ tych parametréw
(Rys.29), podczas gdy dla komoérek z ekspresja hVDAC3 przejSciowa ekspresja Htt
zapobiega spadkowi wartosci tego parametru, obserwowanemu w komorkach
szczepow kontrolnych i komérkach z ekspresjg mHtt (Rys.31).

Podsumowujgc, postugujgc sie otrzymanym drozdzowym modelem HD
wykazano, ze powodowane przez ekspresje Htt i mHtt zmiany w funkcjonowaniu
mitochondriéw zalezne sg od eksprymowanego biatka VDAC. W przypadku komoérek z

ekspresjg hVDAC2 i hVDAC3 obserwowane zmiany nie znajdujg odzwierciedlenia
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w przezywalnosci komérek. W przypadku komérek =z ekspresja hVDAC1
wspotwystepujg ze zmianami w przezywalnosci. Co wiecej, zmiany pojawiajgce sie
w komorkach z ekspresjg hVDAC1 i hVDAC3 wydajg sie by¢ zmianami utrzymujgcymi
sie po usunieciu czynnika indukujgcego ekspresje Htt i mHtt. Zastanawiajgcy jest takze
wymoég stresu temperaturowego, konieczny dla pojawienia sie efektu na poziomie
przezywalnosci w przypadku komoérek drozdzowego modelu HD z ekspresjg hVDAC1.
Ten ostatni aspekt trudno jest wyttumaczy¢ w oparciu o otrzymane wyniki. By¢é moze
jest to skutek efektu obnizenia zywotnosci/ zwiekszonej wrazliwosci komoérek drozdzy
w wyniku zwiekszonej produkcji RFT (Pyatrikas i in., 2015), zmian w strukturze mHitt,
wywotanej zwiekszeniem temperatury (Rys.11-13) lub nadmiernym zwiekszeniem
udziatu metabolizmu mitochondrialnego w komoérkach, wynikajgcym ze zwiekszonego
zapotrzebowania komérki na ATP (koniecznego np. dla sprawnego dziatania systemu
ubikwityna-proteosom), co zdajg sie potwierdza¢ rezultaty badania funkcji
mitochondrialnych (efekt bezposredni; Rys. 28), ktére w konsekwencji moze prowadzic¢
do nadmiernej akumulacji RFT w komorce, a nastepnie do uszkodzenia/delecji mtDNA
(Kurihara, i in., 2012) i uposledzenia funkcjonowania mitochondriow (efekt posredni,
Rys.29). Ponadto, poréwnanie wynikow otrzymanych dla drozdzowego modelu HD
i modelu opartego na komorkach PC12 szczura pozwala zatozy¢, iz ssacza izoforma
VDAC1 jest miejscem bezposredniego Ilub posredniego oddziatywania mHtt

i warunkiem pojawienia sie cytotoksycznego efektu tego biatka.
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8. Podsumowanie

Wiele przestanek pozwala przypuszczac, iz Htt i/lub mHtt moze oddziatywac
z zewnetrzng bilong mitochondrialng. Co wiecej, dostepne dane, oparte na
chromatografii powinowactwa i spektrometrii mas, sugerujg mozliwos¢ oddziatywania
Htt (jak i mHtt) z biatkiem VDAC (Kaltenbach i in., 2007). Dane te nie zostaty jednak do
tej pory eksperymentalnie zweryfikowane. W zwigzku z tym, w niniejszej pracy,
postugujgc sie ssaczym i drozdzowym, komdérkowym modelem choroby Huntingtona
(HD) przeprowadzono badania stuzgce okre$leniu znaczenia obecno$ci biatka VDAC
dla efektu dziatania Htt i mHtt w komodrkach. Uzyskane wyniki pozwalajg na
sformutowanie nastepujgcych wnioskéw:

1. Skonstruowano funkcjonalny drozdzowy model HD z ekspresja
poszczegolnych izoform ludzkiego biatka VDAC i kontrolowang ekspresjg
Htt i mHtt, przy czym wskazano na temperature jako istotny czynnik
wptywajgcy na poziom agregaciji mHtt, co do tej pory nie byto przedmiotem
analizy w przypadku badan z wykorzystaniem réznych modeli HD.

2. Mimo zdefiniowanych niedoskonato$ci metabolicznych, otrzymany
drozdzowy model HD pozwala na badanie przezywalnosci wchodzgcych
wjego sklad komoérek i pewnych bioenergetycznych aspektow
funkcjonowania ich mitochondriéw, przy czym dla obserwowanego efektu
ekspres;ji Htt i mHtt istotne znaczenie ma zastosowana temperatura hodowli
i ulegajgce ekspresiji biatko VDAC.

3. Zastosowane dla drozdzowego modelu HD metody szacowania
przezywalnosci komodrek wskazujg na cytotoksyczny efekt mHitt
w przypadku komérek z ekspresjg hVDAC1 w temperaturze stresu
temperaturowego, tj. 37°C, co pozostaje w zgodzie z efektem
obserwowanym dla komérek PC12, sktadajgcych sie na ssaczy komorkowy
model HD.

4. Dzieki zastosowaniu modelu drozdzowego HD wykazano, ze powodowane
przez ekspresje Htt i mHtt zmiany w funkcjonowaniu mitochondridéw zalezne
sg od obecnosci danej izoformy biatka VDAC. W przypadku komorek
z ekspresja hVDAC2 i hVDAC3 obserwowane zmiany nie znajdujg
odzwierciedlenia w przezywalnosci komorek. W przypadku komoérek
z ekspresja hVDAC1 wspodtwystepujg ze zmianami w przezywalnosci. Co
wiecej, zmiany pojawiajgce sie¢ w komoérkach z ekspresja hVDAC1
i hVDAC3 wydajg sie by¢ zmianami utrzymujgcymi sie po usunieciu
czynnika indukujgcego ekspresje Htt i mHtt.
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5. W przypadku komoérek drozdzowego modelu HD z ekspresja hVDAC1
wplyw mHtt na funkcjonowanie mitochondriéw polega na przeciwdziataniu
zmianom wartosci badanych parametrow zachodzgcych w komoérkach
szczepdw kontrolnych jak i z ekspresjg Htt, co réwniez zaobserwowano dla
modelu HD opartego na komoérkach PC12.

6. Wykorzystujgc model HD oparty na komorkach PC12 stwierdzono, ze
ekspresja Htt i mHtt nie zmienia ilosciowych relacji pomiedzy izoformami
biatka VDAC, natomiast ekspresja mHtt prowadzi¢ moze do zmian
aktywnosci kanatowej, co dotyczy przede wszystkim izoformy VDACH1.

7. Wyniki uzyskane dla drozdzowego modelu HD i modelu opartego na

komérkach PC12 sg w duzym stopniu spojne.
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Rysunek 36. Wplyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ komorek z ekspresjag hVDAC?2
w warunkach braku ekspresji (YPG) oraz ekspresji Htt i mHtt (YPG+Gal). A - poréwnanie wynikow
z otrzymanymi dla komoérek bez wprowadzonego marera LEU2, przedstawione jako % przezywalnosci
komérek; B - Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw, wykonana dwustronnym testem t-Studenta
na podstawie 3-5 powtdrzen. Istotnos$¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; ** przy p<0,01; ***
przy p<0,001. 28-28, 28-37, 37-37 (temperatura hodowli w pozywkach pilynnych — temperatura
hodowli na pozywkach statych).
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Rysunek 37. Wptyw ekspresji Htt i mHtt na przezywalnos¢ komoérek z ekspresja hVDAC3
w warunkach braku ekspresji (YPG) oraz ekspresji Htt i mHtt (YPG+Gal). A - poréwnanie
wynikéw z otrzymanymi dla komérek bez wprowadzonego marera LEUZ2, przedstawione jako %
przezywalnosci komorek; B - Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw, wykonana dwustronnym
testem t-Studenta na podstawie 3-5 powtdrzen. Istotnos¢ statystyczng oznaczano: * przy p<0,05; **
przy p<0,01; *** przy p<0,001. 28-28, 28-37, 37-37 (temperatura hodowli w pozywkach ptynnych —
temperatura hodowli na pozywkach statych).
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Rysunek 38. Wplyw temperatury na kolor kolonii drozdzy S.cerevisiae.
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