STRESZCZENIE

Ostatnie badania wskazuja na kluczowa role mitochondriéw, a w szczeg6lnosci mito-
chondrialnych kanaléw potasowych w procesach cytoprotekcji komérek poddanych
niedotlenieniu. Wykazano, ze aktywacja mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym
przewodnictwie regulowanego jonami wapnia (mitoBK_) oraz kanalu potasowego regu-
lowanego przez ATP (mitoK, ) chroni komérki sercowe przed cytotoksycznymi skutkami
ischemii/reperfuzji. Mechanizm tego zjawiska nie jest jednak dokladnie poznany. Wydaje
sie, ze jednym z kluczowych zagadnien dla zrozumienia mechanizméw cytoprotekcyjnych
jest budowa molekularna oraz topologia kanaléw potasowych rozumiana jako uklad ele-
mentéw struktury drugorzedowej w mitochondrialnej blonie wewnetrznej oraz orientacja
przestrzenna domen podjednostek tworzacych kanaly. W niniejszej pracy podsumowano
aktualny stan wiedzy dotyczacy orientacji przestrzennej biatek tworzacych kanaty mitoK,
oraz mitoBK . Wskazany zostal réwniez zwiazek migedzy potencjalna topologia mitochon-
drialnych kanatéw potasowych z ich rola w mechanizmach cytoprotekcyjnych.

WPROWADZENIE

Mitochondria sg organellami zaopatrujacymi komoérke w energie niezbedna
do przeprowadzenia podstawowych czynnosci zyciowych. Oprécz przeksztal-
cenia energii w forme biologicznie uzyteczna, w procesie fosforylacji oksydacyj-
nej, mitochondria biorg udzial w tak istotnych procesach jak apoptoza czy beta
oksydacja lipidéw. Istotne dla prawidlowego funkcjonowania mitochondriow
jest Scista regulacja transportu przez wewnetrzng blone mitochondrialna. Jedna
z grup bialek zangaZzowanych w transport jonéw, a co za tym idzie kluczowa
w regulacji pracy mitochondriéw sa kanaty potasowe wewnetrznej bfony mito-
chondrialnej. Ich szczegdélna rola jest widoczna w stanach niedotlenienia ré6znych
rodzajéw tkanek. Obnizenie stezenia tlenu powoduje zahamowanie aktywnosci
taficucha oddechowego. Przeklada sie to na obnizenie zdolnosci utrzymania
potencjatu w poprzek wewnetrznej blony mitochondrialnej, a nastepnie spadek
syntezy ATP w mitochondriach. Powoduje to zachwianie réwnowagi jonowej i
w konsekwengcji $émieré¢ komorki [1]. Zauwazono, ze poddanie tkanek krétkim
fazom niedotlenienia a nastepnie reperfuzji (tzw. hartowanie niedotlenieniem)
powoduje wzrost przezywalnosci komorek. Podobny efekt mozna uzyskac za
pomoca substancji farmakologicznych aktywujacych kanaly potasowe zlokali-
zowane w blonie wewnetrznej mitochondriéw [2]. Mitochondrialne kanaty po-
tasowe utrzymuja homeostaze jonowa w mitochondriach, odpowiedzialne sa
za zmiany objetoéci wnetrza mitochondriéw, a takze biorg posrednio udziat w
tworzeniu gradientu pH miedzy macierzq mitochondrialng a cytoplazma ko-
morki [3]. Z tych powodéw mitochondrialne kanaty potasowe sa obiektem in-
teresujacym z punktu widzenia nauk podstawowych, a uzyskane wyniki moga
mieé¢ zastosowanie w medycynie [4-6]. Pelne opisanie mechanizméw stojacych
za zjawiskiem cytoprotekcji indukowanym przez mitochondrialne kanaty pota-
sowe wymaga jednak zrozumienia ich regulacji, budowy oraz oddzialywania z
innymi biatkami [7]. Wydaje sie, Ze jednym z podstawowych zagadnien jest tak-
ze topologia kanatu tzn. uktadu elementéw struktury drugorzedowej kanatow
w mitochondrialnej blonie wewnetrznej oraz orientacja przestrzenna elemen-
tow funkcyjnych (domen). Poznanie topologii kanatu pozwala np. na okreslenie
przedzialu mitochondrialnego, w ktérym dochodzi do wigzania ligandéw.

W niniejszej pracy przedstawione zostaly hipotezy odnosnie topologii wybra-
nych mitochondrialnych kanaléw potasowych ze szczegélnym uwzglednieniem
kanatéw mitoK, , (ang. mitochondrial ATP-regulated potassium channel) oraz mi-
toBK ., (ang. mitochondrial large-conductance calcium-regulated potassium channel).
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KANALY POTASOWE W WEWNETRZNE]
BEONIE MITOCHONDRIALNE]

Mitochondrialne kanaly potasowe stanowia najliczniej-
sza grupe kanalow blony wewnetrznej mitochondriéw,
analogicznie do blony plazmatycznej. Do dzisiaj zidenty-
fikowano osiem kanaléw potasowych w mitochondriach.
Pierwszym opisanym byt kanat mitoK, . W nastepnych
latach zidentyfikowano obecnoé¢ kanatéw regulowanych
jonami wapnia: mitoBK_, mitolK (ang. mitochondrial inter-
mediate conductance calcium-regulated potassium channel) oraz
mitoSK ., (ang. mitochondrial small conductance calcium-regu-
lated potassium channel). W wewnetrznej blonie mitochon-
driéw obecne sa ponadto kanaly zalezne od napiecia: mi-
toKv1.3 oraz mitoKv7.4 (ang. mitochondrial voltage-dependent
potassium channel), kanat Slo2 (ang. large conductance sodium
requlated potassium channel) oraz kanal mitoTASK-3 (ang.
mitochondrial TWIK-related acid sensitive potassium channel).
Obecnosé¢ mitochondrialnych kanaléw potasowych stwier-
dzono w mitochondriach wielu tkanek np. mézgu, mieénia
sercowego, mieéni szkieletowych, srédblonka czy skoéry [8].

Co ciekawe, juz pierwsze badania elektrofizjologiczne
wskazaly, ze kanaly potasowe z blon mitochondrialnych
wykazuja podobieristwo wlasciwosci biofizycznych do
swoich odpowiednikéw z blony plazmatycznej [9]. Aktyw-
nos$¢ kanatéw potasowych jest regulowana przez szereg
czynnikéw m.in. zmiany potencjalu blonowego, ligandy
lub substancje farmakologiczne okreslane jako modulato-
ry kanatéw potasowych. Réwniez substancje endogenne,
takie jak nukleotydy czy jony, modulujace kanaty z blony
plazmatycznej w podobny sposéb reguluja aktywnoscé ka-
naléw mitochondrialnych. Wykazano takze, Ze z reguly ak-
tywnoé¢ kanaléw potasowych z wewnetrznej bfony mito-
chondrialnej oraz plazmatycznej regulowana jest przez ta-
kie same substancje farmakologiczne (zaréwno aktywatory
jak i inhibitory) [10]. Istnieja jednak pewne réznice, umoz-
liwiajace identyfikacje farmakologiczna kanaléw mitochon-
drialnych np. diazoksyd, aktywator kanatu K, ,, wykazuje
wielokrotnie wieksze powinowactwo do kanalu mitoK,
niz do K, blony plazmatycznej [11]. Réwniez 5-HD, po-
wszechnie stosowany inhibitor kanatu mitoK, , uwazany
jest za specyficzny dla mitochondrialnej formy kanatu [7].
Wiele wskazuje na to, ze réwniez budowa kanaléw mito-
chondrialnych jest podobna do budowy kanaléw plazma-
tycznych. Kanaly potasowe zbudowane sg zwykle z kilku
biatkowych podjednostek, tworzacych por kanatu (ang. pore
forming subunits) oraz regulatorowych (ang. auxillary subu-
nits) wplywajacych na aktywnosc¢ kanatu.

MITOCHONDRIA JAKO SRODOWISKO
DLA KANALOW POTASOWYCH

Warunki biofizyczne oraz otoczenie mitochondrialnych
kanatéw jonowych sg diametralnie r6zne w poréwnaniu z
srodowiskiem w jakim funkcjonuja kanaty potasowe z blo-
ny plazmatycznej. Podstawowa réznice stanowiq gradienty
jonowe po obu stronach blony plazmatycznej i wewnetrznej
blony mitochondrialnej. Pomiedzy ptynem pozakomérko-
wym a cytosolem jest znaczna réznica w stezeniach potasu,
kolejno okoto 5 mM oraz 150 mM. Natomiast pomiedzy mi-
tochondrialng przestrzenia miedzyblonowa oraz macierza
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mitochondrialng wydaje sig, Ze réznica stezen jest niewiel-
ka, w obu przypadkach stezenia jonéw K" wynosza okoto
150 mM. Znaczne réznice wystepuja w stezeniach jonoéw
wapnia, bedacych aktywatorami niektérych kanatéw pota-
sowych obecnych w mitochondriach. Stezenie w plynie po-
zakomoérkowym wynosi okoto 2 mM, w cytosolu oraz prze-
strzeni miedzyblonowej oscyluje w zakresie okoto 0,0001-
0,001 mM, natomiast w macierzy mitochondrialnej wynosi
okoto 0,5 mM [12].

Wskutek aktywnosci taricucha oddechowego, w macie-
rzy mitochondrialnej stezenie jonéw H jest blisko dziesie-
ciokrotnie nizsze niz w przestrzeni miedzybtonowej w ktorej
pH jest zakresie 7,2-7,4. W macierzy warto$¢ pH jest zwykle
bliska 8. Protonowy gradient elektrochemiczny wytwarza
tez znaczny potencjal elektryczny w poprzek btony mito-
chondrialnej. Wynosi on okoto 180-200 mV i jest ujemny po
stronie macierzy. W konsekwencji, sita napedowg transpor-
tu jonéw przez kanaly potasowe z wewnetrznej btony mito-
chondrialnej jest gtéwnie potencjat elektryczny powstaty w
wyniku pracy taricucha oddechowego. Powoduje to naptyw
jonu potasu do wnetrza macierzy. W przypadku biony pla-
zmatycznej kluczowa dla kierunku transportu jonéw pota-
su jest rdznica stezeni po obu stronach btony [13].

TRANSPORT KANAEOW POTASOWYCH DO
WEWNETRZNE] BELONY MITOCHONDRIALNYCH

Podobnie jak wigkszo$¢ biatek mitochondrialnych, pod-
jednostki mitochondrialnych kanatéw potasowych sa kodo-
wane przez genom jadrowy. W przypadku podjednostek
tworzacych kanaly z blony plazmatycznej wydaje sie, ze
mechanizm dzieki ktéremu lokalizujg sie one w blonie jest
dos¢ dobrze poznany. Biatka tworzace podjednostki kana-
téw plazmatycznych podlegaja translokacji kotranslacyjnej
do blony siateczki srédplazmatycznej, a nastepnie z udzia-
tem aparatu Golgiego zostaja wbudowane w blone plazma-
tyczna [14]. Mechanizm dzieki, ktéremu podjednostki kana-
t6w mitochondrialnych lokalizuja si¢ w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej nie zostal do tej pory opisany. Jedna z
glownych przyczyn byl brak jednoznacznych danych doty-
czacych budowy podjednostkowej mitochondrialnych ka-
natéw potasowych. W ostatnim czasie pojawily sie jednak
doniesienia dotyczace kanatu mitoK, ., [15] oraz mitoBK_,
[16], przyblizajace budowe obu kanatéw.

Mitochondria dysponuja odpowiednimi mechanizmami
w postaci komplekséw biatkowych umozliwiajagcymi im-
port biatek do odpowiednich przedziatéw mitochondrial-
nych. Dotychczasowe badania pozwolily na stworzenie
kilku modeli ttumaczacych sposéb w jaki biatka moga by¢
wbudowywane do btony wewnetrznej mitochondriéw. Or-
ganizacja domen transblonowych, a w konsekwencji topo-
logia bialka moze zaleze¢ od Sciezki jego importu do blony.
Do dzisiaj jednak drogi importu poszczegélnych podjedno-
stek tworzacych kanaly potasowe nie zostaly eksperymen-
talnie potwierdzone.

Duza grupa bialek blony wewnetrznej mitochondrium
po przejciu przez translakoze blony zewnetrznej TOM
(ang. translocase of outer membrane) trafia do translokazy
blony wewnetrznej TIM23 (ang. translocase of inner mem-
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Rycina 1. Topologia biatka ROMK2 tworzgcego kanat typu K
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A) topologia biatka w blonie plazmatycznej;
B) modele topologii biatka w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Wariant A zaproponowany na pod-
stawie budowy molekularnej i potencjalnej Sciezki importu podjednostki tworzacej por kanatu. Wariant B
zaproponowany na podstawie badan aktywnosci kanatu za pomoca technik elektrofizjologicznych.

drium [18]. Biorac pod uwage powyzsze
drogi importu wiedza o podstawowych
wlasciwosciach strukturalnych kanatow
potasowych jak liczba domen transbto-
nowych poszczegélnych podjednostek,
moze mie¢ istotne znaczenie dla okre-
Slenia potencjalnej éciezki importu a co
za tym idzie prawdopodobnej topologii
kanalu w wewnetrznej blonie mitochon-
drialnej. Jednym z najlepiej scharaktery-
zowanych kanatéw mitochondrialnych
jest kanat mitoK .. Ostatnie doniesienia
wskazuja na mozliwg budowe podjed-
nostkowa tego kanalu co moze wskazy-
waé na potencjalne ulozenie kanatlu w
btonie mitochondrialnej.

TOPOLOGIA KANALU mitoK, ,

Kanal potasowy regulowany przez
ATP zostal opisany w 1991 roku w we-
wnetrznej blonie mitochondriéow wy-
izolowanych z watroby szczura [19].
Nastepnie kanaly o podobnych wtasci-
woséciach zostaly zidentyfikowane w
mitochondriach izolowanych z réznych
tkanek m.in. serca, miesni szkieleto-
wych oraz mézgu [8]. Kanal mitoK, ,
posiada dobrze udokumentowane wia-

macierz §ciwosci elektrofizjologiczne oraz far-
mitochondrialna makologiczne [10]. Najnowsze donie-

sienia wskazuja, ze jednostka tworzaca
por kanatu mitoK, , to biatko ROMK2
(Kir 1.1b) kodowane przez jeden z wa-
riantéw réznicowego skladania mRNA
produktu genu KCNJ1. Gen ten koduje
podjednostki biatkowe tworzace kanal
potasowy z blony cytoplazmatycznej

przestrzen
miedzybtonowa

brane), gdzie nastepuje umiejscowienie biatka w blonie.
Konsekwencja przejécia przez te Sciezke jest lokalizacja N-
-konricowej czesci biatka w macierzy mitochondrialnej. Taka
$ciezka importu jest charakterystyczna dla bialek posiadaja-
cych mitochondrialna sekwencje sygnatowa w N-koricowej
czesci biatka [17]. Inna grupa bialek blony wewnetrznej, w
szczegoInosci nalezacych do grupy transporteréw metabo-
litow posiadajacych wiele domen transblonowych moze
mieé sekwencje kierujace w réznych czesciach biatka. Klu-
czowq translokaza, ktéra posredniczy we wbudowywaniu
tych biatek jest translokaza TIM22. W konsekwengji, biatka
wbudowujace sie do blony wewnetrznej przy udziale tego
kompleksu biatkowego moga posiadac¢ N-koricowq czeséé po
stronie przestrzeni miedzyblonowej. Alternatywnym mo-
delem importu bialek jest tzw. sortowanie konserwatywne
(ang. conservative sorting). Biatka przechodzace taka sciezka
importu po przejsciu przez translokaze TOM kierowane sa
do translokazy TIM23. W nastepnym etapie prekursor prze-
chodzac przez macierz mitochondrialng rozpoznawany jest
przez kolejna translokaze blony wewnetrznej Oxal. Dzieki
aktywnosci tego bialka mozliwe jest wbudowanie prekur-
sora biatlkowego do btony wewnetrznej od strony macie-
rzy mitochondrialnej. W efekcie N-koricowa czeé¢ biatka
lokalizuje si¢ réwniez w czeéci miedzybtonowej mitochon-
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komoérek nerkowych (ROMK, ang. re-
nal outer medullary potassium channel) [15]. Kanat ROMK
(Kir 1.1a) z btony plazmatycznej odkryty zostal w 1993
i posiada znang strukture na poziomie atomowym [20].
Cztery podjednostki bialka ROMK zloZone sa wokét cen-
tralnie umieszczonego poru kanatu. Laczniki znajdujace
sie pozakomoérkowo mocuja dwie domeny transbtono-
we tworzace petle P, najwezsza cze$¢ poru zawierajaca
zachowana ewolucyjnie sekwencje filtra selektywnosci.
Wewnatrzkomoérkowe jony Mg** oraz poliaminy tacza sie
z kompleksem biatkowym w bliskiej odlegtosci do poru.
Powoduje to rektyfikacje kanatu w przypadku depolary-
zacji btony. Domeny transblonowe zawieraja elementy
bramki kanatu reagujacego na dysocjacje ATP oraz od-
dziatywanie z PIP, (ang. phosphatidylinositol biphosphate).
Na wlasciwosci kanalu ROMK wptywaja réwniez dome-
ny kinazowe umieszone po stronie cytoplazmatycznej
[21]. Podjednostka tworzaca por kanatu ROMK zawiera
dwie domeny transblonowe wymuszajac topologie, w
ktoérej N- oraz C-koniec znajduja si¢ po tej samej stro-
nie btony. W przypadku kanatu z blony plazmatycznej
biatko porowe posiada oba korice po stronie cytoplazmy
(Ryc. 1, panel A). W przypadku podjednostek kanatu
mitochondrialnego brak rozstrzygajacych danych co do
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topologii kanalu w btonie. Izoforma ROMK2 w stosun-
ku do podstawowej izoformy biatka posiada skrécony
N-koniec o dlugosci 19 reszt aminokwasowych [22]. Wy-
daje sie, ze skrécenie to powoduje odsloniecie sekwencji
sygnatowej umozliwiajgcej rozpoznanie podjednostki ka-
nalu przez translokazy odpowiedzialne za import biatek
do mitochondriéw. Biatko ROMK?2 z umieszczong na C-
-koricu metka V5 w komoérkach HOc2 jest lokalizowane
w mitochondriach. Potwierdza to znakowanie immuno-
florescencyjne z uzyciem przeciwcial specyficznych roz-
poznajacych metke oraz przeciwcial markera mitochon-
drium. Ponadto biatko fuzyjne zlozone z przewidywanej
sekwencji sygnatowej izoformy ROMK2 oraz zielonego
biatka fluorescenycjnego podlega kolokalizacji z sonda
fluorescencyjna znakujaca mitochondria [15]. Obecnos¢
sekwencji sygnalowej sugeruje, ze izoforma ROMK2 po
przejsciu przez translokaze TOM prawdopodobnie roz-
poznawana jest przez translokaze TIM23, dzieki ktorej
biatko umiejscawia si¢ w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej. Taka Sciezka importu podjednostki tworzacej
por skutkowataby lokalizacja obu koncéw podjednostki
ROMK?2 po stronie macierzy mitochondrialnej (Ryc. 1, pa-
nel B, Wariant A). Pelny mechanizm transportu oraz sor-
towania opisywanego biatka nie zostal jednak opisany.
Trzeba wspomnie¢ réwniez o tym, ze izoforma ROMK2 w
warunkach fizjologicznych moze lokalizowa¢ sie réwniez
w blonie plazmatycznej, np. w komérkach nerkowych
[21]. Moze to oznaczacd istnienie innych, nieznanych czyn-
nikéw umozliwiajacych kierowanie nowopowstajacego
biatka do mitochondriéw i pézniejsza lokalizacje w mito-
chondrialnej blonie wewnetrznej.

Topologia kanatu mitoK,,, zostala takze zapropono-
wana (Ryc. 1, panel B, Wariant B) na podstawie badan z
uzyciem elektrofizjologicznej metody BLM (ang. black [i-
pid membrane) [23]. Technika ta pozwala na badanie prze-
plywu jonéw przez pojedyncze kanaly rekonstytuowane
w sztucznych blonach lipidowych. Pozwala tez na obser-
wacje zmian aktywnosci kanatu pod wplywem dziatania
modulatoréw (aktywatoréw jak i inhibitoréw) kanatu. W
opisywanych eksperymentach badany byt oczyszczony
preparat frakcji wewnetrznych blon mitochondrialnych
serca szczura. Alkalizacja roztworu (zmiana pH z 7,2 do
8,2) od strony prawdopodobnie odpowiadajacej macie-
rzy mitochondrialnej, powodowala wzrost prawdopo-
dobieristwa otwar¢ kanatu oraz wzrost przewodnictwa
kanatu. Aktywnoé¢ kanatu mitoK,  nie ulegata zmianie,
gdy po stronie prawdopodobnie odpowiadajacej prze-
strzeni miedzyblonowej dokonywano podobnych zmian
pH medium pomiarowego. Z drugiej strony, zakwasza-
nie roztworu (z pH 7,2 do 6,2) po obu stronach sztucznej
btony lipidowej zmniejszalo aktywnosé¢ kanatu (spadek
prawdopodobienistwa otwar¢). Jednoczednie, aktywnos¢
kanatu byla hamowana pod wplywem mieszaniny ATP/
Mg? podanej do komory odpowiadajacej przestrzeni
miedzyblonowej. Natomiast nie zaobserwowano zmia-
ny aktywnosci kanatu pod wplywem zaré6wno ATP jak
i mieszaniny ATP/Mg* po podaniu substancji do komo-
ry odpowiadajacej macierzy mitochondrialnej. Powyzsze
doswiadczenia wskazuja zatem na topologie z C- oraz N-
-koricem skierowanym do przestrzeni miedzyblonowej.
Poprzednie badania kanatéw typu K, z blony plazma-
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tycznej wykazaly bowiem, ze miejsce odpowiedzialne za
regulacje aktywnosci kanalu przez nukleotydy znajduje
sie za drugg domeng transblonowga, w C-koricowej czesc
biatka tworzacego por.

TOPOLOGIA KANALU mitoBK_,

Kanat mitoBK_, zidentyfikowano po raz pierwszy
w mitochondriach izolowanych z linii komoérek glejaka
ludzkiego LN229 [24]. Nastepnie wykazano obecnos¢
tego kanalu w wewnetrznej bfonie mitochondriéw mie-
$nia sercowego, mézgu oraz komorkach srédbtonka [25].
Wiele wskazuje na to, ze wtasciwosci tego kanalu sg po-
dobne do znanych kanaléw BK_ btony plazmatycznej.
Kanat jest regulowany przez zmiane potencjatu blonowe-
go oraz zmiany stezenia jonéw Ca?. Aktywnos$¢ hamo-
wana jest przez charybdotoksyne, iberiotoksyne i paksy-
ling [10]. Rowniez budowa kanatu mitoBK_, wydaje sie
by¢ podobna do budowy kanatu plazmatycznego. Typo-
wy kanat BK_, z blony plazmatycznej zbudowany jest z
czterech podjednostek a tworzacych transmembranowy
por. Na wiasciwosci kanalu wpltywa obecnosé podjed-
nostek regulatorowych typu B ($1-p4) oraz y mogacych
wchodzié¢ w sktad kompleksu biatkowego [26].

Zasadnicza trudnoé¢ w identyfikacji mitochondrialnej
formy kanalu mitoBK_, jest spowodowany duza liczba
wystepujacych izoform podjednostki a, jak do tej pory
zidentyfikowano kilkadziesiat potencjalnych transkryp-
tow tego genu (KCNMA1) kodujacego te podjednostke.
Uniemozliwialo to dokonanie doktadnej charakterysty-
ki mitochondrialnej izoformy kanatu. W ostatnim czasie
dokonano jednak przelomowego odkrycia, mianowicie
wskazano, ze tzw. izoforma BK_ -DEC podjednostki a lo-
kalizuje sie w mitochondriach. Mitochondrialna izoforma
BK,-DEC posiada zmieniong sekwencje C-korca biatka,
w postaci dodatkowych 50 reszt aminokwasowych [16].

Podjednostka a zawiera 7 domen transblonowych
(S0-S6). Nieparzysta liczba domen transbionowych wy-
musza topologie w ktérej N- oraz C-koniec znajduja sie
po przeciwnych stronach wewnetrznej blony mitochon-
drialnej. Podjednostki  sa integralnymi biatkami btono-
wymi posiadajacymi dwie domeny transmembranowe
a ich obecnos$¢ w mitochondriach wielu tkanek zostala
potwierdzona eksperymentalnie. Z uwagi na obecnos¢
dwoéch domen transblonowych prawdopodobne jest, ze
po przejsciu przez kompleks TOM translokazg blony we-
wnetrznej odpowiedzialng za wbudowanie tego biatka
do blony moze by¢ kompleks TIM23. W takim przypadku
N- oraz C-koniec podjednostek p skierowany moze by¢ w
kierunku macierzy mitochondrialnej [26].

Rozwazajac topologie kanatu mitoBK . (Ryc. 2) z punk-
tu widzenia struktury i budowy podjednostkowej, nale-
zy wzigé pod uwage fakt, ze kanat ten funcjonuje jako
kompleks podjednostek a oraz . Kanal plazmatyczny
typu BK_, posiada topologie z N-koricem podjednostki a
eksponowanym do przestrzeni pozakomorkowej. Nato-
miast oba konce podjednostki p skierowane sa do wne-
trza komorki [25]. Wydaje sie zatem, zZe jesli podjednostki
B wbudowuja sie do blony mitochondrialnej w typowy
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Wewnetrzna btona mitochondrialna

O p-REGION B

K+

domena wiazaca wapn

C

Rycina 2. Model topologii podjednostek a (tworzacych por) oraz p (regulatorowych) kanatu mitoBK ., w wewnetrz-

nej blonie mitochondrialnej.

waniem mitochoplastow z linii
komoérkowej U-87 MG, wykazat
Ze wiazanie iberiotoksyny beda-
cej inhibitorem kanalu moze na-
stepowacé po dodaniu od strony

przestrzen
miedzybfonowa odpowiadajacej macierzy mito-
chondrialnej.
ZWIAZEK TOPOLOGII
MITOCHONDRIALNYCH
KANALOW POTASOWYCH Z

ICH ROLA W CYTOPROTEKC]JI

macierz

mitochondrialna . .. .
Okreslenie topologii obu opisa-

nych kanatéw moze by¢ kluczowe
dla zrozumienia funkcji jaka pelnia
one w mitochondriach. Wykazano
bowiem, ze aktywacja zaréwno ka-
natu mitoK, , jak i mitoBK _, przez
substancje farmakologiczne, moze
chroni¢ komoérki miesnia sercowe-

sposob, za posrednictwem translokazy TIM23 z topologia
wskazang powyzej, to w celu stworzenia funkcjonalnego
kompleksu podjednostka a musiataby posiada¢ N-koniec
skierowany do przestrzeni miedzyblonowej. To oznacza,
ze C-koniec podjednostki powinien lokowac¢ si¢ w macie-
rzy mitochondrialnej. Wydaje sie, ze taka topologia pod-
jednostki a bytaby mozliwa gdyby udzial w imporcie i
sortowaniu do wewnetrznej blony mitochondrialnej tej
podjednostki brata udzial translokaza TIM22 badzZ naste-
powalo wspomniane wczeséniej sortowanie alternatywne.
Wydaje sie ponadto, ze podjednostka a nie posiada kla-
sycznej, N-konficowej sekwencji kierujacej.

Podobny model topologii kanatu (Ryc. 2) mozna stwo-
rzy¢ na podstawie eksperymentéw z zastosowaniem
techniki patch-clamp wykorzystujacej izolowane mito-
plasty (pecherzyk rozfaldowanej wewnetrznej blony mi-
tochondrialnej) [24]. Dodane do naczynka pomiarowego,
odpowiadajgcemu stronie macierzy mitochondrialnej,
jony Ca* powoduja jego aktywacje. Natomiast specy-
ficzny inhibitor kanatu, charybdotoksyna wywotuje za-
mkniecie kanalu, po podaniu ze strony odpowiadajacej
przestrzeni miedzyblonowej mitochondriéow. Wskazuje
to na rozmieszczenie miejsc wigzania tych dwéch ligan-
déw po przeciwnych stronach wewnetrznej blony mito-
chondrialnej [27]. W tym modelu miejsce wigzania jonow
Ca?" w znajduje sie po stronie macierzy mitochondrialnej.
Co istotne, w przypadku kanatéw typu BK_, z blony pla-
zmatycznej miejsce wigzania charybdotoksyny nastepuje
od strony przestrzeni miedzyblonowej. Zatem opisany
model wydaje sie by¢ kompatybilny z modelem funk-
cjonowania kanatu plazmatycznego. Model ten znajduje
potwierdzenie w analogicznym eksperymencie wykona-
nym z uzyciem techniki BLM, z wykorzystaniem iberio-
toksyny oraz Ca®* charakteryzujagcym kanal mitoBK_, z
komérek Dictyostelium discoideum [28]. Jednakze pojawity
sie rowniez sugestie wskazujace na odwrotng topologie
podjednostki a tzn. z C-koricem bialka skierowanym w
strone przestrzeni miedzy blonowej [29]. Pomiar aktyw-
nosci kanatu mitoBK, technika patch-clamp z zastoso-
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go przed uszkodzeniem wynika-
jacym z niedotlenienia/reperfuzji
w podobnym stopniu, jak proces hartowania serca przez
niedokrwienie [30]. Zastosowanie aktywatora kanalu mi-
toBK_,, NS1619, powoduje wzrost przezywalnosci kardio-
miocytéw poddanych niedotlenieniu/reperfuzji. Ochronny
efekt aktywatora blokowany jest przez inhibitor kanatu,
paksyline [31]. O zaangazowaniu kanatu mitoBK_, w odpo-
wiedzi na hipoksje §wiadcza réwniez badania pokazujace,
ze w warunkach niedotlenienia kanal ten zwieksza swoja
aktywnos¢ [32]. Rowniez atywacja mitoK, ,, poprzez poda-
nie specyficznego aktywatora kanatu, diazoksydu, chroni
neurony oraz komoérki mieénia sercowego przed skutkami
niedotlenienia. Udzial kanatu mitoK, , w tym mechanizmie
potwierdza blokowanie tego efektu przez inhibitory kana-
tu, glibenklamid oraz 5-HD (ang. 5-hydroxydecanoate) [8].

W sytuacji niedotlenienia nastepuje zahamowanie ak-
tywnosci oksydazy cytochromu c. Jest to czwarty kompleks
taficucha oddechowego odpowiedzialny za redukcje tlenu
czasteczkowego do wody. Brak aktywnosci tego enzymu
powoduje zahamowanie dziatania calego faricucha odde-
chowego czego konsekwencja jest spadek potencjalu w
poprzek mitochondrialnej btony wewnetrznej. W takich
warunkach nastepuje zahamowanie syntezy ATP przez
mitochondrialng syntaze ATP. Enzym ten moze réwniez
hydrolizowaé ATP w celu generowania mitochondrialnego
potencjatu blonowego zuzywajac dostepny ATP. W kon-
sekwencji nastepuje szybki spadek dostepnego ATP w ko-
morce czego nastepstwem jest deregulacja gospodarki jono-
wej komorki i szybki wzrost stezenia jonéw wapnia w cyto-
solu. W momencie reperfuzji nastepuje przywrdcenie pracy
taficucha oddechowego i odbudowanie mitochondrialnego
potencjatu btonowego. W tym momencie utrzymujace sie
nadmierne stezenia jonéw Ca** w cytoplazmie moze zadzia-
ta¢ jako czynnik indukujacy uszkodzenie [1]. Mitochondria
posiadajace odbudowany potencjat w poprzek wewnetrz-
nej blony moga bowiem buforowac pewna ilos¢ jonéw Ca**
weciaz obecnych w cytosolu. Naptyw jonéw wapniowych do
wnetrza mitochondriéw jest bardzo efektywny, co wynika
z duzej réznicy potencjalu [13]. Jednak pojemnosé mito-

203



chondriéw dla jonéw wapnia nie jest nieograniczona. Nad-
mierne stezenie Ca?* w macierzy mitochondrialnej aktywu-
je otwarcie kanatu mPTP (ang. permeability transition pore).
Wywoluje to szereg konsekwencji m.in. uwolnienie do cy-
toplazmy cytochromu ¢, czynnika indukujacego apoptoze
typu AIF (ang. apoptosis inducting factor), inhibitora biatek
antyapoptycznych Smac/DIABLO oraz endonukleazy G.
Utracie integralnosci wewnetrznej bfony mitochondrialnej
towarzyszg miedzy innymi, zaburzenia homeostazy jonéw
wapniowych oraz depolaryzacja blony. Konsekwencja ta-
kiego uszkodzenia mitochondriéw jest $mier¢ komorki
[33,34].

Wiele wskazuje na to, ze wzmozony naptyw jonéw potasu
do macierzy mitochondrialnej wskutek aktywacji kanatéw
potasowych depolaryzuje blone mitochondrialna hamujac
niekontrolowany naplyw jonéw wapnia z cytoplazmy [35].
Umiejscowienie domeny kanalu mitoBK . wigzacej jony
wapnia pojawiajace sie w macierzy mitochondrialnej moze
dziata¢ jako czujnik zabezpieczajagcy mitochondria przed
przeladowaniem wapniem. Naptywajace jony wapnia akty-
wujac kanat indukuja niewielka depolaryzacje powodujac
obnizenie naptywu jonéw Ca?. W przypadku kanatu mito-
K, » w sytuacji spadku stezenia ATP kanal moze pozostac
w stanie umozliwiajacym przeplyw jonéw potasu. W sytu-
acji przywrécenia pracy taricucha oddechowego wskutek
reperfuzji i szybkiego odbudowania potencjalu kanat ten
moze umozliwi¢ naplyw jonéw K* i obnizy¢ naptyw jonéw
wapnia do macierzy. Oczywiscie w opisanej sytuacji nalezy
wziaé pod uwage szereg innych czynnikéw i zdarzen maja-
cych miejsce w opisywanej sytuacji. Miedzy innymi w czasie
reperfuzji moze nastapi¢ gwattowny wzrost syntezy reak-
tywnych form tlenu, zwlaszcza dzieki tzw. mechanizmowi
odwréconego przeplywu elektronéw. Wzrost aktywnosci
kanatéw potasowych moze obniza¢ ten efekt, gdyz synteza
RFT w takiej sytuacji zalezna jest bezposrednio od potencjatu
mitochondrialnego [36,37]. W konsekwencji moze to ograni-
czy¢ niekorzystne dzialanie RFT w mitochondriach.

PODSUMOWANIE

Niniejsza praca zaprezentowala aktualny stan wiedzy
dotyczacy topologii najlepiej poznanych kanaléw potaso-
wych z wewnetrznej blony mitochondrialnej. Wiedza w
tym zakresie jest mocno ograniczona, jednak dostepne in-
formacje dotyczace budowy oraz funkcji obu kanatéw po-
zwalaja na sformufowanie hipotez majacych pewne pod-
stawy. W $wietle opublikowanych w ostatnim czasie badari
nalezy spodziewac sie, ze w nieodleglej przysztosci topo-
logia niektérych mitochondrialnych kanaléw potasowych
zostanie okreslona. By¢ moze pozwoli to na lepsze zrozu-
mienie mechanizméw stojacych za zjawiskiem cytoprotek-
¢ji indukowanym przez mitochondrialne kanaly potasowe
oraz roli jaka pelnig w fizjologii nowotworéw. Prawdopo-
dobne jest, ze uzyskana wiedza pozwoli na rozwdj strategii
terapeutycznych, w ktérych centralnym punktem moga by¢
mitochondrialne kanaly potasowe.

PISMIENNICTWO

1. Borutaite V, Toleikis A, Brown GC (2013) In the eye of the storm: Mito-
chondrial damage during heart and brain ischaemia. FEBS ] 280: 4999-
5014

204

2. Testai L, Rapposelli S, Martelli A, Breschi MC, Calderone V (2015) Mi-
tochondrial potassium channels as pharmacological target for cardio-
protective drugs. Res Rev 35: 520-553

3. O’Rourke B, Cortassa S, Aon M (2005) Mitochondrial ion channels:
gatekeepers of life and death. Physiology 20: 303-315

4. Leanza L, Biasutto L, Manago A, Gulbins E, Zoratti M, Szabo I (2013)
Intracellular ion channels and cancer. Front Physiol doi:10.3389/
fphys.2013.00227

5. Peixoto PM, Dejean LM, Kinnally KW (2012) The therapeutic potential
of mitochondrial channels in cancer, ischemia-reperfusion injury, and
neurodegeneration. Mitochondrion 12: 14-23

6. Leanza L, Zoratti M, Gulbins E, Szabo I (2014) Mitochondrial ion chan-
nels as oncological targets. Oncogene 33: 5569-5581

7. Laskowski M, Augustynek B, Kulawiak B, Koprowski P, Bednarc-
zyk P, Jarmuszkiewicz W, Szewczyk A (2016) What do we not know
about mitochondrial potassium channels? Biochim Biophys Acta
doi:10.1016/j.bbabio.2016.03.007

8. Szabo I, Zoratti M (2014) Mitochondrial channels: ion fluxes and more.
Physiol Rev 94: 519-608

9. Szewczyk A, Skalska J, Gtab M, Kulawiak B, Maliriska D, Koszela-Pi-
otrowska I, Kunz WS (2006) Mitochondrial potassium channels: from
pharmacology to function. Biochim Biophys Acta 1757: 715-720

10. Olszewska A, Szewczyk A (2013) Mitochondria as a pharmacological
target: Magnum overview. IUBMB Life 65: 273-281

11. Grover GJ, Garlid KD (2000) ATP Sensitive potassium channels: a re-
view of their cardioprotective pharmacology. ] Mol Cell Cardiol 32:
677-695

12. Williams GS, Boyman L, Chikando AC, Khairallah R], Lederer W]
(2013) Mitochondrial calcium uptake. Proc Natl Acad Sci USA 110:
10479-10486

13. Nicholls D, Ferguson S (2013) Bioenergetics (4ed). Elsevier

14. Stroud RM, Walter P (1999) Signal sequence recognition and protein
targeting. Curr Opin Struct Biol 9: 754-759

15. Foster DB, Ho AS, Rucker J, Garlid AO, Chen L, Sidor A, Garlid KD,
O’Rourke B (2012) Mitochondrial ROMK channel is a molecular com-
ponent of mitoKATP. Circ Res 111: 446-454

16.Singh H, Lu R, Bopassa JC, Meredith AL, Stefani E, Toro L (2013)
MitoBK(Ca) is encoded by the Kecnmal gene, and a splicing sequence
defines its mitochondrial location. Proc Natl Acad Sci USA 110: 10836-
10841

17. Chacinska A, Koehler CM, Milenkovic D, Lithgow T, Pfanner N (2009)
Importing mitochondrial proteins: machineries and mechanisms. Cell
138: 628-644

18. Kulawiak B, Heopker J,Gebert M, Guiard B, Wiedemann N, Gebert N
(2013) The mitochondrial import machinery has multiple connections
to the respiratory chain. Biochim Biophys Acta Bioenergetics 1827: 612-
626

19.Inoue I, Nagase H, Kishi K, Higuti T (1991) ATP-sensitive K* channel
in the mitochondrial inner membrane Nature 6332: 244-247

20.Kuo A, Gulbis JM, Antcliff JF, Rahman T, Lowe ED, Zimmer J, Cuth-
bertson ], Ashcroft FM, Ezaki T, Doyle DA (2003) Crystal structure of
the potassium channel KirBac1.1 in the closed state. Science 300: 1922-
1926

21. Welling PA, Ho K (2009) A comprehensive guide to the ROMK potas-
sium channel: form and function in health and disease. Am ] Physiol
Renal Physiol 297: 849-863

22.Boim MA, Ho K, Shuck ME, Bienkowski M], Block H, Slightom JL,
Yang Y, Brenner BM, Hebert SC (1995) ROMK inwardly rectifying
ATP-sensitive K* channel. II. Cloning and distribution of alternative
forms. Am ] Physiol 268: 1132-1140

23. Bednarczyk P, Dolowy K, Szewczyk A (2008) New properties of mito-

chondrial ATP-regulated potassium channels. ] Bionerg Biomembr 40:
325-335

24.Siemen D, Loupatatzis C, Borecky J, Gulbins E, Lang F (1999) Ca*-
activated K channel of the BK-type in the inner mitochondrial mem-
brane of a human glioma cell line. Biochim Biophys Res Commun 257:
549-554

www.postepybiochemii.pl



25.Balderas E, Zhang ], Stefani E, Toro L (2015) Mitochondrial BKCa
channel. Front Physiol doi:10.3389/ fphys.2015.00104

26.Lee US, Cui J (2010) BK channel activation: structural and functional
insights. Trends Neurosci 33: 415-423

27.Sakai Y, Harvey M, Sokolowski B (2011) Identification and quantifica-
tion of full-length BK channel variants in the developing mouse coch-
lea. ] Neurosci Res 89: 1747-1760

28. Laskowski M, Kicinska A, Szewczyk A, Jarmuszkiewicz W(2015) Mi-
tochondrial large-conductance potassium channel from Dictyostelium
discoideum. Int ] Biochem Cell Biol 60: 167-175

29.Bednarczyk P, Wieckowski MR, Broszkiewicz M, Skowronek K, Sie-
men D, Szewczyk, A (2013) Putative structural and functional cou-
pling of the mitochondrial BK channel to the respiratory chain. PLOS
ONE 68: 1-15

30. Dos Santos P, Kowaltowski AJ, Laclau MN, Seetharaman S, Paucek P,
Boudina S, Thambo, JB, Tariosse L, Garlid KD (2002) Mechanisms by

which opening the mitochondrial ATP- sensitive K* channel protects
the ischemic heart. Am ] Physiol Heart Circ Physiol 283: 284-295

31.Xu W, Liu Y, Wang S, McDonald T, Van Eyk JE, Sidor A, O’Rourke B
(2002) Cytoprotective role of Ca**- activated K* channels in the cardiac
inner mitochondrial membrane. Science 298: 1029-1033

32. Gu XQ, Pamenter ME, Siemen D, Sun X, Haddad GG (2014) Mitochon-
drial but not plasmalemmal BK channels are hypoxia-sensitive in hu-
man glioma. Glia 62: 504-513

33. Krajewski S, Krajewska M, Ellerby LM, Welsh K, Xie Z, Deveralux QL,
Salvesen GS, Bredesen DE, Rosenthal RE, Fiskum G, Reed JC (1999)
Release of caspase-9 from mitochondria during neuronal apoptosis
and cerebral ischemia. Proc Natl Acad Sci USA 11: 5752-5757

34.Cheng Y, Debska-Vielhaber G, Siemen D (2010) Interaction of mito-
chondrial potassium channels with the permeability transition pore.
FEBS Let 584: 2005-2012

35. Watanabe M, Katsura KI, Ohsawa I, Mizukoshi G, Takahashi K, Asoh
S, Ohta S, Katayama Y (2008) Involvement of mitoKATP channel in
protective mechanisms of cerebral ischemic tolerance. Brain Res 1238:
199-207

36. Chouchani ET, Pell VR, Gaude E, Aksentijevic D, Sundier SY, Robb
EL, Logan A i inni (2014) Ischaemic accumulation of succinate controls
reperfusion injury through mitochondrial ROS. Nature 515: 431-435

37.Kulawiak B, Kudin AP, Szewczyk A, Kunz W (2008) BK channel open-
ers inhibit ROS production of isolated rat brain mitochondria. Exp
Neurol 212: 543-547

Topology of the mitochondrial potassium ion channels
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ABSTRACT

In the inner mitochondrial membrane several potassium channels have been identified whose activation lead to cytoprotection during ische-
mic event. It was found that activation of mitochondrial large conductance calcium activated potassium channel (mitoBK_ ) and ATP regulated
potassium channel (mitoK, ) preserves brain and heart muscle cells against ischemia/reperfusion induced damage. However the detailed
cytoprotection mechanism remains unclear. Similarly, the molecular structures and protein interactions of the mitochondrial potassium chan-
nels are still unknown. In this article, we summarize the current knowledge of the mitoK, , and mitoBK_ channels topology. Different
aspects of this topic are discussed like import and assembly of the channel subunits and biophysical properties of mitochondrial compart-
ments. Additionally, the consequences of different topology models on the cytoprotective function of the mitochondrial potassium channels
were analyzed.
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