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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Fosfogliceromutaza, zwana w skrocie PGAM, jest biatkiem uczestniczacym w jednym z podstawowych
procesow metabolicznych w komoérkach zywych organizmow — glikolizie. Jej rola w komorce wyksztatcita si¢
juz na bardzo wczesnym etapie ewolucji zycia, co ilustruje fakt, ze PGAM z organizmu cztowieka i bakterii
E. Coli maja sekwencje aminokwasowa identyczna w okoto 50%. Proces glikolizy i funkcja zwigzanych z nim
bialek zostaty opisane w latach trzydziestych i czterdziestych, i wydawato si¢, ze PGAM nie skrywa juz przed
naukg zadnych tajemnic. Tym wigksze byto zdziwienie badaczy, gdy odkryto obecnos¢ PGAM w jaderkach —
podstrukturach jader komérkowych odpowiedzialnych za synteze¢ RNA wchodzacego w sktad rybosomow.
Wyniki badan sugeruja, ze PGAM znajdujaca si¢ w jaderkach moze bra¢ udzial w regulacji tego, czy i jak
czesto komorki ulegaja podziatom. Dzielenie si¢ komorek jest procesem wymagajagcym niestychanie
precyzyjnej regulacji. Zardwno zbyt czeste, jak i zbyt rzadkie podziaty komorkowe sa charakterystyczne w
przebiegu wielu chorob. Niekontrolowane podziaty komérkowe leza u podstaw choréb nowotworowych,
natomiast przedwczesny zanik podziatdw komoérkowych, zwany inaczej starzeniem si¢ komorek, odpowiada
ze ¢zg$¢ objawdw chorob takich jak cukrzyca typu II, WZW C oraz za niektore negatywne skutki starzenia si¢
organizmu. Im lepiej poznane sag mechanizmy regulujgce dowolnych proces w komorce, tym wigksza jest
potencjalna ilo§¢ sposobow, na ktore czlowiek mogilby w te procesy ingerowac. Wiedza na temat roli
jaderkowo zlokalizowanej PGAM w kontroli podziatow komorkowych pozwoli, by¢ moze, na opracowanie
innowacyjnych terapii skierowanych przeciw wyzej wymienionym przypadiosciom. Poniewaz PGAM,
podobnie jak wszystkie sktadniki komorek zywych, nie dziata nigdy sama, niezb¢dnym krokiem na drodze do
tej wiedzy jest identyfikacja jej partnerow — biatek i innych czasteczek, z ktorymi PGAM oddziatuje w
jaderkach. Wstepne badania pozwolily juz wytypowacé najlepszych kandydatow, ale jak kazdy wynik badania
naukowego nalezy to potwierdzi¢ za pomocg alternatywnych metod. W tym projekcie planujemy zastosowaé
metode chromatografii powinowactwa, w ktdrej PGAM zostanie polaczona z granulkami zelu i w ten sposob
unieruchomiona wewnatrz szklanej kolumny. Przez kolumng zostanie przepuszczony ekstrakt z jaderek, a
czasteczki oddziatujace z PGAM pozostang razem z nig w zelu. Nastepnie kolumna zostanie przeptukana
roztworem powodujacym uwolnienie zwigzanych substancji. Otrzymamy w ten sposob mieszaning partnerow
PGAM. Identyfikacji poszczeg6lnych biatek w mieszaninie mamy zamiar dokonac¢ przy pomocy spektrometrii
mas. Technika ta polega na rozbiciu czasteczek na mniejsze, naladowane elektrycznie fragmenty, ktoérych
masy zostaja zmierzone. Kazde biatko rozpada si¢ na fragmenty o charakterystycznej masie, tworzac co$ w
rodzaju molekularnego odcisku palca. Poréwnanie wzoru fragmentacji probki z baza danych pozwala na
okreslenie, z jakim biatkiem mamy do czynienia. Dodatkowo identyfikacj¢ biatek potwierdzimy za pomoca
techniki Western Blot, ktora stosuje specyficznie wigzace dane biatko przeciwciata. Oddzialywania
zidentyfikowanych partnerow z PGAM potwierdzimy korzystajgc z techniki MST — termoforezy w skali mikro,
ktora wykorzystuje rdznice w predkosci ucieczki kompleksow i ich wolnych sktadnikéw z miejsca roztworu
podgrzanego laserem. Technika ta pozwala nie tylko okresli¢ czy dane biatka oddziatuja ze sobg, ale takze
obliczy¢ sile ich wigzania. Potwierdzone w poprzednich etapach oddziatywania mamy zamiar nastgpnie
pokaza¢ na preparatach z hodowli komorkowych. W tym celu wykorzystamy technike¢ FRET. W technice tej
uzywa si¢ dwodch rodzajow przeciwcial potaczonych z réznymi barwnikami fluorescencyjnymi, z ktorych
kazde specyficznie wigze jedno badane biatko. Barwniki dobrane sg tak, aby w odpowiednio bliskiej odleglosci
mogly przekazywac sobie energi¢ wzbudzenia. Jesli badane biatka znajduja si¢ w komorce na tyle blisko, ze
moga ze sobg oddziatywac, nastapi przekazanie energii i przy wzbudzeniu jednego barwnika obserwowac
bedziemy fluorescencj¢ drugiego. Zaplanowane techniki pozwolg na zidentyfikowanie partnerow wigzacych
PGAM w jaderkach z duzym prawdopodobienstwem oraz wstgpng charakteryzacj¢ tych oddziatywan. Stworzy
to niezbe¢dne podstawy do dalszych badan na rola, jaka PGAM odgrywa w jaderkach i sposobu, w jaki
zaangazowana jest w regulacje podzialow komérkowych.



