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Btony komorek eukariotycznych uorganizowane sg w funkcjonalne domeny biatkowo-lipidowe, z ktorych
najwicksze zainteresowanie badaczy budza tzw. tratwy bltonowe. W przeciwienstwie do wigkszosci blony,
ktora jest w fazie ptynnej, domeny te stanowig faz¢ bardziej uporzadkowang. Podstawowg forma tych domen
w btonach komorek eukariotycznych sg tratwy spoczynkowe o srednicy ok. 20 nm i potowicznym czasie Zycia
ok. 1 sek. Sg zatem niewidoczne w tradycyjnych mikroskopach optycznych i konfokalnych. Charakteryzuje je
zwigkszona zawarto$¢ cholesterolu i sfingolipidow oraz wystepowanie w nich kilku rodzajow biatek
btonowych, takich jak stomatyna, czy flotilliny, ktore sg ich permanentnymi ,,mieszkancami” oraz innych,
czesto tylko czasowo z nimi zwigzanych, wsrdd nich receptorow tacznie z receptorami czynnikdéw
wzrostowych. Tratwy grupuja, jak si¢ uwaza, receptory i ich partnerow w wielu szlakach sygnatowych, przez
co biorg udziat w regulacji wielu podstawowych procesow komorkowych, takich jak proliferacja, wzrost oraz
migracja jak rowniez niektére rodzaje endocytozy. Stanowi¢ moga takze miejsce interakcji réznych
patogendéw, np. wirusow z komorka.

Jakkolwiek badania tratw trwajg od ponad 20 lat problem biologicznego mechanizmu lezacego u podstaw ich
organizacji i regulacji w btonie komorki nie stanowit dotad przedmiotu intensywnych badan. Nasze poprzednie
projekty doprowadzily do opisu nowego mechanizmu molekularnego lezacego u podstaw organizacji
spoczynkowych tratw blonowych w erytrocytach i komdrkach pochodzacych od ich prekursorow.
Wykazali$my, ze za proces ten odpowiada biatko MPPI1(membrane palmitoylated protein-1) i jego
oddzialywanie z flotillinami. MPP1 jest gldwnym substratem palmitoilacji w erytrocytach a gen je kodujacy
ulega intensywnej ekspresji takze w innych komoérkach krwi i ich prekursorach, ale nie w wielu komorkach
linii pochodzenia ludzkiego. Zatem, nie wyjasniony pozostaje mechanizm lezacy u podstaw organizacji tratw
btonowych w komorkach, w ktorych ekspresja genu MPP1 jest niska. Wiedzac, ze tratwy btonowe pelnig role
w wielu procesach biologicznych, pytanie, ktore zadajemy to pytanie o mechanizm molekularny organizacji i
regulacji spoczynkowych tratw btonowych w komoérkach innych niz komorki krwi i ich prekursory.

Nasza hipoteza zaktada, ze mechanizm organizacji jest podobny do opisanego wyzej komorek, z tym Ze biatko
lub biatka odpowiedzialne za organizacj¢ tych domen jest/sa inne. Opierajac si¢ na naszych poprzednich
rezultatach zaktadamy, ze jest to biatko lub biatka oddziatujace z flotilling -1, -2 (lub ich heterodimerem),
podobnie jak w przypadku biatka MPP1. Zatem, planujemy przeanalizowaé ,,interaktom”, flotillin, czyli
zidentyfikowa¢ biatka komorkowe oddziatujace z flotillinami, stosujac ,,pull down assay”(wytawianie), gdzie
,»przyneta” bedzie rekombinowana flotillina-1 lub -2 zwigzane ze zlozem chromatograficznym. Innym
podejéciem standardowym jest zastosowanie drozdzowego systemu dwuhybrydowego, ktéry na drodze
mechanizmu genetycznego pozwala wykrywac biatka oddziatujace z wybranym biatkiem w komorce. Biatka
wigzgce flotilline-1 lub -2 poddamy identyfikacji przy pomocy zaawansowanych technik chemicznych i
molekularnych a uzyskane wyniki poddamy weryfikacji stosujac techniki biologii molekularnej i komorkowe;.
Wybrane w wyniku powyzszych procedur biatka przeanalizujemy pod katem udziatu w mechanizmie
organizacji tratw blonowych poprzez unieczynnienia genu kodujacego badane biatko lub/i zmniejszenia
poziomu jego syntezy stosujac zaawansowane metody obrazowania zmian whasciwosci fizykochemicznych
btony, takie jak: przede wszystkim FLIM (mikroskopia obrazowania czasu zycia fluorescencji oraz svFCS
(odmiana spektroskopii korelacji fluorescencji). Dokonamy analizy wptywu eliminacji/obnizenia poziomu
badanego biatka na funkcje btony komoérek w hodowli, funkcje receptoréw btonowych oraz ruchliwosé
komorek i ich przezywalnos¢. Dokonamy takze charakterystyki interakcji rekombinowanych biatek-
kandydatow z flotillinami w systemach modelowych i rekonstytuowanych btonach sztucznych, ktére pozwola
na uzyskanie informacji dotyczacych molekularnego mechanizmu organizacji i regulacji spoczynkowych tratw
btonowych.

Nasze wstepne badania zdajg si¢ potwierdzac stuszno$¢ hipotezy, bowiem stosujac podejscie ,,wytawiania”
partneréw flotylliny-2 z pomocg techniki proteomicznej opartej na spektrometrii mas zidentyfikowalismy
biatko EFR3A, ktore spetnia kryteria ,,organizatora” tratw blonowych w komorkach HeLa. Jego interakcja z
flotilling-2 pozostawala jak dotad nieznana. Waznym wnioskiem ze wspomnianych badan jest to, ze wybrane
podejscie metodyczne oraz system weryfikacji funkcji w organizacji spoczynkowych tratw btonowych zostaty
sprawdzone z powodzeniem. Uzyskane w wyniku proponowanych badan dane powinny umozliwi¢
zrozumienie molekularnych podstaw organizacji i regulacji spoczynkowych tratw blonowych a takze, jak
mniemamy ich roli w kontroli szlakow sygnalizacji komorkowej zwigzanych z nowotworzeniem i
przerzutowaniem. Moze zatem przyczynic si¢ do odkrycia ,,celu” dla nowych lekow.

Proponowany projekt charakteryzuje si¢ multidyscyplinarnym podejsciem wlaczajagc metody biologii
molekularnej 1 komorkowej, klasycznej biochemii a przede wszystkim biofizyki, gtéwnie zaawansowanych
metod obrazowania komoérek. Nasze doswiadczenie w pionierskich badaniach nad mechanizmem organizacji
tratw spoczynkowych w komorkach erytroidalnych pozwala przewidywaé uzyskanie rezultatow
zmierzajgcych do sformutowania oryginalnego, ogélnego modelu waznego zjawiska biologicznego.



