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Lateralna organizacja btony komorkowej utrzymywana jest poprzez obecnos¢ tratw btonowych,
dynamicznych struktur biatkowo-lipidowych, ktorych istotng rolg wykazano w wielu procesach biologicznych.
Pomimo wielu lat badan, wcigz nie wiadomo jakie mechanizmy reguluja ich tworzenie. Uwaza sig, ze
formowanie tratw btonowych jest wynikiem licznych oddziatywan lipid-biatko, lipid-lipid oraz biatko-biatko.
Obecna hipoteza zaktada, iz oddzialywania te inicjuja taczenie si¢ niewielkich, kilkuczasteczkowych
kompleksow biatek i lipidow w wigksze, stabilne i funkcjonalne tratwy btonowe. Obecno$¢ biatek w tratwach
blonowych regulowana jest przewaznie poprzez ich modyfikacje kwasami thuszczowymi, a jedng z najczgsciej
wystepujacych jest palmitylacja. Najnowsze badania wykazuja, iz palmitylacja biatek jest odpowiedzialna nie
tylko za ich lokalizacj¢ w tratwach btonowych, ale moze bra¢ udzial rowniez w stabilizacji tych domen.
Przedmiotem naszych badan jest palmitylowane biatko MPP1 (Membrane Palmitoylated Protein 1), ktore jest
peryferyjnym biatkiem nalezagcym do rodziny biatek MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase).
Wykazano, ze biatko MPP1 pelni role¢ molekularnego przetacznika, regulujacego tworzenie funkcjonalnych
tratw btonowych w komarkach erytroidalnych. Wyciszanie ekspresji genu MPP1 w komorkach erytroidalnych
powodowato zaburzong organizacjg¢ tratw blonowych skorelowang z obnizeniem ptynnosci btony komérkowe;j
oraz zahamowang aktywacja szlakow sygnalnych receptoréw zaleznych od tratw btonowych. Podobne wyniki
uzyskano przy zahamowaniu procesoOw palmitylacji komorkowej, co sugeruje mozliwa rolg palmitylacji biatka
MPP1 w mechanizmie organizacji tratw btonowych. Dalsze badania nad rolg biatka MPP1 w tworzeniu tratw
blonowych doprowadzity do scharakteryzowania flotyliny 1 i flotyliny 2, biatkowych markerow tratw, jako
bezposrednich partnerow biatka MPP 1. Na podstawie powyzszych wynikow postawilismy hipoteze mowiaca,
iz palmitylacja biatka MPP1 jest kluczowa w wigzaniu si¢ tego biatka z blong, a nastgpnie w formowaniu
funkcjonalnych tratw blonowych, opartych na kompleksach flotylinowych. Jakkolwiek, jednym
z niewyjasnionych zagadnien pozostaje to, czy palmitylacja biatka MPP1 uczestniczy w tworzeniu tratw
blonowych, czy dziata jedynie jako sygnat kierujacy biatko do tratw. MPP1 zawiera cztery reszty cysteinowe
w pozycjach 94, 179, 242 oraz 454, z ktorych cysteing 242 wskazano jako potencjalne miejsce palmitylacji.
Jednak nasze najnowsze dane wskazuja, ze biatko MPP1 posiada kilka palmitylowanych reszt cysteinowych.
Wynik ten rodzi bardzo ciekawe pytanie, czy palmitylacja poszczegdlnych reszt oraz konfiguracja/wzorzec
palmitylacji moze mie¢ istotny wptyw na wihasciwosci fizykochemiczne bton. Innym interesujagcym
zagadnieniem jest to, czy palmitylacja wszystkich cystein jest konieczna dla procesu tworzenia tratw
btonowych, czy moze modyfikacja poszczegdlnych reszt wptywa w rdézny sposoéb na funkcje biatka MPP1.
Dlatego glownym celem tego projektu jest szczegdtowe scharakteryzowanie roli palmitylacji biatka MPP1 w
kontekscie jego potencjatu organizowania tratw btonowych w btonach zywych komérek oraz modelowych
systemach btonowych. Pierwszym etapem badan bedzie identyfikacja miejsc palmitylacji poprzez
przygotowanie serii mutantow C/A biatka MPP1 z zamienionymi resztami cysteinowymi na reszty alaninowe
oraz ich nadekspresj¢ w komorkach z wyciszong ekspresja endogennego biatka MPP1. Nastepnie przy uzyciu
metod APE (Acyl-PEG Exchange) oraz Acyl-RAC (Resin-Assisted Capture), zostanie sprawdzony poziom
ich palmitylacji. Z kolei zdolno$¢ wigzania do btony/tratw blonowych poszczegdlnych mutantoéw C/A zostanie
sprawdzona poprzez analiz¢ lokalizacji tych biatek w wyizolowanych frakcjach DRM (Detergent Resistant
Membranes) oraz obrazowanie mikroskopowe ich kolokalizacji z okre$lonymi fazami blonowymi w
pecherzykach GPMV(Giant Plasma Membrane Vesicles). Wytypowane w wyniku tych eksperymentow
mutanty, zostang nastepnie Wykorzystane do dalszych badan: m.in. ptynnosci btony zywych komoérek oraz
pecherzykow GPMV z wykorzystaniem techniki obrazowania czasu zycia fluorescencji — FLIM
(Fluorescence-Lifetime Imaging Microscopy). Kolejny etap projektu bedzie obejmowal badania
z wykorzystaniem rekombinowanego biatka MPP1 i jego mutantow C/A oraz bton modelowych jakimi sg
olbrzymie jednowarstwowe pecherzyki lipidowe (LUV). Zdolno$¢ wigzania rekombinowanych biatek
z pecherzykami LUV o roznym sktadzie lipidowym zostanie sprawdzona przy uzyciu testow flotacji oraz
interferometrii biowarstwy (BLI). Ostatnim etapem bedzie analiza zmiany wtasciwosci fizykochemicznych
liposomow inkubowanych z rekombinowanym biatkiem MPP1 lub jego mutantami, poprzez wyznaczenie
wspotczynnika generalnej polaryzacji (GP) sond fluorescencyjnych, czutych na zmiany uporzadkowania
lipidow. Zaproponowany plan badan ma na celu odpowiedzie¢ na bardzo wazne pytanie, w jaki sposob
palmitylacja biatka MPP1 wptywa na organizacje lateralng btony zywych komorek. Ze wzgledu na fakt, ze
wiele procesow komorkowych zalezy od obecnosci funkcjonalnych tratw btonowych, problem dotyczacy ich
powstawania jest niezwykle istotny. Co wiecej, zrozumienie mechanizmu tworzenia tratw btonowych i roli
palmitylacji bialek w tym procesie moze doprowadzi¢ do wyjasnienia mechanizmow rdéznych chorob
powigzanych z nieprawidtowa palmitylacja bialek (a tym samym organizacja tratw), w tym chordb
neurodegeneracyjnych lub niektorych nowotworow.



