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Biatka membranowe pelia wiele istotnych r6l w funkcjonowaniu naszego organizmu, s3 enzymami,
transporterami substancji odzywczych, kanatami jonowymi, receptorami czy po prostu elementami budulcowymi.
W wielu schorzeniach sg punktem docelowym leczenia choroby. Zrozumienie dziatania integralnych biatek
btonowych i czynnikéw aktywujacych lub hamujacych ich aktywnos$¢ jest bardzo wazne i dzi$ w dobie pandemii
nikogo nie trzeba przekonywac, ze badania podstawowe prowadzone in vitro czyli poza organizmem zywym sa
niezb¢dnym etapem poprzedzajacym wykorzystanie metody w leczeniu. Niestety badania te bardzo ogranicza fakt,
ze biatko btonowe poza btong ulega zmianom strukturalnym i traci swoja aktywno$¢. Badania w blonach
naturalnych sa natomiast skomplikowane ze wzgledu na ztozonos$¢ btony, réznorodno$¢ obecnych w niej bialek i
innych sktadnikow i oddziatywania migdzy nimi. Z drugiej strony usunigcie biatka z rodzimego otoczenia np. z
wykorzystaniem detergentow i umieszczenie go w syntetycznej membranie lub dysku polimerowym prowadzi
szybko do utraty aktywnosci i duzych zmian strukturalnych biatka. Celem tego projektu jest zaprojektowanie
takiego $rodowiska w ktérym biatka membranowe moga zachowal naturalng strukture i funkcjonalnosé.
Cieklokrystaliczne lipidowe nanoczastki — kubosomy tworza takie otoczenie. Dwuciagla faza kubiczna sktada si¢
z sieci kanatow wodnych otoczonych dwuwarstwami lipidowymi i idealnie odpowiada strukturze typowego biatka
btonowego (Rys. 1). Hydrofobowe wewnetrzne czgéci biatka wbudowuja si¢ w lipidowe Sciany kanatow
kubosomu, a oba hydrofilowe konce czasteczki biatka sa w kanatach wodnych, co zapewnia kontakt ze
srodowiskiem wodnym na wzor otoczenia btony naturalnej komorki biologicznej. Odpowiednie domieszkowanie
lipidami o bardzo duzych glowach polarnych np. cukrowych pozwala zwigkszy¢ szerokos$¢ kanatdow dostosowujac
struktur¢ kubosomu do potrzeb strukturalnych konkretnych biatek. Jednocze$nie, bardzo duza lipidowa
powierzchnia wewnetrzna (400m?/g) sprzyja wbudowaniu duzych iloéci biatka, znaczaco wigkszych niz w
liposomach czy innych modelach bton biologicznych (Rys. 1). Kubosom zawierajacy biatko membranowe czyli
proteokubosom nadaje si¢ wiec do wielu badan biatka — umiejscowienia i orientacji w blonie, aktywnosci,
odkrywania metod jego inhibicji lub aktywacji, a w konsekwencji znajdowania optymalnych regulatorow
funkcjonowania biatka. Stabilno$¢ biatka w proteokubosomie nie tylko ulatwia przechowywanie i badania
aktywnoS$ci w czasie, ale jest on wygodnym matym no$nikiem transportujagcym biatko w zadane miejsce np. na
state podtoza; utatwia takze fuzje z blonami biologicznymi i biomimetycznymi. Mozna w ten sposob konstruowac
warstwy bioczute np. na podtozach przewodzacych, przydatne do oznaczania lekow czy badaniach przesiewowych
kandydatow na srodki terapeutyczne.

Rys.1 Faza cieklokrystaliczna z wbudowanymi czgsteczkami biatka oraz obraz krio-TEM kubosomu [

W projekcie projektujemy cieklokrystaliczne lipidowe nanoczastki do umieszczenia dwu waznych bialek.
Pierwsze to enzym odpowiedzialny za synteze waznego skladnika bton - cholesterolu. Wiele schorzen
kardiologicznych wywotanych jest nadmiarem cholesterolu (szczegdlnie LDL). Proteokubosomy zawierajace
enzym pozwola monitorowac¢ jego aktywnos$¢ i okresli¢ wplyw obecnosci roznych statyn — lekow stosowanych
powszechnie w celu obnizenia poziomu cholesterolu i bedacych inhibitorami tego enzymu. Badania pozwolg
wybrac statyny najbardziej efektywnie inhibitujace, ale jednoczenie w minimalnym stopniu zaburzajace strukture
catej blony lipidowej (jeden z mozliwych powodow niekorzystnych efektoéw ubocznych statyn). Innym biatkiem
badanym w formie proteokubosomu bedzie mitochondrialny kanat potasowy o wlasciwosciach
cytoprotekcyjnych. Jego podjednostke, ROMK zbadamy pod katem aktywnos$ci w transporcie potasu, takze pod
dziataniem kilku aktywatoréw i inhibitorow kanalu. Zaplecze aparaturowe Wydzialu Chemii umozliwia
szczegOtowe badania strukturalne proteokubosomoéw np. metodami kriomikroskopii (Rys. 1) czy rozproszenia
rentgenowskiego oraz - po wbudowaniu w warstwy lipidowe - na okreslenie lokalizacji biatka w btonie metodami
spektroskopii w podczerwieni i mikroskopii sit atomowych, a nastepnie na ocen¢ zmian aktywnosci biatek pod
wptywem wybranych aktywatoréw/inhibitorow czyli potencjalnych lekow. Opracowany w ramach tego projektu
Sposob przechowywania i dostarczania biatek membranowych w formie trwatego termodynamicznie w roztworze
wodnym, nanono$nika ciektokrystalicznego, ochroni takze wrazliwe biatko membranowe przed chemiczng i
biologiczng degradacja typowa dla warunkow zastosowan medycznych.



