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Badanie oddzialywania kwasu fosfatydowego z bialkiem mTOR oraz wplyw
cholesterolu na te interakcje

STRESZCZENIE

Biatko mTOR nalezy do jednych z najwazniejszych bialek w komorce, poniewaz jest
zaangazowane w kontrole jej wzrostu. Jedna z czasteczek aktywujacych mTOR jest kwas
fosfatydowy (PA). Aktywacja nastepuje poprzez jego wigzanie si¢ z domeng FRB bialka.
Mechanizm tej aktywacji pozostaje jednak niewyjasniony. Niektore badania wskazuja, ze
aktywnos¢ mTOR zalezy od zrodia PA. Zasugerowano, ze PA utworzone na drodze réznych
szlakow syntezy w zywej komorce roznig sie strukturg tancuchow acylowych, stad ich
zréznicowana zdolno$¢ do wigzania 1 aktywowania biatek. Gléwnym celem niniejszej pracy
bylo zbadanie, czy dlugo$¢ tancucha acylowego PA 1 stopien jego nasycenia sg determinantami
specyficznosci wigzania PA przez mTOR. Ponadto projekt zaktadat zbadanie wplywu
cholesterolu na oddziatywanie PA z mTOR. Wiadomym jest, Ze cholesterol odgrywa kluczowa
role w formowaniu tratw lipidowych, zatem jego obecno$¢ moze sprzyjaé powstawaniu
nichomogennosci lateralnej w btonie 1 lokalnej koncentracji PA, a to z kolei moze indukowac
wigzanie z biatkiem.

Praca wykorzystata do badan modelowe systemy btonowe, a do projektu wybrano trzy
rozne kwasy fosfatydowe, odzwierciedlajagce glowne pule PA w komorce. W serii
eksperymentow poréwnano zdolnos¢ wigzania domeny FRB z pecherzykami lipidowymi
zawierajagcymi rézne PA z cholesterolem 1 bez, przy uzyciu testu flotacji 1 mikroskopii
konfokalnej. Mikroskop konfokalny zostat réwniez wykorzystany w technice FRAP, co
pozwolilo oceni¢, czy obserwowane roéznice w oddzialywaniu FRB z PA o rdznej strukturze
korelujg z r6znym zachowaniem si¢ FRB na powierzchni blony. Ponadto wykorzystano metode
BLI do analizy kinetycznej 1 porownania oddziatywania na poziomie molekularnym w czasie
rzeczywistym. Okreslono réwniez podstawowe parametry kinetyki wigzania, takie jak stata
szybkosci asocjacji (Ka), stata szybkosci dysocjacji (Kqg) i rOwnowagowa stata wigzania (Kp).



