Wplyw biatka MPP1 na organizacg tratw spoczynkowych w btonach
komaorkowych

STRESZCZENIE

Intensywne badania struktury btony komorkowej wyltgiz iz zaproponowany w
latach siedemdziegiych przez Singera i Nicolsona model ptynnej mozakymaga
uaktualnienia, z powodu braku homogefuiow ptaszczynie lateralnej. Wykazano,z i
zawiera ona wysoce dynamiczne struktury, jak nanmikrodomeny. Domeny te, zwane
tratwami btonowymi, powstaj oraz g stabilizowane dzki licznym oddziatywaniom
pomiedzy lipidami (gtéwnie cholesterolem oraz sfingoritig) budupcymi btore, biatkami
btonowymi i lipidami, a take pomgdzy samymi biatkami zlokalizowanymi w atie
dwuwarstwy. § to wysoce dynamiczne struktury, ktéregie tworzc sk oraz rozpadag,
umazliwiajg rozdzielenie w czasie oraz przestrzeni, licznyebcesow kluczowych dla
prawidtowego funkcjonowania komérek oraz categoaoigmu. W blonie komorkowej
wystepuja tzw. prekursory tratwowe (nanodomeny)edice niewielkimi (ok. 10 nm),
uporzdkowanymi, dynamicznymi kompleksami biatek oraadgw, wzbogacone w sterole
oraz sfingolipidy. Struktury te, oligomeryzgj mog taczy¢ siec ze solp w wicksze, stabilne
kompleksy, tzw. tratwy spoczynkowe (mikrodomenyjplne do aktywacji wielu istotnych
procesow komorkowych takich jak: transdukcja sygnald receptoréw btonowych do
wnetrza komorki, fuzja bton, fagocytoza itp. O ile vgtatnich latach prowadzono bardzo
intensywne badania dotygz budowy i funkcji tratw btonowych oraz wpltywu crykow
determinugcych lokalizaagt biatek w tratwach btonowych, o tyle sam biologigznechanizm
lezacy u podstaw dynamicznej organizacji tratw spocoymch w btonie komaorkowej nie
zostat dadd opisany.

Wczeniejsze badania naszej grupy z zastosowaniem stiowlgch metod analizy
tratw btonowych, pozwolity opisajeden z pierwszych mechanizméw, w ktérym pojedgncz
biatko nie tylko lokalizuje si w tratwach, lecz co waiejsze, odpowiada za ich powstawanie
w blonach erytrocytow oraz ich prekursorow. Ziddiktywanym przez nas biatkiem
kluczowym dla lateralnej organizacji btony erytroimy jest biatko MPP1. Naky ono do
rodziny biatek MAGUK i podlega posttranslacyjnej dyfikacji, jaka jest palmitoilacja.
Opisann dofgd funkcp biatka MPP1 jest uczestnictwo w tworzeniu szkielétonowego
erytrocytu, a doktadniej w budowie, razem z glikyfy C oraz biatkem 4.1, kompleksu

potréjnego przytwierdzagego szkielet spektrynowy do btony komérkowej. Nagatatnie



badania wykazaty,zi palmitoilacja biatka MPP1 jest procesem nigitiym do prawidtowe]
organizacji blony komorkowej erytrocytow oraz komidtinii erytroidalnych. Jakae metody
stosowane dotychczas mphudzt pewne kontrowersje (np. izolacja frakcji DRM), akite

nie pozwala na jednoznacznanaliz wiasciwosci fizykochemicznych btony komérkowej, w
niniejszej pracy podjo prole szczegotowej charakterystyki wptywu biatka MPP1 na
organizag} btony, wykorzystujc uktad modelowy, jaki stanowi pochodzce z zywych
komorek, gcherzyki btonowe — GPMVs odpowiadag sktadem biatkowo-lipidowym, jak
si¢ zaktada, natywnej btonie komaorkowe.

Ze wzgkdu na niewielki rozmiar (~ 20 nm) oraz wygoklynamiczné¢ tratwy
btonowe stanowdi nie lada wyzwanie podczas préb ich zobrazowané arczyszczania.
Wickszas¢ dostpnych obecnie metod nie pozwalaagsheé wystarczajce] rozdzielczéci,
pozwalajcej obrazowé pojedyncze domeny, gt tez w ostatnim czasie opracowano
techniki, ktore umgliwiaja pacsredni, lecz odzwierciedlarca natywry struktug btony,
szczegOlow analiz jej organizacji. Metody te wykorzystujpecherzyki powstajce
bezpdrednio z blony komorkowej, ktére, ze wedlu na brak szkieletu komorkowego,
wykazup zjawisko separacji faz, umlkwiajagce zaawansowane analizy mikroskopowe
lateralnej organizacji btony oraz jej weawosci fizykochemicznych. Badania prowadzone w
niniejszej pracy wykorzystgjjedrg z najnowszych metod indukcji olbrzymickgherzykéw
btonowych, GPMVs, do analizy wpltywu biatka MPP1 mdynnos¢ btony komorek
pochodzenia erytroidalnego. Wykazan@® w komorkach, w ktorych z zastosowaniem
technologii lentiwirusowej stabilnie  wyciszono eksgg genu MPP1 stopied
uporzdkowania btony izolowanych ¢pherzykéw jest w znacznym stopniu alomy w
stosunku do ¢gcherzykéw otrzymywanych z komaérek kontrolnych. Zmgigtynnasci btony
pecherzykdbw zaobserwowano staguj zarébwno technik mikroskopii  dwufotonowej
pozwalajice] wyznaczy wartas¢ GP bton znakowanych za pomaosondy fluorescencyjnej
laurdan-C, jak i w mikroskopowym pomiarze czasgia fluorescencji (FLIM) sondy di-4
wrazliwej na jej uporadkowanie. Ponadto, wykorzys#gj zdolnag¢ pecherzykdéw GPMVs do
separacji na dwie ptynne fazy:draz |, pod wptywem obriionej temperatury, wykazange
biatko MPP1 zaangawane jest w molekularny mechanizm kontroli péeiey fazowego
lipidow dwuwarstwy, co w bilonie natywne] m® odpowiadé powstawaniu tratw
spoczynkowych. Inaczej mogd, wynik ten sugeruje udziat biatka MPP1 w koalesfe
nanodomen w wksze, stabilniejsze oraz funkcjonalne tratwy spoknyve.

W kolejnym etapie bada wykazano, 2 obserwowane zmiany Wwia@wosci

fizykochemicznych bton gcherzykow w rzeczywistei 3 rezultatem oddziatywania biatka



MPP1 z btog komérkows, nie wynikag natomiast z jego wpltywu na inne procesy poeg
mie¢ odzwierciedlenie w jej strukturze, jak dlixy zmiany w obgbie sktadu dwuwarstwy.
Zarobwno analiza sktadu lipidowego, jak i ptysoodwuwarstwy lipidowej, uzyskiwanej z
lipidow ekstrahowanych zepherzykéw GPMVs, nie wykazatyadnych istotnych rnic.
Ponadto, analiza ptyndc bton pcherzykéw otrzymywanych z komorek z wyciszon
ekspresj MPP1, w ktérych na powr6t przywrécono jego eksprespierajca s¢ na
pomiarach czasuycia fluorescencji sondy di-4 w izolowanyckgberzykach, potwierdza
jego kluczowg role w lateralnej organizaciji btony.

Stwierdziwszy, ze biatko MPP1 bezgoednio wplywa na wikiwosci
fizykochemiczne btony, takie jak jej ptynéip postanowiono sprawdzi czy zalene od
biatka MPP1 zmiany w lateralnej strukturze btonymidrkowej maj odzwierciedlenie w
prawidtowym funkcjonowaniu tratw spoczynkowych. Wint celu w dalszej g#ci pracy
podgto prole analizy transdukcji sygnatu od receptorow btonowy&térych aktywacja
zalezy od stabilnych tratw btonowych. Wykazang,szlaki sygnatowe zwrzane z aktywagj
dwéch tratwozalenych” receptorow z rodziny RTK, receptora insulirege (IR) oraz
receptora czynnika komorek macierzystych (c-ki)zaburzone w komorkach z wyciszon
ekspresj genu kodujcego biatko MPP1. Co ciekawe aktywacja samych recéw,
obserwowana jako ich autofosforylacja, zachodzi b@mn, jednak dalszy przekaz sygnatu
zostaje w znacznym stopniu zahamowany (obserwyjeresiukcg poziomu fosforylacji
efektorowej kinazy z rodziny MAP - Erkl1/2). Dodatkm wykazano, 4 zaburzenie
transdukcji sygnatu nagiuje na poziomie aktywacji GTPazy najeej do rodziny matych
biatlek G, biatka Ras, ktorego aktywsdauzaleniona jest od poprawnej asocjacji z tratwami
btonowymi. W komérkach z wyciszgrekspresj MPP1 nie nasgpuje wymiana nukleotydu
GDP na GTP w cgsteczcee biatka Ras, przez co dalsza transdukcjaagygest niemgiwa.
Uzyskany wynik dobitnie potwierdza kluczewole biatka MPP1 w regulacji powstawania
prawidtowych, funkcjonalnych tratw spoczynkowychd ktorych zaley wiele kluczowych
proceséw komorkowych. Jest taztpo raz pierwszy opisana zates¢ aktywacii biatka H-
Ras od MPPL1.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwolilgdnoznacznie wykazawvptyw
biatka MPP1 na lateradnorganizagi btony komorek erytroidalnych. Dane uzyskane dla
modelu natywnej btony komorkowej, jaki stang@wpecherzyki GPMVs, wskazugj na
kluczowy role biatka MPP1 w regulacji ptyngoi blony komorkowej oraz wkgiwosci
fizykochemicznych sepangych ciektych faz lipidowych. Ponadto analiza akapw

Jratwozaleznych” receptorow wskazuje na ta,Zmiany te spowodowaneg sdziatem MPP1



w tworzeniu funkcjonalnych mikrodomen. Uzyskane wiyrsugeruj, ze biatko MPP1
wpltywa na zmiag uktadu fazowego, najprawdopodobniej powaduj
asocjagj/oligomeryzac} nanokomplekséw oraz stabilizadratw spoczynkowych. Wgbne
badania prowadzone w naszym laboratorium wskamaj oddziatywanie biatka MPP1 z
nanokompleksami zbudowanymi z cholesterolu orazekia rodziny flotylin, lgdgcymi
markerami tratw btonowych. Biec pod uwag fakt istotnej roli tratw btonowych w regulacji
kluczowych proceséw komorkowych, przedstawione wigjszej pracy wyniki umadiwiaja
zrozumienie naturalnego mechanizmu powstawania dombtonie komérkowej, a ponadto
otwierap nowe maliwosci scharakteryzowania podobnych mechanizméw w ihrtypach
komorek.



