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Bialko EFR3A jako potencjalny partner flotyliny 2 oraz mozliwy organizator tratw

spoczynkowych

Przedmiotem niniejszej rozprawy jest proba okreslenia mechanizmu tworzenia i
regulacji tratw btonowych w plazmolemmie komodrek zwierzgcych. Wedlug koncepcji
zaproponowanej przez Simonsa i Ikonen btony zywych komorek nie sg lateralnie homogenne
1 zawieraja wysoce dynamiczne struktury takie jak: kompleksy biatkowo - lipidowe
(prekursory tratw < 10 nm) i nanodomeny (tratwy spoczynkowe > 10 nm). Prekursory tratw
moga taczy¢ si¢ ze sobg tworzac tratwy btonowe zwane rowniez ,,tratwami spoczynkowymi",
a te z kolei mogg tworzy¢ platformy sygnalizacyjne. Tratwy zbudowane sg z lipidow fazy lo,
przede wszystkim z cholesterolu, 1 zestawu charakterystycznych biatek. Zaréwno tratwy
spoczynkowe jak i mikrodomeny/platformy sygnalizacyjne poprzez wplyw na zmiany
ruchliwoséci oraz zmiany konformacyjne wynikajace z asocjacji/dysocjacji biatek z tymi
domenami regulujg ich aktywnos¢ petnigc kluczowa role w regulacji wielu waznych procesow
biologicznych takich jak np. przekazywanie sygnatéw pochodzacych z receptorow czynnikdéw
wzrostu zwigzanych z proliferacja 1 kontrolg ruchliwosci komoérek. Uczestnicza tez w
transporcie lipidow 1 biatek. Wszystkie te procesy sprawiaja, ze tratwy btonowe petnig wazna
role¢ w procesach zwiazanych z odpornoscia, interakcjach patogen-gospodarz a takze w

neoplazji.

Weczesniejsze badania zespotu Zakladu Cytobiochemii wskazujg na to, ze specyficzne
interakcje biatek z rodziny flotylin i biatka MPP1 wydaja si¢ odpowiedzialne za organizacje¢ i
regulacj¢ domeny tratwy btonowej w komorkach erytroidalnych. Dlatego w niniejszej pracy
zatlozono, ze tworzenie sieci biatkowej opartej na flotylinie oddziatujacej z okreslonymi
lipidami lezy u podstaw mechanizmu tworzenia 1 regulacji domen tratw w komorkach, ktore
nie ekspresjonuja MPPI na wysokim poziomie. Flotyliny sa3 wysoce konserwatywnymi
peryferyjnymi biatkami blonowymi. Biatka te sa wszechobecne w organizmach
eukariotycznych 1 nalezg do rodziny biatek, ktore charakteryzujg si¢ wystepowaniem domeny
SPFH (stomatyna/prohibityna/flotyliny oraz HfIK/C). Flotyliny sg jednymi z gtdwnych biatek
tratw blonowych, ktére sg stale zwigzane z nanodomenami i pozostaja z nimi $cisle zwigzane

pomimo np. usuni¢cia cholesterolu z btony.



W niniejszej pracy zastosowano podejscie powinowactwa oparte na unieruchomione;j
na zlozu, rekombinowanej flotylinie 2 celem wyodrebnienia i zidentyfikowania partnera
biatkowego za pomocg techniki MS/MS. Zidentyfikowane tg technikg biatko moze by¢
odpowiedzialne za organizacj¢ 1 regulacje domeny tratw. Zastosowanie chromatografii
powinowactwa pozwolito zidentyfikowa¢ EFR3A jako potencjalne biatko, ktére oddziatuje z
flotyling 2. Interakcje pomiedzy flotyling 2 i EFR3A potwierdzono za pomoca tego samego
podejscia, ale identyfikacj¢ przeprowadzono technika western blot z uzyciem przeciwciat
przeciw EFR3A, a takze za pomoca ko-immunoprecypitacji. Interakcja pomigdzy flotyling 2 i
EFR3A zostata réwniez potwierdzona w tescie ,,overlay assay” z uzyciem rekombinowanego
biatka EFR3A i rekombinowanej flotyliny 2. Ponadto stwierdzono, ze EFR3A jest stabilnym
sktadnikiem frakcji DRM komorek Hela a jego obecno$¢ okazata si¢ wrazliwa na usunigcie
cholesterolu z btony. Wyciszenie ekspresji genu EFR34 moze wspierac¢ hipoteze, ze biatko to
jest stabilnym sktadnikiem domeny tratwowej i moze by¢ zaangazowane w organizacj¢ i
regulacj¢ tej domeny. W komorkach z obnizonym poziomem EFR3A tzw. komorkach KnD
zaobserwowano zmniejszenie uporzadkowania blony plazmatycznej zywych komorek.
Dotyczyto to réwniez olbrzymich pecherzykow blonowych btony plazmatycznej (GPMV)
pochodzacych z komorek z obnizonym poziomem EFR3A. Ponadto dane otrzymane metoda
spektroskopowej korelacji fluorescencji (svFCS) wskazuja na zwigkszong ruchliwo$ci sondy
tratwowej (fluoryzujacy analog sfingomieliny) w komorkach KnD EFR3A. Konsekwencje
wyciszenia genu EFR3A nie s efektem przypadkowym ale sg specyficzne 1 $cisle powigzane
z EFR3A. Jak wykazano po transfekcji komorek KnD EFR34 wektorem ,,rescue" kodujacym
EFR3A, blony zywych komoérek w analizie FLIM 1 svFCS wykazaty tendencje powrotna jesli
chodzi o parametry fizyko-chemiczne btony plazmatycznej/plazmolemmy. W analizowane;j
drugiej linii komorkowej MCF7 obserwowano mniejszy wptyw wyciszenia genu EFR3A na

ptynnos¢ btony.

Wykazano rowniez, ze wyciszenie ekspresji EFR3A wplywa na zalezne od EGF
wewnatrzkomdrkowe stezenie Ca®’. Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na interakcje
flotyliny 2 1 biatka EFR3A, na temat ktorej nie ma dotad Zadnych informacji w literaturze i
bazach danych. Co wiecej, wedlug kilku kryteriow interakcja miedzy flotyling 2 a biatkiem
EFR3A wydaje si¢ odpowiedzialng za organizacj¢ i regulacje tratw blonowych. Wyniki
otrzymane z analizy cytometrycznej, wskazujg rowniez na udziat tej interakcji w regulacji co

najmniej kilku procesow komorkowych w tym zwiazanych z kontrolg cyklu komérkowego,



mianowicie obserwowano zwigkszenie czasu trwania fazy cyklu G0/G1 i fazy S w poréwnaniu

do komorek kontrolnych.

Opisana interakcja nie zostala dotychczas zaobserwowana. Wedlug kryteriow
przyjetych dla MPP1 biatko EFR3A moze okazac si¢ ,,organizatorem” domeny tratwowej

poniewaz:

e oddziatuje z flotyling 2,

e jest biatkiem btonowym lokalizujagcym si¢ we frakcjach DRM a jego lokalizacja jest
wrazliwa na usunigcie z btony cholesterolu.

e obnizenie poziomu ekspresji genu EFR34 powoduje zmniejszenie uporzadkowania

btony komorkowe;.



