Analiza strukturalna i funkcjonalna regulacji bialka ORPS8 transportujacego lipidy

Jednymi z gtownych sktadnikow kazdej komorki biologicznej sa potprzepuszczalne btony.
Btona plazmatyczna oddziela wnetrze komoérki od jej otoczenia. Inne blony otaczajg
organelle wewnatrzkomoérkowe takie jak retikulum endoplazmatyczne (RE), aparat Golgiego
1 mitochondria. Wszystkie z tych blon skltadaja si¢ z réznorodnych makroczasteczek —
gtownie roznego rodzaju lipidow i biatek — a charakterystyczny sktad lipidowy danej btony
jest niezbedny do prawidlowego jej funkcjonowania w komorce.

Wigkszos¢ lipidow jest syntetyzowana w retikulum endoplazmatycznym i1 musi zostac
przetransportowana wbrew gradientom ich stezen do wilasciwych blon docelowych.
Wewnatrzkomoérkowy transport lipidow migdzy réznymi organellami odbywa sie za
posrednictwem wyspecjalizowanych bialek. Rodzina biatek ORP (od ang. oxysterol-binding
protein (OSBP)-related proteins) posredniczy w przenoszeniu lipidow w miejscach kontaktu
bton (np. kontaktow migdzy retikulum endoplazmatycznym a btong plazmatyczng), co
zapewnia transport lipidéw z miejsca ich syntezy do btony docelowej, a takze utrzymuje
wiasciwy sktad lipidowy bton komoérkowych. Dlatego proces przenoszenia lipidow przez
biatka ORP musi by¢ $cisle kontrolowany.

W komorkach ludzkich istnieje kilka typow biatek ORP. Niemal wszystkie z nich
zawierajg trzy charakterystyczne elementy strukturalne, tzn. domen¢ wigzacg lipidy, domene
transportu lipidow 1 tacznik miedzy tymi dwiema domenami biatkowymi. Elastycznos¢ tego
facznika odgrywa wazng role w procesie przenoszenia lipidow migdzy btonami przez biatka
ORP, jednak uniemozliwia ona réwniez wyznaczenie struktur biatek ORP przy uzyciu
konwencjonalnych metod biologii strukturalnej. Mimo tego, ze struktury poszczegoélnych
domen biatek ORP zostaly wyznaczone dla wigkszosci cztonkéw rodziny ORP, nie wiadomo
wcigz, w jaki sposob domeny te komunikujg si¢ 1 wspoOtpracuja ze soba. Z tego powodu
mechanizmy molekularne przenoszenia lipidow przez biatka ORP pozostaja niewyjasnione.

Jako biatko dobrze reprezentujace rodzing ORP wybieraliSmy w naszych badaniach
biatko ORPS8, poniewaz ma ono typowa budow¢ domenowg 1 podlega ekspresji w E. coli w
ilosciach potrzebnych do eksperymentow biofizycznych. Celem naszego projektu jest
wyjasnienie — na poziomie molekularnym — mechanizméw przenoszenia lipidow miedzy
btonami przez biatkko ORP8. Aby osiggnacé ten cel, potaczymy kilka uzupetniajacych sig¢
metod biofizycznych, w tym rentgenografi¢ strukturalng, rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego pod matymi katami, rezonansowy transfer energii Forstera na pojedynczej
czasteczce oraz symulacje dynamiki molekularnej. W badaniach uzyjemy sztucznych bion
lipidowych aby precyzyjnie monitorowa¢ dynamike¢ biatka ORP8 podczas procesu
przenoszenia lipidéw. Zaproponowany projekt badawczy zostanie zrealizowany w Scistej
wspotpracy z Instytutem Chemii Organicznej 1 Biochemii Czeskiej Akademii Nauk w Pradze.



