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Oddzialywania typu biatko-ligand kontroluja wigkszos¢ biologicznych funkcji
komorki. Odgrywaja podstawowa role w niezbednych do zycia procesach, jak chocéby
transkrypcja, translacja czy replikacja, a takze sg niezbedne w katalizie enzymatycznej, bez
ktérej nie moze przebiega¢ praktycznie zaden szlak czy cykl metaboliczny. Jakiekolwiek
zaburzenie tego typu oddzialywan w organizmie moze wiec powodowaé liczne i bardzo

powazne schorzenia.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byfa analiza oddzialywan typu biatko-ligand
przy uzyciu mikrowagi kwarcowej z modulem dyssypacji (QCM-D). Wyniki
przeprowadzonych badafi moga by¢ pomocne przy projektowaniu nowych, skutecznych
lekow  skierowanych —przeciw nowotworom i innym chorobom wynikajagcym
z nieprawidlowego funkcjonowania analizowanych biatek in vivo. QCM-D jest unikatowym
urzagdzeniem, ktore umozliwia ultraczule $ledzenie proceséw zachodzacych na powierzchni
sensora W czasie rzeczywistym, zaréwno pod wzgledem ilosci adsorbowanej masy,
Jak réwniez zmian strukturalnych osadzonej warstwy. Przedstawiona analiza ukazuje szerokie

spektrum zastosowan QCM-D w badaniach biatkowych.

W pracy scharakteryzowano oddzialywania pomiedzy wybranymi lektynami:
konkanawaling A, lektyng lentil z Lens culinaris i lektyng z Sambucus nigra, z odpowiednimi
ligandami glikoproteinowymi oraz poréwnano sity wystepujacych interakcji. Te uktady
obrazuja potencjal zastosowanych lektyn jako narzedzi do rozpoznawania molekularnego

oraz ewentualnej diagnostyki komorek zmienionych nowotworowo.

Analizowano réwniez wptyw duzej sily jonowej oraz temperatury roztworu na zmiany
strukturalne warstwy G-aktyny osadzonej na powierzchni czujnika piezoelektrycznego.
Ustalono, ze QCM-D jest nieocenionym narzedziem do monitorowania mechanizmu zmian
konformacyjnych biatek dzigki mozliwosci $ledzenia zmian fluktuacji energii osadzonej

warstwy. Ponadto stwierdzono, ze obecne w strukturze miozyny dwie cysteiny SH1 i SH2




nie maja negatywnego wptywu na funkcjonalnos¢ tego biatka pod wzgledem wigzania aktyny
i zdolnosci do hydrolizy ATP.

Przeprowadzono analize aktywnosci i inhibicji enzymatycznej na przyktadzie kinazy
biatkowej CK2, co potwierdzilo, z2 QCM-D moze by¢ komplementarnym (wzgledem
dotychczas stosowanych metod radiometrycznych) instrumentem do tego typu analizy.
W dalszym toku badan zidentyfikowano interakcje zachodzace pomiedzy kinaza biatkowa
CK2 i reduktaza dihydrofolianowa DHFR oraz wyznaczono state kinetyczne procesu. Niska
stala dysocjacji kompleksu moze wskazywac na wystgpowanie tego typu interakcji rowniez

in vivo, co pozwala na przypuszczenie, ze badana kinaza moze fosforylowa¢ DHFR

w komorkach.

Scharakteryzowano wzajemne relacje zachodzace pomigdzy enzymami cyklu
biosyntezy tymidylanu: syntaza tymidylanowa (TS), reduktazg dihydrofolianowa (DHFR)
i hydroksymetylotransferaza serynowa (SHMT). Przeprowadzone badania umozliwity
zidentyfikowanie oddzialywan wystgpujacych pomigdzy DHFR-SHMT i TS-DHFR
oraz umozliwily wyznaczenie sily tworzenia tych komplekséw. Stwierdzono réwniez,
ze nieufosforylowana frakcja TS nie wykazuje powinowactwa wzgledem SHMT,
za$ ufosforylowany enzym tworzy z nig silny kompleks. Oznacza to, ze w badanych
warunkach fosforylacja syntazy tymidylanowej determinuje powstawanie kompleksu.
Ponadto zaobserwowano, ze w obecnosci wszystkich trzech enzyméw w probee tworzy sig
najbardziej stabilny energetycznie kompleks trojczasteczkowy. Co ciekawe, w tym przypadku
réwniez fosforylacja TS powodowala podwyzszenie trwalosci utworzonego kompleksu
DHFR-TS-SHMT. Wyniki badafi uzyskane w niniejszej pracy mogg wskazywa¢ na
niezbadana dotychczas role fosforylacji jako wigcznika molekularnego interakcji migdzy tymi
biatkami. Wyniki te moga zatem stanowi¢ obiecujacy punkt wyjscia przy projektowaniu
nowych lekéw przeciwnowotworowych, przeciwpasozytniczych czy przeciwwirusowych,
skierowanych na uniemozliwienie tworzenia si¢ kompleksow trojczasteczkowych  lub

obnizenie poziomu fosforylacji TS w komorce.
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