Tajemnice rusztowan

Prawidtowy rozdzial materialu genetycznego jest
podstawa procesu dziedziczenia. Aby doszlo do bezpro-
blemowe]j segregacji chromosoméw w trakcie podziatu
komorki, mikrotubule wrzeciona mitotycznego musza
przytaczy¢ sie do chromosoméw w rejonie centromeru.
Jest to mozliwe dzieki obecnosci kinetochorow.

Te wieloczasteczkowe rusztowania pomimo ogrom-
nego stopnia ztozono$ci (kinetochory komorek Iludz-
kich sktadaja sie z ponad stu réznych biatek) sa
wysoce konserwowane pod wzgledem funkeji i struk-
tury. Nawet drobne bledy w ich funkcjonowaniu moga
doprowadzi¢ do tragicznych skutkéw (np. niestabilnosci
chromosomalnej mogacej wptyna¢ na wytworzenie no-
wotworu, czy apoptozy). Dlatego poddawane sg dro-
biazgowej analizie przez rzesze naukowcéw na catym
$wiecie. Najwazniejsze pytania to: jak zbudowany jest
kinetochor (jakie biatka go tworza, jakie sa zaleznosci
i oddziatywania miedzy nimi) oraz w jaki spos6b proces
jego sktadania jest regulowany.

Tematem mojego projektu doktoranc-
kiego jest analiza jednego z elemen-
tow tego skomplikowanego rusztowania
- biatka CENP-C. Jest ono kluczowe dla
catego procesu skladania kinetochoru
w mitozie, gdyz stanowi swoisty most
laczacy go z centromerem. Giownym
moim celem jest wiec zdobycie informa-
cji na temat jego struktury, modyfikacji
potranslacyjnych oraz oddziatywan z in-
nymi biatkami.

Aktualnie w badaniach kinetochoréw
dominuja dwa trendy. Jeden, komérkowy,
pozwala uwidoczni¢ za pomoca fluore-
scencyjnych barwnikéw poszczegdlne
biatka tych struktur oraz $ledzic ich losy
w zywych komdrkach. Drugi, struktural-
ny, dzigki wykorzystaniu krystalografii

oraz tradycyjnych metod biochemicznych umozliwia
analize ksztattu, wygladu i oddziatywan grup biatek two-
rzacych podjednostki kinetochoru. Realizowany przeze
mnie projekt skupia si¢ na podejéciu strukturalnym, ale
zamiast klasycznych prob krystalograficznych wykorzy-
stuje w nim spektrometrie mas, a doktadniej HDX-MS
(Hydrogen Deuterium eXchange Mass Spectrometry).
Ta metoda jest szeroko stosowana w analizach prote-
omicznych, ale wciaz niewiele osob wykorzystuje ja
w badaniach oddziatywan biatko-biatko. Mimo Ze roz-
dzielczo$¢ metody HDX-MS nie doréwnuje Klasycznej
krystalografii, to ma ona wiele zalet. Po pierwsze, jest
szybka i nie wymaga duzych ilosci materiatu do badan,
a po drugie, dzieki niej jeste$my w stanie do$¢ doktadnie
ustali¢ rejony oddziatywan w kompleksach biatkowych.
Dodatkowo metoda ta moze stanowi alternatywe dla
badan krystalograficznych, w przypadku gdy biatka lub
kompleksy biatek nie dajg sie wykrystalizowac.
Wykorzystujac te niespotykana w dziedzinie badan
kinetochorowych metode, mam nadzieje ustalic, jak do-
ktadnie wyglada otoczenie biatka CENP-C. Zlokalizowanie
regionu, do ktorego wiaza sie pozostate elementy kineto-
choru, bedzie pierwszym krokiem na drodze do zna-
lezienia odpowiedzi na pytanie, jak to wigzanie jest
regulowane. Oczywiscie, planujac kolejne kroki, mam
réwniez zamiar wykorzystywaC potencjal Kryjacy sie
w spektrometrii mas, ale tym razem by¢ moze uda sig
potaczy¢ go z podejsciem bardziej komérkowym. ]
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