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Kondensaty biomolekularne: demaskowanie
komplekséw biatkowych za pomoca FRET-FRAP
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Biatka wewnetrznie nieuporzadkowane (ang. intrinsically disordered proteins, IDP) odgrywaja kluczows role
w podstawowych procesach biologicznych, miedzy innymi w przenoszeniu informacji zapisanej w kwasach
nukleinowych na bialtka. Ich funkcja ujawnia si¢ dopiero w momencie, gdy tworza kompleksy z innymi bi-
atkami, stuzacymi jako molekularne ,nozyczki”, ktore przerywaja szlak translacji. Ponadto IDP wywotuja
separacje faz cieklych (ang. liquid-liquid phase separation, LLPS) [1,2], w ktérej zasadnicze znaczenie ma ich
polimerowy charakter i wielowarto$ciowo$¢ oddzialywan niekowalencyjnych, w ktére moga sie jednoczesnie
angazowac. W procesie separacji faz ciekltych, ktory ma charakter binodalny, nieustrukturyzowane lanicuchy
biatkowe tworzg sieci oddziatywan, co prowadzi do ich lokalnego zageszczenia i pojawiania si¢ mikro-kropli
biatkowych. Co wiecej, do tworzacych sie mikro-kropel na skutek oddzialywan miedzyczasteczkowych wlaczane
sa takze bialka, ktore same nie podlegaja separacji faz. Umozliwia to powstawanie w zywej komorce skom-
plikowanych multi-komplekséw z udziatem kilkudziesigciu réznych bialek, tzw. organelli bezblonowych, o
wyspecjalizowanych funkcjach biologicznych.

Przedstawimy diagramy fazowe i wyjasnimy molekularne podstawy zjawiska separacji ciecz-ciecz dla jednego
z bialek odpowiedzialnych za wyciszanie genéw u czlowieka. Zjawisko to oparte jest na oddzialywaniach
pierscieni fancuchow bocznych tryptofanéw, bogatych w zdelokalizowane elektrony typu n—n. Oddzialy-
wania te napedzane sg entropowo, a LLPS wykazuje dolng temperature krytyczna. Aby zbada¢ w sposdob
ilosciowy kinetyke dyfuzji czasteczek biatkowych i ich komplekséw w lokalnym zageszczeniu wewnatrz
mikro-kropelek, polaczylismy dwie powszechnie stosowane metody: FRAP (odzyskiwanie fluorescencji po fo-
towybielaniu) oraz FRET (rezonansowy transfer energii Forstera). Tandem FRET-FRAP pozwolil nam odr6znié
biatka uczestniczace w oddziatywaniach specyficznych od tych przypadkowo uwigzionych w mikro-kroplach
gléwnie poprzez lokalne zatloczenie molekularne. Dzieki angstromowej rozdzielczosci przestrzennej FRET-
FRAP stanowi uniwersalng i wysoce selektywna metode identyfikacji specyficznych komplekséw biatkowych
w warunkach wysokiego ttoku molekularnego.
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