Pojgcia zycia 1 $mierci towarzyszg cztowiekowi od
poczatku jego historii. Zdefiniowanie tych pojec jest
jednak trudne, gdyz brak jest jednoznacznych
przestanek rozgraniczajacych te dwa stany, a istnieja
nawet organizmy niepasujace do wickszosci definicji
uktadow  zywych  (np.  wirusy).  Podobnie
problematycznym jest okres$lenie jednoznacznej
granicy miedzy zyciem a $miercig na poziomie
pojedynczych komorek. W niniejszym projekcie
prezentujemy hipoteze, iz momentem granicznym,
warunkujacym $mier¢ komorki jest zahamowanie
transportu wewnatrzkomorkowego — a co za tym
idzie — wigkszosci reakcji biochemicznych.

Proponujemy nowatorskie podejscie do badania
procesow  wewnatrzkomorkowych, poprzez opis
podstawowych fizycznych wlasciwosci komorki. Zeby
mogly zachodzi¢ procesy zyciowe (reakcje chemiczne)
potrzebne jest przemieszczanie i zblizanie si¢ do siebie
molekul. Procesem warunkujagcym ruch biomolekut
jest dyfuzja, czyli samorzutny ruch czastek. Natomiast
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Rysunek: Wartosci lepkosci cytoplazmy (dla biatka GFP)
wréznych procesach zyciowych. Linia zielona (cykl
komorkowy) odzwierciedla wartosci lepkosci w trakcie
niezaburzonego cyklu zycia komorki ludzkiej. Linia niebieska
(zatrzymanie transportu aktywnego) okresla granice, powyzej
ktérej zatrzymana zostaje kinezyna-1 — motor molekularny
odpowiedzialny za transport aktywny w komorce. Linia
czerwona (apoptoza) obrazuje zmiany lepkosci cytoplazmy
w trakcie programowanej Smierci komorkowej — apoptozy
(badania wstepne autoréw projektu).

lepkos$¢ jest whasciwoscig osrodka (cytoplazmy), ktora

dyfuzj¢ hamuje. Zespot Fizykochemii Migkkiej Materii w Instytucie Chemii Fizycznej PAN specjalizuje si¢
w badaniu lepkosci cytoplazmy komorkowej w skali nano (1-100 nm). Wieloletnia praca Zespotu pozwolita
zaobserwowac stato$¢ wartosci nanolepkosci cytoplazmy w roéznych typach komorek oraz w trakcie trwania
catego cyklu komorkowego — prawdopodobnie oznacza to istnienie nieznanego mechanizmu utrzymujacego
te warto$¢ na okreslonym optymalnym poziomie (ok. 2-4 lepkosci wody w tych samych warunkach, dla
matych bialek, <40kDa). Ponadto zaobserwowalismy, ze motory molekularne — biatka warunkujace transport
aktywny w komorce — ulegaja zatrzymaniu przy niewielkim wzroscie nanolepkosci (do 6 lepkosci wody).
To doprowadzito do koncepcji, ze wzrost nanolepkosci cytoplazmy oznacza zahamowanie procesow
zyciowych i co za tym idzie — $mier¢. PrzeprowadziliSmy badania wstepne, ktore wykazaly, ze
programowanej $mierci komorkowej (apoptozie) towarzyszy wzrost nanolepkosci >10 lepkosci wody.
W niniejszym projekcie chcemy przeprowadzi¢ systematyczne badania zaobserwowanego zjawiska.

W ramach projektu zbadana zostanie nanolepkos$¢ cytoplazmy w trakcie programowanej $mierci komorek:
apoptozy oraz nekroptozy. Procesom tym zostang poddane komoérki o réznym wieku oraz pochodzeniu
w celu zaobserwowania zjawisk uniwersalnych dla r6znych typow tkanek. Zbadamy nanolepkos¢ w roznych
skalach dlugos$ci (1-100 nm) oraz ruch czastek w réznych skalach czasowych (od mikrosekund do sekund).
Zastosujemy techniki korelacyjne: spektroskopi¢ korelacji fluorescencji (FCS) oraz spektroskopi¢ korelacji
obrazu (RICS), ktore z powodzeniem sg rozwijane w naszym laboratorium. Ponadto zastosowana zostanie
nowa, komplementarna do FCS, technika analizy wolnych ruchéow biomolekut — BIWEC (rozwijana od
podstaw w naszym Zespole). Efektem wymienionych prac bgdzie systematyczna analiza zmian ruchliwosci
sktadnikéw wewnatrzkomorkowych we wszystkich skalach dlugos$ci w trakcie apoptozy i1 nekroptozy.
Przesledzimy ruch znanych probnikéw fluorescencyjnych, jak rowniez natywnych skladnikow
autofluorescencyjnych. Ta druga strategia — wykorzystanie fluorescencji naturalnie wystepujacej
w komoérkach — moze zaowocowac¢ nowq technikg okreslania zywotnos$ci komérkowej, niewymagajaca
uzycia barwnika (tzw. label-free assay). Techniki tego typu sa poszukiwane w celu upraszczania procedur
oraz redukcji kosztow i ilosci odpadéw w badaniach toksykologicznych.



