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Blona biologiczna jako podmiot w biochemii miedzi: modele chemiczne, neuromodulatory i walidujacy
biotest

Kompartmenty biologiczne sg otoczone btonami — barierami, ktére pozwalaja komoérkom i organizmom na
kontrole i podtrzymywanie stabilnego $rodowiska wewnetrznego dla skomplikowanych sieci reakcji
chemicznych, ktore sktadaja si¢ na zycie. Te bariery sktadaja sie z fosfolipidow, czasteczek zawierajacych
weglowodorowe ogonki i fosforanowe gtowki, ktore moga by¢ dalej rozbudowywane. Te czasteczki, zwane
amfifilicznymi, majg sktonno$¢ do samoorganizacji w duze struktury — warstwy podwdjne, w ktorych ogonki
weglowodorowe sasiadujacych czasteczek uktadaja sie wzgledem siebie, a gtdéwki fosforanowe wystaja na
zewnatrz. Wnetrze takiej struktury jest hydrofobowe — nie miesza si¢ z woda, a zewnetrze jest hydrofilowe,
tworzy wigzania wodorowe z czasteczkami wody. Biatka sg istotnym sktadnikiem bton biologicznych jako
miejsca importu i eksportu metabolitow, a takze komunikacji z innymi komorkami. Z tego powodu funkcje
bton biologicznych sg zwykle rozwazane w powiazaniu z odpowiednimi biatkami. Fosfolipidy i pokrewne
czasteczki amfifiliczne moga rowniez tworzy¢ mniejsze struktury, takie jak pecherzyki (liposomy) i micele.
Roénie jednak liczba funkcji przypisywanych btonom poza ich sktadowymi biatkami. Jedng z nich jest
stabilizacja alternatywnych struktur biatek/peptydow btonowych, np. zmieniajacych ich toksycznosc.

Celem tego projektu jest wyjasnienie jeszcze innej funkcji bton, postulowanej przez nas na podstawie
wstepnych wynikow doswiadczalnych, uzyskanych w naszym laboratorium: wplyw srodowiska btonowego
na wilasciwos$ci chemiczne jonow miedzi, w ktorych moga posredniczy¢ neuromodulatory, peptydy
biologiczne obecne w mézgu i innych czesciach uktadu nerwowego. Do funkcji neuromodulatoréw nalezy
modyfikowanie, wzmacnianie lub ostabianie reakcji neuronéw na bodzce, przez co uktad nerwowy nabiera
zdolnosci do elastycznego dziatania. Jony miedzi uczestnicza rowniez w tych procesach na licznych
poziomach. Natomiast wszelkie te efekty regulacyjne zachodza na poziomie indywidualnych synaps, potaczen
miedzy komoérkami nerwowymi. Zakonczenia neuronéw sa rozdzielone przez niezwykle waskie odstepy,
zwane szczelinami synaptycznymi. Jony miedzi sg uwalniane do tych szczelin w odpowiedzi na nadchodzacy
sygnal i powinny zosta¢ usunigte, a nastepnie ponownie uwolnione do nastepnego sygnatu. Problemem jest
fakt, Ze te sygnaty moga nadchodzi¢ bardzo czgsto, na przyktad co 100 ms, ale znane reakcje chemiczne jonow
miedzi z czasteczkami obecnymi w miejscu sg powolniejsze. Hipoteza projektu stanowi, ze btona dostarcza
warunkow dla przyspieszenia znanych reakcji lub stwarza je dla procesow alternatywnych. Ta postulowana
rola btony w chemii synapsy nabiera wickszej wagi w zwiazku ze szczegdlnie wysokim stosunkiem
powierzchni btony do objetosci szczeliny synaptycznej. Badanie reakcji chemicznej z uzyciem rzeczywistych
synaps jest technicznie niemozliwe, a nawet uzycie bton fosfolipidowych stwarza problemy. W to miejsce
proponujemy wyznaczenie podstawowych wtasciwo$ci chemicznych srodowiska amfifilicznego wobec jonow
miedzi z uzyciem syntetycznych micel na bazie detergentu SDS, uzywanego w badaniach strukturalnych
biatek. Na tej podstawie wykonamy badania na liposomach i zywych komoérkach. W ten sposob zbierzemy
doktadne dane chemiczne w prostych fizycznie uktadach i zwalidfujemy je w realistycznych modelach. Takie
dane bedzie mozna ekstrapolowa¢ do warunkéw w synapsach, z uzyciem dodatkowych informacji z badan
biologicznych, takich jak czasy trwania procesow, stezenia biatek i matych czasteczek itp. Uzyskana wiedza
zostanie wykorzystana do projektowania innowacyjnych metalolekow 1 terapii.

Podzielilismy projekt na dziewig¢ zadan: (i) synteza chemiczna neuromodulatoréw; (ii) badania efektu
srodowiska micelarnego na powinowactwo Cu(Il) do neuromodulatoréow, z uzyciem kilku rodzajow micel; (iii)
wyznaczenie struktury trojwymiarowej wybranych (najciekawszych) kompleksow tworzonych w danych
typach micel, z uzyciem wielowymiarowego magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) i specjalnych
metod badawczych pozwalajacych na uzyskiwanie danych strukturalnych pomimo zaktocen ze strony jonow
Cu(Il); (iv) badania podatno$ci wybranych ukladéow kompleks/micela na kompetycje ze strony matych
ligandoéw hydrofilowych: na podstawie badan wstepnych mozemy oczekiwac, ze obecno$¢ miceli bedzie
ostabia¢ pewne oddziatywania jonow Cu(Il) z neuromodulatorami, co moze otworzy¢ droge dla nowych
reakcji z matymi czgsteczkami obficie wystepujacymi w mozgu, jak kwas glutaminowy, histydyna, karnozyna,
tauryna, a takze dopamina, acetylocholina, noradrenalina i serotonina, oraz krétkie peptydy histydynowe; (v)
badania podatnosci wybranych uktadow kompleks/micela na redukcj¢ chemiczng do kompleksu Cu(I), co jest
konieczne dla transportu miedzi poza szczeling synaptyczng; (vi) badania efektu srodowiska micelarnego na
szybkos¢ wymiany jonow Cu(Il) migdzy neuromodulatorami i innymi ligandami synaptycznymi w zakresie
czasow milisekundowych 1 krotszych; (vii) utworzenie micel bezposrednio wigzacych jony Cu(ll) w
uzupetieniu do oddziatywan z neuromodulatorami. Da to nowy model dla wigzania Cu(ll) przez
fosfatydyloseryng, sktadnik naturalnych bton; (viii) badania oddziatywan komplekséw Cu(ll) z natadowanymi
ujemnie, obojetnymi i wigzagcymi Cu(Il) liposomami, matymi strukturami btonopodobnymi dla walidacji
modeli micelarnych i (ix) dalsza walidacja tych modeli za pomoca testu pobierania miedzi przez komorki,
opracowanego w naszym laboratorium, ktéry umozliwia badanie bezposrednich efektow réznych czasteczek
w linii komorkowej HEK293. Realizacja tych zadan zapewni solidny i zrozumiaty krajobraz chemiczny dla
roli blony w wypelianiu synaptycznych funkcji miedzi.



