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Biofizyka nowotworéw maézgu — od reologii po nanospektroskopie

Katarzyna Pogoda

Zaktad Fizyki Biologicznej i Nanospektroskopii, nstytut Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego
Polskiej Akademii Nauk, ul. Radzikowskiego 152, 31-342 Krakéw, Polska

Moézg jest jedng z najbardziej miekkich tkanek ludzkiego organizmu. Pod wptywem
Sciskania, rozciggania lub $cinania zachowuje sie jak materiat lepkosprezysty, przy czym jego
odpowiedz na Scinanie proste czesto rézni sie od odpowiedzi na kompresje jednoosiowa.
Pomimo swej naturalnej miekkosci tkanka modzgowa sztywnieje podczas kompresji,
a pojedyncze komorki sg narazone na dziatanie duzych naprezen mechanicznych. Pojawia sie
zatem pytanie, w jaki sposdb komérki mézgu adaptujg sie do zwiekszonej sztywnosci i jak
przektada sie to na ich funkcjonowanie. Jednoczesnie, tkanka mdézgu charakteryzuje sie duzg
lepkoscia, a reakcja komdrek na wzrost sztywnosci ich otoczenia jest odmienna od reakcji
na zmieniajgca sie lepkos¢. Dzieki intensywnym pracom nad syntezg nowych biomateriatéw
do hodowli komdérkowych mozna przebada¢ odpowiedz komdérek mdzgu na zmieniajacy sie
modut sprezystosci lub lepkosci ich otoczenia w sposdb niezalezny. W swoim referacie
omoéwie wiasnosci biomechaniczne tkanki mézgu, a nastepnie pokaze jak uwzglednienie
zmieniajgcych sie parametréw mechanicznych tkanek i komérek moze zmieni¢ badania nad
rozwojem i leczeniem nowotwordw. W ostatniej czesci przedstawie mozliwosci badania bton
plazmatycznych prawidtowych oraz rakowych komérek mdézgu w odniesieniu do ich sktadu
biochemicznego oraz wiasnosci mechanicznych.
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ABCA1 modifies the plasma membrane organization of living cells

Mateusz Kondratowicz?, Ambroise Wu®, Ewa Grela®,
Olga Raducka-Jaszul®, Rafat Luchowski¢, Ewa Btaszczak', Karolina Wéjtowicz®, Yannick

Hamong, Wiestaw |. Gruszecki¢, Katarzyna Cieslik-Boczula® and Tomasz Trombik®f

@Faculty of Chemistry, University of Wroctaw, Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw, Poland

PDepartment of Biophysics, Faculty of Biotechnology, University of Wroctaw, Joliot-Curie 14a, 50-383
Wroctaw, Poland

‘Department of Biophysics, Faculty of Mathematics, Physics and Computer Science, Maria Curie-
Sktodowska University, M. Curie-Sktodowska Square 1, 20-031 Lublin, Poland

dDivision of Biophysics, Institute of Experimental Physics, Faculty of Physics, University of Warsaw,
Pasteura 5, 02-093 Warsaw, Poland (Present address for Ewa Grela)

¢Department of Cytobiochemistry, Faculty of Biotechnology, University of Wroctaw, Joliot-Curie 14a,
50-383 Wroctaw, Poland

‘Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Medical Sciences, Medical University
of Lublin, W. Chodzki 1, 20-093 Lublin, Poland (Present address for Tomasz Trombik)

The plasma membrane, composed mostly of lipids and proteins, is not only
a selective barrier protecting the cells from their extracellular environment but also a critical
element for many cellular events. The composition, organization and molecular dynamics
of the plasma membrane are required for cellular homeostasis maintenance and have
important functional consequences for the cell. Here, we show the importance of ATP-
binding cassette transporter A1 (ABCA1), a key player in cellular lipid and cholesterol
metabolism, in the plasma membrane organization and dynamics. Using a combination
of molecular spectroscopy techniques, such as fluorescence-lifetime imaging microscopy
(FLIM), fluorescence anisotropy and spot variation fluorescence correlation spectroscopy
(svFCS), together with nuclear magnetic resonance (NMR), we show that ABCA1 is at the
origin of the alterations in the lipid distribution within the plasma membrane of living cells,
therefore, affecting its pre-existing lipid-raft nanodomain organization.

Keywords: plasma membrane organization, ABCA1, FLIM, NMR, svFCS
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Wptyw nawodnienia na lateralng organizacje biomimetycznych bton

komorkowych

Emilia Krok?, Henri G. Franquelim?3, Petra Schwille? i tukasz Piatkowski?

Ipoznan University of Technology, Faculty of Materials Engineering and Technical Physics, Institute
of Physics, Piotrowo 3, 60-965 Poznan, Poland

2Department of Cellular and Molecular Biophysics, Max Planck Institute of Biochemistry, Am Klopferspitz
18, 82152 Martinsried, Germany

3Leipzig University, Research and Transfer Center for Bioactive Matter, Deutscher Platz 5, 04103 Leipzig,
Germany

Powstawanie separacji fazowej w obrebie bton biologicznych i wymiary domen fazy Lo
zalezg od wzajemnych oddziatywan molekularnych miedzy sktadnikami btony, wséréd ktérych
mozemy wyrdznic interakcje lipid-lipid i lipid-biatko. Co wiecej, na lateralng segregacje bfon
wptywajg czynniki sSrodowiska zewnetrznego, takie jak temperatura, pH [1] czy nawodnienie
[3]. W naszych badaniach skupilismy sie na tym ostatnim czynniku, jakim jest obecnos¢ wody
- czgsteczki niezbednej do podtrzymania zycia we wszystkich organizmach.

W przedstawionych badaniach [3], biomimetyczne btony komdrkowe eksponowane
byty na zmienne warunki nawodnienia, w wyniku czego zaobserwowano znaczacg zmiane
ksztattu domen Lo, ktéorych stawaty sie mniej okragte wraz z obnizaniem nawodnienia.
Analiza intensywnosci znakowania fazy Ly sondg fluorescencyjng DOPE-Atto 633 w obszarach
fazy Lo, wskazata na zwiekszong migracje lipidéw tworzacych faze Ly do wnetrza domen
btonowych. Aby przezwyciezy¢ limit dyfrakcyjny, nieodtgcznie zwigzany z obrazowaniem
mikroskopig fluorescencyjng i zbada¢ reorganizacje strukturalng btony w nanoskali,
przeprowadzilismy pomiary AFM. Analiza profili wysokosci pozwolita na obliczenie
niedopasowania hydrofobowego miedzy fazami, ktére byto 2-krotnie nizsze dla catkowicie
wysuszonej membrany niz dla w petni nawodnionej. Byto to zwigzane z 3-krotnym spadkiem
napiecia liniowego na granicy faz Lo i Lg (z ang. line tension). Co wazine, proces ten byt
catkowicie odwracalny, a po ponownym nawodnieniu niedopasowanie pomiedzy fazami
powrdcito do wartosci poczatkowe;j.

Przedstawione badania przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia procesow, ktére
wymagajg przejsSciowego, lokalnego odwodnienia bton komdérkowych, takich jak endo-
i egzocytoza, wnikanie wiruséw, czy zaptodnienie komérki. Ponadto pionierskie pomiary
AFM w zmiennych warunkach nawodnienia, z powodzeniem mogg byé stosowane
do badania innych modelowych systeméw komdrkowych.

[1] Emilia Krok et al. J. Mol. Lig., 2022, 345, 117907
[2] Chattopadhyay et al. J. Am. Chem. Soc. 2021, 143, 36, 14551-14562
[3] Emilia Krok et al. Nanoscale, 2024,16, 72-84
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Dtugodystansowe sygnaty elektryczne i fale wapniowe u modelowego

watrobowca Marchantia polymorpha

Kenshiro Watanabe?!, Mateusz Koselski?, Piotr Wasko?, Kazuyuki Kuchitsu?

i Kazimierz Trebacz?

!Department of Applied Biological Science, Tokyo University of Science, Japan
2Katedra Fizjologii Roslin i Biofizyki, Instytut Nauk Biologicznych, UMCS, Lublin

Watrobowiec Marchantia polymorpha nalezy do najstarszych ewolucyjnie roslin
ladowych. Od 2017 roku znany jest petny genom tej rosliny. Istniejg tez efektywne metody
transformacji genetycznej M. polymorpha. Wspdlnie z grupa prof. Kazuyuki Kuchitsu z Tokyo
University of Science przeprowadzilismy badania majace na celu okreslenie dynamiki
i mechanizmu molekularnego dtugodystansowych odpowiedzi tej rosliny na bodzce
zewnetrzne. Skonstruowano mutanta M. polymorpha typu GCaMP wykazujacego
fluorescencje w zakresie zieleni pod wptywem wzrostu poziomu Ca?* w cytoplazmie, [Ca?*]cyt.
Stwierdzono, ze stymulacja mechaniczna — punktowe nakfucie i bodzZce elektryczne
wywoftujg rozprzestrzeniajgce sie zmiany potencjatu powierzchniowego typu potencjatu
czynnosciowego, AP oraz fale zmian [Ca?*]¢y [1]. Zakres i dynamika tych zmian s3 niemal
identyczne, co $wiadczy o wzajemnym powigzaniu obu zjawisk.

Wykazano, ze inhibitory kanatéw wapniowych, LaCls i potasowych, TEACI powodujg
blokade rozprzestrzeniania sie zaréwno AP jak i fal [Ca%*],«. Ponadto, wykazano, ze podobna
blokada ma miejsce u mutanta Mpglr z wytgczonym genem kodujgcym kanat-receptor
glutaminianu przepuszczajacy jony Ca?* [1]. Swiadczy to o udziale strumieni Ca?* i K*
we wczesnych etapach odpowiedzi na bodzZce u M. polymorpha.

Zbadano tez udziat kanatéw typu TPC w powstawaniu i rozprzestrzenianiu sie AP i fal
wapniowych. Wczesniej okreslono, ze genom M. polymorpha posiada trzy geny kodujgce
kanaty TPCi ze tylko produkt jednego z nich, MpTPC1 jest aktywny — odpowiada za przeptyw
kationdw, w tym Ca?*, przez btone wakuolarng [2]. Nie zaobserwowano zmian tempa
i zakresu rozprzestrzeniania sie AP i fal zmian [Ca?*]¢t U mutantéw z wytgczonymi genami
kodujgcymi biatka TPC1, TPC2 i TPC3, co jednoznacznie wykluczyto udziat tych kanatéw
w badanych zjawiskach [1].

[1] Watanabe K., Hashimoto K., Hasegawa K., Shindo H., Tsuruda Y., Kupisz K., Koselski M., Wasko P., Trebacz
K., Kuchitsu K. (2024) Rapid propagation of Ca?* waves and electrical signals in the liverwort Marchantia
polymorpha. Plant Cell Physiol. DOI10.1093/pcp/pcad159.

[2] Hashimoto, K., Koselski, M., Tsuboyama, S., Dziubinska, H., Trebacz, K., Kuchitsu, K. (2022) Functional
analyses of the two distinctive types of two-pore channels and the slow vacuolar channel in Marchantia
polymorpha. Plant Cell Physiol. 63: 163-175.
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Btony szescienne plastyddw - identyfikacja i $ciezki ich strukturalnych

transformacji na przyktadzie gyroidu

tucja Kowalewska?!, Anna Wegrzyn?, Joanna Wéjtowicz?, Michat Bykowski?,

Alicja Bukat?, Karina Kwapiszewska? i Radostaw Mazur®

1Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin, Instytut Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii Roslin, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, Polska

2Instytut Chemii Fizycznej, Polska Akademia Nauk, ul. Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa, Polska

37akfad Regulacji Metabolizmu, Instytut Biochemii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul.
Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, Polska

Btony komdrkowe majg zdolnos¢ do samoorganizacji w rézne morfologie, z ktérych
najbardziej ztozone to okresowe uktady zwane btonami szesciennymi. Strukturalnie btony
sze$cienne zblizone sg do potrdjnie okresowych powierzchni minimalnych, dobrze znanych w
geometrii rézniczkowej. Chociaz takie ztozone ukfady btonowe wystepujg u rdéinych
organizméw od pierwotniakéw do ssakow, wiedza na temat strukturalnych mechanizmoéw
prowadzacych do ich tworzenia i dalszej transformacji w inne morfologie bton jest
ograniczona. Ze wzgledu na skale wielkosci pojedynczych jednostek strukturalnych bton
sze$ciennych (okoto 50-500 nm) i ich ptynng nature, analiza metodg transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM) 2D i 3D pozostaje ztotym standardem badania ich
nanostrukturalnych cech.

Podczas prezentacji przedstawie metody identyfikacji szesciennych uktadéow
btonowych wizualizowanych metodg TEM i ich przyporzagdkowania do odpowiednich typéow
powierzchni minimalnych - P (prymityw), D (diament) i G (gyroid) - z wykorzystaniem
oprogramowania SPIRE. Na przyktadzie uktadu gyroidu wystepujacego na terenie dojrzatych
chloroplastéw mutanta stn7 Arabidopsis thaliana przedstawie ponadto strukturalng sciezke
transformacji lamellarno-szescienno-lamellarnej w odpowiedzi na cykl dziern/noc.



XXIX Lubelskie Warsztaty Biofizyczne, "o;}“- POLSKIE TOWARZYSTWO

Kazimierz nad Wistg, 23—24 maja 2024 r. PTBF BIOFIZYCZNE

W poszukiwaniu biochemicznych czynnikdw powigzanych z procesem

transformacji lamellarno-szesciennej bton tylakoidéw

Radostaw Mazur?, Anna Wegrzyn?, Joanna Wéjtowicz?, Michat Bykowski?,

Alicja Bukat?, Katarzyna Tratkiewicz?, Karina Kwapiszewska?3 i tucja Kowalewska?

1Zaktad Regulacji Metabolizmu, Instytut Biochemii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski,
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, Polska

2Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin, Instytut Biologii Eksperymentalnej i Biotechnologii Roslin, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, Polska

3Instytut Chemii Fizycznej, Polska Akademia Nauk, ul. Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa, Polska

Wewnetrzne btony plastydéw dojrzatych chloroplastéw tworzg sptaszczong strukture
lamellarng uformowang z tylakoiddw gran i tylakoidéw stromy. Ten charakterystyczny uktad
pozostaje jedynym opisanym dotad typem struktury bton roslinnych chloroplastéw. Ostatnio
odkrylismy, ze w petni rozwinieta sie¢ bton chloroplastéw Arabidopsis thaliana u dwéch
mutantéw w Sciezkach regulacji procesu fotosyntezy (stn7 i abal-6) moze réwniez przyjgé
konfiguracje wysoce periodycznej bftony szesciennej o typie gyroidu. Aby odszyfrowad
molekularne podstawy przejscia lamellarno-szesciennego, okreslilismy sktad, modyfikacje
i organizacje kompleksédw biatkowych oraz sktad lipidéw polarnych i barwnikéw bton
tylakoidow. W trakcie mojej prezentacji przedstawie wyniki kompleksowej analizy sktadu
bton tylakoiddw przyjmujgcych strukture szescienng i lamellarng, ktére wskazujg
na kluczowa role zmian w tadunku powierzchniowym bfon tylakoidéw w procesie inicjacji
transformacji lamellarno-szesciennej oraz role sktadnika lipidowego w dalszych etapach tego
procesu. Na koniec zaproponuje role biologiczng badanej struktury gyroidu.

10



XXIX Lubelskie Warsztaty Biofizyczne, "o;}“- POLSKIE TOWARZYSTWO

Kazimierz nad Wistg, 23—24 maja 2024 r. PTBF BIOFIZYCZNE

Jak traktowac niektore “zwierzeta”?

Andrzej Pelc

Maria Curie-Sktodowska University, Department of Biophysics, Mass Spectrometry Laboratory,
Pl. M. C.-Sktodowskiej 1, 20-031 Lublin, e-mail: Andrzej.Pelc@mail.umcs.pl

W wyniku oddziatywania wysokoenergetycznego promieniowania z osrodkiem
biologicznym powstaje duza liczba elektrondw wtérnych o energii kinetycznej od 0 do
kilkuset elektronowoltéw (eV). Sposrdod tych wtérnych elektrondw najwiekszy udziat maja
elektrony o niskiej energii - ponizej 20 eV, ktére moga powodowaé rozerwanie nici DNA.
Wiadomo réwniez, ze wydajnos¢ rozerwania wigzan w DNA zalezy od poczatkowej energii
kinetycznej elektronéw. Co ciekawe, te niskoenergetyczne elektrony majg $rednig energie
bliskg 9-10 eV. W badaniach DNA w fazie skondensowanej wykazano, ze réwniez elektrony
o energii zaledwie 0—4 eV majg sktonnos¢ do indukowania peknieé pojedynczych nici w DNA.
Przy tak niskich energiach elektronéw mamy do czynienia z procesem dysocjacyjnego
przytaczenia elektronéw do molekut, ktéry stanowi podstawowy mechanizm powodujgcy
uszkodzenie DNA poprzez tworzenie reaktywnych form anionéw.

Podczas prezentacji zostang przedstawione wyniki masowo-spektrometrycznych
badan wychwytu elektronéw przez molekuty nikotynamidu i PtBr; i ich potencjalne aplikacje.

11
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Rola cholesterolu i tratw lipidowych w procesie fuzji btonowej

Hanna Orlikowska-RzezZnik?, Emilia Krok!, Maria Domarnska?, Piotr Setny?,

Anna Lagowska?, Madhurima Chattopadhyay? i tukasz Pigtkowski?

Ynstytut Fizyki, Wydziat Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej, Politechnika Poznarska,
Poznan, Polska

2Grupa Modelowania Biomolekularnego, Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski,
Warszawa, Polska

Fuzja bfon biologicznych jest kluczowym mechanizmem w wielu procesach, takich jak
zaptodnienie i neurotransmisja, ale takze wnikanie niektdrych wiruséw do komérek
gospodarza, w tym wirusa HIV. Badania na modelach btony limfocytéw T i otoczki wirusa HIV
wykazaty, ze separacja fazowa na tratwy lipidowe, bogate w cholesterol i sfingomieline, oraz
faze ptynng, ktéra sktada sie gtéwnie z fosfolipidodw nienasyconych, sprzyja fuzji bfonowej[1].
Jednym z kluczowych etapdéw fuzji jest lokalne odwodnienie bton wskutek ich $cistego
zblizenia.

W prezentacji przedstawione zostang wyniki eksperymentdow z wykorzystaniem
konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej oraz symulacji dynamiki molekularnej (MD)
dotyczace wptywu odwodnienia na organizacje cholesterolu w btonie lipidowej z tratwami
lipidowymi[2]. Odkrylismy, ze zmniejszenie poziomu hydratacji btony powoduje migracje
cholesterolu z tratw do otaczajacej je fazy ptynnej. Symulacje MD wskazujg, ze fosfolipidy
nienasycone w fazie ptynnej sg bardziej podatne na zmiany strukturalne wywotfane
dehydratacjg i tracg wiecej wigzan wodorowych z wodg niz sfingomielina. Wnioskujemy,
ze uwolnienie cholesterolu z tratw jest napedzane wyréwnaniem wfasciwosci biofizycznych
miedzy fazami i zaspokojeniem wigzan wodorowych lipidéw. Eksperymenty z uzyciem
fluorescencyjnej sondy srodowiskowej wykazaty, ze naptyw cholesterolu do fazy fosfolipidéw
nienasyconych tagodzi drastyczne zmiany w jej ptynnosci w wyniku odwodnienia[3]. Nasze
wyniki sugerujg, ze poziom cholesterolu w btonie komdrkowej moze byé aktywnie
regulowany w miejscu fuzji.

Praca naukowa finansowana ze srodkéw budzetowych na nauke w latach 2019-2023, jako projekt badawczy
w ramach programu ,,Diamentowy Grant”. Autorzy dziekujg rowniez za wsparcie finansowe z grantéow
Narodowego Centrum Nauki 2020/37/B/ST4/01785 (t.P.) oraz 2020/38/E/ST4/00319 (M.D., P.S.).

[1] Yang, S. T., Kiessling, V., Simmons, J. A., White, J. M., Tamm, L. K. (2015). Nat. Chem. Biol. 11, 424-431.

[2] Orlikowska-Rzeznik, H., Krok, E., Domanska, M., Setny, P., Laggowska, A., Chattopadhyay, M., Piatkowski, L.
(2024). J. Phys. Chem. Lett. 15, 4515-4522.

[3] Orlikowska-Rzeznik, H., Krok, E., Chattopadhyay, M., Lester, A., Piatkowski, L. (2023). J. Phys. Chem. B
127(15), 3382-3391.
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Wptyw zenskich hormonow steroidowych na wtasciwosci biofizyczne

biomimetycznych bton komoérkowych

Anna Lagowska?, Hanna Orlikowska-Rzeznik!, Emilia Krok?! i tukasz Pigtkowski?

17aktad Fizyki Molekularnej, Instytut Fizyki, Wydziat Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej,
Politechnika Poznanska, Poznan, Polska

W ludzkim ciele znajduje sie kilkadziesigt hormondéw steroidowych, ktére petnig
rozmaite funkcje — od regulowania proceséw metabolicznych az po kontrole funkcji
i zachowan seksualnych. Aby skutecznie odgrywac swojg role, steroidy muszg oddziatywac
z btong komédrkowsa, gdyz receptory sygnatu znajdujg sie zazwyczaj w obrebie membrany
albo we wnetrzu komorki. Moze zdarzy¢ sie jednak, ze hormony steroidowe dziafajag
w sposéb niespecyficzny — poprzez bezposrednig aktywng interakcje z btong lipidowg
izmiane jej witasciwosci biofizycznych, takich jak na przyktad ptynnosé. Poznanie
mechanizmow molekularnych lezgcych u podstaw tego oddziatywania moze poméc
zrozumie¢ geneze standw patologicznych zwigzanych z zaburzong réwnowaga hormonalna.
W badaniach skoncentrowano uwage na zenskich hormonach ptciowych, do ktérych nalezg
m.in. rodzina estrogendw, czy tez progesteron.

Celem badan byto poznanie wptywu wybranych steroidéw na wtasciwosci biofizyczne
modelowych bton komdrkowych, a takie podjecie préby zrozumienia mechanizmu
oddziatywan btona biologiczna — hormon. Przeanalizowano parametry strukturalne, takie jak
organizacja lateralna bfony oraz parametry dynamiczne, jak na przyktad szybkos¢ procesu
dyfuzji bocznej bton lipidowych, ktére zbudowane byty z nienasyconej fosfatydylocholiny
(14:1 PC), sfingomieliny (SM) i wybranego hormonu steroidowego. Zauwazono, ze dodatek
progesteronu niezaprzeczalnie zaktéca proces separacji fazowej w obrebie biomimetycznej
btony lipidowej — zjawisko to nie wystepuje samoistnie w skali mikrometrycznej bez zmiany
parametrow srodowiska zewnetrznego. Wykazano, ze wybrany hormon steroidowy wptywa
na usztywnienie btony o podanym sktadzie — zmiany uzyskane dla jednofazowej bfony
utworzonej z PC s3 jednak niewielkie w porédwnaniu do tych, ktére indukuje dodatek
cholesterolu. Co wiecej, zaobserwowano takie obnizong szybkos$¢ przebiegu dyfuzji

lateralnej lipidéw w poréwnaniu do membran, ktore zawierajg cholesterol.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w Polsce w roku 2024 (projekt
nr 0512/SBAD/6216) oraz Narodowe Centrum Nauki (projekt nr 2022/45/N/ST4/01442).
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Interaction of natamycin with yeast membranes

studied by spectroscopy and label-free fluorescence imaging

Maria Szomek!,Vibeke Akkerman?, Douglas F.Covey?, Peter Miiller?

and Daniel Wiistner*!

! University of Southern Denmark, DK-5230 Odense M, Denmark,
2 Department of Developmental Biology, Washington University in St. Louis, St. Louis, MO 63110, USA

3Humboldt University Berlin, Invalidenstr. 43, 10115 Berlin, Germany

Natamycin is a polyene macrolide that is commonly used to treat fungal keratitis and
other yeast infections, as well as to protect foods from fungal molds. Unlike other polyene
macrolides like nystatin or amphotericin B, natamycin does not generate pores in yeast
membranes [1], and its mechanism of action is still unknown. Due to the intrinsic
fluorescence properties of natamycin, we were able to study the molecular interactions
of natamycin that underpin its antifungal activity by using UV-optimized wide-field
microscopy and spectroscopy.

We discovered that natamycin forms aggregates in solution and when it binds
toamodel system (LUVs). In the model system, natamycin binds preferentially
to membranes containing ergosterol, the main sterol component of fungal membranes,
compared to membranes containing cholesterol [2]. To follow up, we used Saccharomyces
cerevisiae and discovered that natamycin forms sterol-dependent aggregates in the yeast
plasma membrane (PM). Additionally, we demonstrated permeation of propidium iodide (PI)
into cells approximately 2.5 hours after adding natamycin to the yeast indicating that the PM
of yeast gets compromised. To check if aggregation of the natamycin is not the result
of a clustered sterol distribution, we used intrinsically fluorescent analogs of ergosterol and
cholesterol. By live-cell imaging of those analogs, we found out that they have
a homogenous distribution in the PM and therefore natamycin clustering should not be
a consequence of a pre-clustered sterol distribution. The synthesis inhibitor myriocin was
used to deplete sphingolipids, which enhanced natamycin binding. This was probably caused
by ergosterol being redistributed from the inner to the outer PM leaflet [3].

Our results provide a mechanistic explanation for natamycin action on fungal cells,
which can set the stage for the rational design of novel polyenes in the future.

[1] X. Guo et al., “Sterol Sponge Mechanism Is Conserved for Glycosylated Polyene Macrolides,” ACS Cent. Sci.,
vol. 7, no. 5, pp. 781-791, May 2021.

[2] M. Szomek et al., “Natamycin sequesters ergosterol and interferes with substrate transport by the lysine
transporter Lyp1 from yeast,” Biochim. Biophys. Acta - Biomembr., vol. 1864, no. 11, p. 184012, Nov. 2022.

[3] M. Szomek et al., “Ergosterol mediates aggregation of natamycin in the yeast plasma membrane.”
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Jak Amfoterycyna B dostaje sie do bton komérkowych i co tam robi?
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1. Katedra Biofizyki, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, 20-031 Lublin, Polska

2. Zaktad Biofizyki, Uniwersytet Warszawski, 02-093 Warszawa, Polska

Amfoterycyna B (AmB) jest popularnym antybiotykiem przeciwgrzybiczym
stosowanym w zakazeniach grzybiczych miejscowych jak i ogélnoustrojowych, ale doktadny
sposéb jej dziatania jest nadal przedmiotem dyskusji. Wykorzystalismy uktad modelowy
utworzony z pojedynczej warstwy dioleoilofosfatydylocholiny (DOPC) i ergosterolu (Ergo),
gtéwnego sterolu komodrek grzybowych, do badania wbudowywania czgsteczek AmB
dobtony z fazy wodnej i analizy molekularnej reorganizacji bton lezacej
u podstaw biologicznej aktywnosci antybiotyku. Wyniki pokazuja, ze internalizacja czasteczek
antybiotyku do bton zachodzi tylko w obecnosci ergosterolu w fazie lipidowej. Poréwnanie
obrazéw monowarstw na podfozu statym uzyskanych za pomocg mikroskopii sit atomowych
i mikroskopii fluorescencyjnej z obrazowaniem czasu zycia wskazuje na tworzenie sie
wewnatrz-btonowych klastrow o réznych rozmiarach w fazie lipidowej, sktadajacych sie
gtéwnie z dimerdéw antybiotykéw i stosunkowo duzych poréw btonowych (~15 nm srednicy).
Wyniki te ujawniajg wiele sposobdw dziatania Amfoterycyny B, dziatajacych jednoczesnie,
z ktéorych kazdy niekorzystnie wptywa na witasciwosci strukturalne bton lipidowych i ich
fizjologiczng funkcjonalnos¢.
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Badania nad procesem wytwarzania cementow zawierajgcych

odpady z energetyki wiatrowej
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Gtéwne wyzwania zarzgdzania odpadami z topat turbin wiatrowych to minimalizacja
iloSci odpaddéw i spetnienie restrykcji UE. Metody ich przetwarzania obejmujg
unieszkodliwianie poprzez sktadowanie lub spalanie, odzysk surowcéw, recykling, ponowne
wykorzystanie, regeneracje elementéw i zapobieganie powstawaniu odpadow.

Dodanie surowcow, takich jak szkto i wtdkna szklane z odpaddéw z elektrowni
wiatrowych do cementéw, poprawia wifasciwosci mechaniczne betonu, zwiekszajgc jego
trwatos¢ i odpornos¢ na obcigzenia. Recykling odpadéw w cementach wspiera
zrownowazony rozwoj, ograniczajac ilos¢ odpaddw i negatywny wptyw na srodowisko,
co redukuje emisje CO; i zuzycie surowcow.

topaty turbin wiatrowych poddane zostaty termicznej separacji komponentow.
Uzyskany proszek oraz wyizolowane widkna, ktére wchodzg w sktad laminatu, zostaty
poddane analizie mikrostruktury oraz obserwacji przy uzyciu mikroskopii elektronowej.
Obserwacja SEM wraz z analiza mikroobszaréw oznaczonych przy uzyciu energii dyspersji
promieniowania rentgenowskiego (EDS) wykazata, ze badane wtdkna charakteryzujg sie
budowg amorficzng o zréznicowanej srednicy od 14.94 do 16.2 um i dtugosci o minimum
600 um. Analiza sktadu chemicznego ujawnita wystepowanie trzech dominujgcych tlenkéw,
tj. Al,03 - 12.7%, SiO; — 57.6%, oraz CaO - 25.2%. Wykonana zostata réwniez analiza XRD
proszkédw uzyskanych poprzez mechaniczne rozdrobnienie kompozytu. Badania wykazaty,
izw sktadzie nie wystepujg fazy krystaliczne. Wykonano takie kompleksowa analizg
termiczng DTA, DTG, TG, EGA, z ktérej wynika, ze rozktad termiczny kompozytu zwigzany jest
z egzotermiczng reakcjg spalania sie substancji spajajgcych widkna szklane przy
jednoczesnym wydzielaniu sie gazéw, takich jak H;O oraz CO;, oznaczonych przy pomocy
spektrometrii masowe;.

Przedstawione zostang wstepne badania dotyczagce mozliwosci zastosowania
substratéw wystepujgcych w sktadzie elementow $migiet uzywanych w energetyce
wiatrowej do produkcji cementu specjanego.
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Potencjat oksydoredukcyjny i wptyw najblizszego otoczenia biatkowego

jako czynniki kontrolujace funkcjonalnos$¢ chinonow
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Chinony wystepujace w centrach reakcji roslin wyzszych (plastochinon-9) jak réwniez
bakterii purpurowych (ubichinon-10) sg chemicznie identyczne. Jednakze ich najblizsze
otoczenie warunkuje ich funkcjonalnos¢. Utleniony chinon Qa, jak i jego forma posrednia,
anionowy semichinon Qa jest scisle zwigzany ze stosunkowo hydrofobowg biatkowg wneka.
Chinon Qa posredniczy w transferze pojedynczego elektronu. Jego przeciwienstwem jest drugi,
mobilny przekaznik elektronéw, chinon Qg, ktéry zwigzany jest z bardziej polarnym obszarem
podjednostki biatkowej. W zaleznosci od stopnia zredukowania i uprotonowania przyjmuje
on trzy funkcjonalne formy, utleniong Qg, semichinonowg Qs jak i zredukowang QgHs.

W przypadku sztucznych uktadéw, w ktdérych chinony uzywane s3 jako egzogenne
przenosniki elektronéw interakcje ze srodowiskiem biatkowym jak i okreslenie formy samego
chinonu sg bardziej skomplikowane. Gtéwny piersciert benzochinonowy moze przyjgé az 9 form
rodnikowych. Dodatkowy wptyw majg grupy funkcyjne. Chinony moga réwniez taczy¢ sie,
tworzac uktady sprzezone nazywane quinhydronami.

Oddziatywania chinon-chlorofil prébujemy okresli¢ analizujgc funkcjonowanie
utworzonego przez nas uktadu biohybrydowego jak i w roztworze. Uktad biohybrydowy sktada
sie z (i) fotoaktywnej warstwy utworzonej z trimeréw LHCII usieciowanych glutaraldehydem,
(ii) mediatora (PPBQ, BQ, DCBQ, DQ) oraz (iii) sitodrukowanej elektrody grafitowe;j [1].

Modelowanie wykazato, iz w lhc, zastosowane chinony mogg dokowaé sie w poblizu
terminalnych emiteréw energii, chlorofili Chla 610-611-612. Oddziatywania Chl-Q,
umozliwiajgce generowanie fotoprgddw, jak rowniez wpltywajgce na wygaszanie kompleksu
LHCII, sg ograniczone przez dostepnos¢ miejsc wigzania. Kluczowa pozostaje jednak forma
chionou, pomiary czaséw zycia fluorescencji wykazaty, iz uprotonowana forma chinonu skraca
najdtuzszg sktadowgq czaséw zycia kompleksu LHCII. Pomiary chronoamperometryczne pokazaty,
ze uktady biohybrydowe, w zaleznosci od uzytego chinonu jest w stanie generowa¢ anodowe
lub katodowe fotoprady.

[1] tazicka M, Paliriska-Saadi A, Piotrowska P, Paterczyk B, Mazur R, Maj-Zurawska M, Garstka M. The coupled
photocycle of phenyl-p-benzoquinone and Light-Harvesting Complex Il (LHCII) within the biohybrid system. Sci
Rep. 2022 Jul 27;12(1):12771; doi: 10.1038/s41598-022-16892-y.
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Badania strukturalne kompleksu LHCII ze szpinaku metodami

trojwymiarowej dyfrakcji elektronowej (3D-ED)
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Procesy fazy jasnej fotosyntezy staty sie w ostatnich latach inspiracjg do tworzenia
fotoaktywnych uktadéw biohybrydowych. Jeden z mozliwych ukfadéw wykorzystuje
kompleksy antenowe LHCII i zawarte w nim barwniki fotosyntetyczne do absorpcji kwantéw
Swiatta oraz chinony jako mediatory do przenoszenia elektronéw na elektrode [1]. Aby
zrozumie¢ molekularny proces przenoszenia elektronéw na mediatory nalezy poznac
mechanizm i miejsce dokowania chinonéw w kompleksach biatkowych, w czym mogg pomadc
analizy strukturalne biatka.

Rozwijana ostatnio krystalografia elektronowa (3D-ED) umozliwia pomiary
nanokrysztatébw w rozdzielczosci atomowej, co pozwala m. in. na uzyskanie modeli
strukturalnych biatek stabo krystalizujgcych, w lepszej rozdzielczosci niz w popularnie
stosowanej mikroskopii elektronowej (EM) wykorzystujgcej metode ,single particles”
do rekonstrukcji [2]. Aby uzyska¢ informacje strukturalne o miejscu i mechanizmie
dokowania chinonéw do LHCIl nalezy najpierw wykrystalizowac¢ biatko natywne oraz
rozwigzac jego strukture po pomiarach dyfrakcyjnych.

Niniejsza praca skupia sie na ustaleniu struktury krystalicznej i atomowej kompleksu
biatkowo-barwnikowego LHCIl z wykorzystaniem narzedzi 3D-ED. W tym celu wyizolowano
kompleksy fotosyntetyczne z lisci szpinaku (Spinacia oleracea L.), ktére nastepnie
oczyszczono na gradientach sacharozowych, zageszczono i wykrystalizowano. Czystos$é
preparatu potwierdzono poprzez analize SDS-Page, a takze wykonano analize Western Blot
w celu ustalenia sktadu podjednostkowego kompleksu. Wptyw stosowanych detergentdéw
na strukture LHCII zbadano metodami fluorescencyjnymi.

[1] tazicka M, Palinska-Saadi A, Piotrowska P, Paterczyk B, Mazur R, Maj-Zurawska M, Garstka M., 2022 The
coupled photocycle of phenyl-p-benzoquinone and Light-Harvesting Complex Il (LHCII) within the biohybrid
system, Sci Rep., 12(1):12771.

[2] Gemmi, M., Mugnaioli, E., Gorelik, T. E., Kolb, U., Palatinus, L., Boullay, P., Hovmoller, S., Abrahams, J. P.,
2019, 3D electron diffraction: the nanocrystallography revolution, ASC Cent. Sci., 5, 8, pp. 1315-1329.
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Fluorescencja chlorofilu jako wyznacznik wydajnosci fotosyntetycznej

jeczmienia w zmiennych warunkach wzrostu
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Zaktad Badan Systemu Gleba-Roslina, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk w Lublinie, Polska

Jeczmien (Hordeum vulgare L.) jest drugim po pszenicy, najczesciej uprawianym zbozem
w Europie. Wykorzystywany jest w celach spozywczych, przemyslowych oraz jako pasza dla
zwierzat [1]. Wiekszo$¢ dotychczasowych badan nad fotosyntezg roslin uprawnych prowadzona
byta w statych warunkach swietlnych. Fluktuacje swiatta (FL), ktorych udziat jest szczegdlnie duzy
w nizej potozonych, starszych lisciach w tanie, wptywajg na produktywnosc roslin, poprzez szerg
powigzanych mechanizméw molekularnych. Badania nad mechanizmami fotoochronnymi
w lisciach i ich modyfikacje mogg przyczynié sie do zwiekszenia produktywnosci roslin uprawnych
[2].

Celem prezentowanego doswiadczenia byta ocena wydajnosci fotosyntetycznej dwdch
powszechnie stosowanych odmian jeczmienia, LG Diablo (LD) i Ellinor (E), w warunkach suszy i FL.

Doswiadczenie przeprowadzono na odcietych lisciach roslin, w dwéch fazach wzrostu,
uprawianych w fitotronie. W potowie lisci indukowano stan odpowiadajgcy umiarkowanej suszy,
pozostawiajgc je w komorze wegetacyjnej do spadku relatywnej zawartosci wody (RWC)
do oczekiwanego poziomu. Pomiary (n=4) fluorescencji chlorofilu, na zaadaptowanych
do ciemnosci lisciach wykonano za pomocg ImagingPAM (Walz GmbH). Podczas pomiaréw
indukowano FL o natezeniu zmieniajgcym sie w zakresie 55 - 530 umol-m2:s* co 20s. Oceniono
parametry fotosyntetyczne, takie jak efektywna wydajnosé kwantowa fotosystemu Il Y(II)
i wydajnosé kwantowa regulowanego rozpraszania energii Y(NPQ).

Wyniki pomiaréw Y(ll) wykazaty, ze zaréowno RWC, jak i wiek lisci skutkuje odmienng
reakcjg na FL. Mtodsze liscie charakteryzowaty sie szybszg indukcja NPQ w sSwietle o wysokim
natezeniu (HL). Warunki symulowanego deficytu wody znacznie obnizyty zdolnos$c badanych
odmian do wykorzystania sktadowej HL z FL do proceséw fotochemicznych. Znaczny udziat NPQ
w fazie HL skutkowat redukcjg szybkosci transportu elektrondéw, z tego wzgledu ogdlna
produktywnos¢ fotosynteyczna w FL byta ksztattowana w okresach niskiego natezenia swiatta.
Obserwowane zrdznicownie efektywnosci mechanizméow fotochronnych i efektywnosci
wykorzystania energii Swietlnej na procesy fotochemiczne, miedzy badanymi odminami wskazuje,
ze istnieje potencjat do poprawy produktywnosci fotosyntetycznej roslin uprawianych w tanie,
w zakresie reakcji na zmienne oswietlenie.

[1] Czembor, E.; Kaczmarek, Z.; Pilarczyk, W.; Mankowski, D.; Czembor, Agriculture 2022, 12, 1091.

[2] Kaiser, E.; Morales, A.; Harbinson J.;, Fluctuating Light Takes Crop Photosynthesis on a Rollercoaster Ride,
Plant Physiology, Volume 176, Issue 2, 2018, Pages 977-989
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