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Transport czasteczek w jgdrach komorkowych
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Gdy spojrzymy na zjawiska zachodzace
w komorkach okiem chemika,
najciekawsze rzeczy zobaczymy

w jadrach komorkowych

Kazde jadro komorki przypomina che-
miczny kociol, w ktérym najrézniejsze cza-
steczki, dramatycznie réznigce sie budowg
i rozmiarami, uczestnicza w tysigcach reak-
cji. Srodowisko jest wyjatkowo zattoczone
i intuicja podpowiada, ze czasteczki powin-
ny poruszac sie w nim bardzo wolno - wiec
i odczuwac duza lepkosc.

Nature zjawiska lepko$ci udato sie do-
brze pozna¢ w Srodowiskach gazowych.
Gdy dwie warstwy gazu przesuwaja sie
wzgledem siebie, czasteczka moze przesko-
czy¢ z jednej warstwy do drugiej. Wtedy
dochodzi do zderzen i spowolnienia ruchu.
Ale gdy ptyn robi sie gesty i przeksztalca
sie w ciecz, czasteczki dodatkowo oddzia-
tuja miedzy soba i coraz trudniej wskazac
zjawiska odpowiedzialne za powstanie lep-
kosci. W rezultacie wspétczesne badania
nad lepkoscia wciaz prowadzi sie w naj-
prostszych ptynach rzeczywistych, zbu-
dowanych z atoméw argonu lub innych
gaz6w szlachetnych.

Jako parametr lepko$¢ wystepuje w zna-
nych od XIX wieku réwnaniach Naviera-
-Stokesa. Opisuja one poprawnie przeptyw
rzek lub strug powietrza wzdtuz skrzydet
samolotu. Pierwszymi publikacjami nauko-
wymi nawigzujacymi do lepkosci ptynéw
ztozonych byty prace Williama Sutherlanda
oraz Alberta Einsteina, opublikowane

w pierwszych latach ubiegltego wieku.
Zgodnie z nimi lepkos$¢ nie zalezy od skali
- powinna dziata¢ tak samo zaréwno
w przypadku lecacego samolotu, jak i cza-
steczki biatka poruszajacej sie wewnatrz
jadra komoérkowego. To wazny wniosek,
bo to wtasnie lepko$¢ ogranicza dyfuzje,
a ta z kolei szybko$¢ zachodzenia reakcji
chemicznych - takze tych najwazniejszych,
kluczowych dla chemii zycia.

Abstrakeyjne poczatki

W 1995 roku, zainspirowany wyktadem
o terapiach genowych na jednej z mie-
dzynarodowych Kkonferencji, oszacowatem
za pomocg wzoru Sutherlanda-Einsteina-
-Smoluchowskiego (SES) czas potrzebny
biatkom, aktywujacym i dezaktywujacym
geny, na odszukanie odpowiadajacych im
miejsc w tancuchu DNA. Obliczenia mé-
wity o kilkunastu godzinach. Wiadomo
jednak, ze komorki dziela sie nawet co
20 minut. Zderzenie obu faktéw prowadzito
do absurdu. Komérki nie mogly dokonywac
podziatéw przed uruchomieniem swojego
kodu genetycznego! Stato sie oczywiste, ze
dyfuzja czasteczek chemicznych w jadrach
komoérkowych zachodzi niezgodnie z prze-
widywaniami dotychczasowej teorii. Tak
narodzita sie zagadka, ktérej rozwikianie
zajeto 17 lat.

Problem nie byt wczesniej zupetnie nie-
znany. Juz w latach 50. ubieglego wieku
eksperymenty z zakresu sedymentacji dro-
bin przy duzych przecigzeniach ujawnity,
ze obiekty znacznie mniejsze od makro-
skopowych moga odczuwac lepko$é tysigce
razy mniejsza. Podobny efekt zauwazono
takze dla czasteczek biatek w cytoplazmie
komorkowej. Wspétczynnik lepkosci typo-
wej cytoplazmy ma jednak niewielkg war-
to$¢, mieszczaca sie miedzy warto$ciami dla
wody ioleju kuchennego. W poréwnaniu
z tym, czego mozna oczekiwa¢ w jadrach
komérkowych, to niewiele.

Bezposrednie pomiary szybkosci dyfu-
zji czasteczek w zattoczonym Srodowisku



jader komorkowych sa i czasochionne,
i trudne. Pierwsze doniesienia z tego za-
kresu zaczety sie pojawiac¢ w literaturze na-
ukowej dopiero u schytku ubiegtego wieku.
Brak danych literaturowych oraz wyspe-
cjalizowanej aparatury badawczej do prze-
prowadzania wilasnych eksperymentow
spowodowat, ze przez pierwszych Kkilka
lat moje prace zmierzajace do poznania
mechanizméw dyfuzji w zattoczonym $ro-
dowisku i realizowane m.in. we wspotpracy
z prof. Krzysztofem Burdzym, probabili-
stq z University of Washington, dotyczyty
gtownie abstrakcyjnych, uproszczonych
modeli i zagadnien statystycznych.

Tajemnice szampondow

W 2000 roku w ramach realizacji jedne-
go z grantow Komitetu Badan Naukowych
moje laboratorium kupito pierwszy mikro-
skop. Wykorzystywano go gldwnie do re-
latywnie prostych i tanich eksperymentow
z zakresu chemii fizycznej, z ktérych
tylko niewielka cze$¢ luzno nawiazywa-
ta do problemu lepkoSci. Sprawy nabraty
tempa dopiero kilka lat p6zniej, przy okazji
mojego wyjazdu na wyktady do Malezji.
Kluczowym momentem wyprawy oka-
zala sie... awaria samolotu na lotnisku
w Amsterdamie. Podczas oczekiwania
w pubie na nowa maszyne poznatem jed-
nego. ze specjalistow brytyjskiego kon-
cernu Unilever. Kilka miesiecy pdzniej
efektem tej przypadkowo zawartej znajo-

mosci byta oficjalna wizyta przedstawi-
cieli firmy w Instytucie Chemii Fizycznej
PAN. Unilever zajmuje sie m.in. produkcja
szamponow. A te sg ciekawymi ptynami
ztozonymi. Sktadajg sie niemal wytgcznie
z wody, lecz mimo niewielkiej liczby do-
datkow majq znacznie wieksza od niej lep-
kos¢. Podczas rozmowy jednym zdaniem
napomknatem o mozliwo$ci wyznaczenia
lepkos$ci nowych szamponéw w nanoskali
i - jak sie po chwili okazato - to byt mdj
najkrétszy proposal grantowy.

Szampony to uktady lamelarne, zbudo-
wane z warstw jonowych surfaktantow.
Poczatkowo do ich badania uzyliSmy, dzie-
ki zyczliwosci prof. Adama Patkowskiego,
mikroskopu konfokalnego z korelacjg flu-
orescencji, nalezacego do Wydziatu Fizyki
UAM. Wiele lat p6zniej kupiliSmy wiasny
sprzet. Pozwalat on $ledzi¢ w ognisku la-
sera zachowanie pojedynczych czasteczek
biatek w ptynach o objetosci mikrometrow
sze$ciennych, co wykorzystaliSmy do po-
miaru lepkosci w uktadach micelarnych.
Dzieki uzyciu czasteczek barwnikow,
biatek, kropek kwantowych i kulek flu-
orescencyjnych udato nam si¢ dokonac
pomiaréw lepkosci, odczuwanej przez
probniki réznigce sie rozmiarami az o trzy
rzedy wielkosSci. Eksperymenty trwaty kilka
lat iprocz firmy Unilever sponsorowato
je Ministerstwo Nauki, Fundacja na rzecz
Nauki Polskiej, a obecnie Kkorzystamy
ze wsparcia Narodowego Centrum Nauki.

IChF PAN

W Instytucie

Chemii Fizycznej

PAN w Warszawie
zhudowano baze
danych pozwalajaca
okresli¢, jak szybko
dyfunduja biatka

w komérkach bakterii
Escherichia coli
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Dzigki pomiarom udalo nam sie wy-
kaza¢, ze w kazdym uktadzie hydro-
dynamicznym istnieje fundamentalna,
charakterystyczna skala diugosci, ktdra
zalezy od rozmiaréw obiektow tworzacych
ptyn. W przypadku roztworéw polimerow
bedzie to rozmiar kiebka polimerowego,
a w zawiesinie wirusow - dtugosc¢ patecz-
ki wirusa. StwierdziliSmy tez, ze lepkoS¢
zalezy nie tylko od Srodowiska, ale row-
niez od rozmiaru i ksztattu prébnika uzy-
tego do jej pomiaru. W tym samym ptynie,
np. w cytoplazmie komérek jednego typu,
czasteczKi réznigce sie ksztattem i rozmia-
rami moga odczuwac albo bardzo mala

Podczas przypadkowej rozmowy
napomknatem o mozliwoSci wyznaczenia
lepkosci nowych szampondw
w nanoskali. To byt méj najkrotszy
proposal grantowy

lepko$¢ (nanolepkosc), albo ogromna, nawet
wiele tysiecy razy wieksza lepko$¢ makro-
skopowa. Zmiany lepko$ci maja przy tym
charakter eksponencjalny i mogg by¢ bar-
dzo gwattowne w poblizu charakterystycz-
nej dla roztworu skali dtugosci.

0d polimerdw do bakterii

Dalsze dos$wiadczenia przeprowadzali-
$my w trzech typach roztworéw: polime-
rach rozpuszczonych w wodzie, polimerach
w rozpuszczalniku organicznym oraz w wo-
dzie z micelami (wydluzonymi agregatami
czasteczek). W kazdym przypadku zmiany
lepko$ci spetnialy te sama zaleznos$¢ funk-
cyjna. Znaleziony wzoér fenomenologiczny
zawieral wspdétczynniki tej samej natury
fizycznej, charakteryzujace zaréwno osro-
dek ptynny, jak iporuszajacy sie w nim
prébnik. Udatlo nam sie ustali¢, ze nowy
wz6r ma charakter uniwersalny i moze by¢
stosowany dla prébnikéw o rozmiarach
od utamkéw nanometréw po centymetry
oraz dla ptynéw réznych typéw, takich jak
roztwory o elastycznej strukturze mikrosko-
powej (np. sieci polimerowe w rozmaitych
rozpuszczalnikach) czy uktady mikroskopo-
wo sztywne (np. zbudowane z miceli).

Wzér zastosowaliSmy do opisu ruchu
fragmentéw DNA iinnych prébnikéw

w mysich komérkach miesniowych Swiss
3T3 i ludzkich komérkach rakowych HeLa.
WyznaczyliSmy charakterystyczna skale
dtugosci obiektow tworzacych ptyn, co po-
zwolito nam ustali¢, ze w komédrkach HeLa
lepko$¢ makroskopowa odczuwaja probniki
wieksze od 350 nm, podczas gdy w ko-
moérkach Swiss 3T3 prog wynosi zaledwie
120 nm. ZmierzyliSmy réwniez dtugosc
korelacji biatek (czasteczki o rozmiarach
od niej mniejszych poruszajg sie w ptynie
swobodnie). W cytoplazmie komérek Swiss
3T3 wyniosta ona 7 nm, w komérkach
Hela - 5 nm.

Zgromadzona na tym etapie wiedza po-
zwolita nam wrécic¢ do problemu dyfuzji cza-
steczek w gesto zatloczonym Srodowisku.
Obiektem zainteresowania mojego zespotu
staly si¢ jednak nie komorki eukariotyczne,
z trudnymi do badania jadrami komérkowy-
mi, lecz bakterie. W poréwnaniu z komaor-
kami ssaczymi bakterie sq mniejsze, a ich
wnetrza bardziej zattoczone. Jak sie okaza-
fo, lepko$¢ makroskopowa jest tam nawet
26 tysiecy razy wieksza od lepkosci wody.

ZebraliSmy kilkanascie znanych z lite-
ratury wartosci wspétczynnikéw dyfuzji
makroczasteczek w bakteriach Escherichia
coli. Dane te, w polaczeniu z wzorem opi-
sujacym zmiany lepkosci, umozliwity nam
skonstruowanie krzywej referencyjnej.
Postuzyta ona do wyznaczenia wspétczyn-
nikéw dyfuzji wszystkich znanych bia-
tek wystepujacych w bakteriach E. coli.
To ponad 6000 makroczasteczek, na ktore
sktada si¢ ok. 4300 kodowanych przez
geny tancuchéw aminokwasow oraz ich
rozne, czesto wielokrotne potaczenia (po-
limery), tworzone przez te same fancuchy
(homomery) oraz rézne aminokwasy (he-
teromery). Dysponujac warto$ciami wspot-
czynnikéw dyfuzji, mozna bylo dokonaé
ostatniego kroku: wyliczy¢ state szybkosci
reakcji dla kazdego z biatek - a wiec usta-
li¢ predkosci jazdy chemicznych pociagow
w bakteriach E. coli.

Dziewig¢ sekund do genu

Z prac nad nanolepko$cia, w ktorych
w IChF PAN uczestniczylo tacznie ponad
20 os6b, wynikaja interesujace wnioski.
Na podstawie nowej teorii czas potrzeb-
ny biatku na odnalezienie genu mozna
dzi§ szacowa¢ na 9 s. Jedyne wiarygod-



ne dane eksperymentalne, opublikowane
w ,Science” przez inny zesp6t naukowy,
mowia o 360 s. Potwierdza sie zatem, ze
proces szukania nie jest prosta dyfuzja
w przestrzeni 3D - biatka $§lizgaja sie
po DNA, co spowalnia ich ruch.

Z Kkolei inne spostrzezenie powinno uta-
twi¢ prowadzenie badan laboratoryjnych.
Dotychczas uwazano, ze zattoczone S$rodo-
wisko w komérkach jest trudne do badania
i jego ogromna lepko$¢ ma wyrazny wptyw
na przebieg reakcji chemicznych. Teraz wia-
domo, Ze to nie musi by¢ prawda i ze dzieki
prowadzeniu eksperymentow z biatkami
w buforze w kolbie laboratoryjnej mozna
otrzymac wyniki zbiezne z pomiarami w cy-
toplazmie komoérek Hela (gdzie reakcje
przebiegatyby tylko o 20-30% wolniej) i in-
nych komoérek eukariotycznych oraz w bak-
teriach (tu spowolnienie bytoby 10-krotne).

R e et g

W wiekszo$ci przypadkow biatka w komor-
ce beda bowiem dostatecznie duze, by od-
czuwaé lepko$¢ wieksza niz wody, lecz
nadal za mate, zeby odczuwac tysiace razy
wieksza lepko$¢ makroskopowa. |

Spisat i opracowat Jarostaw Chrostowski

Chcesz wiedzie¢ wiecej?

Kalwarczyk T., Tabaka M., Holyst R. (2012). Biologistics-
Diffusion coefficients for complete proteome of
Escherichia coli. Bioinformatics, 28, 2971-2978.

Kalwarczyk T., Ziebacz N., Bielejewska A. et al. (2011).
Comparative Analysis of Viscosity of Complex
Liquids and Cytoplasm of Mammalian Cells at the
Nanoscale. Nano Letters, 11, 2157-2163.

Holyst R., Bielejewska A., Szymanski J. et al. (2009).
Scaling form of viscosity at all length-scales in
poly(ethylene glycol) solutions studied by fluo-
rescence correlation spectroscopy and capilla-
ry electrophoresis. Physical Chemistry Chemical
Physics, 11, 9025-9032.

IChF PAN/Grzegorz Krzyzewski

Dr Tomasz Kalwarczyk
probuje dostarczyc
informacje

w zattoczonym
Srodowisku. Biatka

w komorkach

musza radzic

sobie z podobnymi
problemami

BUZOAZY RIUIBY) BWRIOURY



