Jak wnikna¢ do komdrki?

8 pazdziernika 2022

Aby przetestowa¢ wptyw réznych substancji na organizm, trzeba
najpierw pokona¢ btone komdorkowa. Naukowcy z Instytutu Chemii
Fizycznej PAN pokazali teraz nowatorskie rozwigzanie na bazie
polimerdéw — Cell-IN — ktdére dziata jako $rodek wywotujgcy szok
osmotyczny i wutatwia wprowadzenie do komdérki rdznych
substancji chemicznych.

Dostarczanie biologicznie aktywnych czgsteczek do komdérek jest
jednym z najczestszych sposobdéw testowania interakcji
poszczegdlnych zwigzkéw chemicznych np. nowych lekéw. Jednak,
aby to zrobi¢, konieczne jest pokonanie btony komdérkowej,
ktéra ma niezwykle z*ozong strukture i przepuszcza tylko
okreslone <czagsteczki do wnetrza komdérki - opisuja
przedstawiciele IChF PAN w przestanym PAP komunikacie.

Komérki — podstawowe budulce ciat*a - posiadajg naturalnag
tarcze chronigcg je przed Srodowiskiem zewnetrznym, ktére
mogtoby zaktdécad¢ ich funkcjonowanie. Ta warstwa ochronna to
podwéjna membrana o unikalnej i zarazem ztozonej strukturze.
Btona ta petna jest malenkich kanat*éw pozwalajgcych na
wnikanie do komdrki tylko okreslonych zwigzkdéw chemicznych np.
jonéw, wody i innych matych czgsteczek chemicznych. Dzieki
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btonie wnetrze komérki jest chronione przed reakcjami
chemicznymi, ktdre zachodzg poza nig (to chocby reakcje z
udziatem wolnych rodnikéw).

W przypadku badan in vitro, gdzie duze czasteczki, takie jak
biatka dziatajgce jako leki na niektdére choroby, musza by¢
dostarczane do komérki w celu przeprowadzenia testéw,
skutecznos¢ ich dostarczenia zalezy od obszaru komérki. 0 ile
dla matych czgsteczek nie stanowitoby to problemu, o tyle
dostarczanie duzych czgsteczek moze by¢ trudne. Co jesli
chcielibysmy umies$ci¢ w komdrce jakis barwnik dziatajgcy jako
marker wumozliwiajgcy precyzyjne mikroskopowe obserwacje
niektérych proceséw chemicznych? Podobnie jak z biatkami, moze
to nie by¢ tak proste jak sie wydaje.

Autorzy komunikatu ttumaczg, ze przenikanie zwigzkéw przez
btone komérkowa ma kluczowe znaczenie w wiekszoSci procesow
biochemicznych i badah biomedycznych, podczas gdy struktura i
sktad bton biologicznych najzwyczajniej chroni komérke przed
chemiczng katastrofg. Dlatego, na catym Swiecie podjeto wiele
wysitkoéw, aby opracowa¢ sposoby %tatwiejszego przekraczania
btony komdérkowej. Obecne metody pokonywania tej naturalnej
tarczy ochronnej majg wiele ograniczen, takich jak mata skala
i czasochtonnos¢ np. podczas powszechnie stosowanej metody
mikronastrzykow.

I tu przychodzg na pomoc ze swoim pomystem polscy badacze pod
kierunkiem prof. Roberta Hotysta z Instytutu Chemii Fizycznej
PAN. Ich praca przedstawia prosty sposdéb na pokonywanie bton
biologicznych.

Naukowcy — jak informuje ich instytut - zbadali szereg
roztworédw koloidalnych o réznym sktadzie i stezeniach
polimeréw w rozmiarach od 1 do 15 nm, wprowadzajac je do
komérek pod wptywem tzw. stresu osmotycznego. Nastepnie,
przeanalizowano badania lepkosci cytoplazmy, wykazujgc, ze
standardowe, ogdlnodostepne procedury, takie jak stosowanie
sacharozy nie sg juz potrzebne do wywotania cis$nienia



osmotycznego polepszajacego wnikanie poszczegdlnych
czgsteczek. Innymi stowy, przedstawili skuteczno$¢ rozwigzan
hipertonicznych koncentrujgcych sie na skutecznosci
dostarczania na poziomie pojedynczej komdérki. Dzieki temu,
optymalny biokompatybilny roztwdr na bazie polimeru mozna z
Yatwosciag wykorzystaé¢ do dostarczania réznych czgsteczek do
wnetrza komorki bez uzywania mikroiniekcji lub dodatku
sacharozy.

Dodatkowo, aby podejrze¢ efekt dostarczenia do komérki
czgsteczek za pomocg roztworu na bazie polimeru, badacze
zastosowali spektroskopie korelacji fluorescencyjnej (FCS)
oraz technike mikroskopii konfokalnej. Jednoczes$nie,
sprawdzano stezenia wewngtrzkomérkowe i obserwowano
bezinwazyjng skutecznos¢ dostarczania okreslonych czasteczek.
Takie rozwigzanie dziata jak farba oznaczajgca komérke w danym
miejscu. Naukowcy pokazali sekwencje proceséw zachodzgcych
podczas ekspozycji komérki na roztwér hipertoniczny. Gdy woda
wyptywa z komérki, wyrdéwnujagc cis$nienie osmotyczne, roztwér
cytoplazmy staje sie hipotoniczny. Taka réznica cis$nien
osmotycznych prowadzi do rozluzZznienia podwdjnej bkony
chronigcej komérke, ktéra jest kluczowa dla dostarczania
pozadanych czgsteczek do jej wnetrza. Jesli cis$nienie
osmotyczne jest wystarczajgco wysokie, mozliwe jest
dostarczanie poszczegélnych zwigzkow.

,0dkrylismy, ze skutecznosS¢ przenikania przez btony komdérkowe
jest silnie skorelowana z wielko$cig i stezeniem polimerdw
powodujgcych cisnienie osmotyczne, a nie z samg wysoka
wartoscig cisnienia osmotycznego. Wykazalismy, ze roztwory
polimerédw o okres$lonych stezeniach utatwiajg dostarczanie
duzych biomakroczgsteczek nawet o wielkosSci 200 nm (plazmidy
DNA) do komérek, w tym komérek MDA-MB-231 - dotychczas
opornych na szok osmotyczny. Pokazujemy, ze nasz preparat
oparty o koloidalng zawiesine %ancuchdéw polimerowych jest
wszechstronnym narzedziem dostarczania réznych zwigzkéw w
biologii molekularnej” — zauwaza pierwsza autorka badan, Aneta



Karpinska.

Naukowcy z IChF PAN zademonstrowali uniwersalny Srodek na
bazie polimeréw, ktéry moze by¢ stosowany jako marker
wewngtrzkomérkowy i tym samym utatwial przenikanie pozgdanych
czgsteczek do wnetrza komdérki w jego obecno$ci. Preparat
zawiera polimer, ktory wywotuje szok osmotyczny posSredniczac w
dostarczaniu do komérek innych zwigzkéw. Takie rozwigzanie
dziata niczym jak pedzel barwigcy okreslone czasteczki, ktdre
mozna zobaczy¢ z uzyciem mikroskopii konfokalnej i tym samym
obserwowa¢ jak wnikajg do komorki.

Dr Karina Kwapiszewska twierdzi: ,Pokazujemy, ze okre$lenie
wtasciwosci fizyczne roztworu dostarczajgcego dany zwigzek ma
§cisty wptyw na wyniki badan biologicznych. Naszym zdaniem
fizyczny wglad w odczynniki zwigzane z biologig powinien by¢
punktem wyjscia w ich rozwoju i ulepszaniu. Udowodnilismy
rowniez, ze szok osmotyczny jest mniej inwazyjnym dla komdrek
sposobem dostarczania polimerdéw niz metoda oparta na tworzeniu
liposoméw”.

Co wiecej, badania zademonstrowane przez interdyscyplinarny
zesp6t z IChF PAN byt*y na tyle obiecujace, ze naukowcy
postanowili skomercjalizowa¢ swoje pomysty i wprowadzi¢ je na
rynek.

Nowy produkt w postaci koloidu wumozliwia zwiekszenie
wydajnosci dostarczania réznych zwigzkéw chemicznych do
komérek poprzez wywotanie szoku osmotycznego. ,Naukowcy
oferujg nowatorski, nieinwazyjny i skuteczny odczynnik Cell-
IN, ktéry zapewnia wnikanie do komdérek ssakdéw wielu zwigzkodw,
od matych biatek po kwasy nukleinowe, polimery 1
nanoczgsteczki. Zastosowanie Cell-IN nie tylko pozwala na
dostarczenie wielu czgsteczek, ale takze mikroskopowo
monitorowaé¢ ich mobilnos¢ we wnetrzu komdérki. Zespdt jest
otwarty na wspltprace i obecnie kontynuuje prace nad kolejnymi
produktami” — czytamy w komunikacie.



Wyniki badan ukazaty sie w ,Journal of Colloid and Interface

Science”. Prace byty wspierane przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju.
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