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Streszczenie

Wewnatrzkomdrkowa organizacja molekularna ma kluczowe znaczenie dla przetrwania komorki
eukariotycznej. Przyktadem jest cytoplazma komoérkowa — ptyn ztozony, w ktérym zachodza
gléwne procesy biochemiczne, warunkujge funkcje takie jak wzrost komorki, podzial i ruch.
Czynniki stresowe powoduja zakidcenia w organizacji wewnatrzkomoérkowej, a przetrwanie
komorki w czasie stresu zalezy od zmian w jej wilasciwosciach fizycznych i biologicznych.
Poznanie zmian indukowanych stresem w ztozonym, zatloczonym ptynie ujawni¢ moze istotne
informacje na temat regulacji gtéwnych proceséw komérkowych i ich roli w przetrwaniu komorki.
Jednakze istnieje ograniczona liczba informacji na temat proceséw biofizycznych w czasie stresu
komorkowego. Metody oparte na fluorescencji, takie jak spektroskopia korelacji fluorescencji
(ang. fluorescence correlation spectroscopy, FCS) i obrazowanie czas6w zycia fluorescencji (ang.
Sfluorescence lifetime imagind microscopy, FLIM), sa doskonale do mierzenia dyfuzji, interakcji
molekularnych oraz czaséw zycia fluorescencji rozpuszczalnikéw w niskich st¢zeniach (<1 pM) i

matych objetosciach (<1 pl), co czyni je idealnymi narzedziami analitycznymi do tego badania.

Stres jest nieodigcznym elementem towarzyszacym organizmom zywym. Niezaleznie od tego, czy
chodzi o ograniczenia w dostepnosci sktadnikow odzywczych, zmiany w stanach
utleniania/redukcji, wzrost stezenia czé[steczek cytotoksycznych, ézy zmiany w zawarto$ci wody —
formy stresu sg nieograniczone. Wybratam dwa czynniki stresowe, ktore wptywaja na wszystkie
organizmy, bez wzgledu na ich wielko$¢ czy ztozonos¢ — glodzenie komoérek i stres
mitochondrialny. Badalam wplyw zewnetrznego stresu na wilasciwosci biofizyczne komorek
rakowych. Ta praca opisuje kluczows technike przetrwania, stosowang przez wszystkie zywe

gatunki na Ziemi — zachowanie w odpowiedzi na stres.

W rozdziale dotyczacym gltodzenia komoérek identyfikuje tendencje w wewnatrzkomérkowym

zatloczeniu molekularnym oraz wyptywie wody z cytoplazmy i jadra komérkowego podczas



przedtuzonego braku dostepu do sktadnikéw odzywczych. Pomiar FCS ujawnia wplyw zattoczenia
molekularnego na zmiany wspotczynnikéw dyfuzji biatka zielonej fluorescencji (ang. green
fluorescence protein, GFP). Bez tego wewnatrzkomorkowego ruchu/transportu czgsteczek z
jednego miejsca na drugie komoérki nie moga funkcjonowaé. W rozdziale podkreslono kluczowe
punkty, takie jak odpowiedZ komorki na stres glodowy w ujeciu kompartmentalnym, koncentrujac
si¢ na zmianach wspotczynnikdéw dyfuzji i mechanizmach oszczedzania energii. Jako rozszerzenie
tych wynikéw, badane sg efekty wyciszenia (ang. knock-out) genu kanatu anionowego na dyfuzje
GFP i homeostaze objetosci komérki w komérkach HeLa. Knock-out genu zostal stworzony przy
uzyciu narzedzi edycji gendow CRISPR-CAS9, a FCS zostalo uzyte do badania dyfuzji

wewnatrzkomorkowe;.

W rozdziale dotyczacym autofluorescencji komdrkowej, mierzona jest odpowiedz komoérki na
,indukowang $mier¢ komdrkowa” przez stres mitochondrialny. Mierzenie tych zmian jest istotne
dla zrozumienia reakcji komorki na stres przed jej Smiercig. Przy uzyciu FLIM, FCS i HPLC (ang.
high pressure liquid chromatography), koncentruj¢ si¢ na wzmozonej autofluorescencji komodrek

rakowych na lek indukujacy apoptoze - staurosporyne w dwodch réznych stezeniach.

Rozdzial dotyczacy deplecji ATP w komoérce opisuje ograniczenia czujnikéw ATP, z duzym
naciskiem na nowo odkryty chemiczny czujnik ATP. Poniewaz glodowanie byto koniecznym
czynnikiem stresowym w tym badaniu, zmiany w poziomach ATP zostaly uwzglednione jako

zjawisko wzajemnie powigzane.



