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Opis projektu
badawczego

Prostasomy to mate (40-500 nm), wielowarstwowe liposomy
produkowane przez gruczot prostaty, licznie wystepujgce w ludzkim
ptynie nasiennym. Chociaz ich obecnos¢ w nasieniu zostata odkryta
w 1978 roku, to znajomosc¢ ich funkgiji fizjologicznych oraz ich
znaczenia w procesach reprodukcji jest ciggle ograniczona.
Dotychczasowe badania wskazujg, ze spektrum dziatania
prostasomow jest bardzo szerokie i gtdwnie dotyczy przygotowania
plemnikéw do zaptodnienia. Obecnos¢ prostasomow w nasieniu jest
réwniez istotna dla ochrony meskich komorek rozrodczych przed
wrogim srodowiskiem pochwy. Dlatego zaburzenia budowy lub
funkcji tych, niedawno odkrytych, organelli mogg stanowi¢ jedng z
istotnych przyczyn meskiej nieptodnosci. W starszym wieku ich
dziatanie moze byC€ zwigzane z genezg nowotworu prostaty.
Budowa prostasoméw jest pod wieloma wzgledami niezwykta.
Dominujgcg molekutg jest cholesterol (30%), natomiast lipidy
stanowig zaledwie 15% membrany liposomu. Najczes$ciej
wystepujgcym fosfolipidem jest sfingomielina (50%). Badania
wskazujg, ze zarbwno na powierzchni jak i we wnetrzu
prostasomow znajduijg sie liczne biatka (ponad 200 rodzajow). Sg to
enzymy (35%), biatka strukturalne i transportowe (19%), biatka GTP
(14%), biatka opiekuncze (6%), biatka sygnatowe (17%) oraz 9%
dotychczas nieznanych biatek o nieokreslonych funkcjach.

Z tej szczegolnej budowy membrany prostasomow wynika jedna z
ich najciekawszych wtasciwosci. Jest to mianowicie ich zdolnos¢ do
fuzji z blong komérkowg plemnikéw, co powoduje jej modyfikacje w
zakresie sktadu biatkowego i lipidowego. Dotychczasowe badania
wskazujg, ze zarowno prostasom jak i plemnik w lekko zasadowym
Srodowisku ptynu nasiennego wykazujg ujemny tadunek
elektryczny. Co ciekawe, fuzja zachodzi tylko w srodowisku lekko
kwasnym, charakterystycznym dla kobiecych narzadéw
rozrodczych. Na fuzje prostasomoéw i plemnikéw w istotny sposéb
wptywajg stezenia jondw cynku i wapnia, jednak mechanizm tego
procesu jest nieznany.

Tematem proponowanej pracy doktorskiej bedzie okreslenie
mechanizméw fuzji prostasomow i plemnikow, a takze identyfikacja
najwazniejszych czynnikow odpowiedzialnych za ten proces.
Badania teoretyczne zostang przeprowadzone w Instytucie Katalizy
I Fizykochemii Powierzchni PAN pod kierunkiem dr hab. P.
Weronskiego. Bedg one obejmowaty molekularne modelowanie
oddziatywania bftony prostasomow z btong komérkowag plemnikéw w
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obecnosci innych istotnych sktadnikdéw ptynu nasiennego.
Zastosowane zostang zaawansowane techniki dynamiki
molekularnej, takie jak obliczenia energii swobodnej zmian
konformacyjnych, symulacje wymiany replik, oraz alchemiczne
obliczenia zaburzen energii swobodnej. Obliczenia bedg
przeprowadzone na wielordzeniowych procesorach graficznych
wykorzystujgcych architekture CUDA. Pozwoli to na
kilkudziesieciokrotne przyspieszenie symulacji. Badania te
umozliwig szczegotowy opis mechanizmow molekularnych
powodujgcych fuzje prostasomu i meskiej komorki rozrodczej.
Jestesmy przekonani, ze symulacje komputerowe umozliwig
zidentyfikowanie pewnych istotnych czynnikow determinujgcych
przebieg badanego procesu, oraz okreslenie strukturalnych zmian
btony plemnika towarzyszgcych fuzji. W konsekwencji pozwoli to na
lepsze zrozumienie zwigzkdw miedzy strukturg i funkcjg molekut
biorgcych udziat w procesie fuzji.

Badaniom teoretycznym bedg towarzyszyty badania
eksperymentalne, ktore pozwolg na weryfikacje uzyskanych
wynikow symulacji komputerowych. Eksperymenty te zostang
wykonane w Katedrze Biochemii Lekarskiej (Zaktad Chemii
Fizjologicznej) UJCM pod kierunkiem dr hab. E. Luchter-
Wasylewskiej. 1zolacja prostasomdw oraz meskich komérek
rozrodczych zostanie wykonana z nasienia meskiego. Prostasomy
zostang otrzymane przy pomocy technik ultrawirowania oraz
rozdziatu chromatograficznego w zelu (sgczenia molekularnego),
wedtug protokotow proponowanych w literaturze przedmiotu.
Plemniki zostang uzyskane przy pomocy technik wirowania zgodnie
z obowigzujgcymi procedurami. Inkubacja prostasomow z
plemnikami zostanie przeprowadzona w réznych warunkach
Srodowiskowych — zmienne pH i sktad roztworu fuzyjnego.
Weryfikacja zaistniatej fuzji bedzie opieraé¢ sie na analizie zmian
powstatych w btonie komorkowej plemnika. Obserwacja bedzie
dotyczyta transferu biatek o charakterze enzymatycznym, co
zostanie sprawdzone poprzez badanie ich aktywnosci katalitycznej
przed i po fuzji. Pomiar aktywnosci enzymatycznej bedzie opierat
sie na spektrofotometrycznej analizie przyrostu stezenia produktow
specyficznych dla poszczegdlinych reakcji. Biatka nieenzymatyczne
transferowane do btony plemnika zostang zidentyfikowane przy
uzyciu technik immunologicznych. Dodatkowo wykonane zostanie
poréwnanie sktadu lipidowego bton komérkowych plemnikéw przed
i po fuzji. W tym przypadku zastosowane metody bedg obejmowac
techniki rozdziatu chromatograficznego (HPLC) i
elektroforetycznego.

Techniki badawcze

Komputerowe symulacje dynamiki molekularnej

Wirowanie, ultrawirowanie, filtracja w zelu, analiza
spektrofotometryczna UV-Vis, HPLC, elektroforeza, techniki
immunologiczne.
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