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W pracy podjgto probe zbadania wplywu tuszczycy na strukturg warstwy lipidowej
bton komoérkowych erytrocytow, limfocytow i granulocytow. W tym celu zastosowano
metodg znakowania spinowego bton komérkowych, wykorzystujaca spektroskopig elek-
tronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR). Zastosowane znaczniki (sondy spinowe)
umozliwity $ledzenie zmian strukturalnych na réznych glebokosciach btony. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono bardzo silne zmiany strukturalne bton limfocytow
i granulocytow spowodowane stresem oksydacyjnym oraz niewielkie zmiany w strukturze
bton erytrocytarnych zwiazane przypuszczalnie ze zmiang koncentracji cholesterolu.

Luszczyca jest jedna z najczestszych chorob skory, wystepujaca w populacji europejskiej
z czgstoscia 2—3%. Jest choroba przewlekla, zapalna i charakteryzuje si¢ nadmierna proliferacja
oraz zaburzeniami dojrzewania komoérek naskorka. Jako skutek tego obserwuje si¢ skrocenie
czasu odnowy naskorka i zaburzenia rogowacenia (parakeratoza). W skorze zmienionej chorobo-
Wo pojawiaja si¢ nacieki ztozone gtownie z limfocytéw T, neutrofili i makrofagéw. Limfocyty,
obecne w naciekach, wytwarzaja typowe dla limfocytéw pomocniczych Thl prozapalne cyto-
kiny: I1-2 , IFNy, 1I-5 oraz TNFa i 3. Metabolity tlenu i proteazy uwalniane z aktywowanych
komorek indukuja oksydacyjne i hydrolityczne uszkodzenia skory. Wydaje sig, ze moga mieé
réwniez wptyw na komorki krwi. W przebiegu tuszczycy obserwuje sig¢ rowniez zmiany mor-
fologicznego obrazu krwi obwodowej, polegajace glownie na zmniejszeniu ilosci erytrocytow
oraz zwigkszeniu ilosci leukocytow, szczegdlnie neutrofili i bazofili [10, 11]. Wykazano, ze
u pacjentow z luszczyca erytrocyty wykazuja obnizenie odpornosci osmotycznej, zmniejszenie
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intensywnosci procesoOw antyoksydacyjnych oraz wzrost peroksydacji lipidéw btonowych [1, 2].
Mimo iz koncepcja oksydacyjnego uszkodzenia bton komoérkowych komorek krwi u pacjentow
z tuszczyca ma solidny fundament teoretyczny i bywa bardzo czgsto podawana w literaturze,
to do chwili rozpoczgcia naszych badan zostata sprawdzona jedynie dla erytrocytow [5, 6, 7].
Wynika to stad, ze bezposredni dowod zaistnienia tego typu zmian blonowych wymaga zastoso-
wania biofizycznych metod znacznikowych, a te z kolei — posiadania wysoko specjalistycznego
sprzetu spektroskopowego. Dzigki posiadaniu dwoch spektrometrow elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) w pracowni spektroskopii EPR w Katedrze i Zaktadzie Fizyki
i Biofizyki AMG mozna rownoczesnie prowadzi¢ wiele projektow badawczych, polegajacych
migdzy innymi na wspoélpracy z jednostkami klinicznymi. Celem podjgtej pracy byto zbadanie
wplywu przebiegu tuszczycy na strukturg blon komoérkowych erytrocytow, limfocytow i granu-
locytow, wykorzystujac tzw. technikg znakowania spinowego bton komoérkowych. W wypadku
limfocytoéw i granulocytéw byly to badania przeprowadzone po raz pierwszy, dla erytrocytow
stanowitly czgSciowe powtorzenie eksperymentow juz opublikowanych, a czgsciowo zostaly
przeprowadzone z wykorzystaniem innego znacznika spinowego.

MATERIALY I METODYKA WYKORZYSTANE W BADANIACH

Przedmiotem badan bylo 46 pacjentdow z tuszczyca zwyczajna hospitalizowanych w Kli-
nice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii AMG. Grupg kontrolng stanowito 20 zdrowych
ochotnikéw. Badania przeprowadzono w latach 2003—-2004.

Izolacja komérek do badan

Od kazdego dawcy pobierano 5 ml krwi obwodowej na heparyng. Do rozdziatu komoérek
na frakcje limfocytéw, granulocytéw i erytrocytdw stosowano wirowanie w gradiencie gra-
disolu L oraz gradisolu G (POLFA), odpowiednio dla limfocytow i granulocytow. Erytrocyty
uzyskiwano z osadu gradisolu G.

Spinowe znakowanie komorek, oznaczenia EPR, analiza widm EPR

Do badan strukturalnych bton komérkowych wykorzystano n-doksylowe pochodne kwasu
stearynowego z nitroksylowa grupa reporterowa w pozycji n = 5 (5DS) oraz n = 16 (16DS)
tancucha kwasu stearynowego (SIGMA). Strukturg stosowanych znacznikéw (sond) spinowych
przedstawia ryc. 1.

Czasteczki sond spinowych wnikaja do warstwy fosfolipidowej btony komorkowej, gdzie
przyjmuja ustawienie wymuszone sasiedztwem fosfolipidow. Podobnie dynamika oraz prze-
strzenny charakter ruchu molekularnego sond spinowych w blonie zalezy od ich oddziatywania
z komponentami lipidowymi i proteinowymi, tworzacymi t¢ strukturg. W przeprowadzonych
pomiarach dobrano eksperymentalnie tak niskie stg¢zenie znacznikoéw, by po ich inkorporacji
do btony nie wystapil efekt poszerzenia linii widmowych EPR spowodowany oddzialywa-
niem wymiennym migdzy ich czasteczkami (efekt ten nie wystgpuje, gdy stosunek molowy
czasteczek znacznika w blonie do lipidow btonowych nie przekracza 1%). Do znakowania
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bton komoérkowych wykorzystywano 50 pM roztwory 5SDS i 16DS w etanolu. Procedurg tg
przeprowadzano wytwarzajac wstgpnie warstwe znacznika na $ciankach probowki PVC poprzez
odparowanie na nich 2 pl roztworu znacznika. Do tak przygotowanej probowki wprowadza-
no 1ml zawiesiny komorek, wytrzasano przez 30 sekund i pozostawiano na 30-minutowa
inkubacj¢ w temperaturze pokojowej. Po okresie inkubacji pobierano 150 pl zawiesiny do
szklanej kapilary, ktdrg umieszczano w kwarcowej rurce pomiarowej we wngce rezonansowej
spektrometru EPR (VARIAN E-7). Widma EPR tak oznakowanych komorek rejestrowano
w temperaturze pokojowej (22+1)°C przy nastgpujacych parametrach skaningu: czgstotliwosé
mikrofal 9,75 GHz, szerokos$¢ skanu 100G, centrum skanu 3370G, czestotliwo$é modulacji
pola magnetycznego 100 kHz, amplituda modulacji 5G, stata czasowa skanu 0,1 s, czas skanu
4 min. Przykladowe widma uzyskane dla erytrocytéw, granulocytow oraz limfocytow ozna-
kowanych sondami spinowymi 5DS oraz 16DS przedstawia ryc. 2.

erytrocyty limfocyty granulocyty

erythrocytes lymphocytes granulocytes

Znacznik 5DS
5DS spin label
Znacznik 16DS
16DS spin label

Ryec. 2. Przyktadowe widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) otrzymane dla erytrocy-
tow, limfocytow i granulocytow oznakowanych znacznikami 5DS (grupa reporterowa blisko zewngtrznej
powierzchni blony) oraz 16DS (grupa reporterowa w centralnej czgsci btony)

Fig. 2. EPR spectra of erythrocytes, lymphocytes and granulocytes labeled with 5DS (labeled moiety at carbon 5, closest to
polar headgroups) and 16DS (labeled moiety at carbon 16, closest to the bilayer center)
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Ryc. 3. Parametry odczytywane z widm EPR w celu okreslenia dynamiki i przestrzennego charakteru
molekularnego ruchu czasteczki znacznika

Fig. 3. EPR spectrum parameters dependent on dynamics and degrees of freedom of the spin label molecule

Ryc. 3 przedstawia parametry, ktore odczytywano z kazdego widma w celu dalszych ob-
liczen.
Podstawowym parametrem poddanym analizie byt parametr uporzadkowania S wyliczany
dla uzyskanych widm EPR z zaleznosci [8, 9, 4]:
S= Ay -4y a 1)

b}

‘l : 7
Azz _E(AXX +Ayy) ¢

gdzie a jest zwiazkiem migdzy statymi rozszczepienia izotropowego dla czasteczek nitroksy-
lowych w fazie krystaliczne;j:

1
a=§'(AXX+AYy+AZZ): 2

za$ a’ zwiazkiem migdzy statymi rozszczepienia izotropowego dla czasteczek nitroksylowych
w blonie (faza cieklokrystaliczna):

, 1
a =§-(A//+2Al). 3)

Warto$ci 4, oraz A1 sa odczytane z uzyskanych widm — z odleglosci migdzy zewnegtrznymi
maksimami rozszczepienia nadsubtelnego oraz migdzy maksimami wewngtrznymi, tak jak
to przedstawia ryc. 3. Analogiczne warto$ci dla znacznika w fazie krystalicznej przyjgto na
podstawie danych literaturowych: Axx = Ayy = 6,1G, Az, = 32,4G.
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Parametr uporzadkowania S przyjmuje wartosci zawierajace si¢ w przedziale 0 < S <I.
Warto$¢ maksymalna S = 1 oznacza, Ze ruch czasteczki znacznika nie wystgpuje a jego rozktad
przestrzenny jest catkowicie izotropowy; warto$¢ minimalna S = 0 jest w sytuacji, gdy ruch
czasteczek znacznika jest catkowicie izotropowy (stan maksymalnego nieuporzadkowania).
Warto$¢ parametru uporzadkowania wyznaczana dla sond spinowych w btonach biologicznych
zalezy od wielu czynnikow zwiazanych ze stanem btony: stosunku biatek i lipidow w blonie,
stosunku nasyconych i nienasyconych kwasoéw thuszczowych, zawartosci cholesterolu, pozio-
mu zwigzanego z btong Ca*™. Parametr uporzadkowania jest wigc bardzo czulym parametrem
zwigzanym z pltynnoscia btony lipidowej [8, 9].

Kolejnymi z wyznaczanych z widm EPR parametrow byly czasy korelacji znacznika
w btonie, charakteryzujace dynamike¢ ruchu molekularnego [3, 12]:

1 [hy  [hg
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\/ a VA

gdzie AW, hy, h.,;, h_, sa parametrami odczytanymi z uzyskanych widm EPR (ryc. 3), a warto-
$ci statych C, i C, przyjeto, zgodnie z literatura: C;, = 1,27-107° s, C,= 1,19-107 s. (Poniewaz
w analizie uzyskanych wynikow poréwnywano jedynie zmiany wyliczonych z zaleznosci (1),
(4) 1 (5) wartosci, wielkosci statych wspotczynnikow rownah nie miaty istotnego znaczenia).
Czasy korelacji 153 1 T okreslaja odpowiednio dynamike ruchu czasteczki znacznika zwiazana
z jego dyfuzja lateralna w kierunku prostopadtym do jego dlugiej osi (1) oraz rotacja w blonie
(t¢). Czasy te mozna pogladowo interpretowaé na sposob ,,fotograficzny” — jako maksymalne
czasy otwarcia migawki, przy ktorych fotografowany obiekt widoczny jest na zdjgciu jako
,hie poruszony”. Ze wzrostem dynamiki ruchu ulegaja one skroceniu.

WYNIKI

Ryc. 2 przedstawia otrzymane w wybranych przypadkach widma EPR spinowo oznako-
wanych erytrocytéw, granulocytow i limfocytow. Ksztatty widm sa typowe dla zastosowanych
sond spinowych, wskazuja na petna inkorporacje sond do blon badanych komoérek oraz na
zaniedbywane oddzialywanie wymienne migdzy czasteczkami znacznikéw w blonie. Dla kaz-
dego z uzytych znacznikow (5DS, 16DS) bardzo wyraznie wida¢ rowniez roznicg w ksztattach
widm otrzymanych dla réoznych komorek. Roznice te wynikaja z réznej struktury bton tych
komorek, powodujacej ich rozna mikrolepko$¢ (ptynnosc). Dla kazdej z grup komorek widaé
ponadto réznicg migdzy widmem otrzymanym dla znacznika SDS i 16DS. Wynika ona z réznej
lokalizacji nitroksylowej grupy reporterowej czasteczki znacznika w btonie. Dla sondy SDS
potozenie tej grupy jest bliskie zewngtrznej, silnie polarnej czgsci btony, co w konsekwencji
daje efekt silnej immobilizacji znacznika w blonie. W wypadku znacznika 16DS lokalizacja
tej grupy jest blizsza wewngtrznej, centralnej czgsci btony, gdzie niewielka polarno$é srodo-
wiska pozwala na znacznie wigksza dynamike ruchu oraz mniejszy stopien jego anizotropii.
Iloéciowy opis tych efektow zawieraja tabele I 1 I1.
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Tab. I
Wartosci parametru uporzadkowania S oraz czasow korelacji 5 1 T¢ dla blon komérkowych erytrocytow,
limfocytéw i granulocytéw oznakowanych znacznikiem 5DS: z.s. znamienno$¢ statystyczna dla hipote-
zy, ze warto$¢ danego parametru dla grupy kontrolnej oraz grupy z tuszczyca jest rozna (n.z. — réznica
nieznaczaca)
The values of order parameter S, correlation times t and T calculated for erythrocytes, lymphocytes and granulocytes mem-
branes labeled with 5DS spin probe: z.s. level of significance for the hypothesis of different parameter values between control

and psoriatic samples (n.z. — non significant)

Znacznik 5DS / 5DS spin label

kon- tusz- kon- tusz- tuszezy-
kontrola
trola czyca trola czyca | ca
control psoriasis Z$. control psoriasis Z$. contro psoriasis Z$.
S S s T Tc Tc
E t
YUY | 0674 | 0,688 | nz | 7570 | 7699 | <001 | 13578 | 14,084 | nz.
Erythrocytes
Limfocyt
MO 0725 | 0,749 | <001 | 4795 | 3,747 | <0001 | 12229 | 10,819 | <0,001
Lymphocytes
Granulocyty

0,721 | 0,731 <0,01 5,024 | 4,115 | <0,001 11,906 | 11,242 | <0,01

Granulocytes

Tab. I
Wartosci parametru uporzadkowania S oraz czaséw korelacji T i Tc dla bton komoérkowych erytrocy-
tow, limfocytow i granulocytow oznakowanych znacznikiem 16DS: z.s. znamiennos¢ statystyczna dla
hipotezy, ze warto$¢ danego parametru dla grupy kontrolnej oraz grupy z tuszczyca jest roézna. (n.z.
— roznica nieznaczaca)
The values of order parameter S, correlation times Tz and ¢ calculated for erythrocytes, lymphocytes and granulocytes mem-

branes labeled with 16DS spin probe: z.s. level of significance for the hypothesis of different parameter values between control
and psoriatic samples (n.z. — non significant)

Znacznik 16DS / 16DS spin label
kon- tusz- kon- tusz- lusz-
kontrola
trola czyca 7. trola czyca 7. czyca ZS.
. . control o
COnll‘Ol pSOrlﬂSlS COntl’Ol pSOrlaSlS pSOrlﬂSlS
S S Ty Ts Tc Tc
Erytrocyt
YY1 0315 | 0324 | nz | 2054 | 1942 | nz | 2537 | 2377 | nz
Erythrocytes
Limfocyt
MY 1 0661 | 0,624 | <001 | 6,515 | 4775 | <0,001 | 9311 | 7,062 | <0,001
Lymphocytes
Gramulocyt
ranioeyy | 0.654 | 0,634 | <001 | 6,388 | 5922 | <001 | 9,091 | 8417 | <0,01
Granulocytes
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W przypadku erytrocytow, zaréwno dla znacznika 5DS jak i 16DS, nie stwierdzono sta-
tystycznie znamiennych réznic migdzy warto$ciami wyliczanych parametrow dla komorek
z grupy kontrolnej oraz pochodzacych od pacjentow z tuszczyca. Wyjatkiem jest tutaj czas
korelacji tg, ktory dla znacznika 5SDS wykazal wigksza warto$¢ dla grupy z tuszczyca. Wynik
ten mozna interpretowa¢ jako zmniejszenie ptynnos$ci bton erytrocytarnych w tej grupie. Zmiang
taka, obserwowana w zewngtrznych regionach btony (sonda 5DS), najczesciej thumaczy sig
zwigkszeniem sztywnosci blony.

Dla limfocytow i granulocytéw wszystkie wyznaczane parametry wykazaly statystycznie
znamienng réznicg wartosci miedzy obydwoma badanymi grupami. Bardzo ciekawym efektem,
ktory tutaj zaobserwowano dla obu typow komorek, byt wzrost wartosci parametru uporzad-
kowania S w stosunku do grupy kontrolnej dla zewngtrznej czgsci btony (sonda SDS) oraz
zmniejszenie jego wartosci w regionie centralnym (sonda 16DS). Warto$ci czasow korelacji t
i T¢ limfocytéw i granulocytow od pacjentdw z tuszczyca ulegly w poréwnaniu z grupa kontrol-
na skroceniu — zar6wno w peryferyjnych jak i centralnych obszarach bton komoérkowych.

DYSKUSJA, WNIOSKI
Erytrocyty

W przeciwienstwie do danych innych autoréw [5, 6, 7], zaobserwowane przez nas zmiany
strukturalne bton erytrocytarnych spowodowane tuszczyca sa niewielkie i, w zasadzie, zanie-
dbywalne. Trudno jest ten fakt wyjasni¢, warto tylko zwroci¢ uwagg, ze nasze badania byly
przeprowadzone na liczniejszych grupach. Zmiany warto$ci parametru uporzadkowania S
i czasOw korelacji obydwu znacznikow, choc statystycznie nieistotne, moga by¢ spowodowane
wigksza pula cholesterolu btonowego w blonach erytrocytarnych u pacjentéw z tuszczyca.
Z cala pewnos$cia mozna jednak wykluczy¢ jako przyczyneg tych zmian stres oksydacyjny w
btonie erytrocytarnej, poniewaz w takim wypadku obserwuje si¢ znacznie silniejsze zmiany
wartosci tych parametrow.

Limfocyty, granulocyty

Btony komorkowe limfocytow i granulocytow u pacjentdw z tuszczyca, w swych peryfe-
ryjnych obszarach, wykazaty efekt zmniejszenia ptynnosci, czego odbiciem bylo zwigkszenie
warto$ci parametru uporzadkowania S. Regiony centralne bton tych komoérek ujawnity row-
niez bardzo silne zaburzenie swej struktury, jednakze dajace w efekcie zmniejszenie wartosci
parametru S, oznaczajace zwigkszenie ptynnosci tych obszaréw. Ponadto uzyskane wyniki
wskazuja, ze zmiany strukturalne gigbokich obszarow blony, bliskich jej czgsci centralnej, byly
wigksze niz zmiany, ktore zaszty na jej powierzchni. Obraz taki jest bardzo typowy dla zmian
strukturalnych spowodowanych stresem oksydacyjnym w btonie prowadzacym do peroksydacji
lipidéw. Dodatkowym potwierdzeniem tego wniosku jest zaobserwowane skrocenie czaséw
korelacji obu znacznikéw, $wiadczace rowniez o generalnym wzro$cie ptynnosci btony.
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J. Nowak, B. Nedoszytko

STRUCTURAL ANALYSIS OF THE CELL MEMBRANES OF RED BLOOD CELLS,
LYMPHOCYTES AND GRANULOCYTES IN PSORIATIC PATIENTS — A SPIN LABEL STUDY

Summary

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disorder characterized by a focal dense infiltration of neu-
trophils, T lymphocytes and macrophages that migrate from the vascular system to the skin. Oxygen
metabolites and proteases released by activated inflammatory cells may induce oxidative and proteolytic
damage in the skin and blood cells. Patients with psoriasis showed changes in blood cell count: reduced
red blood cells (RBC) number, and increased number of leukocytes, mainly neutrophils and basophils.
RBC have reduced antioxidant defense, osmotic fragility and elevated membrane lipid peroxidation.

The aim of our study was to determine the influence of such effects on the cells membrane structures
and dynamics of membrane molecular motion. The study was performed in 46 psoriatic patients and
in 20 control healthy donors. From each person the erythrocytes, lymphocytes and granulocytes were
isolated from peripheral blood. The cells were marked with spin labels: 5-doxyl-stearic acid (5DS) and
16-doxyl-stearic acid (16DS) and electron spin resonance spectra (EPR) were analyzed.

The spin labels used in our study allowed to observe the membrane structure changes near their external
(5DS) or the medium part (12DS). The EPR parameters, which were calculated from the obtained EPR
spectra, were: an order parameter S, correlation times 1 and t¢ (lateral and rotational).

The results obtained from the analysis of EPR spectra show that the erythrocytes isolated from psoriatic
patients have a lower membrane fluidity. This effect could be related to an increase in the cholesterol
content.
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We have also found an increase in membrane fluidity in psoriatic patients’ lymphocytes and granulocytes,
especially in the medium part of the membranes. This could be related to lipid peroxidation process.

Adres: dr Jerzy Nowak
Katedra i Zaktad Fizyki i Biofizyki AMG
ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
e—mail: jnowak@amg.gda.pl



