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				Streszczenie

				Ciało prolamellarne (PLB) stanowi przykład złożonej struktury błonowej występującej w roślinnych etioplastach, która tworzy układ o symetrii sześciennej typu diamentu. PLB charakteryzuje się unikatową architekturą opartą na dwóch niezależnych kanałach wodnych o różnej geometrii, z których większy pozostaje w kontakcie ze stromą plastydową, a mniej-szy stanowi prekursor lumen tylakoidów. Struktura ta jest formowana przez precyzyjnie zorganizowany układ lipidów (głównie MGDG i DGDG), białek (przede wszystkim LPOR) oraz barwników (w tym protochlorofilidu i karotenoidów). Badania z wykorzystaniem mu-tantów o zmienionym składzie biochemicznym oraz analiza wpływu czynników stresowych na organizację PLB pozwoliły lepiej zrozumieć rolę poszczególnych komponentów w for-mowaniu i stabilizacji tej struktury. Wyjątkowe cechy PLB, takie jak stosunkowo duża skala (rozmiar jednostki podstawowej około 80 nm), zdolność do fototransformacji oraz biokom-patybilność, czynią tę strukturę interesującym modelem dla rozwoju nowych biomateria-łów, szczególnie w kontekście systemów kontrolowanego uwalniania substancji. Niedawne sukcesy w otrzymywaniu biomimetycznych struktur inspirowanych PLB otwierają nowe możliwości w inżynierii nanomateriałowej.

				Wprowadzenie

				Fascynującym przykładem połączenia biologii i geometrii jest zdolność błon komórkowych do samoorganizacji w złożone, wysoce symetryczne, okresowe układy przestrzenne zwane błonami sześciennymi (przegląd w pracy [1]). Ko-mórkowe błony sześcienne przypominają kształtem dobrze znane w geometrii różniczkowej powierzchnie, a mianowicie potrójnie okresowe powierzchnie mi-nimalne (TPMS, ang. Triply Periodic Minimal Surface) o symetrii sześciennej. Jako pierwszy powierzchnie minimalne opisał pod koniec XIX wieku Karl Hermann Amandus Schwarz [2], ale do tej pory pozostają one w polu zainteresowania matematyków, jak również architektów czy inżynierów. TPMS są szczególnym zbiorem matematycznie opisanych powierzchni, które wypełniają przestrzeń, dzieląc ją na dwa skomplikowane kanały: są one nazywane „dwuciągłymi” ze względu na powstające dwie rozłączne, ale wewnętrznie ciągłe domeny. Szcze-gólny zestaw trzech TPMS o symetrii sześciennej i niskiej matematycznej złożo-ności, które często dyskutowane są w kontekście błon biologicznych i syntetycz-nych, to powierzchnie Schwarza typu P i D (ang. primitive, diamond) i Schoena typu G (ang. gyroid) [1,2]. Z naukowego punktu widzenia, pośród zalet tego typu powierzchni wskazuje się przede wszystkim możliwość opisywania ich wzorami matematycznymi, z możliwością zmiany poszczególnych parametrów przestrzennych poprzez modyfikację składowych równania matematycznego. Dodatkową zaletą jest ciągły charakter TPMS, z brakiem ostrych krawędzi i za-łamań. Te zalety wpływają na rosnące zainteresowanie TPMS, a w szczególno-ści materiałami badanymi przez fizyków materii miękkiej i opisywanymi przez tego typu powierzchnie. TPMS występują nie tylko w równaniach matematycz-nych, syntetycznych fazach liotropowych i błonach biologicznych, ale również w pancerzach owadów czy skrzydłach motyli. Ponadto materiały oparte na TPMS znalazły zastosowanie w nanoinżynierii tkanek, takich jak kości [3].

				Geometria błon roślinnych plastydów –PLB jako przykład błon sześciennych

				Współczesna inżynieria materiałowa coraz częściej czerpie inspirację z roz-wiązań występujących w naturze. Szczególnie interesującym źródłem takich rozwiązań są roślinne plastydy, które prezentują szeroką gamę topologii we-wnętrznych błon – od prostych pęcherzyków i tubul, przez układy lamellarne i ich złożone formy zorganizowane w przeciwbieżne helisy, aż po najbardziej strukturalnie skomplikowane błony sześcienne. Występowanie określonych ty-pów nanomorfologii błon zależy od formy plastydu, czynników środowisko-
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				wych oraz składu błon wewnętrznych, które mogą zna-cząco wpływać na strukturę charakterystyczną dla danego typu plastydu [1,4].

				Wśród tych różnorodnych struktur błonowych szcze-gólną uwagę badaczy przyciągają formy sześcienne. Po-wierzchnie tego typu charakteryzują się takimi cechami jak mechaniczna wytrzymałość i duży stosunek powierzchni do objętości, co pozwala na wydajne upakowanie dużej ilości materiału w zadanej przestrzeni. Dodatkowo skala i stabilność błon sześciennych w roztworach wodnych spra-wiają, że stanowią one inspirację przy projektowaniu no-wych nanomateriałów [5]. Warto zaznaczyć, że skala błon sześciennych definiowana jest przez rozmiar jednostki pod-stawowej (ang. unit cell), czyli najmniejszej powtarzalnej jednostki budującej, która powielana w trzech wymiarach definiuje strukturę całej sieci.

				Przykładem najlepiej scharakteryzowanej plastydowej struktury o charakterze błon sześciennych jest ciało prola-mellarne (PLB, ang. ProLamellar Body) występujące w etio-plastach. Na terenie etioplastu identyfikowane jest zazwy-czaj pojedyncze PLB [6]. Etioplasty to prekursorowe pla-stydy formujące się przede wszystkim w wyciemnionych, młodych siewkach i przekształcające się w chloroplasty po ekspozycji na światło [7,8]. W etioplastowej stromie domi-nującą formą błonową jest PLB, któremu towarzyszą la-mellarne protylakoidy (PT) oraz kuliste plastoglobule (PG) [9]. PT tworzą odchodzące od PLB porowate lamelle, któ-re wykazują podobieństwo strukturalne z tylakoidami w chloroplastach i są ich bezpośrednimi prekursorami [8]. Z błonami PLB ciągłość zachowują również PG – lipoprote-iny otoczone monowarstwą lipidową [10], które kotwiczą wokół PLB lub na jego terenie. Ich zmniejszająca się liczba podczas transformacji w chloroplast może sugerować rolę magazynującą lipidy błonowe [6]. Badania z wykorzysta-niem kriomikroskopii elektronowej i tomografii elektro-nowej dowodzą, że PG są fizycznie przyłączone do błon plastydowych [11,12].

				Pod wpływem światła PLB i PT ulegają transformacji w błony chloroplastu zorganizowane w stosy spłaszczonych pęcherzyków określanych mianem tylakoidów gran i he-likalnie łączących je tylakoidów stromy [8,13]. Bezpośred-nia transformacja PLB w fotosyntetycznie aktywne błony chloroplastu podkreśla rolę sześciennej struktury PLB w biogenezie chloroplastu i osiągnięciu przez roślinę autotro-fii. Badania nad grochem i fasolą wykazały, że etioplasty zawierające PLB przechodzą szybszą i bardziej efektywną transformację w chloroplasty, w porównaniu do etiopla-stów nie zawierających PLB [14].

				Analiza strukturalna wysoce skomplikowanych topolo-gicznie błon sześciennych, które często określane są mia-nem układów parakrystalicznych, stanowi wyzwanie. Nie dziwi zatem fakt, że początkowo identyfikowane przez biologów periodyczne układy błonowe określane były w sposób inny (np. falujące błony, tubularne inkluzje, kon-figuracje cystern) niż poprzez ich właściwe przypisanie do grupy błon sześciennych [1]. Przykładem takiej począt-kowej niewłaściwej anotacji jest również struktura PLB. Chociaż obserwacje mikroskopowe PLB prowadzone są 

			

		

		
			
				od blisko 60 lat [15], to dopiero niedawne badania umoż-liwiły komputerowe modelowanie i rozpoznanie struktu-ry PLB jako powierzchni typu diamentu, mimo iż od lat 70. XX wieku w literaturze specjalistycznej funkcjonowało przekonanie, że PLB posiada symetrię heksagonalną, a nie sześcienną [16].

				Nanomorfologia PLB

				Spośród innych opisanych do tej pory błon sześcien-nych występujących w przyrodzie, PLB posiada unikato-we właściwości strukturalne, będąc geometrycznie nie-zbalansowanym układem dwuciągłym typu diamentu [16]. Oznacza to, że dwa rozseparowane błoną PLB kanały wodne są nie tylko chemicznie, ale i geometrycznie różne. Kanał o większej średnicy pozostaje w kontakcie ze stromą etioplastu, podczas gdy mniejszy kanał jest bezpośrednim prekursorem obszaru lumen chloroplastowych błon tyla-koidów [8]. Ostatnie badania z wykorzystaniem metody dopasowania wzorów (ang. template matching) do mikrofo-tografii TEM układów PLB modelowych gatunków roślin pozwoliły ustalić proporcję objętości kanałów wodnych w PLB na 0,22-0,30, a rozmiar jednostki podstawowej na wartość pozostającą w przedziale pomiędzy 73,5 a 90,5 nm [16]. Odkrycie to pozostaje zgodne z wcześniejszymi badaniami z wykorzystaniem małokątowego rozpraszania rentgenowskiego (SAXS, ang. Small Angle X-ray Scattering), w którym określono wielkość jednostki podstawowej PLB kukurydzy na 78 nm [17]. Przestrzenne parametry struk-turalne PLB takie jak stosunek powierzchni do objętości czy wielkość kanałów wodnych mogą się różnić w zależ-ności od gatunku rośliny, jak również w zależności od wa-runków uprawy takich jak długość etiolacji (wzrostu bez światła), czy dodatku cukru do pożywki, na której wzrasta siewka [18]. Parametry te modyfikować można również dzięki zmianie składu biochemicznego tej struktury, co zo-stało opisane w dalszej części artykułu. Poza opisaną wy-żej symetrią typu diamentu, PLB może przyjmować rów-nież inne formy - opisywane jako PLB typu “otwartego”, cechujące się mniejszym upakowaniem budującej je błony. Tego typu struktury charakteryzują się również niższym stosunkiem powierzchni do objętości [19].

				Sześcienna struktura PLB warunkuje, a jednocześnie umożliwia, pełnienie biologicznej funkcji przez ten układ. Wysoki stosunek powierzchni do objętości, charaktery-styczny dla powierzchni typu TPMS, umożliwia wydaj-ne magazynowanie składników niezbędnych do szybkiej transformacji etioplastu w chloroplast [16]. Podczas etio-lacji powierzchnia przekroju PLB wzrasta, a natychmiast po oświetleniu sześcienna struktura transformuje się w nieregularny układ przypominający gąbkę. Gąbczaste PLB zmniejsza się w wyniku przekształcania budujących je błon w tylakoidy. Zanim cały PLB przekształci się w bło-ny fotosyntetyczne, oba te układy koegzystują i pozostają bezpośrednio połączone [20].

				Podejrzewa się również, że PLB pełni dodatkową funk-cję biologiczną w ciemności. Ze względu na jego skalę, sze-ścienny układ PLB może być traktowany jako zawada ste-ryczna dla ruchu makromolekuł w obrębie wodnych kana-łów tej struktury, potencjalnie ograniczając dyfuzję dużych 
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				cząsteczek [16]. Na przykład, modyfikacja parametrów przestrzennych PLB umożliwia regulację przemieszczania się rybosomów wewnątrz tej struktury. W większości anali-zowanych do tej pory struktur PLB rozmiar dużego kanału wodnego, wykazującego ciągłość z chloroplastową stromą, jest zbyt mały dla swobodnej dyfuzji plastydowych ryboso-mów, jednak w grochu, którego PLB charakteryzuje niski stopień kompresji, zaobserwowano obecność rybosomów w obrębie dużego kanału wodnego [21].

				Wewnętrzne błony etioplastu tworzą ciągły układ in-tegrujący PLB, lamellarne PT i globularne PG, co stanowi podstawę efektywnej biogenezy chloroplastu. W dalszych sekcjach przedstawiono najnowsze badania dotyczące skła-du biochemicznego PLB, determinującego jego kluczową rolę w tym procesie.

				Skład biochemiczny PLB

				Głównym składnikiem budulcowym ciała prolamellar-nego są lipidy błonowe, przede wszystkim galaktoglicero-lipidy – monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG) i diga-laktozylodiacyloglicerol (DGDG) (Tab. 1). Te same lipidy są również kluczowymi komponentami błon tylakoidów w chloroplastach [6].

			

		

		
			
				MGDG jest dominującym lipidem w PLB [22], gdzie sta-nowi około połowę wszystkich lipidów błonowych. Czą-steczka MGDG składa się z polarnej grupy galaktozylowej oraz hydrofobowej części zawierającej dwa łańcuchy kwa-sów tłuszczowych. MGDG charakteryzuje się stożkowatym kształtem, który sprzyja powstawaniu zakrzywień w bło-nach biologicznych, co jest kluczowe dla formowania się dwuciągłej struktury PLB. Drugim głównym składnikiem lipidowym PLB jest DGDG, stanowiący około 30% lipidów PLB [23]. DGDG przyjmuje kształt cylindryczny, typowy dla lipidów tworzących płaskie dwuwarstwy. Wykazano, że odpowiedni stosunek MGDG do DGDG jest niezbędny dla utworzenia i utrzymania wysoce regularnej struktury PLB [24].

				Wśród lipidów PLB występują również związki o ładun-ku ujemnym: sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQDG) i fosfatydyloglicerol (PG), stanowiące po około 8% całkowitej zawartości lipidów [23]. Mimo że ich rola nie została do-tychczas w pełni wyjaśniona, ich znacząca zawartość suge-ruje istotną funkcję w PLB. W PLB zidentyfikowano także sterole i estry steroli [22] oraz poliprenole [18], jednak ich rola w formowaniu tej struktury wydaje się ograniczona.

			

		

		
			
				Tabela 1. Wybrane składniki białkowo-lipidowo-barwnikowe PLB, ich charakterystyka oraz lokalizacja na terenie etioplastu. Dla części przedstawionych składników ich rola w funkcjonowaniu etioplastu nie została do tej pory zidentyfikowana.
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				Do istotnych składników strukturalnych PLB należą również barwniki charakterystyczne dla błon fotosynte-tycznych. W etioplastach zidentyfikowano karotenoidy: luteinę (około 60% całkowitej puli karotenoidów), neoksan-tynę (20%) i wiolaksantynę (10%), przy śladowej zawartości karotenów [25]. Najliczniej występującym barwnikiem w PLB jest jednak protochlorofilid (Pchlide) [26]. Ten prekur-sor chlorofilu występuje w dwóch formach: jako składnik kompleksu Pchlide:LPOR:NADPH lub w formie wolnej bezpośrednio w dwuwarstwie lipidowej PLB. LPOR (zależ-na od światła oksydoreduktaza Pchlide:NADPH) jest enzy-mem katalizującym zależną od światła redukcję Pchlide do chlorofilidu (Chlide), bezpośredniego prekursora chlorofilu [7,27].

				LPOR stanowi kluczowy element białkowy PLB, repre-zentując aż 95% jego proteomu [6]. Enzym ten katalizuje opisaną wyżej syntezę Chlide pod wpływem światła i jest jednym z trzech znanych enzymów o aktywności światło-zależnej [28]. Poza funkcją fotokatalityczną, LPOR odgrywa istotną rolę w formowaniu struktury PLB. Badania z wy-korzystaniem kriomikroskopii elektronowej wykazały, że oligomery LPOR układają się helikalnie, tworząc tubule na szkielecie lipidowym [21,29], co podkreśla kluczową rolę tego białka w tworzeniu sześciennej struktury PLB.

				W PLB niedawno zidentyfikowano również białka z rodziny CURT1 A-D (ang. CURT – Curvature Thylakoid). Białka te występują także w tylakoidach chloroplastów, 

			

		

		
			
				gdzie uczestniczą w formowaniu gran i zakrzywianiu błon – szczególnie CURT1 A [30]. Chociaż wcześniejsze bada-nia proteomiczne nie wykazały obecności peptydów tych białek w etioplastach, ich występowanie potwierdzono ostatnio metodą Western blot oraz immunozłotową in situ w preparatach do transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Wykazano, że białka CURT1 mogą regulować geometrię i gęstość PLB w zależności od poziomu ich akumulacji [31].

				Wśród białek PLB zidentyfikowanych w badaniach proteomicznych (Tab. 1) istotną grupę stanowią białka za-angażowane w fotosyntezę. Należą do nich m.in. białka kompleksu uwalniającego tlen OEC (ang. Oxygen Evolving Complex) oraz białko Hcf136, uczestniczące w składaniu PSII [26]. Najnowsze badania wykazały również obecność białka PsbE w błonach etioplastu. W błonach fotosyntetycz-nych PsbE jest składnikiem cytochromu b559, jednak jego funkcja w ciemności pozostawała niewyjaśniona. Bada-nia na liniach tytoniu nadakumulujących PsbE wykazały, że białko to może regulować syntezę lipidów budujących błony etioplastu regulując strukturę PLB i PT [32]. W prote-omie etioplastów zidentyfikowano także syntazę chlorofilu, co podkreśla rolę PLB w przygotowaniu rośliny do szybkie-go podjęcia aktywności fotosyntetycznej po ekspozycji na światło [26]. Badacze wskazują również na ochronną rolę struktury PLB umożliwiającą blokowanie proteolizy białek magazynowanych na jego terenie [33].

				Analizy z wykorzystaniem kriomikroskopii elektrono-wej pokazały różnice w składzie białkowym między PLB 

			

		

		
			
				
					SKŁADNIKI LIPIDOWE

				

				
					Monogalaktosylodiacyloglicerol (MGDG)

				

				
					Nietworzący płaskiej dwuwarstwy lipid o stożkowym kształcie; ~52% frakcji lipidowej PLB; stosunek kwasów tłuszczowych 18:3 (~95%)

				

				
					PLB, PT (wyższe stężenie w PLB)

				

				
					[22,23]

				

				
					Digalaktosylodiacyloglicerol (DGDG)

				

				
					Lipid tworzący płaską dwuwarstwę; ~32% frakcji lipidowej PLB; stosunek kwasów tłuszczowych 18:3 (~90%), 16:0 (~10%)

				

				
					PLB, PT (wyższe stężenie w PT)

				

				
					[22,23]

				

				
					Sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQDG)

				

				
					Anionowy lipid; ~8% frakcji lipidowej PLB; stosunek kwasów tłuszczowych 18:3 (~60%), 16:0 (~35%)

				

				
					PLB, PT

				

				
					[22,23]

				

				
					Fosfatydyloglicerol (PG)

				

				
					Anionowy lipid; ~8% frakcji lipidowej PLB; stosunek kwasów tłuszczowych 16:0 (~40%), 18:3 (~35%)

				

				
					PLB, PT

				

				
					[22,23]

				

				
					PIGMENTY

				

				
					Protochlorofilid (Pchlide)

				

				
					Prekursor chlorofilu; występuje w formie wolnej i związanej w kompleksie z LPOR

				

				
					PLB, PT (wolna forma głównie w PT)

				

				
					[23,27]

				

				
					Luteina

				

				
					Najliczniejszy karotenoid w PLB (~60% puli karotenoidów w błonach etioplastów); pochodna α-karotenu; wpływa na płynność błon, wiąże się z białkami kompleksów antenowych

				

				
					PLB, PT, plastoglobule

				

				
					[18]

				

				
					Neoksantyna

				

				
					β-β-ksantofil; ~20% puli karotenoidów w błonach etioplastów; rola strukturalna w stabilizacji PLB

				

				
					PLB, PT

				

				
					[18]

				

				
					Wiolaksantyna

				

				
					β-β-ksantofil; ~10% puli karotenoidów w błonach etioplastów; rola strukturalna w stabilizacji PLB

				

				
					PLB, PT

				

				
					[18]

				

				
					β-karoten

				

				
					stanowi mniej niż 10% puli karotenoidów w błonach etioplastów; wpływa na płynność błon, wiąże się z białkami rdzeniowymi fotosystemów

				

				
					PLB, PT

				

				
					[18]
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				a otaczającymi je PT. Przykładowo, syntaza ATP, enzym uczestniczący w końcowym etapie fotosyntetycznego trans-portu elektronów, występuje wyłącznie w PT pozostających w bezpośrednim kontakcie z PLB, nie lokalizuje się nato-miast w obrębie układu sześciennego [21].

				Modyfikacje nanostruktury PLB poprzez modulacje składu

				Mechanizmy samoorganizacji błon biologicznych są ści-śle związane z ich składem, w tym z kształtem i ładunkiem cząsteczek budulcowych oraz właściwościami wodnego środowiska otaczającego błonę [34]. PLB jako przykład naj-bardziej złożonego strukturalnie układu błonowego wystę-pującego w naturze (błony sześcienne), wciąż pozostaje sła-bo poznane zarówno na poziomie ultrastrukturalnym, jak i molekularnym.

				Pierwszy model kształtowania się nanomorfologii PLB podczas rozwoju etioplastu, zaproponowany przez Weiera i Browna (1970) [35], zakładał bezpośrednią transformację porowatych PT w strukturę parakrystaliczną. Bradbeer i wsp. [36] rozwinęli tę koncepcję, wskazując na dodatkową rolę fuzji pęcherzyków występujących w proplastydach. Należy jednak podkreślić, że oba modele opierały się na badaniach dojrzałych PLB, nie odzwierciedlając rzeczywi-stego procesu formowania tej struktury. Z molekularnego punktu widzenia, większość obecnej wiedzy o kluczowych cząsteczkach uczestniczących w samoorganizacji PLB po-chodzi z badań nad mutantami roślin, jednak podobnie jak w przypadku badania ścieżek strukturalnych analizy te skupiają się na już uformowanych strukturach wykazują-cych zaburzenia w składzie PLB.

				Struktura PLB może ulegać zmianom w zależności od składu lipidowo-białkowo-barwnikowego. Wykazano, że manipulacje głównymi składnikami klas lipidów, takimi jak stosunek MGDG do DGDG, mogą prowadzić do zmia-ny geometrii PLB, w tym do formowania błon o różnych topologiach. Przeprowadzono badania formowania się faz sześciennych w mieszaninach lipidów in vitro i zaobserwo-wano tworzenie się takich układów w przypadku, gdy sto-sunek MGDG/DGDG wyniósł 1.2:1 lub 2:1 [37]. Zbadano również wpływ poszczególnych związków na organizację błon w PLB, jednak ze względu na kluczową rolę lipidów w komórkach, mutanty knockout MGDG nie wykształcały liścieni, a co za tym idzie PLB [38]. W przypadku mutan-tów amiR-MGD1, posiadających obniżoną o 36% zawartość MGDG w stosunku do typu dzikiego, zaobserwowano istot-nie zniekształconą strukturę PLB z licznymi zakłóceniami w krystaliczności sieci. Wnioskowano, że spowodowane było to zmniejszoną akumulacją Pchlide i zakłóconą oligome-ryzacją kompleksu Pchlide:LPOR:NADPH, wskazując na istotną rolę MGDG w stabilizowaniu Pchlide w kompleksie [39]. W przypadku mutantów dgd1 o zmniejszonej zawar-tości DGDG również zaobserwowano zakłócenia w struk-turze PLB, ponadto wykazano skrócenie długości PT lub w niektórych przypadkach zupełny ich brak [40].

				Rola karotenoidów zlokalizowanych bezpośrednio w dwuwarstwie lipidowej jest istotna dla formowania stabil-nej struktury PLB. Przykładowo mutanty ccr2, nadakumu-

			

		

		
			
				lujące poli-cis-karotenoidy przy zachowaniu normalnego poziomu Pchlide, okazały się całkowicie niezdolne do wy-twarzania PLB [41]. W przypadku innych mutantów karo-tenoidowych – aba1-6, o podwyższonej zawartości luteiny i braku neoksantyny oraz wiolaksantyny, zaobserwowano zwiększenie rozmiaru jednostki budulcowej PLB i lokalne zakłócenia jego krystalicznej struktury (Ryc. 1) [25].

				Zmiany w akumulacji białek, takich jak LPOR i CURT1, również mają wpływ na organizację błon, co może skutko-wać zmianą struktury PLB (Ryc. 1), a co za tym idzie jego funkcji w procesach prowadzących do tworzenia błon ty-lakoidowych. W mutantach wykazujących nadekspresję dwóch głównych izoform LPOR A i B zaobserwowano większą powierzchnię przekrojów PLB [42]. W przypadku mutantów knockout tych samych dwóch izoform LPOR ob-serwowane PLB wykazywało mniejszą powierzchnię prze-kroju [7]. Co ciekawe, u etiolowanych cyjanobakterii, które natywnie nie akumulują białek LPOR i nie tworzą PLB, za-obserwowano tworzenie się periodycznych struktur podob-nych do PLB w liniach wykazujących nadekspresję LPOR [43]. Ważne w formowaniu się struktury PLB okazały się też białka CURT1. W mutantach nadakumulujących białko CURT1A zaobserwowano zwiększone ścieśnienie błon PLB, natomiast w mutantach curt1abcd, nieprodukujących białek z rodziny CURT1, odnotowano zwiększenie jednostki pod-stawowej PLB i późniejsze opóźnienie w procesie ontogene-zy chloroplastu [31].

				Opisane badania prowadzone były z wykorzystaniem roślin o zmienionej zawartości wskazanych składników, a więc wnioskowanie o strukturalnej roli poszczególnych elementów budulcowych PLB na podstawie przytoczonych eksperymentów ma charakter pośredni. Jedynie badania z użyciem kriotomografii elektronowej przeprowadzone przez Floris i Kühlbrandt [21] i Nguyen i wsp. [29] dostar-czają bezpośredniego dowodu na znaczenie strukturalne komponentów PLB, szczególnie kompleksu Pchlide:L-POR:NADPH. Metoda ta nie jest jednak odpowiednia do badań niewielkich cząsteczek, takich jak konkretne klasy lipidów, cząsteczki amfifilowe czy małe białka, np. te z ro-dziny CURT1. Dlatego standardem w analizach relacji mię-dzy strukturą a składem parakrystalicznego PLB pozostają badania na mutantach, łączące analizy ultrastrukturalne z poziomem molekularnym.

				Alternatywne podejście wykorzystuje rośliny poddawane różnym stresom abiotycznym. Zmienne warunki środowisko-we silnie wpływają na skład błon biologicznych, co prowadzi do zmian w ich strukturze i funkcji. W przypadku etiolowa-nych siewek wrażliwego na niską temperaturę ogórka, pod-danych działaniu stresu chłodu w ciemności, zaobserwowa-no spadek stosunku MGDG/DGDG oraz wzrost zawartości luteiny, skutkujące usztywnieniem błon PLB. Zmiany te po-wodowały przekształcenie typowej sześciennej struktury PLB w strukturę otwartą, charakteryzującą się mniejszym upako-waniem oraz zmniejszeniem lokalnej krzywizny błon [44]. W badaniach nad sosną wejmutką wykazano, że niska tempera-tura sprzyja trwałej obecności PLB w siewkach rosnących przy standardowym fotoperiodzie (16 h światła/8 h ciemności). W takich warunkach obserwowano obecność etio-chloroplastów z wyraźnym PLB oraz zaburzonymi strukturalnie stosami 
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				gran w obrębie tego samego plastydu [45]. Stwierdzono rów-nież, że susza lub niedobór wody mogą wpływać na rozwój etioloplastów w ciemności. W etioloplastach papryki jalapeno poddanych stresowi wodnemu obserwowano całkowite zaha-mowanie powstawania PLB i rozdęte błony PT [46].

				Zbadano także wpływ stresu wywołanego herbicydami fotodynamicznymi, takimi jak 1,10-fenantrolina (Phe) czy 2,2’-bipirydyl (2,2’), na rozwijające się plastydy rzeżuchy i grochu [47,48]. Te chelatory żelaza w ciemności wywo-łują akumulację prekursorów tetrapiroli w szlaku syntezy chlorofilu. Co istotne, zmiany w składzie błon wynikające 

			

		

		
			
				z traktowania Phe lub 2,2’ w ciemnościach nie wpływały na strukturę PLB ani jej dalsze, prawidłowe przekształcenie w świetle. Jednak następujące po tym naświetlanie prowadzi-ło do uszkodzeń fotodynamicznych aparatu fotosyntetycz-nego, hamowało tworzenie gran i zmniejszało akumulację chlorofilu [47,48]. Przedstawione przykłady wskazują, że badania nad wpływem czynników stresowych na rozwój etioplastów oraz ich przemianę w etio-chloroplasty mają istotne znaczenie dla zrozumienia przebiegu rozwoju roślin w zmieniających się warunkach środowiskowych, nie sta-nowią jednak najefektywniejszej metody do analizy proce-sów samoorganizacji PLB.
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				Rycina 1. Modyfikacje nanomorfologii PLB u mutantów wybranych składników strukturalnych. Środkowy panel przedstawia ultrastrukturę etioplastu Arabidopsis thaliana typu dzikiego (wild type) z widocznym ciałem prolamellarnym (PLB) otoczonym protylakoidami oraz dopasowaną schematyczną strukturą PLB. Heksagony symbolizują układ jednostek podstawowych sieci PLB. Środek heksagonu symbolizuje duży kanał wodny, natomiast punkty styku jego krawędzi z sąsiednimi heksagonami odpo-wiadają małym kanałom wodnym. Budowę jednostki podstawowej sieci przedstawiono szczegółowo na modelu 3D, gdzie kolorem niebieskim oznaczono duży kanał wodny, a kolorem różowym – mały kanał wodny. Górny panel ilustruje przykłady struktury PLB w mutantach nadakumulujących wybrane białka lub barwniki. Od lewej: mutant nadakumulujący białko LPOR (PA0-3) charakteryzujący się większą powierzchnią PLB, mutant nadakumulujący protochlorofilid (pif1) o zbalansowanej wielkości kanałów wodnych oraz mutant nadakumulujący białko CURT1A (oeCURT1A) o zmniejszonej jednostce podstawowej sieci PLB. Dolny panel przedstawia strukturę PLB mutantów pozbawionych wybranych białek lub barwników. Od lewej: mutant pozbawiony białka LPORA (cop1-18), u którego nie dochodzi do wykształcenia PLB, mutant pozbawiony neo- i wiolaksantyny (aba1-6), wykazujący lokalne zakłócenia krystalicznej struktury PLB oraz mutant pozbawiony białka CURT1A (curt1a) charak-teryzujący się zwiększoną jednostką podstawową sieci i fragmentacją PLB. Kolorem fioletowym oznaczono strukturę białek, natomiast kolorem żółtym oznaczono wzory barwników. Intensywność niebieskiego gradientu (po prawej stronie) prezentuje zawartość przedstawionych na schemacie składników.
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				Zastosowanie inspirowanych naturalnymi faz sześciennych w inżynierii nanomateriałowej

				Cenne właściwości samoorganizujących się układów amfifilowych, do których należą błony biologiczne, znaj-dują liczne zastosowania w nowoczesnych technologiach. Syntetyczne fazy lipidowe wykorzystano między innymi w badaniach struktury białek metodą krystalografii rentge-nowskiej. Na lipidowym rusztowaniu możliwa jest meso-krystalizacja niektórych białek błonowych, co pozwala na analizę ich struktury z wykorzystaniem promieni rentge-nowskich. Dzięki tej metodzie po raz pierwszy rozwiązano strukturę bakteriorodopsyny [49]. Fazy lipidowe mogą słu-żyć również jako platforma dla białek, peptydów i kwasów nukleinowych – zostały na przykład skutecznie wykorzy-stane jako nośnik dla siRNA w wyciszaniu ekspresji genów. Ponadto bardziej złożone parakrystaliczne fazy lipidowe mogą zwiększać rozdzielczość obrazowania metodą rezo-nansu magnetycznego – MRI [49].

				Tak złożony układ błonowy jak PLB rodzi pytanie o po-tencjał jego wykorzystania w nanoinżynierii. Szczególną zaletą układów pochodzenia biologicznego jest ich skala (od około 80 nm dla PLB do ponad 500 nm dla struktur opi-sywanych w chloroplastach zielenic z rodzaju Zygnema), znacznie przewyższająca skalę typowo otrzymywanych struktur syntetycznych (około 10 nm) [16]. Dodatkową za-letą jest wysoka biokompatybilność układów bazujących na składnikach pochodzenia naturalnego, w tym składnikach roślinnych błon występujących w tkankach stanowiących główne źródło żywności dla ludzi. Jednym z proponowa-nych zastosowań otrzymywanych in vitro struktur bazu-jących na składnikach pochodzenia naturalnego jest ich wykorzystanie jako platform dla dostarczania leków lub innych substancji, w tym aromatów [5]. Stosunkowo duża skala umożliwiałaby sieciowanie i powolne uwalnianie czą-steczek o dużych rozmiarach. W przypadku platform opar-tych na PLB potencjalną zaletą mogłaby być ich zdolność do fototransformacji, co pozwalałoby na lepszą kontrolę uwal-niania składników w zadanej lokalizacji poprzez możliwość szybkiego przejścia z ciasnej struktury sześciennej PLB w luźny układ gąbczasty.

				Wdrożenie takiego rozwiązania wymagałoby otrzyma-nia in vitro biomimetycznych PLB bazujących na minimalnej liczbie naturalnych składników. O ile w przypadku innych znanych błon sześciennych występujących w naturze takie próby nie były dotychczas opisywane, o tyle w przypadku PLB przeprowadzono pierwsze udane eksperymenty, które doprowadziły do otrzymania fazy gąbczastej bazującej na ograniczonej liczbie składników pochodzenia roślinnego [50]. Wraz z gwałtownym rozwojem biologii syntetycznej i interdyscyplinarnym zainteresowaniem komórkowymi błonami sześciennymi i syntetycznymi fazami liotropowy-mi, badacze są bliżej niż kiedykolwiek otrzymania biomi-metycznych faz sześciennych, a PLB jest obecnie najważ-niejszym kandydatem do inspiracji takich prób.

			

		

		
			
				Podsumowanie

				PLB to unikatowa struktura występująca w roślinnych plastydach. Tworzy ona dwuciągły układ zbudowany na planie TPMS typu diamentu, charakteryzujący się dużym stosunkiem powierzchni do objętości, powtarzalnością jed-nostki podstawowej oraz obecnością niezależnych kanałów wodnych. PLB składa się z lipidów, białek oraz barwników, które umożliwiają samoorganizację tej złożonej struktury.

				Dotychczas większość badań nad organizacją PLB prze-prowadzano na mutantach wykazujących zaburzenia w składzie poszczególnych komponentów, co skutkowało zmianami parametrów strukturalnych PLB – od całkowi-tej wielkości struktury po rozmiar jednostki podstawowej. Unikatowe cechy PLB, takie jak wytrzymałość mechaniczna czy biokompatybilność, budzą rosnące zainteresowanie w inżynierii nowych nanomateriałów.

				Istotnym wyzwaniem pozostaje zdefiniowanie biologicz-nej roli PLB. Obecnie jest ona przypisywana przede wszyst-kim magazynowaniu substancji zapasowych dla rozwija-jących się później błon tylakoidów. Dalsze badania mogą jednak przynieść nowe odkrycia, pogłębiające nie tylko zrozumienie procesu biogenezy chloroplastów, ale również potencjalnej funkcji struktury PLB w ciemności.
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				Abstract

				The prolamellar body (PLB) is a complex membrane structure found in plant etioplasts that exhibits a diamond-type cubic symmetry. The PLB features a unique architecture based on two independent aqueous channels of distinct geometries: the larger one remains in contact with the plastid stroma, while the smaller one serves as a precursor to the thylakoid lumen. This structure is formed through a precisely organized arrangement of lipids (mainly MGDG and DGDG), proteins (primarily LPOR), and pigments (including protochlorophyllide and carotenoids). Studies involving mutants with altered biochemical compositions, and analyses of stress factors affecting PLB organization, have clarified the roles of individual components in its formation and stabilization. The PLB’s unique features—such as its large scale (unit cell size of approximately 80 nm), phototransformation capability, and biocompatibility, make it a compelling model for new biomaterials, particularly in controlled-release systems. Recent advances in creating biomimetic structures inspired by the PLB have opened new avenues in nanomaterials engineering.
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STRESZCZENIE

C ialo prolamellarne (PLB) stanowi przyklad zlozonej struktury blonowej wystepujacej w
roslinnych etioplastach, ktéra tworzy uklad o symetrii szeéciennej typu diamentu. PLB
charakteryzuje sie unikatowa architektura oparta na dwdch niezaleznych kanalach wodnych
0 roznej geometrii, z ktérych wigkszy pozostaje w kontakcie ze stroma plastydowa, a mniej-
szy stanowi prekursor lumen tylakoidéw. Struktura ta jest formowana przez precyzyjnie
zorganizowany uklad lipidéw (gléwnie MGDG i DGDG), bialek (przede wszystkim LPOR)
oraz barwnikéw (w tym protochlorofilidu i karotenoidéw). Badania z wykorzystaniem mu-
tantéw o zmienionym skladzie biochemicznym oraz analiza wplywu czynnikéw stresowych
na organizacje PLB pozwolily lepiej zrozumie¢ rol¢ poszczegélnych komponentéw w for-
‘mowaniu i stabilizacji tej struktury. Wyjatkowe cechy PLB, takie jak stosunkowo duza skala
(rozmiar jednostki podstawowej okolo 80 nm), zdolnos¢ do fototransformacji oraz biokom-
patybilnoéc, czynia te strukture interesujacym modelem dla rozwoju nowych biomateria-
16w, szczegblnie w kontekscie systeméw kontrolowanego uwalniania substancji. Niedawne
sukcesy w otrzymywaniu biomimetycznych struktur inspirowanych PLB otwieraja nowe
mozliwoéci w inzynierii nanomaterialowej.

WPROWADZENIE

Fascynujacym przykladem polaczenia biologii i geometrii jest zdolnosé blon
komérkowych do samoorganizacji w zlozone, wysoce symetryczne, okresowe
uklady przestrzenne zwane blonami szesciennymi (przeglad w pracy [1]). Ko-
mérkowe blony szescienne przypominaja ksztaltem dobrze znane w geometrii
niczkowej powierzchnie, a mianowicie potréjnie okresowe powierzchnie mi-
nimalne (TPMS, ang. Triply Periodic Minimal Surface) o symetrii szesciennej. Jako
pierwszy powierzchnie minimalne opisal pod koniec XIX wieku Karl Hermann
Amandus Schwarz [2], ale do tej pory pozostaja one w polu zainteresowania
matematykow, jak rowniez architektéw czy inzynieréw. TPMS sa szczegolnym
zbiorem matematycznie opisanych powierzchni, ktére wypelniaja przestrzen,
dzielac ja na dwa skomplikowane kanaly: sa one nazywane ,dwuciaglymi” ze
wzgledu na powstajace dwie rozlaczne, ale wewnetrznie ciagte domeny. Szcze-
golny zestaw trzech TPMS o symetrii szesciennej i niskiej matematycznej zlozo-
nosci, ktére czesto dyskutowane sa w kontekscie blon biologicznych i syntetycz-
nych, to powierzchnie Schwarza typu P i D (ang. primitive, diamond) i Schoena
typu G (ang. gyroid) [1,2]. Z naukowego punktu widzenia, posrod zalet tego
typu powierzchni wskazuje sie przede wszystkim mozliwos¢ opisywania ich
wzorami matematycznymi, z mozliwoscia zmiany poszezegolnych parametréw
przestizennych poprzez modyfikacje skladowych réwnania matematycznego.
Dodatkowa zaleta jest ciagly charakter TPMS, z brakiem ostrych krawedzi i za-
famari. Te zalety wplywaja na rosnace zainteresowanie TPMS, a w szczegolno-
$ci materialami badanymi przez fizykéw materii miekkiej i opisywanymi przez
tego typu powierzchnie. TPMS wystepuja nie tylko w réwnaniach matematycz-
nych, syntetycznych fazach liotropowych i blonach biologicznych, ale rowniez
w pancerzach owadow czy skezydlach motyli. Ponadto materialy oparte na
TPMS znalazly zastosowanie w nanoinzynierii tkanek, takich jak kosci [3].

GEOMETRIA BLON ROSLINNYCH PLASTYDOW -
PLB JAKO PRZYKLAD BLON SZESCIENNYCH

Wspolezesna inzynieria materialowa coraz czesciej czerpie inspiracje z roz-
wiazan wystepujacych w naturze. Szczegolnie interesujacym zrédlem takich
rozwiazan sa roslinne plastydy, ktére prezentuja szeroka game topologii we-
wnetrznych blon - od prostych pecherzykow i tubul, przez uklady lamellarne
i ich zlozone formy zorganizowane w przeciwbiezne helisy, a po najbardziej
strukturalnie skomplikowane blony szescienne. Wystepowanie okreslonych ty-
p6w nanomorfologii blon zalezy od formy plastydu, czynnikew srodowisko-
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