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Związki perfluorowane należą do grupy substancji organicznych, w których atomy wodoru w łańcuchu węglowodorowym zostały całkowicie zastąpione atomami fluoru. Dzięki wysokiej trwałości i odporności na rozkład znajdują one szerokie zastosowanie w przemyśle, co powoduje także ich obecność w środowisku naturalnym. Ze względu na niejednoznacznie określony wpływ tych substancji na organizmy żywe od dłuższego czasu są one w kręgu zainteresowań naukowców.
Celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu wybranych związków perfluorowanych, kwasu perfluorooktanowego (PFOA) i kwasu perfluorooktanosulfonowego (PFOS), na strukturę i właściwości modelowych błon biologicznych składających się z warstw fosfolipidowych. Modelowe błony były przygotowywane za pomocą techniki Langmuira pozwalającej na wstępną charakterystykę oddziaływań substancji rozpuszczonych w subfazie z warstwami fosfolipidowymi utworzonymi na granicy faz woda-powietrze. W celu uzyskania dalszych informacji na temat badanego układu modelowe błony przenoszono na podłoże stałe, co umożliwiło zastosowanie technik spektroskopowych, mikroskopowych i elektrochemicznych do badania oddziaływań substancji perfluorowanych z modelowymi dwuwarstwami lipidowymi i wywołanych tym zmian strukturalnych w błonie.
Eksperymenty dotyczące wpływu wybranych kwasów perfluorowanych na monowarstwy fosfolipidowe utworzone za pomocą techniki Langmuira przeprowadzano dla monowarstw fosfolipidów różniących się długością łańcuchów węglowodorowych oraz składem części hydrofilowej. Jako bardziej złożony model błony biologicznej zastosowano także ekstrakt z bakterii Acholeplasma laidlawii. Związki perfluorowane rozpuszczano uzyskując różne stężenia końcowe w subfazie, na której następnie tworzona była monowarstwa. Przeprowadzone eksperymenty wykazały, iż badane substancje perfluorowane mogą wbudowywać się w warstwy w trakcie ich tworzenia, prowadząc do zwiększenia powierzchni przypadającej na pojedynczą cząsteczkę. Zauważono także zmiany w organizacji warstwy, co było widoczne w postaci zmniejszenia współczynnika ściśliwości oraz zanikania przejść fazowych. Obserwowane zmiany były zależne zarówno od rodzaju stosowanego fosfolipidu jak i stężenia związku perfluorowanego w subfazie - w przypadku dimyrystofosfatydyloetanoloaminy, w przeciwieństwie do pozostałych badanych fosfolipidów, dla niższych stosowanych stężeń związków perfluorowanych substancje te były wypychane z tworzonej warstwy. Ponadto, wpływ kwasu perfluorooktanosulfonowego był znacznie większy niż wpływ kwasu perfluorooktanowego, co jest zgodne z innymi doniesieniami literaturowymi dotyczącymi oddziaływań tego typu związków na organizmy żywe. Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem kompleksu lipidowego z bakterii A. laidlawii pokazały, iż pomimo złożoności takiej modelowej błony, oddziaływania substancji perfluorowanych mają podobny charakter jak dla modeli jednoskładnikowych.
Mono i dwuwarstwy fosfolipidowe ze związkami perfluorowanymi wbudowanymi w warstwę w trakcie jej tworzenia były przenoszone na elektrodę złotą z wykorzystaniem kombinacji technik Langmuira-Blodgett i Langmuira-Schaefera i następnie badane metodami spektroskopowymi i mikroskopowymi. Na podstawie widm PMIRRAS uzyskanych dla dwuwarstw DMPC zawierających cząsteczki PFOS i PFOA ustalono, iż kąt nachylenia cząsteczek fosfolipidu w obecności substancji perfluorowanych ulega zmniejszeniu, co powoduje zwiększenie grubości oraz ciekłości warstwy. Obserwowane zmiany kątów nachylenia były większe w przypadku PFOS, co pozostaje w zgodzie z wynikami badań wykonanych metodą Langmuira i sugeruje znacznie większe oddziaływanie tego związku perfluorowanego z warstwami lipidowymi. Ponadto, wartości kątów uzyskanych dla dwuwarstw DMPC zawierających PFOS są zbliżone do wartości uzyskanych dla warstw mieszanych DMPC/cholesterol, co oznacza, iż wpływ PFOS na organizację warstwy fosfolipidowej może być porównywalny do wpływu cholesterolu. Obecność cząsteczek związków perfluorowanych w monowarstwie fosfolipidowej przeniesionej na stałe podłoże została także zobrazowana za pomocą techniki STM, zaś wzrost grubości warstwy zawierającej cząsteczki PFOS uzyskany na podstawie histogramów był idealnie zgodny z danymi otrzymanymi metodą spektroskopową. Obserwowane zmiany w strukturze i organizacji modelowych membran biologicznych w wyniku wbudowywania się cząsteczek substancji perfluorowanych wpływają także na przepuszczalność takich błon dla leków. Elektrochemiczne badania przeprowadzone dla doksorubicyny będącej lekiem antynowotworowym wykazały, iż jej transport do powierzchni elektrody ulegał znacznemu spowolnieniu w obecności związków perfluorowanych w błonie. Powyższe informacje są istotne dla pełniejszego zrozumienia negatywnego działania substancji perfluorowanych na organizmy ludzkie, ponieważ uzyskane wyniki sugerują, iż związki perfluorowane mogą nie tylko powodować choroby, ale także w znaczący sposób mogą wpływać na ich leczenie.
W kolejnym etapie pracy starano się sprawdzić możliwość oddziaływania substancji perfluorowanych z już istniejącymi modelowymi błonami. W tym celu przeprowadzono elektrochemiczne badania penetracji modelowych dwuwarstw fosfolipidowych przeniesionych na powierzchnię elektrody przez substancje perfluorowane. Elektrody modyfikowane dwuwarstwami fosfolipidowymi zanurzane były w roztworach związków perfluorowanych na ściśle określone czasy inkubacji. Proces wbudowywania się substancji perfluorowanych był monitorowany metodami woltamperometrii cyklicznej oraz woltamperometrii fali prostokątnej w obecności próbników elektroaktywnych różniących się ładunkiem. W wyniku wbudowywania się substancji perfluorowanych w warstwy lipidowe na elektrodzie transport próbnika do powierzchni elektrody ulegał zmianie. Charakter obserwowanych zmian był zależny od ładunku próbnika, co pozwala wnioskować, iż oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy próbnikiem a anionami związku perfluorowanego obecnego w dwuwarstwie fosfolipidowej odgrywają znaczącą rolę. Elektrostatyczne przyciąganie pomiędzy anionami PFOS w błonie i dodatnio naładowanym aminowym kompleksem rutenu jest na tyle silne, że następuje widoczna adsorpcja tego próbnika na elektrodzie modyfikowanej. Tego typu zachowanie aminowego kompleksu rutenu nie jest obserwowane w przypadku braku anionów kwasu perfluorowanego w membranie.
Wyniki uzyskane w trakcie prac eksperymentalnych pozwalają na bardziej dokładne zrozumienie efektu oddziaływań związków perfluorowanych na modelowe błony biologiczne, a także dają podstawy do podjęcia próby wytłumaczenia mechanizmów odpowiedzialnych za oddziaływania pomiędzy tymi szkodliwymi substancjami i błonami biologicznymi. Rezultaty badań zostały opublikowane formie 6 artykułów (w tym jeden w druku):
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