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Pierwszym celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu pierwszo- i drugorzedowej struktury
peptydu na efektywno$¢ mediowanego transportu elektronéw. Aby go zrealizowad,
zsyntezowano sze$¢ oligopeptydow zawierajacych od dwoch do pigciu  reszt
aminokwasowych. Kazdy z peptydow posiadat koncowe grupy tiolowe, ktére umozliwiaty ich
unieruchomienie w ukladzie zlacza tunelowego, pomigdzy ztotym substratem a zlota igla
skaningowego mikroskopu tunelowego (STM). Monowarstwy peptydow byty otrzymywane
metoda samoorganizacji z roztworu, a ich jako$¢ byla weryfikowana przy uzyciu metod
elektrochemicznych oraz mikrowagi kwarcowej. Badania te wykazaty, ze wszystkie peptydy
tworzg monowarstwy charakteryzujace si¢ wysokim upakowaniem czgsteczek na powierzchni
ztotego substratu. Kolejnym etapem byty pomiary przewodnosci, ktdre zostaty podzielone na
dwie czgsci. Najpierw zbadano wptyw poszczegdlnych aminokwaséw tancucha peptydowego
na efektywno$¢ przeniesienia elektronu. Pomiary metoda skaningowej spektroskopii
tunelowej (STS) wykazaty, ze struktura chemiczna poszczegélnych aminokwasow nie
wplywa na transport elektronéw, ktory zachodzi gtownie przez wigzania amidowe peptydu,
czyli jest niezalezny od charakteru tancuchéw bocznych aminokwasow. Druga czgsc
pomiardw przewodnos$ci zostala przeprowadzona na peptydach zawierajacych od jednej do
czterech reszt prolinowych. Prolina jest jedynym aminokwasem, sposréd wszystkich
naturalnie wystepujacych, posiadajacym drugorzedowa grupe aminowa, co uniemozliwia jej
tworzenie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Z drugiej strony, prolina tworzy
stabilne struktury drugorzedowe juz od trzech reszt prolinowych w lancuchu peptydowym.
Tworzenie wspomnianej struktury drugorzedowej w zsyntezowanych peptydach zostato
potwierdzone badaniami metoda spektroskopii dichroizmu kolowego, ktore wykazaty, ze
zsyntezowane tancuchy oligoprolinowe przyjmuja strukture poliproliny Il. Na podstawie
pomiardw przewodnosci stwierdzono, ze efektywno$¢ transportu elektronowego przez
tanicuchy oligoprolinowe maleje wraz ze wrzrastajaca dlugo$cia peptydu. Zaleznos$¢ ta

wskazuje, ze dominujagcym mechanizmem przeniesienia elektronu przez badane uklady jest



mechanizm tunelowania. Wyznaczony z pomiarow przewodnosci wspotczynnik tunelowania
wynosit 0.45 A, Stwierdzono zatem, ze efektywnos$¢ przeniesienia elektronu przez tancuchy
peptydowe o strukturze poliproliny 1l jest podobna do efektywno$ci obserwowanej dla
uktadow a-helikalnych. Jak juz wspomniano, prolina nie tworzy wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych, zatem efektywny transport elektronéw spowodowany jest konformacja
sztywnego tancucha oligoprolinowego. Wyniki te pozwalajg rowniez wyciagna¢ wniosek, ze
podstawowa rola wigzan wodorowych w innych strukturach drugorzedowych jest
stabilizowanie optymalnej struktury tancucha peptydowego, natomiast utworzone przez nie
alternatywne $ciezki tunelowania nie majg kluczowego znaczenia dla catkowitej efektywnosci
transportu elektronowego.

Drugim celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu peptydu antybiotykowego,
melityny, na wlasciwosci modelowych bton lipidowych zbudowanych z trzech roéznych
fosfolipidow naturalnie wystepujacych w btonach biologicznych. Badane fosfolipidy miaty
takg samg dlugo$¢ i budowe lancuchéw acylowych, réznity si¢ natomiast budowa grup
polarnych, co umozliwito tworzenie modelowych bton lipidowych o ré6znych wtasciwosciach.
Zweryfikowano rowniez wplyw cholesterolu na dziatanie melityny. W pierwszym etapie
badano oddziatywania melityny z monowarstwami lipidéw na granicy faz woda-powietrze
przy uzyciu wanny Langmuira. Eksperymenty przeprowadzone na monowarstwach
mieszanych wykazaty, ze melityna wbudowuje si¢ w warstwy lipidowe, co prowadzi do
wzrostu powierzchni przypadajacej na pojedyncza czasteczkg. Na postawie zmniejszajacego
si¢ wspoOtczynnika $cisliwosci, jak roOwniez przesunig¢cia lub zaniku przejs¢ fazowych
stwierdzono, ze melityna uptynnia warstwy lipidowe. Jednak zmiany w strukturze
modelowych bton wywotane przez melityng byly zalezne zaré6wno od fadunku polarnej glowy
jak i stanu fizycznego lipidu, co doprowadzito do wniosku, ze lipidy natadowane ujemnie
i/lub bedace w fazie bardziej skondensowanej s3 mniej podatne na dzialanie melityny.
Podobne wyniki otrzymano z pomiar6w maksymalnego cisnienia wnikania melityny, w
ktorych peptyd wstrzykiwany byl do subfazy, pod skompresowang monowarstwe lipidowa.
Eksperymenty te wykazaly, ze oporno$¢ lipidow na dziatanie melityny ro$nie w szeregu:
fosfatydylocholina < fosfatydyloglicerol <  fosfatydylocholina:cholesterol <
fosfatydyloseryna.

Do dalszych eksperymentéw przeniesiono dwuwarstwy lipidowe na substraty state
poprzez kombinacje dwoch metod: Langmuira-Blodgett oraz Langmuira-Schaefera.
Dwuwarstwy przeniesione na substrat ztoty badane byty elektrochemicznie, podczas gdy
dwuwarstwy przeniesione na mik¢ obrazowano przy uzyciu mikroskopu sit atomowych
(AFM). W pomiarach elektrochemicznych wptyw melityny na dwuwarstwy lipidowe
monitorowany byl przy uzyciu heksacyjanozelazianow, potwierdzajac wyniki otrzymane na
granicy faz woda-powietrze. Dwuwarstwa zbudowana z DMPC byta najbardziej podatna na
dziatanie melityny i ulegala zniszczeniu pod wptywem 10 uM roztworu melityny. Jednak gdy



stezenie peptydu obnizono do 1 puM, melityna powodowata tworzenie poréw w btonie DMPC,
nie prowadzac do jej zniszczenia nawet po 12 godzinach dzialania melityny. Wyniki te
wskazuja, ze sposob dziatania peptydow antybiotykowych silnie zalezy od ich stezenia.
Dodanie cholesterolu (30%) do dwuwarstwy DMPC spowodowato powstanie bardziej
skondensowanego uktadu, ktory byl znacznie bardziej oporny na dziatanie melityny. Ponadto,
w przypadku lipidow naladowanych ujemnie najpierw obserwowano adsorpcje peptydu na
powierzchni dwuwarstw lipidowych wskutek oddzialywan elektrostatycznych, co w rezultacie

utrudnialo wbudowywanie si¢ melityny w btone lipidowa.

Zmiany w strukturze modelowych bton lipidowych pod wplywem melityny byty
réwniez obserwowane in Situ przy uzyciu mikroskopu sit atomowych. Poddanie dwuwarstwy
DMPC dziataniu 1 pM roztworu melityny prowadzi do powstania poréw, obserwowanych
trzy godziny po dodaniu melityny. Jednak po 20 godzinach od dodania melityny pory nie byly
widoczne, natomiast obserwowano charakterystyczna pofalowana strukture fazy lipidowej Pg’
(ang. ripple phase). Istnienie tej fazy spowodowane bylo przemieszczeniem si¢ czasteczek
wody 1 melityny przez dwuwarstwe lipidowa podczas tworzenia porow, ktore oddzielity btong
DMPC od powierzchni miki. Faza Pg’ zostata rowniez zaobserwowana po dodaniu melityny
do dwuwarstwy DMPS. Jednak w tym przypadku zmiany w strukturze btony obserwowane
byly natychmiast po dodaniu melityny, bez uprzedniego tworzenia przejsciowych porow, i
pozostawaty niezmienne przez wiele godzin. Stwierdzono, ze tworzenie struktury Pg’ wynika
z braku bezposredniego kontaktu substratu z dwuwarstwy, gdyz podtoze przed przeniesieniem
dwuwarstwy DMPS zostalo zmodyfikowane (3-aminopropylo)trietoksysilanem. Ponadto,
silna adsorpcja melityny na powierzchni btony DMPS moze powodowa¢ zmiany w

upakowaniu czasteczek DMPS, a w konsekwencji prowadzi¢ do powstania fazy Pp’,

Silne dziatanie melityny na lipidy wystepujace w komorkach eukariotycznych wydaje
si¢ wyklucza¢ mozliwos¢ jej wykorzystania jako potencjalnego leku; stanowi ona jednak
doskonate narzedzie do badania wplywu i sposobu dziatania peptydéw antybiotykowych na
btony biologiczne.



