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Model ptynnej mozaiki stworzony na poczatku lat 70-tych przez S.J. Singera i G.L.
Nicolsona jest powszechnie przyjeta koncepcja stosowang do opisu organizacji czasteczek lipidow
1 biatek w strukturze bton komérkowych. Na przestrzeni ostatnich 40 lat badania naukowe
i informacje zgromadzone na ich podstawie pozwolily na szeroki opis relacji wystepujacych
pomiedzy sktadem czasteczkowym bton komérkowych a ich szeroko rozumiang funkcjonalnoscia.
W ogdélnym ujeciu, btona komoérkowa moze zosta¢ przedstawiona jako zdefiniowana struktura
dwuwarstwowa zbudowana z réznorodnych lipidow oraz bialek, ktorej gléwnym zadaniem jest
regulowanie przeptywu metabolitow miedzy s$rodowiskiem zewngtrznym i wewngtrznym.
Wiadomo, ze blony komérkowe sa miejscem zachodzenia rozmaitych proceséw biochemicznych
zapewniajacych homeostaze catej komoérki w odpowiedzi na wyzwania srodowiskowe. Z tego
wzgledu btony komorkowe stanowia pierwsza lini¢ obrony organizmu przed rozmaitymi
patogenami, takimi jak toksyny peptydowe. Toksyny peptydowe to zwigzki naturalne, wydzielane
przez rozmaite organizmy zwykle w celach obronnych, zbudowane z 12-50 reszt aminokwasowych,
ktérych masa czasteczkowa zazwyczaj nie przekracza 10 kDa. Wykazuja one szeroki zakres
dziatania wobec bakterii, wiruséw, grzybow i pasozytow, w zwigzku z czym czgsto rozpatrywane
sg jako zwigzki, ktére mogg znalez¢ zastosowanie terapeutyczne, przede wszystkim ze wzgledu na
ich biodostepnosc 1 stabilnos¢ w srodowisku fizjologicznym.

Tematyka niniejszej pracy obejmowata badania zwigzane z  wlasciwos$ciami
wielosktadnikowych dwuwarstw lipidowych i ich oddziatywan z antybiotykami peptydowymi.
Gtéwnym celem przeprowadzonych badan w ramach pracy doktorskiej byto okreslenie wtasciwosci
fizycznych modelowych warstw biomimetycznych o zréznicowanym skladzie lipidowym.
Mikroskopia sit atomowych (AFM) pozwolila na zobrazowanie struktury dwuwarstw lipidowych
oraz identyfikacj¢ poszczegélnych faz, a tym samym umozliwila weryfikacje mozliwosci
powstawania tak zwanych domen lipidowych, co uzaleznione jest przede wszystkim od sktadu
warstwy biomimetycznej. Wprowadzenie peptydéw antybiotykowych (melityna oraz lizenina) do
srodowiska warstw biomimetycznych pozwolito na zbadanie charakteru i specyficznosci
oddzialywania tego typu czasteczek z lipidami.

Jednym z celéw badan zawartych w rozprawie doktorskiej bylo okreslenie optymalnych
warunkow formowania dwuwarstw lipidowych za posrednictwem techniki rozktadania liposomow
na substratach stalych - mice oraz ztocie. Wykorzystanie w badaniach mikroskopii AFM
umozliwito okreslenie wptywu wilasciwosci powierzchni substratu oraz srodowiska na szybkos¢
procesu rozktadania liposoméw i architektur¢ otrzymywanych dwuwarstw. Rezultaty
eksperymentéw pozwolily na przedstawienie mechanizmu procesu rozktadania liposoméw
sktadajacych si¢ z 1,2-dimirystylo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DMPC) oraz cholesterolu na
powierzchni ztota Au(l111). Elektrochemiczna mikroskopia tunelowa oraz mikroskopia sit
atomowych w wersji elektrochemicznej umozliwity, poprzez kontrolowanie potencjatu
przyktadanego do elektrody zlotej, spowolnienie proceséw adsorpcyjnych oraz procesOw
zwigzanych z reorganizacjg struktur lipidowych na powierzchni substratu, a tym samym obserwacje
kolejnych etapéw tworzenia dwuwarstwy lipidowej. Pozwolito to na wyodrgbnienie etapow
towarzyszacych formowaniu dwuwarstwy DMPC/cholesterol takich jak: A) wigzanie si¢
liposoméw z powierzchnig ztota i uwalnianie materiatu lipidowego, ktéry nastepnie tworzy warstwe
adsorpcyjng o lamelarnej strukturze, charakteryzujacej si¢ ptaskg orientacja czasteczek na
powierzchni; B) kumulacja materiatu lipidowego z pekajacych liposoméw na powierzchni warstwy
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adsorpcyjnej 1 utworzenie struktur hemimicelarnych; C) reorganizacja hemimicelarnej struktury
warstwy adsorpcyjnej; D) formowanie dwuwarstwy lipidowej. Uzyskano réwniez znaczace
informacje odno$nie réznic w mechanizmie formowania dwuwarstw na powierzchni zlota
w poréwnaniu do analogicznego procesu przebiegajacego na substratach o wlasciwosciach
hydrofilowych, takich jak mika.

Opracowanie wielosktadnikowych uktadéw lipidowych zawierajacych cholesterol (CHOL),
1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholing (DOPC) oraz N-heksadekanoilo-D-sfingozylofosfocholing
(HSM) umozliwito wuzyskanie odpowiednich modeli naturalnych bton komérkowych
ukierunkowanych na tworzenie tzw. raftow lipidowych. Obrazowanie struktury powierzchniowej
wielosktadnikowych dwuwarstw na powierzchni miki za posrednictwem mikroskopii AFM
umozliwito w spos6b jednoznaczny okresli¢ wlasciwosci wielosktadnikowych uktadéw lipidowych
DOPC/HSM oraz DOPC/HSM/CHOL pod katem ich wzajemnej mieszalnosci i dystrybucji
sktadnikow w strukturze dwuwarstwy lipidowej oraz pozwolito na zaobserwowanie wspoétistnienia
obok siebie réznych pod wzgledem ptynnosci i sktadu obszaréw w strukturze otrzymywanych
dwuwarstw lipidowych. W rozprawie doktorskiej przedstawiono, w jaki sposéb zawarto$¢
sfingomieliny oraz cholesterolu wplywa na wyst¢powanie separacji fazowej w badanych uktadach
1 tworzenie domen lipidowych. Ponadto, zastosowanie spektroskopii sit AFM pozwolilo na
uzyskanie, oprécz danych dotyczacych morfologii, informacji odnos$nie wlasciwosci
mechanicznych otrzymywanych blon biomimetycznych. Informacje uzyskane w trakcie badan
pozwolity na skonstruowanie modelowych ukladéw biomimetycznych wykorzystanych w dale;j
przeprowadzonych badaniach dotyczacych oddzialywania wielosktadnikowych blon lipidowych
z peptydami - lizening oraz melityng.

W czesci pracy poswigconej oddziatywaniu wielosktadnikowych dwuwarstw lipidowych
z antybiotykami peptydowymi wykorzystano uktady lipidowe promujace powstawanie domen
lipidowych bogatych w sfingomieling. Wykazano, ze wprowadzenie melityny do srodowiska bton
biomimetycznych w niskich stezeniach skutkowato stopniowg ewolucjg zmian strukturalnych
dwuwarstw - obserwowano tworzenie si¢ defektow w strukturze biomimetykéw oraz przemiany
strukturalne towarzyszace wnikaniu peptydu do wnetrza blony. Przy czym dzialanie melityny
widoczne bylo przede wszystkim w obszarach matrycy lipidowej zawierajgcej w przewadze
sktadnik glicerofosfolipidowy - DOPC. Domeny lipidowe wzbogacone w sfingolipid i cholesterol
wykazywaly wysoka odpornos¢ wobec dzialania melityny. Zaobserwowano tworzenie si¢ nowej,
nietrwatej struktury powierzchniowej charakterystycznej dla warunkéw odpowiadajacych istnieniu
stanu przejSciowego pomigdzy faza ciekla nieuporzadkowang (L,) i ciekla uporzadkowang (Lg).
Zwigkszenie stezenia melityny implikowato praktycznie calkowite zniszczenie bion
biomimetycznych. Wykorzystano rowniez zmodyfikowane sondy mikroskopu AFM do
obrazowania i badania sity oddzialywania pomiedzy czgsteczkami unieruchomionymi na ich
powierzchni a skladnikami otrzymywanych dwuwarstw lipidowych. W wyniku chemicznej
modyfikacji, na powierzchni sond AFM unieruchomione zostato biatko lizenina oraz tryptofan.
Zastosowanie spektroskopii sit umozliwilo ocen¢ sity oddzialywania pomigdzy zmodyfikowana
powierzchnig sondy, czyli czasteczkami lizeniny lub tryptofanu, a sktadnikami lipidowymi bion
biomimetycznych. Zaobserwowano, ze lizenina wykazuje tendencj¢ do specyficznego wigzania si¢
z powierzchnig bton biomimetycznych w obszarach bogatych w sfingomieling (warto$¢ sity
wigzania czasteczek sfingomieliny przez lizening, zostata oszacowana na ~125 pN). Uzycie sond
z zakotwiczonymi na ich powierzchni czasteczkami tryptofanu pozwolito natomiast na weryfikacje
postulowanych w literaturze doniesien odnosnie wptywu tego aminokwasu na wiasciwosci lizeniny
i jego kluczowe znaczenie w procesie wigzania si¢ biatka z powierzchnig bton komérkowych.

Kolejnym celem pracy doktorskiej byto wykazanie jakie czynniki determinujg site
napedowa wzmocnienia sity oddziatywania pomiedzy sfingolipidami a cholesterolem,
w poréwnaniu do innych fosfolipidow. Wysokorozdzielcze zdjecia otrzymane za pomoca
skaningowej mikroskopii tunelowej umozliwily molekularng analiz¢ struktur adsorpcyjnych
fosforodihydroceramidu (1-fosforo-N-palmitylo-D-erytro-dihydroceramidu, = PDHC)  oraz
mieszaniny fosforodihydroceramid/cholesterol na powierzchni substratu ztotego Au(111).
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Wykazano, ze orientacja czasteczeck PDHC na powierzchni substratu w duzym stopniu
determinowana jest poprzez oddzialywania pomig¢dzy substratem i tancuchami alkilowymi.
Natomiast oddziatywania pomiedzy polarnymi gtowami i1 niepolarnymi tancuchami alkilowymi
wplywaja na orientacj¢ czasteczek w strukturze warstwy adsorpcyjnej implikujac lamelarng
architektur¢ warstwy. Mikroskopia EC-STM umozliwita réwniez zarejestrowanie zdjec
molekularnej warstwy adsorpcyjnej mieszaniny PDHC/cholesterol. Ich analiza pozwolita na
zaobserwowanie znaczacych réznic w kinetyce mechanizmu tworzenia molekularnej struktury
adsorpcyjnej oraz réznic w samych strukturach warstw tworzonych przez mieszaniny PDHC
1 fosfolipidéw z cholesterolem. Co wigcej, utworzona warstwa adsorpcyjna PDHC/cholesterol nie
wykazywata korelacji strukturalnej z jakgkolwiek znang strukturg warstw powierzchniowych
fosfolipidéw, cholesterolu i ich mieszanin. Pozwala to wnioskowa¢ o odmiennym charakterze
oddzialywania sfingolipidu z cholesterolem w poréwnaniu do glicerofosfolipidéw.

Wyniki badah uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej zostaly opublikowane
w czasopismach mi¢dzynarodowych: Imaging & Microscopy oraz Langmuir.



