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Blony biologiczne to dynamiczne, wielosktadnikowe struktury, obecne we wszystkich
znanych uktadach biologicznych zdolnych do samodzielnej egzystencji. Ogrywaja one
znaczaca rol¢ w wielu procesach decydujacych o funkcjonowaniu organizmu Zzywego,

a zatem w prawidtowym metabolizmie jak i jego patologicznych zmianach.
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Blona biologiczna*

Ztozono$¢ strukturalna bton biologicznych decyduje o trudnosci z jaka wiaze si¢
bezposrednie badanie ich funkcji oraz witasciwosci fizykochemicznych. Dlatego tez, obok
eksperymentéw na blonach naturalnych, prowadzone sa badania na btonach sztucznie
konstruowanych - monowarstwach oraz dwuwarstwach lipidowych (ptaskich i liposomach).
Wigkszos¢ przedstawionych w rozprawie eksperymentéw przeprowadzono przy uzyciu

liposoméw jako materiatu badawczego.
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Powierzchnia blon biologicznych, z uwagi na obecno$¢ ugrupowan obdarzonych
tadunkiem elektrycznym (-PO, -COOY, -N™Hj, ....), jest silnie zjonizowana. Dlatego tez
mozliwa jest na niej adsorpcja wielu roéznych substancji obecnych w $rodowisku
zewnegtrznym. Szczegdlne znaczenie, z punktu widzenia funkcjonowania komorki,
ma adsorpcja jondéw elektrolitu. Powstajace na granicy faz blona/roztwor réwnowagi
adsorpcyjne nie tylko wptywaja na wtasciwosci fizykochemiczne i elektryczne blon, ale takze
sq istotne dla przebiegu wielu proceséw zwiazanych z btona, takich jak np. transport.
Wszystko to sprawia, iz zmienia si¢ funkcjonowanie bton. Fakt ten ma wazne fizjologiczne
konsekwencje - wszelkie bowiem procesy zachodzace na poziomie bton przekladaja sig
na funkcjonowanie komorki, a tym samym na funkcjonowanie catego zywego organizmu.

Gléwnym celem rozprawy bylo zbadanie rownowag adsorpcyjnych pomigdzy btonami
liposomalnymi a jonami obecnymi w roztworze elektrolitu. Zagadnienie to potraktowano
w pracy bardzo szeroko. W oparciu o wyniki pomiaréw ruchliwos$ci elektroforetycznej
liposoméw poddanych dziataniu wybranych jondéw (jedno- 1 trojwarto§ciowych)
przesledzono, powstate na skutek adsorpcji tych jondéw, zmiany tadunku powierzchniowego
badanych bton. Szczegoélnie istotna dla zrozumienia zjawisk zachodzacych na powierzchni
btony jest ich ilo§ciowa ocena, niezbgdna dla pelnej interpretacji badanych zjawisk. Oceny tej
dokonano poprzez opracowanie, korzystajac z prostych zalezno$ci matematycznych, modeli
teoretycznych odnoszacych si¢ do ilo§ciowego opisu rozwazanych rOwnowag.

Rozprawa w czg$ci literaturowej przedstawia podstawowe wiadomos$ci na temat bton
biologicznych oraz liposoméw. Omoéwiono gtéwne skladniki blon biologicznych,
ze szczegbdlnym uwzglednieniem lipidow - ich budowy i wybranych wlasciwosci. Opisano
struktur¢ 1 podzial liposoméw oraz przyblizono metody ich otrzymywania.
Scharakteryzowano wybrane wlasciwosci elektryczne bton biologicznych, w tym ladunek
powierzchniowy. Przedstawiono przeglad literatury dotyczacej adsorpcji jondw o roznej
warto$ciowosci na powierzchni bton lipidowych. Przestanka dla zaprezentowania
dotychczasowych osiagnig¢ w tym temacie bylo zaro6wno wprowadzenie czytelnika
w problematyke pracy, jak rowniez pokazanie kontekstu podjetych badan.

Szczegolnie duzo miejsca praca poswigca adsorpcji wybranych jednowarto$ciowych
jonow elektrolitu na powierzchni bton liposomalnych. W pierwszej grupie badan analizie
poddano liposomy zarowno jednoskladnikowe zbudowane z: fosfatydylocholiny,
sfingomieliny,  fosfatydyloseryny, jak 1  dwuskladnikowe:  fosfatydylocholina-
-fosfatydyloseryna, fosfatydylocholina-fosfatydyloglicerol, fosfatydylocholina-difosfatydylo-



-glicerol oraz fosfatydylocholina-decyloamina. Jednym z sktadnikow bton dwusktadnikowych
byta w kazdym przypadku fosfatydylocholina. Wybor tego lipidu podyktowany byt faktem,
iz formuje on trwate struktury do ktérych mozna w prosty sposob wbudowywaé inne
sktadniki. Jako roztworu elektrolitu w tej grupie badan uzyto roztworu chlorku sodu
o stezeniu 0.155 mol dm™. Rozwazono istnienie, oprocz rownowag kwasowo - zasadowych,
rOwnowag zwiazanych z adsorpcja na blonie pozostalych jondéw obecnych w roztworze
(sodowych 1 chlorkowych). Poniewaz liczba rownowag tworzonych przez grupy funkcyjne
z jonami jednowarto$ciowymi determinowana jest liczba grup ujemnych i1 dodatnich
na powierzchni danej btony, dlatego tez zaproponowano modele o czterech, szesciu i o§miu
rownowagach. Wyprowadzono rOwnania pozwalajace na wyznaczenie, w oparciu o wartosci
doswiadczalne, warto$ci teoretycznych powierzchniowej gestosci tadunku badanych bton.
Roéwnania te umozliwiaja réwniez wyznaczenie warto$ci statych asocjacji grup funkcyjnych
badanych lipidow blonowych z jonami: wodorowymi, wodorotlenowymi, sodowymi
i chlorkowymi. Dla wszystkich analizowanych blon jednosktadnikowych i wigkszosci blon
dwusktadnikowych uzyskano satysfakcjonujaca zgodno$¢ wynikow doswiadczalnych
z danymi teoretycznymi. Pozwolito to na wyciagnigcie wniosku o poprawnosci
zaproponowanych modeli opisujacych oddziatywania jonéw jednowarto§ciowych z badanymi
btonami. Jedynie dla blony o sktadzie fosfatydylocholina-decyloamina zaobserwowano
rozbiezno$ci w zakresie niskich wartosci pH. Swiadczy to o tym, iz model (o sze$ciu
rownowagach) - za pomoca ktoérego opisano ten uklad - nie charakteryzuje go w sposob
zadowalajacy. Na tej podstawie wysunigto tez¢ o wystgpowaniu oddziatywan pomigdzy
fosfatydylocholing a decyloaminag w blonie. W oparciu o wyznaczone wartosci stalych
asocjacji grup funkcyjnych badanych lipidow z jonami elektrolitu wykazano, ze adsorpcja
jondéw sodowych i chlorkowych na btonie liposomalnej jest znacznie stabsza niz jonow
wodorowych 1 wodorotlenowych. Dodatkowo przeprowadzono obliczenia stopnia pokrycia
powierzchni badanych blon jonami elektrolitu. Uzyskane dane pozwolily na stwierdzenie,
1z asocjacja jonow sodowych 1 chlorkowych z blona pomimo tego, iz wyraznie stabsza niz
jondéw wodorowych 1 wodorotlenowych, to jest jednak na tyle istotna, iz konieczne jest jej
uwzglednienie przy rozpatrywaniu i interpretacji zjawisk zachodzacych na powierzchni
btony. Dla wszystkich badanych blon dwusktadnikowych wykazano ponadto, zgodnie
z oczekiwaniem, iz tadunek powierzchniowy blony w istotnym stopniu zalezy od jej sktadu

lipidowego.
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Powierzchniowa gestosé tadunku blony liposomalnej uformowanej
g fosfatydylocholiny w funkcji pH (punkty — wartosci eksperymentalne, linia ciqgla - krzywa

teoretyczna).

W drugiej grupie eksperymentéw dotyczacych adsorpcji jonéw jednowarto$ciowych z btona
liposomalna przeanalizowano wplyw kationow litu, potasu i cezu. Przedmiotem badan byla
btona fosfatydylocholinowa solwatowana w roztworach chlorkow tych metali. Dobor
roztworow elektrolitow podyktowany byl faktem, iz w literaturze niewiele jest danych
dotyczacych wpltywu jaki wywieraja inne, poza sodem, kationy alkaliczne na btony lipidowe.
Szczegdlnie zaskakujace jest to w przypadku potasu, ktorego znaczenie fizjologiczne jest
porownywalne do roli jaka w organizmie zywym odgrywa s6d. Wyniki przeprowadzonego
eksperymentu wykazaty brak zauwazalnych réznic w wartosciach fadunku powierzchniowego
bton w obecnosci chlorkéw sodu, potasu i cezu; jedynie dane otrzymane dla chlorku litu
r6znig si¢ od pozostalych. Na tej podstawie wysunigto wniosek o najwigkszym sposrod
analizowanych kationdbw powinowactwie kationu litu z blong fosfatydylocholinowa.
Wyznaczone, w oparciu o model o czterech réwnowagach adsorpcyjnych, wartosci
teoretyczne tadunku powierzchniowego badanych blon oraz wartosci statych asocjacji grup
fosforanowej 1 trimetyloamoniowej fosfatydylocholiny z jonami badanych -elektrolitow,

potwierdzity tezg o najsilniejszej adsorpcji jonow litu.



stata asocjacji [m* mol™]
elektrolit
KAH KBOH KAX KBCI
LiCl 1.22E+03 5.20E+03 3.33E-01 2.31E-01
NaCl 7.17E+02 3.35E+09 2.30E-01 7.60E-02
KCI 7.70E+02 1.34E+09 2.11E-01 7.75E-02
CsCl 4.66E+02 9.97E+08 2.18E-01 5.99E-02

State asocjacji grup funkcyjnych fosfatydylocholiny, 7 jonami Li', Na', K, Cs* CI , H', OH
(A" - grupa —PO®, B* - grupa -N"’(CH;); fosfatydylocholiny
X" —Li*, Na', K*, Cs").

W uktadach biologicznych znajduja si¢ jednak nie tylko jony jednowartosciowe,
ale réwniez dwu- 1 trojwartoSciowe. Fakt ten zdecydowal o potrzebie rozszerzenia
realizowanej w pracy tematyki badawczej o aspekt zwiazany z asocjacja jonow
wielowarto§ciowych do blon lipidowych. Sita oddziatywania jondéw z blona wzrasta wraz
z tadunkiem jonu, a zatem najwigksze powinowactwo z grupami funkcyjnymi sktadnikéw
btonowych wykazuja jony trojwartosciowe. Dlatego tez to jony tréjwartoSciowe zostaty
wybrane do badan. Przeanalizowano wplyw jondow glinu, indu i1 lantanu na tadunek
powierzchniowy fosfatydylocholinowych bton liposomalnych. Pomiary ruchliwos$ci
wykonano w funkcji pH roztworow elektrolitoéw, dla réznych ich stgzen. Zaproponowano
matematyczny opis réwnowag zwiazanych z adsorpcja jonow tréjwartosciowych na blonie.
Wykazano jednak, iz duza liczba réwnowag, jaka wystgpuje w analizowanym uktadzie,
znacznie komplikuje rozwazany model 1 uniemozliwia wyznaczenie parametréw
charakteryzujacych dany model. Dlatego tez w tym przypadku ograniczono si¢ jedynie do
przedstawienia wnioskdéw, jakie wyciagnigto na podstawie wynikéw doswiadczalnych.
Nakreslono takze dalszy kierunek prac teoretycznych nad badanym ukladem réwnowag; jest
to bowiem niezbedne dla dokonania pelnej interpretacji zmian spowodowanych
oddziatywaniem jonow trojwartosciowych na btong lipidowa.

Ostatnia grupe eksperymentdéw, ktorych wyniki zamieszczono w pracy, stanowily
badania erytrocytow 1 ptytek krwi cztowieka. Przeanalizowano wptyw jaki wywiera lek
przeciwplytkowy (Plavix), srodek kontrastowy stosowany w ultrasonografii (SonoVue) oraz

proces fizjologiczny ($mieré nagta gwaltowna) na powierzchniowa gesto$¢ tadunku bton



komorek naturalnych. Przebieg $cisle kontrolowanych w organizmie procesow ulega bowiem
zasadniczym zmianom pod wptywem dzialania zarowno roéznych czynnikéw toksycznych,
jak réwniez w stanach fizjologicznych 1 patologicznych organizmu. Wszelkie
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu komodrki przektadaja si¢ na dzialanie btony
komorkowej, a zatem wplywaja m.in. na jej wiasciwosci fizykochemiczne, np. na tadunek
powierzchniowy. Poniewaz parametr ten zalezy od sktadu danej btony, jakiekolwiek zmiany
w ilo$ci 1 jakosci natadowanych grup funkcyjnych na jej powierzchni pociagaja za soba
zmiany w wartos$ci tadunku powierzchniowego, wplywajac tym samym na réwnowagi
pomigdzy btona a srodowiskiem. Zamierzeniem tych badan byto, obok oceny wplywu wyzej
wymienionych czynnikow na blong komoérkowa czlowieka, takze pokazanie aplikacyjnosci
badan dokonanych na btonach liposomalnych, a $ci§lej wykazanie uzytecznosci rozwazan
teoretycznych przeprowadzonych w odniesieniu do liposomoéw dla analizy oddziatywan
wystepujacych pomigdzy btona naturalng a srodowiskiem. Wyznaczono wartosci parametréw
charakteryzujacych réwnowagi zachodzace w blonach naturalnych: sumaryczne st¢zenia
powierzchniowe grup kwasowych i1 zasadowych oraz usrednione stale asocjacji grup
kwasowych z jonami wodorowymi i zasadowych z jonami wodorotlenowymi. Mozliwe
to bylo dopiero po przyjeciu, iz wartosci statych asocjacji grup kwasowych i zasadowych
z jonami odpowiednio: sodowymi i chlorkowymi sa identyczne jak te obliczone
dla liposomow fosfatydylocholinowych. W oparciu o uzyskane dane doswiadczalne
1 teoretyczne omowiono i oceniono wplyw SonoVue oraz $§mierci nagtej gwattownej na blong
komorkowa erytrocytow i1 ptytek krwi czlowieka. Wykazano takze uzyteczno$¢ metody
elektroforetycznej do badan oddzialywan pomigdzy blona liposomalna a lekiem Plavix.
Podsumowujac, badania przeprowadzone przeze mnie zaréwno na blonach
liposomalnych, jak i naturalnych moga mie¢ znaczenie praktyczne, a uzyskane wyniki moga
przyczyni¢ si¢ do glebszego zrozumienia zjawisk zachodzacych przy udziale bton

biologicznych w zywej komorce.
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