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1. Imie i Nazwisko:

Katarzyna Hac-Wydro

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

IX. 2005 Stopien doktora nauk chemicznych - uzyskany na podstawie pracy doktorskiej pt.
"Badanie organizacji molekularnej nowych pochodnych amfoterycyny B o
obnizonej toksyczno$ci w monowarstwach lipidowych”, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Jagielloniski

VI. 2002 Tytut zawodowy magistra chemii na podstawie pracy magisterskiej pt. "Badanie
wilasciwosci  filméw powierzchniowych adsorbowanych z réwnomolowych
mieszanin surfaktantéw kationowych i anionowych”, Wydziat Chemii, Uniwersytet

Jagielloniski.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Miejsce zatrudnienia: Uniwersytet Jagiellonski, Wydzial Chemii,

ul. R. Ingardena 3, 30-060 Krakéow

Zajmowane stanowiska:

X1.2013 - do chwili obecnej- adiunkt (Zaktad Chemii Srodowiska, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Jagielloniski)

X.2007 -X.2013 - adiunkt (Zaktad Chemii Ogélnej, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Jagiellonski)

X.2005 -1X.2007 - asystent (Zaktad Chemii Ogélnej, Wydziat Chemii
Uniwersytet Jagiellonski)

X. 2002 - IX. 2005- doktorant (Studia Doktoranckie na Wydziale Chemii

Uniwersytet Jagiellonski)

4. Dane bibliometryczne dotyczace dorobku naukowego

Catkowity dorobek publikacyjny (Spis publikacji naukowych - zal. 2a) obejmuje:
- 44 artykuty naukowe opublikowane w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports. Sumaryczny Impact Factor tych pracy, obliczony wg roku ich
opublikowania wynosi IF = 121,392
- 2 artykuty przegladowe
- 5 petnotekstowych artykutéw w materiatach konferencyjnych
W tym:
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przed doktoratem - 10 prac w czasopismach znajdujagcych sie w bazie Journal Citation
Reports (IF = 15,918 wg roku opublikowania pracy)

- 3 artykuty w materiatach konferencyjnych

po doktoracie - - 34 prace w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation
Reports (IF = 105,475 wg roku opublikowania pracy)
- 2 artykuty w materiatach konferencyjnych

- 2 artykuty przegladowe

dane bibliometryczne (z dnia 20.08.2014)

wg bazy Scopus: catkowita liczba cytowan = 491 (bez autocytowan = 408)
index Hirscha =13

wg bazy Web of Science: catkowita liczba cytowan = 461 (bez autocytowan = 366)

index Hirscha =11

5. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego

Badanie wptywu steroli i stanolu roslinnego na monowarstwy lipidowe - analiza

wtasciwosci membranowych fitozwiqzkéw w uktadach modelowych.

b) publikacje skladajace sie na osiagniecie naukowe

Jako podstawe habilitacji wybratam cykl 12 peinotekstowych artykutéw opublikowanych w
latach 2007-2014 w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports.
Sumaryczny Impact Factor tych pracy, obliczony wg roku ich opublikowania wynosi IF = 42,424
(Srednio na prace: 3,535). We wszystkich wskazanych pracach jestem pierwszym autorem i
autorem Kkorespondencyjnym, cztery artykuly to prace monoautorskie. Wktad wspoétautoréw

pozostatych publikacji zostat okreslony w zatgczonych oswiadczeniach (zatacznik 3).

[H1] K. Hac-Wydro, P. Wydro, A. Jagoda, ]. Kapusta, The study on the interaction between
phytosterols and phospholipids in model membranes, Chem. Phys. Lipids, 150 (2007) 22-34.



Katarzyna Hac-Wydro, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie
Autoreferat - zalacznik 1a

(IF2007 = 2,396)
Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, przeprowadzeniu analizy uzyskanych wynikéw i wspotpracy podczas ich interpretacyi,
uczestnictwie w przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma,
przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji.

MGdj udziat procentowy szacuje na 60%.

[H2] K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, The impact of sterol structure on the interactions with
sphingomyelin in mixed Langmuir monolayers, ]. Phys. Chem. B, 112 (2008) 11324-11332.
(IF2008 = 4,189)
Mdoj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentdw, przeprowadzeniu analizy uzyskanych wynikéw,
wspéipracy podczas ich interpretacji i przygotowywania manuskryptu, korespondencji z edytorem
czasopisma i wspotpracy w przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu

wg otrzymanych recenzji. Méj udziat procentowy szacuje na 65%.

[H3] K. Hac-Wydro, M. Flasinski, M. Broniatowski, P. Dynarowicz-t.atka, ]. Majewski,
Comparative studies on the influence of B-sitosterol and stigmasterol on model sphingomyelin
membranes - A grazing-incidence X-ray diffraction study, ]. Phys. Chem. B, 114 (2010) 6866-6871.

(IF2010 = 3,603)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, uczestnictwie w analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw oraz przygotowywaniu
manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw
oraz wspotpracy podczas korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy

szacuje na 35%.

[H4] K. Hac-Wydro, The replacement of cholesterol by phytosterols and the increase of total sterol
content in model erythrocyte membranes, Chem. Phys. Lipids 163 (2010) 689-697.

(IF 2010 = 2,861)
Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentéw, przeprowadzeniu analizy i interpretacji
uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i
przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji.

MGéj udziat procentowy wynosi 100%.
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[H5] K. Hac-Wydro, A. Zajac, P. Dynarowicz-Latka, The influence of plant stanol on phospholipids
monolayers - The effect of phospholipid structure, ]. Colloid Interface Sci. 360 (2011) 681-689.

(IF2011 =3,070)

Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich

realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentéw z zastosowaniem techniki mikroskopii kqta

Brewstera oraz czesci eksperymentéw polegajgcych na rejestracji izoterm podczas kompresji

monowarstw Langmuira, przeprowadzeniu analizy uzyskanych wynikéw, wspéipracy podczas

interpretacji wynikéw i przygotowywania manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma,

wspoétpracy w przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu wg

otrzymanych recenzji. Mdj udziat procentowy szacuje na 60%.

[H6] K. Hac-Wydro, M. Flasinski, M. Broniatowski, P. Dynarowicz-t.atka, ]. Majewski, Properties
of B-sitostanol/DPPC monolayers studied with Grazing Incidence X-ray Diffraction (GIXD) and
Brewster Angle Microscopy, ]. Colloid Interface Sci. 364 (2011) 133-139.

(IF2011 =3,070)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentéw z zastosowaniem techniki mikroskopii kqta
Brewstera oraz rejestracji izoterm kompresji dla badanych monowarstw, przeprowadzeniu analizy
uzyskanych wynikéw, wspdtpracy podczas interpretacji wynikéw oraz przygotowywania
manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i wspdtpracy w przygotowaniu odpowiedzi
do recenzentow oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy

szacuje na 45%.

[H7] K. Hac-Wydro, Langmuir monolayers studies on the relationship between the content of
cholesterol in model erythrocyte membranes and the influence of B-sitosterol, Colloids Surf. B
Biointerfaces, 91 (2012) 226- 233.

(IF 2012 = 3,554)
Mdoj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentdéw, przeprowadzeniu analizy i interpretacji
uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i
przygotowaniu odpowiedzi do recenzentow oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji.

MGdj udziat procentowy wynosi 100%.

[H8] K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-t.atka, Externalization of phosphatidylserine from inner to
outer layer may alter the effect of plant sterols on human erythrocyte membrane — The Langmuir

monolayer studies, Biochim. Biophys. Acta 1818 (2012) 2184-2191.
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(IF2012 = 3,389)
Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentdéw i przeprowadzeniu analizy uzyskanych wynikéw,
wspoétpracy podczas interpretacji uzyskanych wynikéw i przygotowywaniu manuskryptu,
korespondencji z edytorem czasopisma i wspotpracy w przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw

oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Méj udziat procentowy szacuje na 65%.

[H9] K. Hac-Wydro, R. Lenartowicz, P. Dynarowicz-Latka, The influence of plant stanol (-
sitostanol) on inner leaflet of human erythrocytes membrane modeled with the Langmuir
monolayer technique, Colloids Surf. B Biointerfaces, 102 (2013) 178 - 188.

(IF2013 = 4,287)
Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentéw z zastosowaniem techniki mikroskopii kqta
Brewstera, przeprowadzeniu analizy uzyskanych wynikéw, wspdtpracy podczas interpretacji
wynikéw i przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i wspdétpracy w
przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji.

Moj udziat procentowy szacuje na 55%.

[H10] K. Hac-Wydro, The effect of [-sitosterol on the properties of
cholesterol/phosphatidylcholine/ganglioside monolayers - The impact of monolayer fluidity,
Colloids Surf. B Biointerfaces, 110 (2013) 113 - 119.

(IF2013 = 4,287)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentéw, przeprowadzeniu analizy i interpretacji
uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i
przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji.

MGdj udziat procentowy wynosi 100%.

[H11] K. Hac-Wydro, Studies on f-sitosterol and ceramide-induced alterations in the properties of
cholesterol/sphingomyelin/ganglioside monolayers, Biochim. Biophys. Acta, 1828 (2013) 2460-
2469.

(IF2013 =3,431)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentdéw, przeprowadzeniu analizy i interpretacji

uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i
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przygotowaniu odpowiedzi do recenzentéw oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji.

MGéj udziat procentowy wynosi 100%.

[H12] K. Hac-Wydro, K. Luty, Miscibility and interactions of animal and plant sterols with choline
plasmalogen in binary and multicomponent model systems, Colloids Surf. B Biointerfaces, 116
(2014) 138 - 146.

(IF2013 = 4,287)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu celéw badawczych i zaplanowaniu ich
realizacji, wykonaniu wszystkich eksperymentéw z zastosowaniem techniki mikroskopii kqta
Brewstera oraz czesci eksperymentoéw polegajgcych na rejestracji izoterm podczas sprezania
monowarstw Langmuira, przeprowadzeniu analizy i interpretacji uzyskanych wynikow,
przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i przygotowaniu odpowiedzi
do recenzentéow oraz korekty manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy

szacuje na 80%.
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c) Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

Wprowadzenie

Sterole roslinne (fitosterole) oraz ich nasycone pochodne - stanole - (fitostanole) - to

steroidy wystepujgce naturalnie w organizmach ro$linnych. Posréd nich najbardziej
rozpowszechnione sg [-sitosterol, kampesterol i stigmasterol (fitosterole), a takze B-sitostanol
oraz kampestanol (fitostanole). W odréznieniu od membran zwierzecych, zdominowanych przez
jeden typ sterolu (cholesterol), w komoérkach i btonach roslinnych sterole wystepuja w postaci
mieszaniny [1-3].
Organizm czlowieka nie jest zdolny do samodzielnej syntezy wyzej wspomnianych
fitozwigzkow, jednak potrafi przyswajac je z pokarméw, w wyniku czego wystepujg one roéwniez
w komorkach ludzkich. Mimo, Ze wchianianie steroli i stanoli roslinnych w jelitach cztowieka
jest Srednio, odpowiednio, 10-krotnie i 100-krotnie nizsze niz przyswajalno$¢ cholesterolu
pokarmowego [4,5], udowodniono bardzo korzystny wptyw tych substancji na zdrowie
cztowieka [2,6]. Najbardziej znany rodzaj ich aktywno$ci w organizmie ludzkim zwigzany jest ze
zdolno$cia do zmniejszania wchtaniania cholesterolu, zaré6wno endogennego jak i
pokarmowego, i obnizania catkowitego poziomu cholesterolu oraz frakcji LDL (tzw. ,ztego
cholesterolu”) we krwi [7]. Ponadto, zwigzki te wspomagajg prace uktadu krazenia, wykazuja
dziatanie przeciwzapalne, maja korzystny wptyw na uktad odpornosciowy [8,9]. Fitosterole
wykazujg takze aktywno$¢ antynowotworowg, ktéra polega zaréwno na obnizaniu ryzyka
rozwoju choréb nowotworowych [10] jak i hamowaniu wzrostu komorek rakowych i
wywotywaniu ich apoptozy [11-13]. Poniewaz dieta cztowieka zwykle jest uboga w produkty
zawierajgce fitosterole, w §wietle korzystnych wiasciwos$ci tych zwiazkéw, od lat 90 ubiegtego
wieku wiele produktéw zywnosciowych (gtéwnie margaryny, mleko, ale takze soki, napoje,
batony) wzbogacanych jest w sterole roslinne i ich pochodne. Wéréd dziatan ubocznych tych
substancji wymienia sie obnizanie stezenia beta-karotenu oraz witaminy E we krwi [14].
Zagadnienia zwigzane z metabolizmem fitosteroli oraz ich aktywnos$cig w organizmie czlowieka
zostaly szeroko opisane w wielu artykutach przegladowych [np. 15-17].

Tematyka badan podjetych w cyklu prac przedstawianych przeze mnie jako podstawa
habilitacji zwigzana jest z aktywno$ciag membranowa steroli i stanoli roslinnych. Jak dowiodty
badania in vitro i in vivo, zwigzki te mogg wbudowywaé sie w blony biologiczne ssakéw.
Wykazano, Ze suplementacja fitosterolami powoduje wzrost ich stezenia w membranach
ludzkich i zwierzecych erytrocytow (zaréwno zdrowych jak i zmienionych chorobowo) [18-24].
Zwiazki te wbudowujg sie takze w blony ludzkich keratynocytéw [25] oraz komorek

nowotworowych [11,12]. Stwierdzono, Ze wnikanie fitozwigzkéw w membrany skutkuje
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wzrostem catkowitej zawarto$ci steroli w btonie lub zastgpieniem w niej czes$ci cholesterolu

przy utrzymaniu catkowitego stezenia steroli na stalym poziomie [11, 12 20-22]. Pojawia sie

wiec pytanie czy i w jaki sposéb wbudowywanie sie steroli ro$linnych w membrany cztowieka
zmienia ich wta$ciwosci?

Biorac pod uwage budowe czasteczki, fitosterole s3 analogami cholesterolu i, podobnie
jak cholesterol w btonach ludzkich, pelnia w membranach ro$linnych funkcje regulatoréw ich
parametréw fizykochemicznych (ptynnosci, sztywnos$ci, przepuszczalnosci). Jak wykazano,
obecno$¢ cholesterolu w biwarstwie lipidowej powoduje zwiekszenie gestosci powierzchniowej
membrany i zmniejszenie S$redniej powierzchni przypadajacej na czasteczke (efekt
kondensujacy; ang. ,condensing effect”), prostowanie i porzadkowanie tanicuchéw acylowych
(efekt porzadkujacy; ang. ,ordering effect”) oraz tworzenie sie, w obrebie fazy
nieuporzadkowanej (ang. liquid disordered - 1d), uporzadkowanych domen (fazy
uporzadkowanej (ang. liquid ordered phase - 10) [26-29]. Pod tym wzgledem (jakoSciowym)
wptyw steroli roslinnych na blone jest tozsamy z wptywem cholesterolu. Jednak mimo, ze (-
sitosterol i stigmasterol posiadajg wtasciwosci kondensujace i porzadkujace i, oddziatujac z
lipidami, promujg tworzenie sie domen, s3 w tym dziataniu mniej efektywne niz cholesterol, a
powstajace domeny majg inng morfologie niz struktury formowane pod wpltywem sterolu
zwierzecego [30-33]. Mimo sprzecznych danych na temat réznic w oddziatywaniu gtéwnych
fitosteroli (B-sitosterolu i stigmasterolu) z lipidami [np. 31 vs 32], istnieje zgoda co do tego, Ze
wptyw tych zwigzkéw na membrany ilosciowo rézni sie od wptywu cholesterolu. Stwierdzone
doswiadczalnie rdéznice w aktywno$ci membranowej cholesterolu i fitosteroli mogltyby wiec
wskazywaé, Ze wprowadzenie sterolu roslinnego do btony i/lub zastapienie w niej czesci
cholesterolu zmieni organizacje molekularng membrany i jej wiasciwosci fizykochemiczne.
Jednak prezentowane w literaturze naukowej wyniki dotyczace tego zagadnienia nie sg
jednoznaczne. Cze$¢ z nich dowodzi, Ze wzrost zawartosci fitosteroli w membranach powoduje
zmiany ich sztywnoSci, ptynnosci i przepuszczalnosci, co w konsekwencji obniza plastycznos¢
komorek i prowadzi do wzrostu ich kruchosci [20,21,25]. Inne doniesienia wskazujg zas, zZe
wzrost zawartosci fitosteroli we krwi i w komdrkach erytrocytéw nie wptywa na ich
wilasciwosci i funkcjonowanie [23,34,35]. Te rozbieznosci naturalnie nasuwajg pytanie o
czynniki, ktére moga determinowa¢ wplyw fitosteroli na membrany. Analiza danych
literaturowych dotyczacych profilu lipidowego bton ludzkich erytrocytéw pochodzacych od
réznych dawcow pozwala postawic teze, ze jednym z czynnikéw regulujacych wptyw fitosteroli
na btony biologiczne moze by¢ sktad lipidowy membrany, ktéry zmienia sie np. pod wptywem
diety, lekéw, choréb a nawet treningu fizycznego [36-39]. Innym czynnikiem, ktéry nalezatoby

wzig¢ pod uwage jest stezenie fitosteroli w btonie, ktére zalezy od stosowanej diety oraz
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indywidualnych predyspozycji organizmu do przyswajania i metabolizowania tych zwigzkéw
[18,23,24,35,40].
Zagadnienia te, zwigzane S$ciSle z aktywno$cia membranowa fitosteroli, staly sie geneza
eksperymentéw podjetych przeze mnie w ramach badan habilitacyjnych, a weryfikacja
wcze$niej sformutowanych pytan i tez - jednym z gtéwnych celéw badawczych. Badania te
dotyczyty wptywu (-sitosterolu, stigmasterolu oraz B-sitostanolu na lipidowe monowarstwy
Langmuira, ktére imitowaly btony biologiczne. Takie biomimetyczne uktady membranowe
(sztuczne btony) sa szeroko stosowane w badaniach oddziatywania substancji bioaktywnych ze
sktadnikami bton. Jest to podyktowane ogromng ztozonoscig sktadu i struktury naturalnych
membran, ktérych wykorzystanie w badaniach daje odpowiedZ jedynie na pytania o cato$ciowy
efekt analizowanej substancji na wlasciwos$ci membrany. Zastosowanie uktadéw modelowych,
chociaz posiada szereg ograniczen, umozliwia przygotowanie uktadu znacznie prostszego, o
znanym sktadzie potrzebnym do zrealizowania postawionych celéw badawczych i analizowania
poszczegblnych zjawisk zachodzacych w uktadzie w danych warunkach dos$wiadczalnych.
Przeglad literatury wskazuje, Ze eksperymenty z wykorzystaniem sztucznych blon dotyczace
wptywu steroli na organizacje i funkcjonowanie membran sg wyraznie skoncentrowane na
uktadach zawierajacych sterol dominujacy w blonach ludzkich tzn. cholesterol. Z drugiej strony
dostarczone do organizmu fitosterole réwniez moga sta¢ sie komponentami bton ludzkich i, w
Swietle dostepnej literatury, ich wptyw na parametry fizykochemiczne bton, a tym samym na
zywotno$¢ komorek jest niejasny. W literaturze naukowej wyraznie brakowato systematycznych
badan dotyczacych oddziatywania poszczeg6lnych fitosteroli na lipidowe modelowe membrany,
a ponadto wiele zagadnien dotyczacych witasciwosci tych substancji pozostawato
nierozstrzygnietych. Te fakty, bardziej szczegélowo omdéwione w dalszej czeSci niniejszego
opracowania, zainspirowaty moje badania, ktérych wyniki umozliwity dokonanie poréwnania
wptywu badanych fitosteroli/stanolu na sztuczne membrany, przeprowadzenie analizy
zalezno$ci miedzy sktadem monowarstwy oraz budowsg i stezeniem fitozwigzku a jego wptywem
na modelowa btone i na tej podstawie zglebienie szeregu zagadnien zwigzanych z aktywnoScia
membranowg tych zwigzkdéw.

Przeglad przeprowadzonych eksperymentéw i najwazniejszych wynikéw uzyskanych
podczas realizacji badan oraz gtéwne wnioski formutowane na ich podstawie przedstawitam w
kolejnych czesciach autoreferatu. Wszystkie uzyskane wyniki wraz z ich szczegétowa analiza
zostaty opublikowane w cyklu 12 artykutéw w czasopismach indeksowanych w bazie Journal
Citation Report. Catkowity Impact Factor tych prac, obliczony zgodnie z rokiem opublikowania

artykutéw, wynosi IF = 42,424.
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Cele badawcze i omdéwienie najwazniejszych wynikow badan

Podstawowym celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto okreslenie wptywu
wybranych steroli roslinnych ([3-sitosterolu i stigmasterolu) i stanolu roslinnego ([3-sitostanolu)
na wilasciwosci monowarstw utworzonych z czasteczek lipidéw tzn. na ich morfologie,
kondensacje i uporzadkowanie oraz oddziatywania miedzyczasteczkowe. Badania prowadzitam
w uktadach dwusktadnikowych (fitozwiazek/lipid) oraz wielosktadnikowych
(fitozwigzek/mieszanina lipidow). Analiza wlasciwo$ci monowarstw dokonywana byta na
podstawie izoterm ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na
czasteczke rejestrowanych podczas kompresji monowarstw (izoterm m-A) i parametréow
obliczonych na ich podstawie, a takze zdje¢ zarejestrowanych za pomoca mikroskopu kata
Brewstera (BAM) oraz, w czeSci badan, parametréw uzyskanych z pomiaréw z zastosowaniem
techniki dyfrakcji synchrotronowego promieniowania rentgenowskiego (GIXD). Sktad mieszanin
traktowanych jako modele bton biologicznych (wielosktadnikowe monowarstwy Langmuira)
dobieratam w taki spos6b, aby na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe bylo réwniez
zglebienie szeregu zagadnien zwigzanych z aktywno$cia membranows i biologiczng badanych
fitozwigzkéw, a mianowicie:

a) Analiza wplywu poszczegdlnych fitozwigzkéw tzn: B-sitosterolu, stigmasterolu i 3-sitostanolu
na wtasciwosci monowarstw lipidowych w uktadach dwusktadnikowych i wielosktadnikowych i
na tej podstawie poréwnanie ich aktywno$ci membranowe;j.

b) Zbadanie wptywu fitozwigzkéw na monowarstwy imitujagce membrane ludzkich erytrocytéw
- normalng i zaburzong pod wzgledem sktadu - i analiza zaleznosci pomiedzy sktadem i
wlasciwosciami modelowej btony a wptywem fitosteroli.

c) Poréwnanie, ktéry efekt zwigzany z wbudowywaniem sie fitosteroli silniej modyfikuje
wlasciwosci modelowej membrany: wzrost catkowitego stezenia steroli czy zastepowanie
cholesterolu?

d) Analiza wpltywu fitosteroli na monowarstwy imitujace btony komérek nowotworowych w

kontescie antyrakowych wtasciwosci tych substancji.

Realizacje badan zwigzanych z tematyka habilitacyjna rozpoczetam w 2007 roku i poczatkowo
skoncentrowatam sie na poréwnaniu wptywu B-sitosterolu i stigmasterolu na monowarstwy
utworzone z czasteczek fosfolipidéw. Podjecie tej tematyki wynikato z braku systematycznych
badan dotyczacych oddziatywania fitosteroli z lipidami oraz wyraznych sprzecznosci w
literaturze naukowej dotyczacych roéznic w aktywno$ci membranowej [-sitosterolu i
stigmasterolu. Dostepne w literaturze wyniki badan wykazaly, Ze fitosterole oddziatujac z

lipidami s3 zdolne do formowania domen lipidowych i powoduja kondensacje i porzadkowanie
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tancuchéw lipidowych w membranach [30-33]. Pod wzgledem jako$ciowym zwigzki te wykazuja
wiec wtasciwosci podobne do cholesterolu. Jednak wptyw steroli roslinnych na btony jest, przy
takim samym stezeniu, stabszy niz wplyw sterolu zwierzecego, a ich oddziatywania z lipidami sg
mniej korzystne. Wyniki eksperymentéw prowadzonych na pecherzykach lipidowych [30-33]
wykazaty, Zze domeny lipidowe w uktadach zawierajacych fitosterol sa mniejsze i stabiej
upakowane niz struktury powstajagce w obecnosci cholesterolu, a wptyw porzadkujacy B-
sitosterolu i sigmasterolu jest stabszy niz cholesterolu. Cholesterol bardziej efektywnie zmienia
grubos¢ i elastyczno$¢ biwarstwy oraz silniej jg stabilizuje niz sterole ro$linne [31,41,42].
Nieliczne wyniki badan przeprowadzonych z zastosowaniem jako modeli monowarstw
Langmuira utworzonych z czasteczek 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DPPC) [42,43]
réwniez potwierdzity silniejsze wtasciwosci kondensujgce cholesterolu oraz korzystniejsze jego
oddziatywania z fosfolipidem w poréwnaniu do fitosteroli. Rozbieznosci pojawiaja sie jednak,
gdy poréwnuje sie wlasciwosci membranowe dwdch steroli ro$linnych - [-sitosterolu i
stigmaterolu. Cze$¢ publikowanych wynikéw wskazuje, Ze stigmasterol posiada silniejsze
wlasciwo$ci kondensujace i silniej oddziatuje z czasteczkami DPPC i sfingomieliny w
biwarstwach niz (-sitosterol [32,33]. Jednak wyniki innych badan, prowadzonych zaré6wno w
biwarstwach [31,42,44] jak i monowarstwach [42,43] utworzonych z czasteczek nasyconych
fosfatydylocholin lub sfingomieliny, wskazujg, ze silniejsze wtasciwosci porzadkujace i
kondensujace, a takze wieksza efektywno$¢ w stabilizowaniu fazy uporzadkowanej,
modyfikowaniu grubosci i elastycznosci modelowej membrany posiada B-sitosterol. Pojawity sie
takze doniesienia, ze wplyw obu fitosteroli na biwarstwy utworzone z fosfatydylocholin
posiadajacych w peni nasycone tancuchy jest poré6wnywalny [45-47]. Podobne rozbieznosci
pojawiaja sie w wynikach nielicznych badan prowadzonych w uktadach zawierajgcych
fosfatydylocholiny posiadajacych w obrebie czasteczki jeden tancuch nasycony (C16:0) i drugi
nienasycony C18:1 lub C18:2 [31,47]. WyZej wspomniane wyniki pozostawiaja nierozstrzygniety
problem réznic/podobienstw w aktywno$ci membranowej [-sitosterolu i stigmasterolu i
dodatkowo sugeruja, Ze wpltyw ten moze by¢ determinowany skladem i wtasciwosciami
modelowego uktadu. To zachecito mnie do podjecia systematycznych badan z zastosowaniem
jako modeli monowarstw lipidowych. Cykl eksperymentéw rozpoczetam od zbadania wpltywu -
sitosterolu i stigmasterolu na monowarstwy utworzone z czasteczek fosfatydylocholin (PC)
réznigcych sie strukturg czesci hydrofobowej czasteczek tzn. zawierajacych odpowiednio: dwa
nasycone tancuchy C18:0 (1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholina - DSPC) lub C16:0 (1,2-di
palmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina - DPPC), dwa osiemnastoweglowe tancuchy zawierajace
podwodjne wigzanie o konfiguracji cis C18:1 (1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina - DOPC) oraz
fosfatydyloetanoloaminy (PE) posiadajacej w pemi nasycone tancuchy acylowe C16:0 (1,2-

dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina - DPPE). Taki dobér fosfolipiddw umozliwit nie
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tylko poréwnanie oddzialywan [B-sitosterolu i stigmasterolu z poszczeg6lnymi fosfolipidami,
lecz takze przeanalizowanie wplywu struktury fosfolipidu tzn. dtugosci tancuchéw (DSPC vs
DPPC), stopnia nasycenia tancuchéw (DSPC vs DOPC) oraz budowy grupy polarnej (DPPC vs
DPPE) na oddziatywania z fitosterolami. Wyniki tych badan, opublikowane w pracy [H1],
wykazaty, ze badane sterole roslinne powoduja kondensacje monowarstw i w mieszaninach
fitosteroli z fosfatydylocholinami wystepuja korzystniejsze, w poréwnaniu do odpowiednich
monowarstw jednosktadnikowych, oddziatywania miedzyczasteczkowe. Jest to zwigzane z
separowaniem czasteczek fosfatydylocholin przez czasteczki steroli wprowadzane do uktadu i
ostabianiem sit elektrostatycznego odpychania wystepujacych pomiedzy ich grupami polarnymi.
Oddziatywania fitosterol/PC byty tym silniejsze im dtuzsze byly nasycone tancuchy w
czasteczkach fosfolipidu (DSPC i DPPC), co zwigzane jest z silniejszymi oddziatywaniami van der
Waalsa wystepujacymi pomiedzy czasteczkami w badanych monowarstwach. Na oddziatywania
fitosteroli z fosfatydylocholinami ma wptyw réwniez obecno$¢ podwdjnych wigzan w
tancuchach fosfolipidéw. Poréwnanie wynikéw dla mieszanin zawierajacych czasteczki PC
posiadajace tancuchy tej samej dtugosci, lecz réznigcych sie stopniem ich nasycenia wykazato, ze
sterole mniej korzystnie oddziatuja z DOPC niz DSPC i inna jest stechiometria najbardziej
stabilnej termodynamicznie monowarstwy. Wyniki te zostaly wyjasnione roéznicami w
kondensacji jednosktadnikowych monowarstw DOPC i DSPC, do ktérych wprowadzane byty
fitozwiazki. Ponadto okazalto sie, Ze mieszalno$¢ oraz oddziatywania fitosteroli z fosfolipidami
zaleza réwniez od struktury grupy polarnej fosfolipidu. Badane fitosterole wywieraty znacznie
korzystniejszy termodynamicznie wpltyw na monowarstwy utworzone z czasteczek
fosfatydylocholiny (DPPC) niz fostatydyloetanoloaminy (DPPE). Efekt ten moZna wyjasni¢ biorac
pod uwage wplyw budowy gtéw polarnych badanych fosfolipidow na oddzialywania ich
czasteczek w monowarstwach jednosktadnikowych. Wprowadzenie sterolu do monowarstwy
DPPE, podobnie jak w przypadku monowarstwy DPPC, zaburza oddziatywania elektrostatyczne
pomiedzy grupami polarnymi lipidéw, ale réwnocze$nie ostabia oddziatywania poprzez
wigzania wodorowe, co z termodynamicznego punktu widzenia jest mniej korzystne. Ponadto,
na podstawie uzyskanych wynikéw, odnoszac sie rowniez do wynikéw literaturowych dla
podobnych mieszanin zawierajacych cholesterol, w pracy [H1] analizowany byt wplyw
struktury sterolu na oddziatywania z poszczegélnymi fosfolipidami. Wyniki wykazaty, zZe
struktura czasteczki sterolu (tzn. cholesterolu, -sitosterolu i stigmasterolu) nie wplywa na
stechiometrie najstabilniejszej termodynamicznie mieszaniny sterol/PC, ale rdznice w
strukturze bocznego tancucha steroli wptywaja na oddziatywania miedzyczasteczkowe. Badane
fitosterole posiadaja, w poréwnaniu do cholesterolu, dodatkowa grupe etylowa w bocznym
fancuchu, a stigmasterol dodatkowo podwoéjne wigzanie. To sprawia, Ze boczny tancuch w

czasteczce fitosterolu jest bardziej rozbudowany niz w czasteczce cholesterolu i stanowi zawade
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steryczng ostabiajgca oddzialywania z fosfolipidami, co wyjasnia znacznie Korzystniejsze

oddziatywania cholesterolu w poréwnaniu do fitosteroli z fosfatydylocholinami. Najwazniejsza,

z punktu widzenia dalszych eksperymentéw, okazata sie konkluzja, ze [-sitosterol nieco silniej

oddziatuje z fosfatydylocholinami niz stigmasterol, lecz stigmasterol nieco efektywniej separuje
czasteczki DPPE w monowarstwch niz 3-sitosterol.

Badania dotyczace wptywu fitosteroli na monowarstwy lipidowe w ukladach
dwuskladnikowych kontynuowatam dla mieszanin sterol/naturalna sfingomielina (Sph) [H2].
Do badan tych proécz -sitosterolu i stigmasterolu wigczytam takze cholesterol, co umozliwito
szerokie przedyskutowanie wplywu budowy bocznego tancucha steroli na ich oddziatywania z
lipidami w monowarstwach Langmuira. Uzyskane w trakcie eksperymentéw wyniki
potwierdzity, ze wszystkie badane sterole kondensuja i porzadkujag monowarstwy utworzone z
czasteczek  sfingomieliny, a w monowarstwach wystepuja silne oddzialywania
miedzyczasteczkowe, najkorzystniejsze przy tym samym, dla wszystkich badanych uktadow,
skladzie monowarstwy (30% sterolu). Jednak wplyw ten jest znacznie silniejszy dla cholesterolu
niz fitosteroli, oraz jedynie nieco silniejszy w przypadku mieszanin zawierajacych 3-sitosterol w
poréwnaniu do stigmasterolu. Uzyskane wyniki zostaly wyjasnione réznicami w budowie
bocznego tancucha badanych steroli w odniesieniu do wynikéw obliczenn komputerowych [48],
ktére wykazaty, ze pole przekroju poprzecznego czasteczki cholesterolu posiada mniejsza
$rednice i czasteczka jest diluzsza niz czasteczki fitosteroli. Taka struktura zapewnia
korzystniejsze oddziatywania van der Waalsa pomiedzy czasteczkami cholesterolu i Sph anizeli
fitosteroli. Réznice w budowie bocznego lancucha poszczegélnych fitosteroli sprawiajg, ze
stigmasterol posiada nieco wieksze pole przekroju poprzecznego a jego czasteczka jest nieco
krétsza od czasteczki B-sitosterolu [48]. Jednak rdéznice te nie sg znaczne, co thumaczy uzyskane
wyniki, a mianowicie jedynie nieznacznie stabszy wplyw stigmasterolu w poréwnaniu do -
sitosterolu na badane monowarstwy. Podobnie szczegélowa analiza wynikéw w kierunku
wptywu porzadkujacego steroli wykazata, ze efekt ten jest wyraZnie silniejszy dla cholesterolu,
ale poréwnywalny dla obu fitosteroli. Ponadto w oparciu o wyniki dla monowarstw sterol/Sph
oraz otrzymane wcze$niej dane dla monowarstw sterol/DPPC [H1], mozliwe byto poréwnanie
wptywu porzadkujacy steroli na monowarstwy utworzone z czasteczek sfingomieliny vs
fosfatydylocholiny (DPPC). Uzyskane wyniki pozwolily sformutowaé¢ wniosek, Ze w szerokim
zakresie stezen sterolu w mieszaninie (< 50% sterolu) wplyw porzadkujacy poszczegélnych
fitosteroli w kierunku DPPC i Sph jest podobny.

Wyniki badan zaprezentowane w pracach [H1, H2] wskazuja wprawdzie nieco wieksza
aktywno$¢ membranowa [-sitosterolu niz stigmasterolu w badanych monowarstwach
lipidowych, lecz wartosci parametréw, na podstawie ktorych analizowane byly wtasciwosci

monowarstw sg dosy¢ podobne, tak wiec przeprowadzone badania nie przyniosty jednoznaczne;j
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odpowiedzi na pytanie dotyczace réznic we wtasciwosciach kondensujacych i porzadkujacych
tych fitozwigzkéw. To zachecito mnie do podjecia dalszych eksperymentéw w tym zakresie, w
ktérych do badania wtasciwo$ci mieszanin fitosterol/sfingomielina zastosowana zostata
technika dyfrakcji synchrotronowego promieniowania rentgenowskiego (GIXD ang. Grazing
Incidence X-ray Diffraction), dedykowana ukiladom charakteryzujacym sie periodycznym
uporzadkowaniem czasteczek [H3]. Uzyskane z pomiaréw dyfraktogramy oraz parametry
obliczone na ich podstawie pozwolity poréwnac organizacje czasteczek sfingomieliny oraz
poszczegblnych fitosteroli w monowarstwach jednosktadnikowych oraz w mieszaninach.
Badania wykazaly heksagonalne upakowanie uporzadkowanych czasteczek w monowarstwie
Sph i steroli i potwierdzity dowiedzione wcze$niej, silne oddzialywania fitosteroli ze
sfingolipidem oraz ich wptyw kondensujacy i porzadkujacy na monowarstwe Sph. Uzykane
wyniki wykazaty nieco silniejszy wptyw porzadkujacy stigmasterolu, jednak niewielkie réznice
w warto$ciach analizowany parametréow (i btedy jakimi sg one obarczone) doprowadzity do
konkluzji, Ze oba fitosterole w podobnym stopniu kondensuja i porzadkuja monowarstwe Sph
[H3].
Zastosowanie metody GIXD potwierdzito wiec wcze$niej sformutowane wnioski, ze (3-sitosterol
oraz stigmasterol, mimo réznic w budowie czasteczek, posiadaja bardzo podobne wiasciwosci
porzadkujagce w kierunku badanych dotad lipidéw. Eksperymenty w uktadach
dwuskladnikowych dotyczace tego zagadnienia kontynuowatam [H4] badajac wiasciwosci
mieszanin fitosteroli z fosfolipidem posiadajacym w czasteczce szesnastoweglowy tancuch
nasycony C16:0 i osiemnastoweglowy fancuch zawierajacy podwdjne wigzanie cis C18:1 (1-
palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina - POPC). Uzyskane wyniki po raz kolejny
potwierdzity, ze badane sterole bardzo podobnie zachowuja sie w dwusktadnikowych
monowarstwach lipidowych. W pracy [H4] przeprowadzitam réwniez obszerna dyskusje
wynikéw uzyskanych dla badanych dotad monowarstw fitosterol/fosfatydylocholina. Na
podstawie analizy wynikéow systematycznych badan opublikowanych w pracach [H1,H2,H4]
stwierdzitam, Ze badane fitosterole wykazuja silniejszy wptyw porzadkujacy na fosfolipidy
posiadajgce nasycone tancuchy i stabszy, gdy w czasteczce fosfolipidu obecne s3 tanicuchy
zawierajace podwojne wiazanie o konfiguracji cis (DPPC>POPC>DOPC). Wniosek ten wyjasnitam
biorac pod uwage wyniki innych Autoréw [49], ktére dowiodly, Ze obecno$¢ steroli w
mieszaninie powoduje zmniejszenie ilo$ci konformacji gauche w fancuchu acylowym. Poniewaz
obecno$¢ wigzania podwodjnego o konfiguracji cis w tafiicuchu obniza swobode jego rotacji,
silniejsze porzadkowanie wystepuje dla nasyconych tancuchéw. Ponadto odniostam sie do
wynikéw symulacji dynamiki molekularnej [50] przeprowadzonych dla czasteczek cholesterolu,
desmosterolu i ketosterolu w biwarstwach zawierajacych DPPC lub DOPC, ktére wykazaly, Ze

réznice w efekcie porzadkujacym steroli rézniacych sie struktura zaznaczaja sg wyrazniej w
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przypadku, gdy sterol znajduje sie w mieszaninie z fosfolipidem posiadajgcym nasycone

fancuchy. Wyniki analizy zgromadzonych przeze mnie danych eksperymentalnych okazata sie

by¢ zgodna z wynikami analiz komputerowych i potwierdzita, ze wlasciwo$ci monowarstw

utworzonych z czasteczek fosfolipidéw zawierajacych nienasycone tancuchy acylowe sa mniej

wrazliwe na zmiane struktury sterolu niZ monowarstw zawierajacych fosfolipidy posiadajace
tanicuchy nasycone.

Badania wtasciwos$ci dwusktadnikowych monowarstw fitosterol/PC stanowity jedynie
niewielka cze$¢ pracy [H4], ktérej tematyka dotyczyla w gléwnej mierze mieszanin
wielosktadnikowych - praca ta zapoczatkowata bowiem cykl publikacji, w ktérych badatam
wptyw fitosteroli na modelowe membrany ludzkich erytrocytéw. Celem badan przedstawionych
w pracy [H4] byto poréwnanie, ktory z efektéw zwigzany z wprowadzeniem fitosterolu do
monowarstwy tzn. zastepowanie czesSci cholesterolu w modelowej membranie czy wzrost
catkowitej zawarto$ci steroli w monowarstwie spowodowany dodawaniem fitosterolu, silniej
modyfikuje wlasciwosci badanego ukitadu. Jak wcze$niej wspomniatam zaréwno zdolnos¢
fitosteroli do wbudowywania sie w membrany, np. erytrocytéw krwi, jak i wyZej wymienione
zmiany w sktadzie sterolowym btony indukowane wnikaniem fitosterolu, zostaly dobrze
udokumentowane w literaturze naukowej [16,18-24], jednak nie jest jasne czy i w jakim stopniu
zmiany te modyfikujg parametry membrany [20,21,23,25,34,35]. Badania podjete przez mnie w
uktadach modelowych zar6wno w pracy [H4] jak i kolejnych pozwolily odnie$¢ sie do tego
zagadnienia.

W pracy [H4] model membrany stanowita monowarstwa utworzona z czasteczek cholesterolu i
fosfatydylocholiny (POPC). Lipidy te zmieszane byty w stosunku odzwierciedlajagcym proporcje
sterolu do fosfolipidow w membranie ludzkich erytrocytéw tzn. cholesterol/POPC = 0.9 [51].
Podczas eksperymentéw stopniowo zwiekszatam zawarto$¢ fitosterolu (B-sitosterolu lub
stigmasterolu) w mieszaninie, zachowujac réwnocze$nie stata proporcje cholesterol/POPC.
Natomiast w badaniach dotyczacych zastepowania cholesterolu przez fitosterol w modelowej
btonie stosunek catkowitej zawartosci steroli (cholesterol+fitosterol) do POPC pozostawat staty
(0,9) zas stopniowo wzrastato w mieszaninie stezenie fitosterolu kosztem cholesterolu. W obu
typach eksperymentéw analiza wynikéw prowadzona byta w szerokim zakresie ciSnien
powierzchniowych oraz zawartosci fitosterolu w monowarstwie. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
po wprowadzeniu fitosterolu do modelowej membrany (w obu eksperymentach) sktadniki
monowarstwy mieszaja sie nieidealnie i korzystnie ze soba oddziatuja. Jednak zaréwno
kontrakcja powierzchni jak i oddzialywania miedzyczasteczkowe zmieniajg sie w poréwnaniu
do tych w wyjsciowym uktadzie cholesterol/POPC. W przypadku, gdy w ukladzie proporcja
cholesterol/POPC pozostawata stala, powyzszy wptyw, przy niskich stezeniach fitosteroli byt

bardzo staby i poréwnywalny dla obu badanych fitozwigzkéw. Dopiero, gdy zawartos¢
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fitosterolu w mieszaninie osiggneta 30% (lub wiecej) zaobserwowatam silniejszg kondensacje i
uporzadkowanie monowarstw zawierajacych -sitosterol w poréwnaniu do stigmasterolu.
Wyniki uzyskane podczas eksperymentéw polegajacych na eliminowaniu cholesterolu przez
fitosterole wykazaly natomiast, Ze =zastepowanie sterolu zwierzecego w mieszaninie
cholesterol/POPC sterolem roslinnych znacznie silniej zmienia wtasciwo$ci monowarstwy,
nawet przy niskich zawartoS$ciach fitozwigzku, anizeli wzrost catkowitego stezenia steroli. Juz
wprowadzenie 2% fitosterolu do mieszaniny kosztem cholesterolu powodowalo silniejsze
obnizenie kondensacji monowarstwy i ostabienie oddzialywan miedzyczasteczkowych niz
zwiekszenie catkowitego stezenia steroli w mieszaninie poprzez wprowadzenie 5% fitozwigzku.
W eksperymentach polegajacych na zastepowaniu cholesterolu fitosterolem réznice w
aktywno$ci B-sitosterolu i stigmasterolu ujawnily sie juz przy nizszych ich zawarto$ciach w
monowarstwie (10%) i okazato sie, ze stigmasterol silniej modyfikuje wiasciwosci badanej
modelowej membrany niz [-sitosterol. Analiza uzyskanych wynikow w Kkontekscie ich
aktywno$ci membranowej w organizmie cztowieka pozwolita mi zaproponowaé, ze wplyw
fitosteroli na membrane zalezy od ich stezenia oraz efektu z jakim wigze sie ich wprowadzenie.
Niski wzrost catkowitej zawarto$ci steroli w btonie nie musi wywiera¢ niekorzystnego wptywu
na ich funkcjonowanie. Natomiast silny wzrost stezenia tych substancji lub eliminowanie
cholesterolu w blonie moze skutkowaé zaburzeniami w jej organizacji. Uzyskane wyniki
pozwolity réwniez sformutowac wniosek, ze przy niskich zawartosciach fitosteroli wptyw obu
zwigzkéw na monowarstwy cholesterol/POPC jest iloSciowo podobny, za$ przy wyzszych
stezeniach stigmasterol silniej modyfikuje wtasciwosci membrany niz (3-sitosterol.

W kolejnych latach do badan dotyczacych wpltywu fitosteroli na membrany wiaczytam
stanol ro$linny tzn. -sitostanol. Pod wzgledem struktury zwigzek ten rézni sie od B-sitosterolu
tym, Ze nie posiada w pierscieniu B podwoéjnego wigzania. Celem moich badan byto sprawdzenie
w jaki sposéb taka modyfikacja strukturalna wptywa na wlasciwo$ci membranowe zwigzku.
Uwzglednienie stanolu ro$linnego w prowadzonych przeze mnie eksperymentach wynikato z
tego, Ze w literaturze naukowej brak jest wynikéw dotyczacych oddziatywania tego zwigzku na
btony, zaréwno naturalne jak i sztuczne. Réwniez dane dotyczgce wiasciwosci innych stanoli
(np. cholestanolu) publikowane sg bardzo rzadko. Z drugiej strony stanole roslinne znajduja sie
w produktach zywnos$ciowych spozywanych przez czlowieka i wykazuja jakosciowo podobna do
fitosteroli aktywno$¢ w ludzkim organizmie [17]. Tematyka kolejnych dwéch prac wiaczonych
do cyklu habilitacyjnego [H5, H6] dotyczyta wptywu stanolu roslinnego na lipidowe
monowarstwy Langmuira. Celem eksperymentéw oméwionych w pracy [H5] byto sprawdzenie
oddziatywania [3-sitostanolu na monowarstwy utworzone z nastepujacych fosfolipidéw: DSPC,
SOPC (1-stearoilo-2—oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina), DOPC, DPPC, DPPE i DPPS (1,2-

dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryna). Taki wybér zwigzkéw z jednej strony umozliwit mi
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przeanalizowanie zalezno$ci miedzy struktura fosfolipidu i jego oddziatywaniami ze stanolem
roslinnym, z drugiej za$, poprzez odniesienie do wynikéw uzyskanych wcze$niej dla mieszanin
zawierajacych B-sitosterol [H1], poréwnanie wtasciwosci obu fitozwigzkow.
Okazato sie, ze podobnie jak sterole roslinne, réwniez stanol po wprowadzeniu do
monowarstwy utworzonej z czasteczek fosfatydylocholiny, powoduje kontrakcje Sredniej
powierzchni na czasteczke w monowarstwie (wplyw kondensujacy) oraz porzadkowanie i
»prostowanie” tancuchéw fosfolipidowych (wplyw porzadkujacy). Wptyw ten w sposéb
iloSciowy zalezy od struktury czasteczki PC i dodatkowo od zawartosci stanolu. To znaczy w
calym zakresie badanych stezen najstabszy efekt kondensujacy oraz najmniej korzystne
oddzialywania wystepuja w mieszaninach stanol/DOPC. Jest to zwigzane z obecnoscig wigzania
podwoéjnego o konfiguracji cis w taficuchach fosfolipidu, odpowiedzialnego za zgiecie taticuchéw
i utrudniajacego oddziatywania miedzyczasteczkowe i kondensacje monowarstwy. Jesli chodzi o
pozostate fosfatydylocholiny zawierajagce 18-weglowe tancuchy (DSPC vs SOPC), to gdy
zawarto$¢ stanolu nie przekraczata 30% silniejszy wptyw fitozwigzku obserwowano w
przypadku monowarstw zawierajacych czasteczki DSPC. Jednak wraz z dalszym wzrostem
zawartoS$ci stanolu trend ten sie zmienial i jego wptyw na monowarstwy SOPC stawal sie
silniejszy. PowyzZsze réznice réwniez determinowane s3 obecnoscia podwdjnego wigzania cis w
taricuchu. W pelni nasycone tancuchy (DSPC, DPPC) s3 tatwiej porzadkowane przez czasteczki
stanolu, umozliwiaja Sciste upakowanie sie czasteczek zwiekszajac site oddzialywan van der
Waalsa. Ten Kkorzystny wplyw stanolu na monowarstwy utworzone z fosfatydylocholin
zawierajacych nasycone tancuchy acylowe osigga maksimum przy 30% zawartoSci stanolu w
mieszaninie i dalsze dodawanie fitozwigzku, z powodu wysokiej kondensacji i uporzadkowania
monowarstwy, nie zmienia juz tak efektywnie wtasciwosci modelowej membrany.
Wyniki dla mieszanych monowarstw stanolu roslinnego z fosfolipidami posiadajacymi tancuchy
C16:0 i rézniagcych sie strukturg grupy polarnej tzn DPPC, DPPE, DPPS wykazaty, Ze fitostanol, z
termodynamicznego punktu widzenia, najkorzystniej miesza sie i oddziatuje =z
fosfatydylocholinami. Wprowadzenie tego lipidu do monowarstwy zawierajacej czasteczki PC i
wynikajgce z tego separowanie czasteczek fosfolipidu prowadzi do ostabienia
elektrostatycznych sit odpychania pomiedzy czasteczkami fosfatydylocholin. Ten korzystny
efekt przejawia sie w ujemnych odchyleniach od idealno$ci, zmniejszeniu powierzchni
przypadajacej na czgsteczke (w porownaniu do powierzchni wynikajacej z reguty addytywnosci)
oraz silniejszym oddziatywaniu czasteczek w mieszaninie niZ w poszczegdlnych
monowarstwach jednosktadnikowych. Z drugiej strony wprowadzenie stanolu do monowarstwy
DPPE lub DPPS jest termodynamicznie niekorzystne, o czym $wiadcza dodatnie odchylenia od
idealnego mieszania obserwowane dla tych uktadéw. Jest to zwigzane ze strukturag polarnych

czesci ich czasteczek i wynikajacej z tego mozliwosci oddziatywania réwniez poprzez wigzania
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wodorowe. Dlatego separacja czgsteczek DPPS lub DPPE wynikajgca z wprowadzenia stanolu
roslinnego jest mniej korzystna niz w przypadku czasteczek fosfatydylocholiny. Analiza izoterm
oraz zdje¢ BAM wykazata jednak roéznice w mieszalnosci stanolu z DPPE oraz DPPS w
monowarstwach. Okazato sie, ze sktadniki monowarstwy stanol ro$linny/DPPE mieszajg sie
nieidealnie, lecz oddziatywania miedzyczasteczkowe s3 mniej korzystne niz w
jednosktadnikowych monowarstwach utworzonych z czgsteczek poszczegdlnych lipidéw. W
przypadku monowarstw stanol/DPPS stwierdzone dodatnie odchylenia od idealnosci wynikaja z
separacji fazowej niemieszajacych sie czasteczek w monowarstwie.
W ostatniej czesci pracy [H5] poréwnano réwniez wplywu [-sitostanolu i B-sitosterolu na
monowarstwy lipidowe, odnoszac sie do wynikéw opublikowanych w pracach [H1,H4]. Okazato
sie, ze oba fitozwigzki korzystniej mieszajg sie z fosfatydylocholinami niz z DPPE, wykazujg efekt
kondensujacy i porzadkujacy oraz korzystniej oddziatuja z fosfatydylocholinami posiadajacymi
nasycone tancuchy acylowe w czasteczce (DSPC, DPPC) niz tymi, ktére posiadaja tancuchy
nienasycone (DOPC). Ponadto zaréwno dla [-sitostanolu jak i [-sitosterolu najsilniejsza
kontrakcja powierzchni oraz najkorzystniejsze oddziatywania miedzyczasteczkowe wystepuja
przy takiej samej ich zawarto$ci w mieszaninie z poszczegdlnymi fosfolipidami, a wartosci
analizowanych parametréw osiagaja przy tym skladzie monowarstwy podobne wartoSci.
Wszystko to pozwolito sformutowa¢ wniosek, ze fitostanol i odpowiadajacy mu fitosterol
podobnie zachowuja sie w monowarstwach badanych fosfolipidéw i modyfikuja ich wtasciwosci.
W celu zbadania wptywu stanolu na monowarstwy lipidowe i poréwnania jego
wlasciwosci membranowych z wlasciwo$ciami sterolu wykonane zostaly réwniez
eksperymenty z zastosowaniem techniki GIXD. W pracy [H6] technika ta w polaczeniu z
mikroskopig kata Brewstera zostala wykorzystana do zbadania organizacji molekularnej
jednosktadnikowych monowarstw utworzonych z czasteczek stanolu i DPPC oraz mieszanin
wybranych na podstawie wynikéw badan opublikowanych pracy [H5] tzn. mieszaniny, w
ktérych dominowat fosfolipid (10% stanolu) lub stanol (90% stanolu) oraz mieszaniny, dla
ktérej stwierdzono najsilniejsza kontrakcje powierzchni (30% stanolu). Analiza zdjec¢
uzyskanych z mikroskopu kata Brewstera pozwolita przesledzi¢ zmiany morfologii
monowarstwy DPPC pod wptywem wprowadzania do niej stanolu w réznych stezeniach. Mimo,
ze zdjecia zarejestrowane w zakresie wyzszych ci$nien powierzchniowych (30 mN/m) nie
wykazaty réznic w morfologii monowarstw badanych mieszanin (wszystkie monowarstwy byty
wosoko skondensowane a zdjecia wskazywaty na homogeniczng strukture), dyfraktogramy
otrzymane z pomiaréw GIXD oraz obliczone parametry wykazaty, ze istnieja réznice w
organizacji badanych mieszanych monowarstw w zaleznosci od ich sktadu. Wraz ze wzrostem
zawarto$ci stanolu zmienialo sie nachylenie hydrofobowej czeSci czasteczek (az do

prostopadtego w stosunku do granicy faz) oraz ich upakowanie (od sieci jednosko$nej do
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heksagonalnej), a takze rozmiar skondensowanych domen. Analiza danych dla mieszanin

wykazata m.in. Ze powstajace w uktadzie uporzadkowane domeny zawierajg zaré6wno czasteczki

stanolu jak i fosfolipidu, ale ich sktad zmienia sie wraz ze skladem monowarstwy. Uzyskane

wyniki wykazaty rowniez, Ze czasteczki stanolu, podobnie jak (-sitosterolu [H3] przy badanym

ci$nieniu powierzchniowym upakowane sg w sieci heksagonalnej i zorientowane prostopadle do

granicy faz. Ostateczny wniosek z powyzszych badan byt taki, Ze mimo réznic w strukturze
pierscienia stanol i sterol roslinny maja podobng organizacje w monowarstwie.

W kolejnych badaniach kontynuowatam eksperymenty, ktorych geneze stanowity
wspomniane wcze$niej kontrowersje literaturowe dotyczace wpltywu fitosteroli na wtasciwosci
membran erytrocytow krwi. W badaniach zaprezentowanych w pracach [H7 i H8]
skoncentrowatam sie na zalezno$ci miedzy skladem modelowej membrany a wplywem
fitosterolu. Podjecie badan w tym kierunku wydawato mi sie bardzo wazne w S$wietle
udowodnionych naukowo modyfikacji, ktérym ulega sktad lipidowy naturalnej membrany
erytrocytow krwi cztowieka pod wplywem takich czynnikéw jak choroby (np. anemia
sierpowata [38], alkoholizm [52], hypercholesterolemia [53], otyto$¢ [54]), przyjmowanie lekoéw
[37], styl zycia (np. dieta [36], trening fizyczny [39]), procesy starzenia [55]. Zmiany w sktadzie
lipidowym btony pociagaja za sobg zmiany ich parametréw fizykochemicznych, a to z kolei moze
réznicowaé wptyw fitosteroli na btony. Mozna wiec postawi¢ teze, ze wptyw fitosteroli na
membrane moze by¢ determinowany jej sktadem lipidowym, co ttumaczytoby wspomniane
wcze$niej roznice w wynikach badan prowadzonych na erytrocytach pochodzacych od réznych
dawcow. Ja w swoich eksperymentach skoncentrowatam sie na zaburzeniach sktadu membran
zwigzanych ze zmianami stezenia cholesterolu w btonie [H7] oraz redystrubucja
fosfatydyloseryny z wewnetrznej do zewnetrznej warstwy btony [H8].

Celem badan przedstawionych w pracy [H7] byto sprawdzenie zalezno$ci pomiedzy stezeniem
cholesterolu w monowarstwie imitujacej btone ludzkich erytrocytéw a wptywem [3-sitosterolu
na jej wtasciwosci w zalezno$ci od stezenia fitosterolu w mieszaninie oraz efektu zwigzanego z
jego wbudowywaniem sie (tzn. zastepowanie cholesterolu vs wzrost stezenia steroli). Zmiany
zawartosci cholesterolu w membranach erytrocytéw wystepuja naturalnie w procesie starzenia
[55], ale s3 rowniez konsekwencja takich zaburzen jak np. hipercholesterolemia [53], choroby
watroby [56], nowotwory [57], alkoholizm [52], otyto$¢ [54], reumatoidalne zapalenie stawow
[58]. Badane przeze mnie monowarstwy utworzone byly z czasteczek reprezentujgcych gtéwne
klasy lipidow wystepujacych w naturalnej btonie erytrocytow ludzkich tzn: cholesteroluy,
sfingomieliny (SM) oraz fosfatydylocholiny (POPC). Proporcja SM/POPC utrzymywana byta na
statym poziomie (0,9) i odzwierciedlata propocje sfingomieliny do fosfatydylocholin w
naturalnej membranie [51]. W celu zbadania wptywu fitosterolu na membrany réznigce sie

zawartoS$cig cholesterolu, przygotowatam trzy modelowe uktady Chol/POPC/SM o roéznej
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zawartosci cholesterolu, do ktérych wprowadzatam (-sitosterol. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
sktadniki wszystkich monowarstw mieszaja sie nieidealnie, a czasteczki oddziatuja ze soba
bardziej korzystnie anizeli w jednosktadnikowych monowarstwach. Dane z eksperymentéw
dotyczacych zwiekszania cakowitego stezenia steroli w monowarstwach poprzez dodanie
fitosterolu, dokladna analiza uzyskanych wynikéw i poréwnanie wartosci analizowanych
parametréw oraz uwzglednienie bteddw, ktérymi sg obarczone doprowadzio do konkluzji, ze w
zakresie badanych zawarto$ci w mieszaninie (<30%), [B-sitosterol nie powoduje znaczacych
zmian w upakowaniu i oddziatywaniach czasteczek w modelowych uktadach Chol/POPC/SM.
Silna korelacja pomiedzy steZzeniem cholesterolu a wptywem fitozwigzku ujawnita sie natomiast
w badaniach polegajacych na eliminowaniu cholesterolu z modelowych membran. W tym
przypadku, nawet przy najnizszych zawarto$ciach fitozwigzku w uktadzie, zastepowanie
cholesterolu 3-sitosterolem powodowato bardzo silne obniZenie kondensacji monowarstw oraz
znaczne ostabienie oddzialywan w stosunku do tych wystepujacych w uktadach Chol/POPC/SM,
a wplyw ten byt tym silniejszy im wieksze byto stezenie cholesterolu w modelowej membranie.
Ponadto zastgpienie cholesterolu prowadzito do obnizenia uporzadkowania czasteczek w
monowarstwie (co potwierdzily rowniez zdjecia BAM). Wyniki te pozwolity mi zaproponowac,
Ze stezenie cholesterolu w modelowej btonie moze by¢ jednym z czynnikéw, ktéry réznicuje
wptyw fitosterolu na jej wtasciwosci. Analizujgc te wyniki w szerszym Kkontek$cie mozna
powiedzie¢, ze sktad membrany moze determinowa¢ wptyw fitosterolu na erytrocyty, co za$
moze tlumaczy¢ réznice we wplywie tych zwigzkéw na komoérki pochodzace od roéznych
dawcow.
W kolejnej pracy [H8] badana byta zalezno$¢ miedzy zawartoscia fosfatydyloseryny w
monowarstwie imitujacej zewnetrzng membrane ludzkich erytrocytéw i wptywem -sitosterolu
na jej wiasciwosci. Jak wiadomo, fosfatydyloseryna kumuluje sie naturalnie w wewnetrznej
warstwie blony ludzkich erytrocytow i stanowi ok. 15% wszystkich fosfolipidow [51,59].
Zmiany w asymetrii blony ludzkich erytrocytéw polegajace na gromadzeniu sie
fosfatydyloseryny w zewnetrznej warstwie membrany sa charakterystyczne dla procesu
starzenia sie komorek [60], ale wystepuja réwniez u pacjentow cierpiacych np. na
niedokrwisto$¢ hemolityczng, przewlekla niewydolno$¢ nerek i kamice nerkowa, cukrzyce,
hipercholesterolemie i otyto$¢ [61]. Mozna wiec traktowac tego rodzaju zaburzenia asymetrii
btony (zmiany w dystrybucji PS) jako kolejny z potencjalnych czynnikéw, ktéry moze
determinowa¢ wptyw fitosteroli na membrane. Weryfikacja tej tezy poprzez przeprowadzenie
badan w uktadach modelowych, byta celem pracy [H8]. W przeprowadzonych eksperymentach
model membrany stanowita monowarstwa utworzona z czasteczek gtownych lipidéw
wystepujacych naturalnie w zewnetrznej warstwie ludzkich erytrocytéw tzn. sfingomieliny

(SM), fosfatdylocholiny (POPC), fosfatydyloetanoloaminy (POPE) oraz cholesterolu. Wzajemna
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proporcje lipidéw w monowarstwie ustalitam na podstawie danych literaturowych, tak, aby
najlepiej odzwierciedlata ona ich stosunek w warstwie zewnetrznej naturalnej membrany
[51,59]. Wptyw fitosterolu badany byl na 3 modelowe uktady, réznigce sie zawartosScig
fosfatydyloseryny. Monowarstwa Chol/SM/POPC/POPE, pozbawiona fostatydyloseryny
imitowata zewnetrzng warstwe normalnych (zdrowych) erytrocytéw, za§ monowarstwy
Chol/SM/POPC/POPE/PS (o 5 lub 10% =zawarto$ci PS) stanowily modele zaburzonej
zewnetrznej warstwy btony. Do wszystkich modelowych uktadéw dodawany byt (3-sitosterol w
réznych stezeniach. Jak wykazaty wyniki uzyskane dla modelowych membran (tzn. mieszanin
pozbawionych fitozwigzku), oddzialywania miedzyczasteczkowe w tych monowarstwach sg tym
mniej korzystne i stabsze, a monowarstwa tym slabiej skondensowana i mniej stabilna
termodynamicznie, im wieksze jest stezenie fosfatydyloseryny w uktadzie. Wplyw ten zostat
wyjasniony bioragc pod uwage silne oddzialtywania czasteczek fosfatydyloseryny w
monowarstwach jednosktadnikowych. Wyniki te prowadza do konkluzji, ze redystrybucja
czasteczek PS z warstwy wewnetrznej do zewnetrznej membrany moze, w naturalnej btonie,
powodowac wzrost jej ptynnosci. Wniosek ten jest zgodny z wynikami badan prowadzonych na
komorkach erytrocytéw krwi charakteryzujacymi sie zaburzeniami asymetrii lipidéow [np. 62].
Wprowadzenie fitosterolu do poszczegélnych badanych uktadéw modelowych miato wptyw na
wlasciwosci monowarstw, ale kierunek obserwowanych zmian zalezat silnie od zawarto$ci
fosfatydyloseryny w uktadzie. W przypadku, gdy mieszanina pozbawiona byta tego fosfolipidu
lub gdy jego zawarto$¢ procentowa byta réwna 5%, wprowadzenie -sitosterolu powodowato
jedynie niewielki wzrost kondensacji monowarstwy w poréwnaniu do mieszaniny pozbawionej
fitosterolu i wptyw fitozwigzku na organizacje molekularng monowarstw byt raczej niewielki.
Przy 10% zawarto$ci fosfatydyloseryny w mieszaninie wprowadzenie fitosterolu znacznie
obnizalo  kondensacje = monowarstwy i prowadzito do ostabienia oddziatywan
miedzyczasteczkowych w poréwnaniu do uktadu pozbawionego fitosterolu. Uzyskane wyniki
wyraznie wskazuja, ze trend zmian powodowanych dodatkiem fitosterolu zalezy od zawarto$ci
fosfatydyloseryny w monowarstwie i przy stezeniu 10% PS fitosterol powoduje znaczng
destabilizacje modelowej btony. Silng zaleznos$¢ miedzy wplywem fitosterolu na monowarstwy a
stezeniem fosfatydyloseryny ujawnity réwniez zdjecia zarejestrowane za pomocg mikroskopu
kata Brewstera. W przypadku monowarstw zawierajacych 10% PS wprowadzenie (3-sitosterolu
skutkowato tworzeniem sie tréjwymiarowych struktur; wyraznie widocznych na zdjeciach.
Takich struktur nie zaobserwowano ani na zdjeciach dla mieszanin pozbawionych fitosterolu ani
dla monowarstw zawierajgcych 5% PS w obecno$ci fitosterolu. Tworzenie sie tréjwymiarowych
struktur obserwowanych na zdjeciach BAM dla monowarstwy zawierajacej 10% PS i 10%
fitosterolu zostat wyjasniony mozliwoscig tworzenia sie krystalitbw w mieszaninie z uwagi na

ograniczong rozpuszczalnos$¢ steroli w Srodowisku lipidowym (ang. solubility limit). Uzyskane
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wyniki pozwolity zasugerowaé¢, ze w przypadku badanych monowarstw obecnos$¢
fosfatydyloseryny moze obniza¢ granice rozpuszczalnosci steroli (chol+f-sito) w mieszaninie
badanych lipidéw.
Eksperymenty przeprowadzone w ramach pracy [H8] dostarczyty rowniez nowych niezwykle
ciekawych wynikéw na temat wplywu zwiekszania catkowitego stezenia steroli zwigzanego z
dodawaniem fitosterolu na wtasciwosci monowarstwy lipidowej. Wczes$niej prowadzone przeze
mnie badania [H4 i H7] wykazaty, ze zwiekszenie zawartosci steroli w monowarstwie poprzez
dodanie < 10% [-sitosterolu wywotuje jedynie niewielkie zmiany w organizacji modelowej
membrany. Wyniki uzyskane w pracy [H8] potwierdzaja ten wniosek, ale jedynie w przypadku,
gdy monowarstwa nie zawierata fosfatydyloseryny lub gdy stezenie tego fosfolipidu nie
przekraczato 5%. Przy wiekszym stezeniu fosfatydyloseryny wptyw zwiekszenia stezenia steroli
w monowarstwie pod wptywem dodatku fitosterolu zaznaczat sie wyraZnie juz przy niskich
zawartosciach fitozwigzku.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, Ze sktad modelowej btony moze silnie determinowacé
wptyw fitosterolu na jej witasciwosci. Dlatego w kolejnych eksperymentach [H9]
skoncentrowatam sie na zbadaniu wptywu fitozwigzku na monowarstwe imitujaca sktadem
wewnetrzng warstwe btony ludzkich erytrocytéw, ktéra rézni sie znacznie sktadem od warstwy
zewnetrznej, co w $wietle wczesniej uzyskanych wynikéw pozwala przypuszczaé, ze wplyw
fitozwigzku na obie warstwy btony moze by¢ rézny. Do badan wybratam (-sitostanol, ktory
zgodnie z wynikami wcze$niejszych eksperymentéw, wykazuje podobne wiasciwosci
membranowe jak 3-sitosterol, za$ jako model wewnetrznej warstwy btony ludzkich erytrocytéw
traktowalam monowarstwe utworzong z czasteczek 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-
fosfoetanoloaminy (POPE), 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryny (POPS) oraz
cholesterolu. Wyzej wymienione lipidy reprezentuja gtéwne, pod wzgledem zawartos$ci
procentowej klasy lipidow w wewnetrznej warstwie btony czerwonych krwinek i w badanej
monowarstwie wystepowaty w proporcji odpowiadajacej proporcji tych lipidow w tej czesci
membrany czerwonych krwinek. Celem podjetych eksperymentéw byto zbadanie wptywu (-
sitostanolu na monowarstwe POPE/POPS/Cholesterol, poréwnanie wptywu zastepowania
cholesterolu w tej mieszaninie fitostanolem z wptywem wynikajacym ze wzrostu catkowitego
stezenia steroidow w monowarstwie i wreszcie por6wnanie wptywu fitozwigzkéw (sterolu vs
stanolu ro$linnego) na monowarstwy imitujgce odpowiednio zewnetrzng i wewnetrzng
warstwe btony. W pierwszej fazie badan analizowatam wplyw stanolu roslinnego na
monowarstwy utworzone z czasteczek POPE oraz POPS w ukltadach dwusktadnikowych -
mieszaniny te nie byty wcze$niej badane, a ponadto analiza ich wtasciwosci byta niezbedna do
przeprowadzenia prawidlowej interpretacji wynikow dla mieszanin wielosktadnikowych.

Badania wykazaty, ze wprowadzenie B-sitostanolu do monowarstwy zawierajgcej czasteczki
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POPE lub POPS jest niekorzystne termodynamicznie i oddziatywania czasteczek w takiej
mieszaninie sa stabiej przyciagajace anizeli oddziatywania czasteczek w poszczegdlnych
monowarstwach jednoskladnikowych, co wynika z niekorzystnego separowania czasteczek
poszczegblnych fosfolipidéw po wprowadzeniu do monowarstwy czasteczek stanolu.
Dodatkowo na zdjeciach z mikroskopu kata Brewstera dla mieszanin stanol/fosfolipid
zawierajgcych 50% i wiecej stanolu wyraznie wida¢ tworzenie sie trojwymiarowych krystalitéw,
co jest skutkiem ograniczonej rozpuszczalnosci stanolu w Srodowisku fosfolipidowym. Z
poréwnania wptywu cholesterolu i stanolu roslinnego na wlasciwo$ci monowarstwy
POPE/POPS wynika, Ze wprowadzenie sterolu zwierzecego (cholesterolu) do mieszaniny
fosfolipidow POPE/POPS jest bardzo korzystne termodynamicznie i powoduje kondensacje
monowarstwy. Wptyw stanolu roslinnego na monowarstwe POPE/POPS byt znacznie mniej
korzystny i dodatkowo przejawiat sie w tworzeniu w uktadzie krystalitow, ktére nie pojawiaty
sie na zdjeciach dla mieszaniny POPE/POPS/Chol przy takiej samej zawartos$ci cholesterolu.
Analiza wynikéw eksperymentéw polegajacych na zwiekszaniu catkowitego stezenia steroidow
w mieszaninie POPE/POPS/Chol poprzez dodawanie stanolu roslinnego wykazata silny wptyw
fitozwigzku na kondensacje (obnizenie) i oddziatywania miedzyczasteczkowe (ostabienie) w
monowarstwie. Ponadto, juz przy 10% lub wiekszej zawartoSci stanolu w mieszaninie
zaobserwowano tworzenie sie fazy tréjwymiarowej w monowarstwie. Wptyw stanolu
roslinnego polegajacy na obnizeniu kondensacji monowarstwy i ostabieniu oddziatywan
czasteczek oraz tworzeniu krystalitow okazat sie by¢ jeszcze silniejszy, gdy wprowadzenie
fitozwigzku wigzato sie z eliminowaniem cholesterolu z mieszaniny. Na podstawie powyzszych
wynikéw sformutowano wniosek, Ze wprowadzenie stanolu do monowarstwy POPE/POPS/Chol
powoduje obnizenie granicy rozpuszczalnosci steroidéw w tej mieszaninie oraz, ze B-sitostanol
silnie modyfikuje wtasciwosci monowarstwy imitujagcej wewnetrzng wartwe membrany
ludzkich erytrocytéw a jego wptyw zalezy od stezenia w ukladzie. Uzyskane wyniki poréwnatam
z wynikami badan dotyczacych wplywu B-sitosterolu (ktéry posiada podobne wiasciwosci
membranowe jak stanol) na monowarstwy wielosktadnikowe utworzone z lipidow
wystepujacych gtdwnie w zewnetrznej warstwie blony erytrocytéw (POPC/SM/Chol) [H7].
Okazato sie, ze wptyw fitozwigzku zwigzany ze zwiekszaniem steZzenia catkowitego steroidow
jest silniejszy w kierunku monowarstw POPE/POPS/Chol imitujacych wewnetrzng warstwe
btony niz monowarstw POPC/SM/Chol - modeli zewnetrznej warstwy btony. Natomiast w obu
przypadkach (POPE/POPS/Chol i POPC/SM/Chol) zastepowanie cholesterolu silniej
modyfikowato wtasciwo$ci monowarstwy niz zwiekszanie catkowitego stezenia steroidow, ale
jedynie w monowarstwie POPE/POPS/Chol prowadzito do tworzenia sie krystalitow. Jest to
zwigzane z nizsza rozpuszczalno$cia steroiddw w Srodowisku fosfatydyloetanoloamin i

fosfatydyloseryn niz w obecnosci sfingomieliny i fosfatydylocholiny.
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W kolejnym etapie badan dotyczacych wptywu fitosteroli na modelowe membrany
lipidowe zwrdécitam uwage na zagadnienia zwigzane z antynowotworowymi wtasciwos$ciami
tych fitozwigzkéw. Jak wykazano, B-sitosterol posiada zdolno$s¢ do hamowania wzrostu i
promowania apoptozy réznych linii komérek nowotworowych (np. piersi, prostaty, okreznicy i
zotadka) [11-13,63]. W toku badan ujawniono, Ze sterol ten wywotuje szereg zmian we
wlasciwosciach i funkcjonowaniu komérki nowotworowej [11,13,63], a waznym etapem w
mechanizmie antynowotworowego dziatania tego fitozwiazku jest jego wnikanie do membrany
komoérkowej i wynikajace z tego modyfikacje w jej sktadzie i strukturze [11,12,64]. Komorki
nowotworowe wykazujg jednak zréznicowana wrazliwo$¢ na dziatanie (-sitosterolu, np. -
sitosterol jest znacznie skuteczniejszy w niszczeniu komdérek nowotworowych piersi i okreznicy
niz prostaty i zotadka [11-13, 63,64]. Biorac pod uwage wczesniej omdéwione przeze mnie
wyniki, wskazujace Ze wplyw [-sitosterolu na btony komérkowe moze zaleze¢ od ich sktadu
mozna zasugerowaé, ze rdéznice w skladzie lipidowym membran komérek nowotworowych
moga leze¢ u podstaw selektywnos$ci tego fitozwigzku. Analizujagc dane dotyczace profilu
lipidowego bton komoérek gruczolakorakéw (adenocarcinoma) zotadka, okreznicy i piersi, ktore
charakteryzujg sie réznym stopniem wrazliwos$ci na dziatanie B-sitosterolu, mozna stwierdzi¢,
ze cholesterol i fosfolipidy oraz sfingomielina i fosfatydylocholina wystepuja w nich w podobnej
proporcji [np. 65], za§ membrany te réznig sie w charakterystyczny sposéb zawartosScig
nasyconych i nienasyconych tancuchéw acylowych w czasteczkach fosfolipidow tzn. komérki
nowotwordow piersi posiadajg procentowo najnizsza, komérki nowotworéw okreznicy nieco
wyzsza i wreszcie komoérki nowotwordw zotagdka najwyzsza zawarto$¢ nasyconych tancuchéw
acylowych w czasteczkach fosfolipidow [np. 65]. Powyzsze stato sie geneza badan, ktore
prowadzilam w ramach pracy [H10]. Celem badan byto poréwnanie wptywu (-sitosterolu na
monowarstwy cholesterol/fosfatydylocholina/gangliozyd GM3 (chol/PC/GM3), ro6zniace sie
strukturg taricuch6w hydrofobowych w czasteczce fosfatydylocholiny (DSPC vs SOPC vs DOPC) a
przez to stopniem upakowania czasteczek w monowarstwie. Uzyskane wyniki w potgczeniu z
wynikami poprzednich eksperymentéw umozliwity mi przeprowadzenie szczegdtowej analizy
zaleznosci miedzy ptynnosciag monowarstwy a wptywem (-sitosterolu.
Analiza wynikéw wykazata, Ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy struktura czesci hydrofobowej
czasteczki fosfatydylocholiny a wplywem [3-sitosterolu na monowarstwy cholesterol/PC/GM3.
Chociaz w sensie jako$ciowym wplyw zastepowania cholesterolu fitosterolem oraz zwiekszania
stezenia steroli w monowarstwie zgodny byt z wcze$niej otrzymanymi wynikami to jednak
iloSciowo efekt ten zalezny byt od struktury fosfatydylocholiny w modelowej btonie. Okazato sie,
ze eliminowanie cholesterolu i zastepowanie go fitosterolem, prowadzace do ostabienia
oddziatywan miedzyczasteczkowe oraz destabilizacji uktadu, zaznacza sie silniej w przypadku

monowarstwy, ktéra zawierata fosfolipid posiadajacy dwa nienasycone tancuchy (DOPC). Z
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drugiej strony wplyw fitosterolu zwigzany ze wzrostem catkowitego stezenia steroli w
monowarstwie byt silniejszy, gdy mieszanina zawierata fosfatydylocholine posiadajaca w petni
nasycone tancuchy (DSPC). Wyniki te interpretowatam odnoszac sie do danych literaturowych
opublikowanych wcze$niej dla dwusktadnikowych monowarstw sterol/fosfatydylocholina.
Poniewaz wplyw [-sitosterolu, polegajacy na zastepowaniu cholesterolu w membranie
zaobserwowano w badaniach na komdrkach nowotworéw okreznicy i piersi [66,67]
uzasadnione jest analizowanie uzyskanych wynikéw réwniez w kontek$cie antynowotworowej
aktywnosci fitozwigzku. Stwierdzona w eksperymentach przedstawionych w pracy [H10]
zalezno$¢, polegajaca na tym, ze przy danej zawartosci cholesterolu w monowarstwie
Chol/PC/GM3 zastagpienie go fitosterolem silniej modyfikuje wtasciwosci monowarswy bardziej
ptynnej (zawierajacej DOPC) wydaje sie by¢ zgodna z tendencja ujawniong w badaniach
biologicznych tzn. wieksza efektywno$cig [-sitosterolu w hamowaniu wzrostu komdrek
nowotworowych, ktére w blonach posiadaja wiecej fosfolipidéw zawierajacych nienasycone
fanicuchy.
Niezwykle waznych i ciekawych wnioskéw dostarczyla analiza powyzszych wynikéw w
kontekscie zaleznosci miedzy ptynnos$cia monowarstwy a wptywem zastepowania cholesterolu
[-sitosterolem. Wyniki opublikowane wczes$niej [H7] wykazaty, Ze [-sitosterol tym silniej
modyfikuje wilasciwosci monowarstw cholesterol/POPC/SM im wieksze jest stezenie
cholesterolu w mieszaninie. Na tej podstawie mozna wiec wnioskowa¢, Ze im bardziej
skondensowana jest monowarstwa tym silniejszy wptyw zastepowania w niej cholesterolu
fitosterolem. Jednak w swietle wynikéw uzyskanych w pracy [H10] wniosek ten jest btedny -
wptyw (-sitosterolu na silniej skondensowane monowarstwy Chol/DSPC/GM3 byty stabszy niz
na bardziej ptynne monowarstwy Chol/DOPC/GM3. Dowodzi to, ze wplyw zastepowania
cholesterolu fitosterolem na wlasciwos$ci monowarstwy nie zalezy od ptynno$ci monowarstwy
per se, lecz od jej skladu. Szczegélowa analiza tych wynikéw, w odniesieniu do badan
przeprowadzonych w pracy [H4] pozwolita mi zasugerowac, Ze szczegblne znaczenie w
kontekscie wptywu -sitosterolu na modelowa membrane ma stezenie cholesterolu.

Badania w kierunku szeroko pojetej aktywnoSci fitosteroli w membranach komoérek
nowotworowyh kontynuowatam w ramach kolejnej publikacji [H11], w ktérej modelowe
membrany skladaty sie z gtéwnych komponentéw domen lipidowych zidentyfikowanych w
btonach komoérek nowotworowych piersi tzn. cholesterolu, sfingomieliny, gangliozydu GM3
(chol/SM/GM3) [68]. Ze wzgledu na kluczowa role domen z puktu widzenia wzrostu, rozwoju i
rozprzestrzeniania sie komoérek zmienionych nowotworowo [69], struktury te traktuje sie jako
miejsce ataku (ang. target) w terapii antynowotworowej [69-71]. W badaniach pos$wieconych
zagadnieniu zmian w organizacji domen i membran wywotywanych usuwaniem z nich

cholesterolu, wykazano, Ze obnizenie stezenia cholesterolu prowadzi do modyfikacji morfologii
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komoérek nowotworowych oraz wywotuje apoptoze komoérkowa skutkujaca zniszczeniem
komorki [np.70-71]. Zmiany w organizacji i skadzie lipidowym btony komérki nowotworowej,
wynikajace z eliminowania cholesterolu, wystepuja réwniez pod wptywem [-sitosterolu.
Zmiany te, zidentyfikowane podczas badan na komérkach nowotworowych okreznicy, piersi
oraz prostaty obejmowaty nie tylko obniZenie poziomu cholesterolu i zastepowanie go
fitosterolem, lecz takze spadek zawartos$ci sfingomieliny i réwnoczesny wzrost stezenia
ceramidéw w btonie [12,64,66,67]. Powyzsze modyfikacje moga skutkowaé powaznymi
zmianami w oganizacji zaréwno btony jako catej struktury jak i domen lipidowych. W pracy
[H11] podjelam badania, ktérych celem byto sprawdzenie jaki wplyw na witasciwosci
monowarstwy Chol/SM/GM3 wywieraja wyzej wymienione modyfikacje jej skiaduy,
wywotywane obecnos$cig -sitosterolu. W pierwszym etapie badan poréwnywatam witasciwosci
monowarstwy podstawowej Chol/SM/GM3 i monowarstw, w ktorych czesciowo (50%) lub
catkowicie cholesterol zostat zastgpiony fitosterolem. Nastepnie w monowarstwie podstawowej
Chol/SM/GM3 oraz dla poréwnania w monowarstwie (-sito/SM/GM3 zastepowatam czeSciowo
(50%) lub catkowicie czasteczki SM czasteczkami ceramidu (Cer). W ostatnim etapie badan
poréwnatam wiasciwosci monowarstwy podstawowej Chol/SM/GM3 oraz monowarstwy, w
ktorej rownoczes$nie 50% cholesterolu oraz 50% SM zastgpitam odpowiednio (3-sitosterolem i
ceramidem (Chol/B-sito/SM/Cer/GM3). W trakcie realizacji tych badan prowadzitam réwniez
eksperymenty dla wybranych mieszanin dwusktadnikowych (sterol/GM3, sterol/Cer, SM/GM3,
Cer/GM3), co bylo niezbedne dla prawidtowego przeprowadzenia analizy wiasciwosci
monowarstw wielosktadnikowych.
Wyniki powyzszych eksperymentéw wykazaty, Zze wprowadzenie fitosterolu w miejsce sterolu
zwierzecego w monowarstwie Chol/SM/GM3 prdécz tego, Ze ostabia oddzialywania
miedzyczasteczkowe, obniza kondensacje i stabilno$¢ monowarstwy, przejawia sie réwniez
hamowaniem powstawania skondensowanych domen w mieszaninie, co wyraznie wida¢ na
zdjeciach z mikroskopu kata Brewstera. Ten sam efekt zaobserwowatam w przypadku badanych
przeze mnie mieszanin sterol/GM3, tzn. na zdjeciach BAM dla monowarstwy zawierajacej sterol
roslinny (B-sito/GM3) nie obserwowatam domen, ktére pojawiaty dla monowarstwy Chol/GM3.
Réznice te wynikajg ze stabszych wtasciwosci kondensujacych sterolu roslinnego w poréwnaniu
do sterolu zwierzecego. Ciekawych wnioskéw dostarczyly rowniez wyniki, ktére otrzymatam
podczas badania wtasciwosci dwusktadnikowych monowarstw sterol/Cer = 1:2. Badania takie
byty wczes$niej prowadzone dla monowarstw zawierajacych cholesterol i wykazaty one, Ze
morfologia monowarstwy S$ci$le zalezy od proporcji sktadnikéw w uktadzie [72]. Wyniki
uzyskane dla monowarstwy Chol/Cer = 1:2, przede wszystkim zdjecia z mikroskopu kata
Brewstera wykazaty, Ze w monowarstwie powstaje faza bogatsza w czasteczki ceramidu, ktéra

wspblistnieje z fazg mieszang zawierajaca obydwa sktadniki mieszaniny. Zdjecia otrzymane dla
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monowarstwy [-sito/Cer = 1:2 znacznie roéznity sie od tych zarejestrowanych dla uktadu
chol/Cer. Biorac pod uwage réznice w strukturze i wtasciwoSciach obu steroli i odnoszac sie do
wynikéw badan prowadzonych metoda AFM dla mieszanin Chol/Cer [73] zaproponowatam, ze
morfologia badanej mieszaniniy (-sito/Cer mozZe by¢ podobna do mieszaniny Chol/Cer, ale o
nizszym stezeniu cholesterolu, a obserwowane na zdjeciach struktury zinterpretowatam jako
efekt formowania sie fazy krystalicznej sktadajacej sie z czasteczek ceramidu w mieszaninie.
CzesSciowe lub catkowite zastapienie sfingomieliny czasteczkami ceramidu w monowarstwach
sterol/SM/GM3 prowadzito do separacji fazowej w uktadzie. Cho¢ pod wptywem ceramidu
drastycznie zmieniala sie morfologia obu badanych monowarstw (Chol/SM/GM3 oraz -
sito/SM/GM3), to jednak zalezata ona Sci$le od rodzaju sterolu w mieszaninie. Najsilniejsze
zmiany wiasciwosci monowarstwy Chol/SM/GM3 zaobserwowatam przy réwnoczesnym
zastapieniu 50% cholesterolu B-sitosterolem i 50% SM - ceramidem (Chol/f-
sito/SM/Cer/GM3). Dla tej mieszaniny w szerokim zakresie ci$nien powierzchniowych na
zdjeciach BAM pojawialy sie wspétistniejace ze soba réznorodne struktury formujace sie w
obrebie monowarstwy tzn. homogeniczng faze skondensowang, skondensowane domeny oraz
krystaliczne domeny 3D, ktérych ilos¢ wzrastata podczas kompresji monowarstwy.
Poniewaz badane w niniejszej pracy modyfikacje w sktadzie lipidowym monowarstwy (tzn.
cze$ciowe zastgpienie cholesterolu - fitosterolem przy réwnoczesnym obnizeniu zawartosci
sfingomieliny i wzroScie stezenia ceramidéw) odzwierciedlaty zmiany zidentyfikowane pod
wptywem wprowadzenia fitosterolu do membrany komérki nowotworowej, uprawniony jest
wniosek, Ze obecnos$¢ B-sitosterolu w naturalnej blonie moze znacznie zmieniac jej wtasciwosci
fizykochemiczne i morfologie. To za$§ pozwala zasugerowa¢, ze wystepujaca pod wptywem [-
sitosterolu segregacja lipiddw w membranach i domenach lipidowych moze by¢ niezwykle
istotna z punktu widzenia antynowowtworowych wtasciwosci fitozwigzku.
W ostatniej z prac prezentowanych w ramach cyklu habilitacyjnego [H12], zajmowatam
sie badaniem zalezno$ci miedzy zawarto$cia plazmalogenu cholinowego (PC-plasm) w
monowarstwach chol/POPC/PC-plasm, a wplywem [-sitosterolu i stigmasterolu na te
monowarstwy. Plazmalogen cholinowy to lipid posiadajacy wigzanie eterowo - winylowe w
pozycji sn-1) traktowany, podobnie jak gangliozydy, jako marker komérek nowotworowych.
Stezenie tego zwigzku wyraZnie wzrasta w komoérkach nowotworowych (np. tych wrazliwych na
dziatanie fitosteroli), w ktérych stanowi on znaczng cze$¢ fosfoglicerydow membranowych.
Podjete w ramach pracy [H12] badania byly kontynuacja eksperymentéw dotyczacych
zaleznosci miedzy sktadem membrany a wplywem fitozwigzkéw na jej wiasciwosci. Ich celem
byto poréwnanie oddziatywan fitosteroli i cholesterolu z plazmalogenem w monowarstwach
dwuskladnikowych oraz zweryfikowanie wptywu poszczegblnych fitosteroli na monowarstwy

chol/POPC/PC-plasm o réznej zawartosci plazmalogenu. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
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wprowadzenie czgsteczek sterolu do monowarstwy utworzonej z czasteczek plazmalogenu
cholinowego (30% sterolu w monowarstwie) jest niekorzystne z termodynamicznego punktu
widzenia i prowadzi do tworzenia sie tréjwymiarowych struktur w obrebie monowarstwy. Wraz
ze wzrostem steZenia steroli poprawia sie mieszalno$¢ sktadnikéw monowarstwy, ale w
przypadku fitosteroli efekt ten zaobserwowano dopiero przy ich 70% zawarto$ci w mieszaninie.
Na podstawie uzyskanych wynikéw, w pracy [H12] zostaly poréwnane oddziatywania steroli z
plazmalogenem oraz fosfatydylocholing i przeanalizowany wplyw wigzania winylowego na
mieszalno$¢ plazmalogenu ze sterolami. Wyniki wykazaty réwniez, Ze zwiekszenie stezenia
plazmalogenu cholinowego kosztem fosfatydylocholiny w mieszanianie chol/POPC/PC-plazm
silnie destabilizuje monowarstwe i modyfikuje jej morfologie. CzeSciowe zastgpienie
cholesterolu sterolem roslinnym powodowato dalsze zmiany wtasciwo$ci modelowego uktadu,
ale silniejsze zmiany w organizacji membrany wywotywat (3-sitosterol niz stigmasterol, co
koreluje z udowodnionymi réznicami we wtasciwos$ciach antynowotwororych obu fitosteroli.
Ponadto, uzyskane wyniki pozwolity zaproponowa¢, ze plazmalogen moze réznicowaé¢ wplyw

fitosteroli na membrany (np. komérek zdrowych w poréwnaniu z nowotworowymi).

Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ badawczych wynikajacych z badan

przeprowadzonych w cyklu prac habilitacyjnych

Najwazniejsze osiggniecia naukowe oraz wnioski wynikajace z badan opublikowanych w
cyklu prac habilitacyjnych dotyczace wplywu dwdch fitosteroli tzn. B-sitosterolu i stigmasterolu
oraz stanolu roslinnego (B-sitostanolu) na monowarstwy lipidowe mozna podsumowac
nastepujaco.

Analiza wiasciwos$ci dwusktadnikowych monowarstw zawierajacych poszczegolne

badane fitozwiazki oraz czasteczki lipidow bton biologicznych dowiodta, Ze:

a) Fitosterole (B-sitosterol i stigmasterol) oraz fitostanol (3-sitostanol) posiadaja stabszg, w
poréwnaniu do cholesterolu aktywno$¢ membranowa.

b) Badane fitosterole ([3-sitosterol i stigmasterol) w poréwnywalnym stopniu kondensujg i
porzadkuja czasteczki badanych fosfolipidéw w monowarstwach, posiadajg wiec bardzo
podobne wtasciwosci membranowe z niewielka jedynie przewaga na korzys$¢ [-
sitosterolu.

c) Roéznice we wtasciwosciach porzadkujacych badanych steroli ujawniajg sie wyraZniej w
przypadku, gdy sterol znajduje sie w mieszaninie z fosfolipidem posiadajgcym nasycone

tancuchy acylowe.
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Fitosterol ([-sitosterol) i jego nasycony odpowiednik fitostanol (f-sitostanol) mimo

réznic strukturalnych w czesci pier$cieniowej czasteczki, podobnie zachowuja sie w

monowarstwach badanych fosfolipidow i w podobnym stopniu modyfikuja ich
wtlasciwosci.

Wyniki badan prowadzonych dla monowarstw wielosktadnikowych imitujacych

naturalne membrany biologiczne wykazaty, Ze:

e)

g)

h)

j)

Wptyw fitozwigzku wynikajacy z zastepowania cholesterolu w mieszanej monowarstwie
lipidowej jest silniejszy niz efekt wynikajacy ze zwiekszania catkowitego stezenia steroli
w uktadzie poprzez dodawanie fitosterolu.

Zarowno wplyw fitozwigzku wynikajacy z eliminowania cholesterolu jak i zwiekszania
catkowitego stezenia steroli w monowarstwie silnie zalezy od sktadu modelowej
membrany i stezenia fitosterolu.

Stezenie cholesterolu w modelowej btonie, ale nie jej ptynnos¢ per se silnie determinuje
wptyw fitosterolu na jej wtasciwosci.

Silniejszy jest wptyw fitozwigzku na monowarstwe imitujaca wewnetrzng warstwe
btony niZz model zewnetrznej warstwy blony, co wiaze sie z ograniczong
rozpuszczalnoscig steroli/stanoli w srodowisku lipidowym.

[-sitosterol powoduje wyraZniejsze zmiany w morfologii monowarstw réznigcych sie
zawartoscia plazmalgenu cholinowego niz stigmasterol, co pozwala potraktowac
plazmalogen cholinowy jako lipid réznicujgcy wptyw poszczeg6lnych fitosteroli na
membrany.

Zmiany wywotywane w sktadzie lipidowym membran pod wplywem wprowadzenia
fitosterolu zidentyfikowane w komoérkach nowotworowych znajduja silne
odzwierciedlenie w morfologii i wtasciwosciach uktadéw biomimetycznych -
wystepujaca pod wptywem (-sitosterolu segregacja lipidow w membranach i domenach
lipidowych moze by¢ niezwykle istotna z punktu widzenia antynowotworowych

wlasciwosci fitozwigzku.
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6. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Okres mojej dziatalnoSci naukowej obejmuje 13 lat, podczas ktoérych przygotowatam prace
magisterska (2002), prace doktorska (2005) oraz bytam zatrudniona na stanowisku asystenta
(2005-2007) i nastepnie adiunkta (2007 - do chwili obecnej) na Wydziale Chemii U]. Jestem
autorka lub wspoétautorka 44 pelnotekstowych artykutéw opublikowanych w czasopismach
indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (w tym 12 prac bedacyh podstawg procedury
habilitacyjnej), 2 artykutéw przegladowych oraz 5 petnotekstowych prac opublikowanych w
materiatach konferencyjnych (pea lista publikacji znajduje sie w zatgczniku 2a).

Osiagniecia naukowo-badawcze nie zwigzane z tematyka prac stanowigcych podstawe
habilitacji omoéwie dzielgc czas mojej aktywnosSci naukowej na dwa etapy: przed i po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora. Spis publikacji omawianych w tej cze$ci autoreferatu zamie$citam

na koncu rozdziatu.

Dzialalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora:

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza rozpoczetam w roku akademickim 2001/2002 jako
studentka V-go studiéw magisterskich na kierunku Chemia na Wydziale Chemii U] podczas
realizacji pracy magisterskiej. Prace magisterska pt. ”Badanie wtasciwosci filméw
powierzchniowych adsorbowanych z réwnomolowych mieszanin surfaktantéw kationowych i
anionowych” przygotowywatam w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii Wydziatu Chemii
U] pod bezposrednia opieka p. dr D. Géralczyk. Tematyka pracy dotyczyta zagadnien z obszaru
fizykochemii powierzchni tzn. rozpuszczalnych monowarstw tworzonych na granicy faz roztwoér
wodny/powietrze, a wyniki badan uzyskane w trakcie jej realizacji zostaly opublikowane w
2003 roku w formie pelnotekstowego artykutu naukowego, ktérego jestem wspotautorka [1].

W czerwcu 2002 roku uzyskatam tytut zawodowy magistra chemii i w pazdzierniku
2002 rozpoczetam Studia Doktoranckie na Wydziale Chemii UJ]. Prace doktorska pt. "Badanie
organizacji molekularnej nowych pochodnych amfoterycyny B o obniZonej toksycznos$ci w
monowarstwach lipidowych przygotowywatam w Zakladzie Chemii Ogélnej pod kierunkiem p.
prof. dr hab. Patrycji Dynarowicz-Latki. W ramach pracy doktorskiej podjetam prébe
wyjasnienia mechanizmu obnizonej toksyczno$ci pieciu pochodnych antygrzybiczego
antybiotyku polienowego - amfoterycyny B (AmB) poprzez zbadanie wiasciwo$ci monowarstw
tworzonych przez te zwigzki oraz analize ich oddziatywan z wybranymi lipidami btonowymi tzn.
z fosfolipidem i sterolami: cholesterolem - sterolem bton ludzkich i ergosterolem - sterolem
bton grzybowych w mieszanych monowarstwach Langmuira. Amforterycyna B to lek aktywny
membranowo, ktérego mechanizm dziatania jest zwigzany z powinowactwem do sterolu w

btonach komoérek grzybowych. Niestety niska selektywnos$¢ tego leku sprawia, Ze jest on silnie
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toksyczny. Z tego powodu poszukuje sie rozwigzan, ktére mogtyby zwiekszy¢ selektywno$¢ leku
nie obnizajac jego silnych terapeutycznych wtasciwosci. Jedna z drég jest zmodyfikowanie
czasteczki AmB i synteza nowych pochodnych tej substancji. Takie podej$cie do rozwigzania
problemu toksycznosci amfoterycyny B stosowane byto przez pracownikéw zespotu Katedry
Technologii Lekéw i Biochemii Wydziatu Chemii Politechniki Gdanskiej kierowanego przez Pana
prof. dr inz. Edwarda Borowskiego, ktdrzy zajmowali sie syntezg nowych pochodnych leku i
ktérzy udostepnili je do badan fizykochemicznych w ramach mojej pracy doktorskiej. Tematyka
pracy doktorskiej obejmowata zagadnienia z szeroko pojetej chemii fizycznej powierzchni
jednak, w odréznieniu do problematyki pracy magisterskiej, dotyczyta nierozpuszczalnych
filméw powierzchniowych (monowarstw Langmuira). Wlasnie podczas realizacji pracy
doktorskiej miatam okazje zapoznac sie z ta3 metodg badawcza i wykorzystac ja do modelowania
bton biologicznych. Wykonane podczas realizacji pracy doktorskiej badania pozwolity nie tylko
dokona¢ analizy wlasciwosci mieszanych filmoéw zawierajacych badane antybiotyki i lipidy lecz
réwniez okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy sposobem modyfikacji czasteczki amfoterycyny B (tzn.
rodzajem i rozmiarem podstawnika oraz miejscem jego wprowadzenia do czasteczki AmB) i
oddzialywaniami zwigzku ze skladnikami bion komérkowych. Na tej podstawie zostat
zaproponowany mechanizm, ktéry moze prowadzi¢ do obnizenia toksycznos$ci wybranych
pochodnych amfoterycyny B, i w ktéorym znaczaca role ogrywaja silne oddziatywania lekow z
fosfolipidami btonowymi. Zebrane podczas realizacji pracy doktorskiej wyniki zostaty
poréwnane z wynikami badan biologicznych przeprowadzonych dla wybranych zwigzkow.
Wszystkie uzyskane w ramach pracy wyniki zostaly opublikowane w formie czterech
petnotekstowych artykutéw naukowych w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu [2-5]
oraz jednym pelnotekstowym artykule w materiatach konferencyjnych, a takze byly
prezentowane na miedzynarodowych Kkonferencjach naukowych. Rozprawe doktorska
przygotowatam w ciggu trzech lat studiéw doktoranckich i jej publiczna obrona odbyta sie w
2005 roku, a praca zostata wyrdzniona przez Rade Wydziatu Chemii.

Podczas studiow doktoranckich i realizacji pracy doktorskiej uczestniczytam réwniez w
badaniach nie zwigzanych bezposrednio z tematyka doktoratu. Umozliwito mi to zaréwno
zgtebienie wiedzy dotyczacej aktualnej tematyki badan realizowanych w obszarze fizykochemii
powierzchni jak réwniez pozwolito mi nabra¢ doswiadczenia w planowaniu eksperymentéw
naukowych, badaniu wilasciwosci cienkich filméw, samodzielnej analizy wynikow,
przygotowywania prac naukowych. Eksperymenty w ktérych bratam udzial dotyczyty
wlasciwosci zaréwno rozpuszczalnych jak i nierozpuszczalnych filméw powierzchniowych i
cze$¢ z nich wykonatam w ramach kontynuowanej wspétpracy z Zespotem Fizykochemii

Powierzchni Wydziatu Chemii UJ, w ktéorym wykonatam wcze$niej prace magisterska.
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Tematyka badan, w ktérych w tym czasie uczestniczytam dotyczyta:

a) Wiasciwosci powierzchniowych szeregu surfaktantéw anionowych (alkilosulfoniany sodowe)
i kationowych (halogenki alkilopirydyniowe) - celem pracy byto dokonanie analizy wptywu
dtugosci tancucha surfaktantu oraz rodzaju i stezenia elektrolitu nieorganicznego na proces
adsorpcji tych substancji. W oparciu o uzyskane wyniki przygotowaliSmy peinotekstowy
artykul, ktéry zostat opublikowany w czasopi$mie znajdujacym sie w bazie Journal Citation

Reports [6].

b) Analizy wiasciwos$ci monowarstw jednosktadnikowych utworzonych z czasteczek tlenku tri-
n-oktylo fosfinowego (TOPO) - zwigzku stosowanego do ekstrakcji, rozdzielania i oczyszczania
metali. BadaliSmy przebieg izoterm zarejestrowanych w réznych  warunkach
eksperymentalnych, analizowaliSmy stan i morfologie tworzonych monowarstw oraz wptyw
temperatury i sity jonowej na witasciwosci filméw utworzonych z czasteczek tego zwigzku.
Eksperymenty wykazaty, ze TOPO posiada bardzo dobre wilasciwosci filmotworcze i tworzy
monowarstwy o wysokiej stabilno$ci. Wyniki te opublikowalismy w roku 2005 [7] i staty sie one
punktem wyjscia do dalszych badan, w ktérych uczestniczytam juz po obronie pracy doktorskiej
a dotyczacych stabilnoSci i mechanizmu relaksacji monowarstw tego zwigzku i jego
selektywnego powinowactwa do jonéw metali (uzyskane wyniki omdéwie w dalszej czesci

rozdziatu).

c) Termodynamicznej analizy oddziatywan miedzyczasteczkowych sktadnikéw w mieszanych
monowarstwach Langmuira - w ramach tej tematyki badane byly wtasciwosci mieszanych
filméw oraz analizowane oddzialywania miedzyczasteczkowe m.in. szeregu homologicznego
bromkéw dialkilodimetyloamoniowych (DXDAB) ze sterolami oraz z TOPO [8,9]. Uzyskane
wyniki umozliwity dokonanie analizy mieszalno$ci, upakowania oraz oddziatywan czasteczek w
mieszanych filmach o réznej proporcji badanych zwigzkéw i okreslenie zalezno$ci miedzy
dtugoscia tancuchéw w czasteczkach badanych DXDAB i ich oddzialywaniami ze sterolami i z
TOPO. StwierdziliSmy takze, Ze rowniez struktura sterolu, determinujaca upakowanie
czasteczek w filmie, ma wplyw na oddziatywania miedzyczasteczkowe w badanych mieszanych
monowarstwach. Najwieksza selektywno$¢ w oddzialywaniu ze sterolami i silne powinowactwo
do sterolu bton komoérkowych grzybéw wykazywat bromek dialkilodimetyloamoniowy
zawierajacy 14-weglowe tancuchy. Wyniki te s3 bardzo wazne bioragc pod uwage
przeciwgrzybicze wtasciwosci bromkow dialkilodimetyloamoniowych.

Uczestniczytam réwniez w eksperymentach, ktérych celem byto dokonanie analizy oddziatywan
fosfatydylocholin réznigcych sie strukturg (stopniem nasycenia) tancucha hydrofobowego oraz

fosfatydyloetanoloaminy z cholesterolem. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono
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m.in., Ze zastgpienie grupy cholinowej grupa etanoloaminowa w czasteczce fosfolipidu
drastycznie obniza stabilno$¢ termodynamiczng mieszanych filméw i wptywa na oddzialywania
miedzyczasteczkowe. Wyniki zostaly opublikowane w formie petnotekstowej pracy w

czasopi$mie znajdujacym sie w bazie Journal Citation Reports [10].

d) W tym czasie uczestniczytam réwniez w eksperymentach dla monowarstw utworzonych z
semifluorowanego alkanu (F8H14) z uwodornionymi alkoholami o réznej dtugosci tancucha
weglowodorowego (C12, C14, C16). Uzyskane wyniki dowiodly, ze czgsteczki w mieszaninie
F8H14/C160H nie mieszajg sie w filmach powierzchniowych niezaleznie od wartosci ciSnienia
powierzchniowego. Natomiast w przypadku mieszanin zawierajacych alkohol o krétszym
faficuchu (C12, C14) sktadniki filmu mieszajg sie jedynie w zakresie niskich ci$nien
powierzchniowych za$§ w obszarze wysokich zachodzi separacja fazowa. Na podstawie

uzyskanych wynikow przygotowana zostata praca, ktérej jestem wspétautorka [11].

Sumarycznie moj dorobek naukowy zgromadzony podczas studiéw doktoranckich w latach
2002-2005 obejmowat 10 pelnotekstowych prac w czasopismach znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Reports (IF = 15,918 wg roku opublikowania pracy) oraz 3 petnotekstowe prace

w materiatach konferencyjnych.

Dzialalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

W pazdzierniku 2005 roku, po obronie pracy doktorskiej, zostatam zatrudniona na stanowisku
asystenta na Wydziale Chemii UJ]. Moja dziatalnos¢ naukowa w czasie dwuletniej pracy na
stanowisku asystenta skoncentrowana byta na poznawaniu i rozwijaniu mozliwos$ci badawczych
jakie daje technika monowarstw Langmuira, poznawaniu technik badania monowarstw oraz
sposobdow analizy uzyskanych wynikéw. Przeprowadzone w tym czasie badania oraz ich wyniki
w ogromnym stopniu ukierunkowaty moja dalsza dziatalnos¢ naukowa, w tym wybér tematyki
habilitacyjne;.

W tym czasie realizowatam nastepujace tematy badawcze:

a) analiza wtasciwosci monowarstw alkoholi oraz tlenku tri-n-oktylofosfinowego (TOPO) z
zastosowaniem metod pomiaru zmian ciSnienia powierzchniowego oraz potencjatu
powierzchniowego podczas ich kompresji, mikroskopii kata Brewstera, pomiaréw stabilnosci.
Umozliwito to nam zbadanie elektrycznych i optycznych wtasciwosci tych filméw, ich grubosci,
morfologii oraz dokonanie analizy mechanizmu ich relaksacji. Pomiary potencjatu
powierzchniowego oraz badania z zastosowaniem profesjonalnego mikroskopu kata Brewstera

przeprowadzitam podczas pobytu w University of Santiago de Compostela, Faculty of Pharmacy,
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Department of Physical Chemistry w grupie kierowanej przez profesora Jose Minones Trillo.
Wyniki tych badan opisane zostaty w dwoch petnotekstowych pracach, ktérych jestem
wspoétautorka [12,13]. Eksperymenty  dotyczace tlenku  tri-n-oktylofosfinowego
kontynuowali$my w celu zbadania selektywnos$¢ tego zwigzku w kierunku jonéw metali. Wyniki
tych badan zostaly opublikowane w specjalnym (konferencyjnym) wydaniu czasopisma Thin

Solid Films (zat. 2a).

b) Podjetam badania, ktéorym celem bylto sprawdzenie czy hipoteza dotyczaca mechanizmu
obnizonej toksycznosci pochodnych AmB zaproponowana przeze mnie na podstawie wynikéw
pracy doktorskiej jest stuszna dla innego antygrzybiczego antybiotyku z tej samej grupy lekéw.
Postanowilam wiec poréwnac¢ wyniki otrzymane podczas realizacji pracy doktorskiej dla
amfoterycyny B i jej pochodnych z wtasciwo$ciami monowarstw tworzonych przez nystatyne -
polien rdznigcy sie aktywno$cia biologiczng od amfoterycyny B. Przeprowadzitam
eksperymenty dla filméw jednosktadnikowych tworzonych przez nystatyne oraz jej mieszanin z
cholesterolem, ergosterolem oraz fosfolipidami réznigcymi sie struktura grupy polarnej oraz
fancucha hydrofobowego. W pierwszym etapie badan szczegdétowo analizowatam stabilnos$¢
monowarstw tworzonych przez nystatyne oraz mechanizm jej desorpcji w przy réznych
ci$nieniach powierzchniowych. Okazato sie, ze wilasciwosci filmotworcze tego zwigzku sa
stabsze anizeli amfoterycyny B, jednak obecno$¢ nawet niewielkich ilosci lipidu w
monowarstwie tego antybiotyku znacznie poprawia jej stabilno$¢, co potwierdzito mozliwos¢
prowadzenia dalszych badan dla mieszanych filméw nystatyny z lipidami. Najwazniejsza
konkluzja wynikajaca z badan przeprowadzonych dla monowarstw mieszanych nystatyna-lipid
dotyczyta znaczacej roli oddzialywan antybiotyk-fosfolipid dla aktywnosci biologicznej i
selektywnosci leku, prowadzacej do obniZzenia stezenia ,wolnego” antybiotyku w membranie.
Wyniki te potwierdzily hipoteze zaproponowang przeze mnie w pracy doktorskiej i zostaty

opublikowane w cyklu 3 artykutow [14-16].

c) W tym czasie rozpoczetam badania dotyczace wtasciwos$ci mieszanych filméw zawierajacych
sterole roslinne i fosfolipidy. Badania te zapoczatkowaty cykl eksperymentéw, ktore
prowadzitam przez nastepne lata i ktérych wyniki stanowia podstawe mojego dorobku

habilitacyjnego [H1].

d) Uczestniczytam takze w eksperymentach, ktérych celem byto zbadanie wptywu chitozanu -
biodegradowalnego polimeru wiazacego tluszcze na monowarstwy lipidowe utworzone z

kwaséw tluszczowych o réznym stopniu nasycenia tancucha oraz cholesterolu. Analiza
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uzyskanych wynikéw, opublikowanych w pracy [17], umozliwita zaproponowanie mechanizmu

oddziatywan chitozanu z lipidami w monowarstwach Langmuira.

e) Za jedne z najwazniejszych, z punktu widzenia mojej dalszej pracy naukowej, uwazam
eksperymenty dotyczace dystrybucji cholesterolu w membranach oraz wpltywu kwaséow
ttuszczowych na modelowe btony zawierajace cholesterol i fosfolipidy, przeprowadzone dla
monowarstw tréjsktadnikowych [18,19]. Wyniki tych badan pozwolity sformutowa¢ ciekawe
konkluzje dotyczgce postawionych w celu prac probleméw (zasugerowano symetryczng
dystrybucje cholesterolu pomiedzy obie warstwy membrany komérkowej oraz poréwnano
wptyw kwaséw ttuszczowych o réznym stopniu nasycenia tancucha, determinujagcym geometrie
czasteczki na wtasciwosci modelowej btony i na tej podstawie wyjasniono niskg zawartos¢
wolnych kwaséw ttuszczowych w naturalnych membranach). Jednak prace te majg szczegdlne
znaczenie poniewaz w badaniach zastosowali$my inne od dotad wykorzystywanego podej$cie w
zakresie procedury eksperymentalnej i analizy wynikéw. Polegato ono na przygotowaniu i
badaniu monowarstw zawierajacych trzy sktadniki i przeprowadzeniu analizy mieszalnosci oraz
termodynamicznej analizy oddzialywan miedzyczasteczkowych w tych tréjsktadnikowych
uktadach. [losciowq analize wtasciwosci tréjsktadnikowych filméw przeprowadziliSmy odnoszac
wlasciwosci  filméw tréjsktadnikowych do mieszanin dwusktadnikowych stanowigcych
modelowa membrane oraz w odniesieniu do poszczegélnych jednosktadnikowych monowarstw
tworzonych przez badane substancje. Eksperymenty te uwazam za jedne z najwazniejszych w
dotychczasowej mojej dziatalno$ci naukowej, poniewaz wtasciwie do dzi$ badania dotyczgce
monowarstw trojsktadnikowych obejmuja gtéwnie eksperymenty z zastosowaniem technik
mikroskopowych (BAM, AFM), za$ termodynamiczng analize wtasciwosci monowarstw
mieszanych prowadzi sie gtéwnie dla filméw dwusktadnikowych. Ponadto badania te
zapoczatkowaty dalsze eksperymenty (w tym badania wchodzace w zakres prac
przedstawionych przeze mnie jako podstawa habilitacji), w ktérych do modelowania bton
wykorzystywane sa jeszcze bardziej ztoZzone pod wzgledem sktadu (= 3 sktadniki)
monowarstwy. Z punktu widzenia wykorzystywania techniki monowarstw Langmuira do
modelowania membran badanie wtasciwosci wielosktadnikowych uktadéw ma ogromne
znaczenie biorac pod uwage niezwykle ztozong strukture blon, réznorodnos¢ lipidéw
budujacych te struktury i réznice w sktadzie poszczegélnych warstw btony. Badanie filmow
wielosktadnikowych pozwala doktadniej przyblizy¢ skitad i wtasciwosci membrany, co ma
znaczenie w badaniu jej organizacji molekularnej oraz wptywu substancji aktywnych
biologicznie na blony. Wyzej wspomniane eksperymenty ukierunkowaty moje dalsze badania,
ktére w kolejnych etapach pracy naukowej skoncentrowane byly wtasnie na wykorzystaniu

techniki monowarstw Langmuira do modelowania membran i badaniu wptywu zwigzkéw
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aktywnych membranowo na ich wtasciwosci. Wtasnie zastosowanie wielosktadnikowych filméw

lipidowych umozliwito mi przedyskutowanie wielu zagadnien dotyczacych aktywnosci
membranowej badanych w ramach rozprawy habilitacyjnej fitozwigzkow.

W pazdzierniku 2007 roku zostatam zatrudniona na stanowisku adiunkta na Wydziale
Chemii U], gdzie pracuje do dzis. Od tego momentu zaczetam prowadzi¢ systematyczne badania
w zakresie tematyki przedstawionej jako przedmiot rozprawy habilitacyjnej. Cel tych badan oraz
ich wyniki zostaly przedstawione w poprzednim paragrafie autoreferatu dlatego pomine ich
omoOwienie w niniejszym rozdziale. Oprdécz tematéw dotyczacych wplywu fitosteroli na
modelowe membrany uczestniczylam réwniez w realizacji innych projektow, tzn. badatam
wptyw kwaséw ttuszczowych na modelowe membrany utworzone z fosfatydylocholin w
uktadach dwu i tréjsktadnikowych (wyniki opublikowane w Colloids and Surfaces B [20]),
poréwnywatam wptyw steroli o réznej strukturze na modelowe membrany (wyniki
opublikowane - praca [21]), uczestniczytam w przygotowaniu przegladowej pracy dotyczacej
mozliwo$ci stosowania techniki monowarstw Langmuira do modelowania membran i
wykorzystania tej metody w naukach biomedycznych (praca opublikowana w czasopi$mie spoza
bazy Journal Citation Reports.

Najszerszy projekt, w ktoérego realizacji uczestniczytam w tym czasie (précz tematyki
wchodzacej w zakres habilitacji) dotyczyl jednak badania mechanizmu antynowotworowej
aktywnosci oraz selektywnosci edelfozyny (ED) (ET-18-OCH3; 1-0-oktadecylo-2-0-metylo-rac-
glycero-3-phosphocholina). Substancja ta to nowej generacji syntetyczny lek antynowotworowy
o strukturze podobnej do fosfolipidu, ktérego mechanizm dziatania jest $ci$le zwigzany z
wnikaniem w btony niektérych komdrek nowotworowych. Jak dotad nie wyjasniono jednak do
konica mechanizmu aktywnoSci edelfozyny i podioza wysokiej selektywnosci tego leku.
Amfipatyczna struktura tego zwigzku oraz jego dziatanie na poziomie membranowym pozwalajg
postawi¢ teze, Ze jego aktywnos$¢ biologiczna (wtasciwosci antynowotworowe oraz
selektywnos¢) moze by¢ zwigzana ze zréznicowanym skladem membran (np. komorek
zdrowych vs nowotworowych) determinujacym stopienn wnikania w nie leku. Eksperymenty, w
ktérych uczestniczytam dotyczyty badania oddzialywan edelfozyny z syntetyczng sfingomieling
oraz gangliozydem w uktadach dwusktadnikowych oraz wptywu edelfozyny na monowarstwy
zawierajace sfingomieline, cholesterol i gangliozyd w réznym stezeniu. Celem kolejnych badan
byto sprawdzenie w jaki sposdb réznice w organizacji molekularnej (ptynnosci) modelowej
btony modyfikuja wptyw edelfozyny na monowarwstwy imitujace btony komérek zdrowych i
nowotworowych oraz zbadanie wptywu leku na organizacje molekularng monowarstw
sfingomielina/cholesterol  imitujacych  skladem rafty lipidowe oraz ukladu o
obnizonej/podwyzszonej w stosunku do raftéw zawartoSci cholesterolu. Uczestniczytam takze

w eksperymentach, ktére dotyczyly mozliwosci zastosowania edelfozyny w potaczeniu z
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amfoterycynag B w leczeniu zakazen pasozytniczych. Wyniki wszystkich wyzej omoéwionych
eksperymentéw zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports w formie 5 petnotekstowych prac, ktérych jestem pierwszym autorem [22-26].
Z czasem do badan dotyczacych aktywnos$ci membranowej edelfozyny wiaczyliSmy dwa inne
lipidy eterowe o strukturze bardzo podobnej do struktury edelfozyny, ale odmiennych
wtasciwosciach biologicznych. Celem tych badan realizowanych w ramach projektu badawczego
finansowanego przez NCN, ktérym kierowatam, byto m.in. okre$lenie zaleZnosci pomiedzy
strukturg tych zwigzkéw a ich dzialaniem na modelowe membrany. Uzyskane wyniki,
analizowane rowniez w kontek$cie réznic we witasciwosciach biologicznych tych zwigzkow,
zostate opublikowane w kolejnych 5 pelnpotekstowych artykutach naukowych [27-31]. Ponadto
jestem wspotautorka przegladowej pracy dotyczacej wpltywu edelfozyny na monowarstwy
lipidowe opublikowanej w specjalnym wydaniu czasopisma Anti-cancer Agents in Medicinal
Chemistry.

Aktualnie uczestnicze w badaniach prowadzonych w ramach projektu badawczego
finansowanego ze S$rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Iuventus Plus),
dotyczacych steroli, ktbre w membranach wystepuja w niewielkich stezeniach i réznia sie
aktywno$cia membranowa. Celem projektu jest sprawdzenie jaki wptyw na aktywnos$¢
membranow3 tych steroli ma ich struktura oraz sktad btony. Wybrane do badan zwiazki nie byty
badane w tym kontekScie lub badano je w sposéb niesystematyczny, a publikowane dla
poszczegblnych steroli wyniki nie s3 spdjne i czesto nie pozwalaja jednoznacznie okresli¢
korelacji miedzy strukturg zwigzku a jego aktywnos$cia membranows. Pierwsza praca
przygotowana na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw znajduje sie w recenzji w
czasopismie Colloids and Surfaces B. Ponadto uczestnicze w badaniach dotyczgcych wptywu
auksyn na modelowe membrany. Celem przeprowadzonych dotad badan byto poréwnanie
wptywu naturalnej i syntetycznej auksyny na monowarstwy lipidowe (jednosktadnikowe oraz
mieszane imitujace membrane roslinng Arabidopsis thaliana oraz zwierzecg tzn. watroby
szczura) i zweryfikowanie czy istnieje korelacja pomiedzy wplywem tych zwigzkéw na btone a
ich toksycznoscia. Uzyskane dotad wyniki zostaty przedstawione w formie dwoch artykutéow, z
ktérych jeden zostat opublikowany w czasopiSmie Environmental Research [32], za§ drugi
znajduje sie w recenzji w czasopi$mie Environmental Toxicology. Badane auksyny to hormony
roslinne, ktore intensywnie stosowane w rolnictwie, kumulujg sie w §rodowisku i sg szkodliwe
dla zywych organizméw (zaréwno zwierzecych jak i roslinnych). Uzyskane dotad wyniki
wskazuja, ze zwigzki te w zaleznosSci od stezenia w subfazie silnie modyfikuja wtasciwosci
monowarstw lipidowych, co pozwala zaproponowaé, Ze mechanizm ich toksyczno$ci moze by¢
zwigzany z zaburzaniem parametré6w membran komoérkowych roslin i zwierzat. Wyniki te

zachecity nas do podjecia dalszych badan, ktére objeltyby szeroka grupe naturalnych i

|42



Katarzyna Hac-Wydro, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagielloniski w Krakowie || 43
Autoreferat - zalacznik 1a
sysntetycznych regulatorow wzrostu roslin. Staramy sie o finansowanie tych badan w ramach

projektu badawczego, w ktérym bytabym gltéwnym wykonawca.

Mo6j dorobek publikacyjny po doktoracie tzn. w latach 2006-2014 obejmuje 34 prace w
czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (IF = 105,475 wg roku

opublikowania pracy), 2 artykuty w materiatach konferencyjnych, 2 artykuty przegladowe

Spis publikacji oméwionych w niniejszym rozdziale Autoreferatu:

1. D. Goéralczyk, K. Hac, P. Wydro, Surface properties of the binary mixed systems of
alkylpyridinium halides and sodium alkylsulfonates, Colloids Surf. A, 220 (2003) 55 -60.

2. K. Hac-Wydro P. Dynarowicz-t.atka, ]J. Grzybowska, E. Borowski, How does the N-acylation
and esterification of amphotericin B molecule affect its interactions with cellular membrane
components—the Langmuir monolayer study, Colloids Surf. B Biointerfaces, 46 (2005) 7-19.

3. K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, ]. Grzybowska, E. Borowski, Interactions of
Amphotericin B derivative of low toxicity with biological membrane components—the
Langmuir monolayer approach, Biophys. Chem. 116 (2005) 77- 88.

4. K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, J]. Grzybowska, E. Borowski, N-(1-
Piperidinepropionyl)amphotericin B methyl ester (PAME)— a new derivative of the antifungal
antibiotic amphotericin B: Searching for the mechanism of its reduced toxicity, ]J. Colloid
Interface Sci. 287 (2005) 476-484.

5. K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, ]. Grzybowska, E. Borowski, Interactions between
amphotericin B 3-(N',N'-dimethylamino) propyl amide and cellular membrane components in
Langmuir monolayers, Thin Solid Films 516 (2008) 1197-1203.

6. D. Goralczyk, K. Hac-Wydro, P. Wydro, Thermodynamic study of adsorption of homologous
anionic and cationic surfactants, ]. Colloid Interface Sci. 277 (2004) 202-205.

7. K. Hac-Wydro, P. Wydro, P. Dynarowicz-tatka, A study of the properties of tri-n-
octylphosphine oxide (TOPO) monolayers at the air/water interface, Pol. ]. Chem. 79 (2005)
773-781.

8. K. Hac-Wydro, P. Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Interactions  between
dialkyldimethylammonium bromides (DXDAB) and sterols—a monolayer study, ]. Colloid
Interface Sci. 286 (2005) 504-510.

9. K. Hac-Wydro, P. Wydro, P. Dynarowicz-t.atka, A study of the interaction between
dialkyldimethylammonium bromides and tri-n-octylphosphine oxide (topo) in mixed

monolayers at the air/water interface, ]. Colloid Interface Sci. 278 (2004) 206-214.
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P. Dynarowicz-tatka, K. Hac-Wydro, Interactions between phosphatidylcholines and
cholesterol in monolayers at the air/water interface, Colloids Surf. B Biointerfaces, 37 (2004)
21-25.
M. Broniatowski, M. Nieto-Suarez, N. Vila-Romeu, K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-t.atka, Two-
dimensional miscibility between a semifluorinated hydrocarbon and hydrogenated alcohols,
Colloids Surf. A, 249 (2004) 3-9.
P. Wydro, K. Hac-Wydro, M. Paluch, Insoluble Amphiphiles at the Air/Water Interface. The
Characteristics of Alcohols Monolayers, Pol. . Chem., 80 (2006) 2041-2054.
P. Wydro, K. Hac-Wydro, Electrical Properties and Relaxation Behavior of TOPO Monolayers
Formed at the Air/Water Interface, Pol. |]. Chem., 81 (2007) 115-127.
K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-Latka, Interaction between nystatin and natural membrane
lipids in Langmuir monolayers—The role of a phospholipid in the mechanism of polyenes
mode of action, Biophys. Chem. 123 (2006) 154-161.
K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-t.atka, Nystatin in Langmuir monolayers at the air/water
interface, Colloids Surf. B Biointerfaces, 53 (2006) 64-71.
K. Hac-Wydro, |]. Kapusta, A. Jagoda, P. Wydro, P. Dynarowicz-tatka, The influence of a
phospholipid structure on the interaction with polyene antifungal antibiotic - nystatin. A
Langmuir monolayers study, Chem. Phys. Lipids 150 (2007) 125-135.
P. Wydro, B. Krajewska, K. Hac-Wydro, Chitosan as a Lipid Binder: A Langmuir Monolayer
Study of Chitosan-Lipid Interactions, Biomacromol. 8 (2007) 2611-2617.
P. Wydro, K. Hac-Wydro, Thermodynamic Description of the Interactions between Lipids in
Ternary Langmuir Monolayers: the Study of Cholesterol Distribution in Membranes, ]. Phys.
Chem. B, 111 (2007) 2495-2502.
K. Hac-Wydro, P. Wydro, The influence of fatty acids on model cholesterol/phospholipid
membranes, Chem. Phys. Lipids, 150 (2007) 66-81.
K. Hac-Wydro, K. Jedrzejek, P. Dynarowicz-tatka, Effect of saturation degree on the
interactions between fatty acids and phosphatidylcholines in binary and ternary Langmuir
monolayers, Colloids Surf. B Biointerfaces, 72 (2009) 101-111.
K. Hac-Wydro, P. Wydro, P. Dynarowicz-tatka, M. Paluch, Cholesterol and phytosterols effect
on sphingomyelin/phosphatidylcholine model membranes—Thermodynamic analysis of the
interactions in ternary monolayers, ]. Colloid Interface Sci. 329 (2009) 265-272.
K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Effect of edelfosine on tumor and normal cells model
membranes—A comparative study, Colloids Surf. B Biointerfaces, 76 (2010) 366-369.
K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, The relationship between the concentration of
ganglioside GM1 and antitumor activity of edelfosine—The Langmuir monolayer study,

Colloids Surf. B Biointerfaces, 81 (2010) 385-388.
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K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Searching for the role of membrane sphingolipids in
selectivity of antitumor ether lipid-edelfosine, Colloids Surf. B Biointerfaces, 81 (2010) 492-
497.
K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, P. Wydro, K. Bak, Edelfosine disturbs the
sphingomyelin-cholesterol model membrane system in a cholesterol-dependent way - The
Langmuir monolayer study, Colloids Surf. B Biointerfaces, 88 (2011) 635- 640.
K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, R. Zuk, Langmuir monolayer study toward combined
antileishmanian therapy involving Amphotericin B and Edelfosine, ]. Phys. Chem. B, 113
(2009) 14239-14246.
K. Hac-Wydro, M. Flasinski, P. Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Towards the understanding of
the behavior of single-chained ether phospholipids in model biomembranes: Interactions with
phosphatidylethanolamines in Langmuir monolayers, Colloids Surf. B Biointerfaces, 97
(2012) 162 -170.
M. Flasiniski, M. Broniatowski, P. Wydro, K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Behavior of
platelet activating factor in membrane-mimicking environment. Langmuir monolayer study
complemented with grazing incidence X-ray diffraction and Brewster angle microscopy, ].
Phys. Chem B, 116 (2012) 10842-10855. Erratum in: J. Phys. Chem. B, 117 (2013) 3062-
3062.
M. Flasinski, K. Hac-Wydro, P. Wydro, M. Broniatowski, P. Dynarowicz-tatka, Interactions
between single-chained ether phospholipids and sphingomyelin in mixed monolayers at the
air/water interface - Grazing incidence X-ray diffraction and Brewster angle microscopy
studies, Colloids Surf. B Biointerfaces, 111 (2013) 43 - 51.
M. Flasinski, P. Wydro, K. Hac-Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Cholesterol as a factor
regulating the influence of natural (PAF and lysoPAF) vs. synthetic (ED) ether lipids on model
lipid membranes, Biochim. Biophys. Acta, 1828 (2013) 2700-2708.
M. Flasinski, K. Hac-Wydro, P. Wydro, P. Dynarowicz-tatka, Influence of platelet-activating
factor, lyso-platelet-activating factor and edelfosine on Langmuir monolayers imitating
plasma membranes of cell lines differing in susceptibility to anti-cancer treatment: the effect of
plasmalogen level, ]. R. Soc. Interface, 11 (2014) 20131103.
M. Flasinski, K. Hac-Wydro, Natural vs synthetic auxin: Studies on the interactions between

plant hormones and biological membrane lipids, Environ. Res.133 (2014) 123-134.
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7. Podsumowanie najwazniejszych aspektow aktywnosci naukowej, dydaktycznej

i organizacyjnej

Wszystkie aspekty mojej aktywnosci naukowej, dydaktycznej oraz organizacyjnej zostaly
szczegbtowo przedstawione w zatgczniku 2a. Ponizej znajduje sie jedynie ich krétkie
podsumowanie.

Dzialalno$¢ naukowa

- aktywnos¢ publikacyjna (spis w zat. 2a)

- uczestnictwo w konferencjach naukowych (spis w zat. 2a)

- kierowanie (2 projekty) i uczestnictwo (2 projekty) w projektach badawczych

- recenzowanie projektéw badawczych

- recenzowanie publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym

- uczestnictwo w sieci badawczej

Za dziatalno$¢ naukowg otrzymatam m.in. Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
dla wybitnych mtodych naukowcéw (2012), Stypendium START (dwukrotnie) przyznane przez
Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej oraz Zespotowe nagrody Rektora U] (dwukrotnie).
Dzialalnos$¢ dydaktyczna

- prowadzenie zaje¢ laboratoryjnych, konwersatoryjnych oraz seminariéw z Chemii Ogélne;j i
Nieorganicznej dla studentéw Ochrony Srodowiska , Biologii i Biotechnologii

- opiekun zaje¢ laboratoryjnych w ramach obowigzkowego kursu Chemia Og6lna i
Nieorganiczna dla studentéw I roku Ochrony Srodowiska (od roku akademickiego 2013-2014)
- koordynator zaje¢ laboratoryjnych w ramach obowigzkowego kursu Podstawy Chemii dla
studentéw I roku Ochrony Srodowiska (od roku akademickiego 2014-2015)

- promotorstwo prac licencjackich (6 prac) i magisterskich (8 prac) oraz opieka naukowa (2
prace) nad realizacjg prac magisterskich studentéw kierunkéw Ochrona Srodowiska i Chemia

- Uczestnictwo w przygotowaniu programu zaje¢ konwersatoryjnych z Chemii Ogolnej i
Nieorganicznej dla studentéw I-go roku biologii

- przygotowanie i prowadzenie nowego wyktadu "do wyboru" dla Studentéw kierunku Ochrona

Srodowiska (studia II-go stopnia)

Za dziatalnos$¢ dydaktyczna, w 2012 roku otrzymatam Nagrode JM. Rektora U]J.

Dzialalno$¢ organizacyjna

- Praca w zespole zajmujacym sie opracowywaniem danych bibliometrycznych dotyczacych
dorobku naukowego pracownikéw wg bazy danych naukowych (Scopus) na potrzeby

Wydziatu Chemii U] (lata 2009-2010)
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- Wspotpraca w przygotowaniu planéw czesci pomieszczen Zaktadu Chemii Ogélnej w nowym
budynku Wydzialu Chemii oraz ich wyposazenia, w tym uczestnictwo w spotkaniach z
przedstawicielami firmy realizujgcej budowe (do lipca 2012)

- Organizacja i prowadzenie seminariéw Zaktadowych (Zaktad Chemii Srodowiska)

- Uczestnictwo w przygotowaniu projektu dotyczacego zakupu nowoczesnego mikroskopu kata
Brewstera (a nastepnie udziat w realizacji zakupu urzadzenia) w ramach
miedzywydziatlowego projektu pt. Badanie uktadéw w skali atomowej: nauki Sciste dla
innowacyjnej gospodarki (ATOMIN) POIG.02.01.00-12-023/08 (Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka, dziatanie 2.1. ,Rozw6j os$rodkéw o wysokim potencjale

badawczym”).
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