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C) Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikébw wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania. Odnosniki do prac wchodzacych w

sktad osiggniecia naukowego zostaly wyréznione pogrubiong czcionkg i znakiem (*)

Btony biologiczne sg niezbednymi elementami kazdej zywej komorki. Wynika to nie
tylko z ich roli jako selektywnie przepuszczalnych struktur oddzielajgcych wnetrze
komorki od srodowiska i zapewniajgcych wiasciwg organizacje strukturalng i
funkcjonalng na poziomie subkomoérkowym, ale takze z ich udziatu w wielu
fundamentalnych procesach zyciowych, takich jak konwersja energii, przekazywanie
sygnatu, selektywny transport i ksztattowanie wyspecjalizowanych kompartymentéw
btonowych. Chociaz wtasciwosci fizykochemiczne bton komérkowych w przewazajgcej
mierze determinowane sg przez tworzagce je lipidy, to jednak za przebieg
wspomnianych proceséw biologicznych odpowiadajg w duzej mierze integralne i
peryferyjne biatka btonowe. Mechanizm dziatania poszczegdlnych elementow
btonowych oraz ich wzajemne oddziatywania sg w ostatnich latach przedmiotem
bardzo intensywnych badan. W tym kontekscie szczegdlne znaczenie ma podejscie
eksperymentalne polegajgce na rekonstytucji poszczegdlnych biatek lub kompleksow
biatkowych w modelowych systemach btonowych (1). Strategia ta pozwala zmniejszy¢
stopien komplikacji badanego uktadu, co idzie w parze z mozliwoscig precyzyjniejszej
kontroli parametréw podczas eksperymentu. Ponadto, mozliwym staje sie
zdefiniowane zestawu cech strukturalnych i funkcjonalnych badanego uktadu,
niezbednych do odtworzenia poszczegodlnych proceséw komdrkowych. Jednak czesto
napotykanym problemem przy probach zastosowania tej strategii jest brak mozliwosci
uzyskania odpowiednich ilosci biatek btonowych o stabilnej strukturze i zachowanej
funkcjonalnosci, a takze problemy z utrzymaniem ich natywnego stanu w trakcie
eksperymentu. Potencjalnym rozwigzaniem jest zastosowanie syntetycznych

czgsteczek obdarzonych cechami strukturalnymi i funkcjonalnymi biatek



uczestniczgcych w danym procesie zyciowym. Co wiecej, taka strategia pozwala wyjs¢
poza ograniczenia narzucone przez ukiady naturalne i umozliwia poznanie
mechanizméw omawianych proceséw w bardziej uniwersalnym ujeciu. Takie
mozliwosci otwiera technika origami DNA (2), ktérej innowacyjno$¢ polega na
wykorzystaniu kwasow nukleinowych jako materiatu do tworzenia dwu- |
trojwymiarowych obiektow w nanometrowej skali (3). Tworzenie takich nanostruktur
polega na tgczeniu ze sobg Scisle okreslonych odcinkow dtugiej czgsteczki
jednoniciowego DNA za pomocg zestawu krétkich oligonukleotyddéw (4). Nici DNA
hybrydyzujg ze sobg zgodnie z komplementarnoscig ich sekwencji odtwarzajgc
lokalnie podwdjng ni¢ o konformacji helikalnej. Pojedyncze oligonukleotydy moga
wigzac¢ sie do kilku odcinkéw dtugiej czgsteczki DNA, co w rezultacie prowadzi do
utworzenia regularnej matrycy réwnolegtych helis cechujgcej sie zwiekszong
sztywnoscig swej struktury. Wprowadzenie insercji lub delecji w sekwencji
oligonukleotydow pozwala uzyskac struktury o zadanej krzywiznie bgdz skreceniu
wzdtuz peczka helis (5). Ponadto, pojedyncze struktury origami DNA mogg by¢é w
spos6b hierarchiczny tgczone ze sobg za posrednictwem oligonukleotydéw
hybrydyzujgcych z kilkoma duzymi czgsteczkami jednoniciowego DNA (3, 6). W
konsekwencji technika origami DNA pozwala na niemal nieograniczone mozliwosci
ksztattowania czgsteczek. Ogromny potencjat niesie ze sobg takze mozliwos¢
przytgczania do poszczegoélnych oligonukleotyddéw réznorodnych grup funkcyjnych
badz strukturalnych, dzieki czemu elementy te mozna rozlokowa¢ na przestrzeni
czagsteczki z nanometrowg precyzjg (7). Dzieki temu mozliwe jest konstruowanie
molekut obdarzonych niemal dowolnym zestawem cech strukturalnych i
funkcjonalnych (8) a takze tworzenie rusztowan molekularnych majgcych bardzo
szerokie spektrum zastosowan, m.in. jako molekut funkcyjnych i strukturalnych w
biologii (9), w organizacji przestrzennej wielosktadnikowych kompleksow biatkowych
(10), w badaniach reakcji chemicznych na poziomie pojedynczych czgsteczek (11)

oraz w tworzeniu wyrafinowanych nosnikéw substanc;ji leczniczych (12).

W ramach przedstawionego osiggniecia naukowego podjgtem sie préby
zastosowania technologii origami DNA w badaniach biofizycznych zjawisk
zachodzgcych na powierzchni bton biologicznych. Potrzeba ta wynikta z ograniczen
wspotczesnej metodologii tego typu badan, co ma odzwierciedlenie w niedoborach

wiedzy w tej dziedzinie. Przyktadem mogg by¢é wcigz nie do konca wyjasnione



mechanizmy dziatania biatek zakrzywiajgcych dwuwarstwe lipidowa, takich jak biatka
z rodziny BAR/F-BAR, w szczegdlnosci inicjacja ich oligomeryzacji oraz tworzenie
funkcjonalnego rusztowania na powierzchni btony. Badania nad biatkami w sztucznych
systemach btonowych nie pozwalajg zgtebi¢ wszystkich aspektow tych procesow ze
wzgledu na ograniczone mozliwosci manipulacji pojedynczymi molekutami. Przewaga
DNA jako materiatu strukturalnego wynika przede wszystkim z mniejszej komplikacji
struktury pierwszorzedowej, w porownaniu do biatek, co czyni proces projektowania
molekut prostszym i bardziej przewidywalnym. Duze znaczenie w tym kontekscie ma
tez stabilnos¢ pojedynczych nici DNA jak rowniez scisle kontrolowalna stabilno$¢
dupleksow. Podejscie origami DNA otwiera nowe mozliwosci, gdyz umozliwia nie tylko
selektywng funkcjonalizacje czgsteczek o arbitralnym ksztatcie, ale pozwala takze w
precyzyjny sposob umieszcza¢ znaczniki molekularne w obrebie molekuty, co ma

bardzo duze znaczenie w analizie na poziomie pojedynczych molekut.

Standardowo, czgsteczki DNA mogg oddziatywac¢ z btonami biologicznymi tylko w
okreslonych warunkach. Sytuacja taka ma miejsce jesli dwuwarstwa lipidowa
wzbogacona jest w lipidy kationowe, takie jak DOTAP (13), ktore jednak z reguty nie
wystepujg w naturalnych btonach. Do stabilnego zakotwiczenia DNA w btonie
konieczne jest dotgczenie do jego czgsteczki amfipatycznych grup chemicznych
zdolnych do penetracji hydrofobowego zrebu dwuwarstwy lipidowej (14)*.
Zastosowanie takiego podejscia w toku prowadzonych przez nas badan zaowocowato
uzyskaniem pierwszej opisanej w literaturze struktury origami DNA zakotwiczonej w
btonach fosfolipidowych (15)*. Wybor reszt cholesterolowych potgczonych z DNA za
posrednictwem tgcznika trietylenoglikolowgo (TEG) podyktowany zostat obserwowang
przeze mnie wysokg efektywnoscig kotwiczenia krétkich oligonukleotydéw do btony za
ich posrednictwem (Czogalla i wsp. - dane nieopublikowane). Tego typu kotwice
btonowe nie wpltywajg znaczgco na strukture i dynamike dwuwarstwy lipidowej oraz
nie indukujg kondensacji lipidow btonowych (16). W naszej pracy wykorzystaliSmy
czgsteczki origami DNA o silnie wydtuzonym ksztatcie (dtugos¢ 422 nm, Srednica 6
nm) i strukturze peczka szesciu helis (ang. six-helix bundle), ktérych wiasciwosci
mechaniczne zostaly juz wczedniej bardzo dobrze poznane (17). Osiem kotwic
btonowych zostato rozmieszczonych symetrycznie po jednej stronie peczka helis
wzdtuz catej czgsteczki w postaci dwoch grup odlegtych od siebie o 84 nm, podczas

gdy odlegto$¢ pomiedzy poszczegolnymi kotwicami w grupie wynosita 42 nm. Po



przeciwnej stronie rozlokowano znaczniki fluorescencyjne (Alexa488) umozliwiajgce
Sledzenie zachowania sie czgsteczek w mikroskopii konfokalnej (Rycina 1). Dzieki
takiej funkcjonalizacji uzyskalismy struktury, ktére w sposéb spontaniczny wigzaty sie
do dwuwarstwy lipidowej ogromnych pecherzykéw jednowarstwowych (ang. giant
unilamelar vesicles - GUVs) przy stezeniu soli zblizonym do fizjologicznego (10 mM
HEPES, 150 mM NacCl, pH 7,5). Proces wigzania do btony w duzym stopniu byt
niezalezny od jej sktadu lipidowego, obecnosci lipidow z ujemnie natadowang czescig
gtowowg i rozmiaru pecherzykéw (w zakresie srednicy 1-100 um). Takie zachowanie
byto bezposrednim odzwierciedleniem obecnosci kotwic cholesterolowych
eksponowanych na powierzchni badanych czgsteczek origami DNA, gdyz analogiczne
struktury pozbawione tych elementow funkcjonalnych wykazywaty powinowactwo
jedynie do bton zawierajgcych dodatnio natadowane lipidy (np. DOTAP) w warunkach
niskiej sity jonowej. Obiecujgce wyniki opisanych eksperymentéw staty sie inspiracjg
do szerszego zastosowania lipofilnych nanostruktur origami DNA w badaniach bton

lipidowych zaréwno przez nasz jak i inne zespoty badawcze (14)*.

A C
T2 2PERELL

Rycina 1. Amfipatyczne nanostruktury origami DNA o architekturze peczka szesciu helis. (A)
Schemat nanostruktur z zaznaczonymi kotwicami cholesterolowymi (kolor Zzétty) oraz
fluoroforami Alexa 488 (kolor zielony) (15)*. (B) Reprezentatywny obraz nanostruktury
uzyskany za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). (C) Struktury origami
DNA wykorzystane do analizy dyfuzji rotacyjnej i translacyjnej na powierzchni dwuwarstwy
lipidowej (34)*.

Wielosktadnikowe modelowe systemy bton lipidowych mogg wykazywaé

koegzystencje faz, gdzie faza ciektokrystaliczna nieuporzadkowana (Ld) kontrastuje
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pod wzgledem uporzgdkowania i dyfuzji lateralnej lipidéw z fazg ciektokrystaliczng
uporzgdkowang (Lo). Wynika to z faktu, iz faza Ld zlozona jest gtéwnie z lipidow o
duzym stopniu nienasycenia tancuchéw acylowych, z kolei uporzgdkowanie fazy Lo
ma swoje zrédto gtdwnie w preferencyjnych oddziatywaniach niektérych fosfolipidow z
cholesterolem (18). Zjawisko to lezy u podstaw koncepcji tratw lipidowych,
wydzielonych strukturalnie i funkcjonalnie kompartymentow bton zywych komorek (19,
20). Sens biologiczny tratw lipidowych polega na selektywnej rekrutacji lipidéw i biatek
btonowych w obreb struktur btonowych o unikalnych wiasciwosciach i funkcjach.
Czynnikami predestynujgcymi biatka do lokowania sie w bardziej uporzgdkowanych
domenach btonowych moze by¢ geometria ich domen przezbtonowych, selektywne
oddziatywania z lipidami, badz tez odwracalna lub nieodwracalna lipidacja podczas
obrobki potranslacyjnej (21). Intensywne badania nad tymi mechanizmami wcigz
jednak nie doprowadzity do petnej identyfikacji owych czynnikéw oraz sposobu ich
regulacji. Opisane przez nas amfipatyczne czgsteczki origami DNA lokalizowaty sie w
przewazajgcej mierze w domenach Ld pecherzykéw GUV zbudowanych z
trojsktadnikowej mieszaniny lipidow (dioleilofosfatydylocholina, sfingomielina (lub
dipalmitoilofosfatydylo-cholina), cholesterol w stosunku molowym 2:2:1) przy
fizjologicznym stezeniu soli (15)*. Jednak po dodaniu do badanego uktadu jonéw
dwuwartosciowych (Mg?* lub Ca?*) do koncowego stezenia 10 mM, nastepowata
drastyczna zmiana objawiajgca sie petng relokacjg zwigzanych z btong czgsteczek
origami DNA do domen Lo w czasie nie przekraczajgcym jednej godziny. Co wiecej,
proces ten byt w petni odwracalny poprzez chelatowanie jondw dwuwarto$ciowych za
pomocg EDTA. Najprawdopodobniej zjawisko to jest odzwierciedleniem oddziatywan
jonowych DNA - lipidy, co sugeruje takze wynik eksperymentu, w ktérym
wprowadzenie do pecherzykéw liposomowych dodatnio natadowanego lipidu
(DOTAP) lokujgcego sie w fazie Ld skutkowato zahamowaniem opisanego zjawiska
relokacji badanych struktur. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem tego zjawiska
jest fakt, iz jony dwuwartosciowe oddziatujg z grupami fosforanowymi lipidow
zwitterjonowych (takich jak sfingomielina i fosfatydylocholina) prowadzac to do zmiany
orientacji czesci glowowych tych lipidéw i nadania im pozornie dodatniego fadunku
wypadkowego (22). Co wiecej, wigzanie jondw dwuwartosciowych do bton
zbudowanych z lipidow zwitterjonowych jest tym stabsze im wiekszy stopien
nienasycenia tancuchow acylowych tych lipidow (23). Tym samym, pod wzgledem
wspotczynnika podziatu pomiedzy btonowe fazy Ld i Lo, duze struktury origami DNA
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zakotwiczone w btonie za posrednictwem grup funkcyjnych TEG-cholesterol roznity sie
zasadniczo od krotkich oligonukleotyddéw kotwiczonych do btony w analogiczny
Sposob. Te ostatnie nie wykazywaty zadnych preferencji wzgledem lokowania sie do
domen lipidowych (Czogalla i wsp. - dane nieopublikowane). Zjawisko modulowane;j
jonami dwuwartosciowymi relokacji zwigzanych z btonami czgsteczek pomiedzy
domenami o réznym stopniu uporzgdkowania dwuwarstwy lipidowej nie zostato
dotychczas zidentyfikowane, jednak moze mie¢ duze znaczenie biologiczne. Wiele
procesow komorkowych wigze sie z masowym naptywem jonow wapnia do cytosolu.
W swietle przedstawionych wynikdéw jest wielce prawdopodobne, ze naptyw ten
indukuje relokacje pewnych biatek btonowych do tratw lipidowych, a tym samym
wptywa na funkcjonalnos¢ wieloczgsteczkowych komplekséw btonowych. Wyniki te
otwierajg takze nowe mozliwosci konstruowania nanomateriatow (w tym czgsteczek
biologicznie aktywnych) funkcjonalizujgcych btony biologiczne w selektywny i czuty na

warunki srodowiskowe sposob.

Bardzo waznym atrybutem czgsteczek zwigzanych z dwuwarstwg lipidowg jest ich
dyfuzja w ptaszczyznie btony. Szczegodlnie interesujgca jest dynamika molekut o
wydtuzonym ksztatcie, oddziatujgcych z btong lipidowg rownolegle wzgledem
ptaszczyzny tej ostatniej. Steryczne interakcje pomiedzy takimi czgsteczkami
przytagczonymi do btony, co mozna w wielu przypadkach odnies¢ do uktadu
dwuwymiarowego, mogg skutkowaé przejsciem fazowym od struktury izotropowej do
nematycznej. Tego typu przejscia fazowe mogg mieé¢ fundamentalne znaczenie w
funkcjonowaniu uktaddéw biologicznych. Pojawienie sie fazy nematycznej moze miec
duzy wpltyw na charakter wigzania peptydow o wydtuzonym ksztatcie do bton
lipidowych (24), a takze sScisle odnosi¢ sie do lokalnej krzywizny btony (25). Badania
eksperymentalne oraz przewidywania teoretyczne przeprowadzone w ostatnich latach
wskazujg, ze pierwszym etapem procesu odksztatcania bton biologicznych z udziatem
biatek z rodziny BAR, retikulonéw oraz kaweolin jest samoorganizacja zwigzanych z
btonami biatek w domeny nematyczne (26-29). Podkreslic nalezy, ze kazde z
wymienionych biatek charakteryzuje sie wydtuzonym ksztattem czgsteczek. W tym
kontekscie zaprojektowane przez nas struktury origami DNA ztozone z peczka szesciu
helis stanowity odpowiednie narzedzie do badania omawianych proceséw. Juz
wstepne obserwacje z uzyciem techniki odzysku fluorescencji po fotoblaknieciu
(FRAP, ang. fluorescence recovery after photobleaching) wykazaty, ze ruchliwos¢



czgsteczek origami DNA byta zalezna od ich stezenia na powierzchni btony (15)*. Aby
uzyska¢ bardziej szczegotowe dane o tym procesie, zastosowaliSmy technike
spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS, ang. fluorescence correlation spectroscopy)
do analizy czgsteczek origami DNA r6znigcych sie od siebie jedynie obecnoscig
znacznikébw w scisle okreslonych pozycjach. Sondy fluorescencyjne ulokowano w
centralnej czesci czgsteczki lub na jednym z jej koncéw (Rycina 1). Tak przygotowane
czgsteczki origami DNA swobodnie dyfundowaty na powierzchni ogromnych
pecherzykéw jednowarstwowych zbudowanych z DOPC (dioleilofosfatydylocholiny) w
srodowisku wodnym (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM MgClz, pH 7,5). Jednak
krzywe korelacyjne uzyskane przy niskich gestosciach powierzchniowych (ponizej 2
czgsteczek um~2) kazdej z wymienionych czgsteczek roznity sie znaczgco od siebie.
Objawiato sie to szybszym zanikiem funkcji autokorelacyjnej w przypadku struktur
znakowanych na koncu peczka szesciu helis. Przyczyng tego zjawiska jest udziat
skltadowej rotacyjnej dyfuzji zwigzanych z btong struktur origami DNA. Jesli srodek
masy czgsteczki jest znakowany fluorescencyjnie, a znacznik ma swobode reorientaciji
w nanosekundowej skali czasowej, fluktuacje fluorescencji w technice FCS sg
odzwierciedleniem ruchéw $rodka masy czgsteczki. Jesli jednak czgsteczka o
wydtuzonym ksztatcie i dtugosci wiekszej lub rownej Srednicy przekroju objetosci
detekcji zostanie wyznakowana fluorescencyjne na jednym z jej koncéw, fluktuacije
fluorescenciji niosg ze sobg dodatkowo informacje o rotacji czgsteczki i jej dynamice
konformacyjnej. Ostatni z wymienionych parametrow ma marginalne znaczenie w
przeprowadzonych eksperymentach FCS ze wzgledu na dtugos¢ sztywnosci (ang.

persistence length) znacznie przekraczajgcg dtugosé badanych molekut (17).

Analiza i interpretacja wynikéw uzyskanych w powyzszych eksperymentach FCS
wymagaty opracowania przez nas howego modelu pozwalajgcego na wyznaczenie
wspotczynnikdw dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej na podstawie funkcji korelacyjnej
(15)*. Punktem wyjscia byto zatozenie, ze wspotczynniki dyfuzji wzdtuz i w poprzek
dtugiej osi badanych czgsteczek (odpowiednio Di i D1) nie réznig sie znaczgco od
siebie. Ma to uzasadnienie dla zwigzanych z btonami fosfolipidowymi czgsteczek,
ktérych dtugos¢ jest porownywalna bgdz mniejsza niz tzw. dlugos¢ Saffmana-
Delbrucka (Isp) (30). Biorgc pod uwage przyblizong wartosc lepkosci powierzchniowe;j
bton zbudowanych z DOPC (13) oraz lepkos¢ wody (31) w warunkach pomiarowych,

Iso ma warto$¢ bardzo zblizong do dtugosci badanych struktur origami DNA, co



uzasadnia pominiecie zjawiska anizotropii dyfuzji w naszym uktadzie badawczym.
Funkcja autokorelacji fluorescencji moze mie¢ bezposrednie przetozenie na Srednio-
kwadratowe przemieszczenie (MSD, ang. mean square displacement) (32). Ruchy
Browna znacznika fluorescencyjnego zlokalizowanego w srodku masy czgsteczki
origami DNA nie sg zalezne od dyfuzji rotacyjnej wiec MSD jest liniowg funkcjg czasu.
Dla tej samej czgsteczki znakowanej na jednym z koncéw dyfuzja rotacyjna wptywa
na zaleznos¢ czasowg MSD w kroétkich przedziatach czasowych. Adaptujac wczesniej
opublikowane wyniki (32), uzyskaliSmy rownanie, ktére pozwolito powigzac zjawisko
dyfuzji rotacyjnej z pozornie zwiekszonym wspétczynnikiem dyfuzji obserwowanym w
naszych eksperymentach (15)*. Funkcja autokorelacji FCS dla czgsteczki wykonujgcej
ruchy Browna w przestrzeni dwuwymiarowej ptaszczyzny ogniskowej w obrebie
objetosci detekcji mikroskopu konfokalnego wyraza sie réwnaniem: G(t) = [(N)(1 +
(r2(0))/ré)171, gdzie (r?(7)) to MSD znacznika fluorescencyjnego przytgczonego do
czgsteczki, a (N) to srednia liczba czgsteczek w objetosci detekcji. Jezeli fluorofor jest
przytagczony do srodka masy czgsteczki o wydtuzonym ksztatcie, FCS niesie ze sobg
jedynie informacje o dyfuzji translacyjnej (r2(1)) = (r& 401 (r)) = 4Dy1. W przypadku
gdy fluorofor znajduje sie na konhcu czgsteczki, funkcja autokorelacji FCS
odzwierciedla zaréwno dyfuzje translacyjng jak i rotacyjng (r2(1)) = (r,niec(7)) =
4DrT + 1/2L2(1 — exp(—DR‘L')). Zastosowanie opracowanego przez nas podejscia do
analizy uzyskanych danych eksperymentalnych pozwolito wyznaczy¢ wspétczynnik
dyfuzji translacyjnej dla zwigzanych z btong czgsteczek origami DNA znakowanych
fluorescencyjnie w $rodku masy na D = 1,39 uym? s oraz wspoétczynnik dyfuzji
translacyjnej i rotacyjnej dla analogicznych czgsteczek znakowanych na jednym z
koncow na odpowiednio D = 1,42 ym? s i Dr = 87 rad? s*. Godnym podkreslenia jest
fakt, ze uzyskane przez nas wartosci wspotczynnikdéw dyfuzji sg bardzo zblizone do
wynikéw rozwazan teoretycznych (33). Opracowana przez nas metoda analizy dyfuzji
translacyjnej i rotacyjnej na powierzchniach bton biologicznych nabiera szczegdlnej
wartosci w perspektywie niedoboru alternatywnych metod o zblizonej precyzji,
pozwalajgcych okreslaé wspomniane parametry dla czgsteczek submikrometrowej

wielkosSci.

Kolejnym krokiem byto zastosowanie opracowanej przez nas metody opartej o FCS
do Sledzenia zmian dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej w funkcji stezenia czgsteczek

origami DNA na powierzchni dwuwarstwy lipidowej zbudowanej z DOPC (34)*. W celu
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unikniecia wptywu zjawiska dyfuzji kolektywnej na mierzone parametry, konieczne byto
zastosowanie dwoch populacji czgsteczek znakowanych réznymi fluoroforami. Alexa
488 przytgczana byta do czgsteczek, ktorych dyfuzje translacyjng i rotacyjng mierzono
tak jak to opisano powyzej. Z kolei fluoroforem Alexa 647 znakowano czgsteczki, ktére
stuzyly do zwiekszenia gestosci czgsteczek na powierzchni btony. Ostatni z
wymienionych parametrow okreslany byt na podstawie sumy amplitudy uzyskanych
funkcji autokorelacyjnych mierzonych w dwdch niezaleznych kanatach detekcji
fluorescencji. Wyznaczone wartosci wspoétczynnikow dyfuzji translacyjnej i rotacyjne;
badanych czgsteczek origami DNA pozostawaty na statym poziomie przy gestosci
czgsteczek nieprzekraczajgcej 2 um—2. Wartym podkreslenia jest fakt, ze tempo dyfuzji
zalezy od ilosci reszt cholesterolowych, dzieki ktérym badane struktury kotwiczg sie do
btony. Warto$ci obu z wymienionych wspotczynnikéw dyfuzji wzrosty znaczgco wraz
ze zmniejszeniem liczby kotwic btonowych na powierzchni czgsteczek origami DNA.
Na tej podstawie mozna wnioskowagc, ze badane struktury rzeczywiscie znajdujg sie
na powierzchni btony, a jedynymi elementami penetrujgcymi dwuwarstwe lipidowg sg
kotwice cholesterolowe. Przy gestosci czgsteczek origami DNA przekraczajgcej 2
um=2 obserwowali$my systematyczny spadek wartosci wspotczynnikdw dyfuzji
translacyjnej i rotacyjnej wraz ze wzrostem stezenia molekut na powierzchni btony,
przy czym efekt ten byt bardziej wyrazny w przypadku dyfuzji rotacyjnej. Opisane
Zjawisko nalezy traktowaé jako odzwierciedlenie postepujgcego zwiekszenia
czestotliwosci wzajemnych oddziatywan sterycznych pomiedzy czgsteczkami origami
DNA. W tym kontekscie godnym podkreslenia jest fakt, ze przebieg zaleznosci
wartosci  znormalizowanych  (wzgledem  wartosci  ekstrapolowanych  dla
nieskonczonego rozcienczenia) wspotczynnikow jest taki sam dla czgsteczek origami
DNA o osmiu i dwdch kotwicach lipidowych. Tym samym jako pierwsi
zaobserwowalismy inicjacje zjawiska przejscia z fazy izotropowej do fazy nematyczne;j
w ptaszczyznie btony biologicznej. Uzyskane wyniki odnieslismy do przeprowadzonych
przez nas symulacji Monte Carlo (MC) dynamiki sztywnych obiektow o stosunku
dtugosci do Srednicy dgzacym do nieskonczono$ci w przestrzeni dwuwymiarowej
(34)*. W okolicach punktu przejscia z fazy izotropowej w faze nematyczng, co miato
miejsce przy gestosciach czgsteczek sugerowanych we wczesniejszych pracach
teoretycznych (35), zaobserwowalismy stukrotny spadek wartosci wspoétczynnika
dyfuzji rotacyjnej wzgledem wartosci dla nieskonczonego rozcienczenia, podczas gdy
dla wspétczynnika dyfuzji translacyjnej zaobserwowano 2,5 krotny spadek. Co
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najwazniejsze, zalezno$¢ wspotczynnikdw dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej od gestosci
czasteczek wyznaczona w przeprowadzonych przez nas symulacjach ma przebieg
zgodny z wspomnianymi powyzej wynikami eksperymentalnymi uzyskanymi za
pomocg metody FCS. Fakt ten Swiadczy o tym, ze gtdwna role w obserwowanym przez
nas zjawisku przejscia od fazy izotropowej do fazy hematycznej na powierzchni bton
biologicznych odgrywajg bezposrednie interakcje steryczne pomiedzy czgsteczkami
origami DNA. Uzyskane przez nas wyniki mogg mie¢ bezposrednie odniesienie do
danych opublikowanych dla biatek zakrzywiajgcych btony (np. z rodziny BAR). Wynika
z nich, ze pierwszym etapem krytycznym dla funkcji biologicznej petnionej przez te
biatka o wydtuzonym ksztatcie czgsteczek jest ich organizacja w fazy nematyczne na
powierzchni btony (28). PrzejScia fazowe od struktury izotropowej do nematycznej
majg takze kluczowe znaczenie w wielu innych systemach, m.in. w organizaciji
przestrzennej czgstek tworzgcych nano-przyrzady, w spontanicznym sktadaniu
czgstek wirusow na powierzchniach czy tez podczas samoorganizacji wiokien

amyloidowych na granicy dwdch osrodkow ptynnych (36-38).

Odksztatcanie bton lipidowych przy udziale btonowych biatek peryferyjnych
zalezy nie tylko od gestosci czgsteczek tych biatek na powierzchni dwuwarstwy
lipidowej, lecz opiera sie takze na oligomeryzacji jednostek biatkowych. Propagacja
zjawiska lokalnego odksztatcania bton przez biatka z rodziny BAR jest Scisle zwigzana
z ich oligomeryzacjg w $cisle uporzgdkowane rusztowanie na powierzchni bton (39).
Pierwszoplanowg role odgrywajg tu oddziatywania lateralne pomiedzy
poszczegolnymi monomerami. Z kolei charakter generowanych odksztatcen Scisle
zalezy od geometrii biatkowych powierzchni oddziatujgcych z dwuwarstwag lipidowa, co
moze skutkowac pojawieniem sie wpuklen (generowanych przez biatka BAR i F-BAR)
(40) lub uwypuklen (I-BAR) (41) bton komodrkowych, badz tez stabilizacjg planarnych
struktur btonowych (PinkBAR) (42). Proces oligomeryzacji biatek BAR byt
przedmiotem wielu badan, wcigz jednak brakuje petnego opisu jego
fizykochemicznych podstaw. Jednym z rozwigzan moze by¢ zastosowanie w
badaniach tego zjawiska molekut o wiekszych mozliwosciach modulacji
poszczegblnych parametréw strukturalnych i funkcjonalnych w poréwnaniu do
natywnych biatek. Dlatego postanowilismy zbudowac struktury origami DNA
wykazujgce cechy biatek z rodziny BAR, ktore zidentyfikowano jako niezbedne w

procesie zakrzywiania bton (43)*. Przede wszystkim, struktury te posiadaty
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powierzchnie oddziatywania z btong o zdefiniowane] geometrii oraz powierzchnie
boczne umozliwiajgce wigzanie innych monomeréw. Konieczno$¢ kontrolowania
procesu oligomeryzacji wymusita na nas przygotowanie dwoch populacji tego typu
czgsteczek (A i B) (Rycina 2). Ich cechg wspdlng byta struktura przestrzenna
czgsteczki wraz z dziewiecioma Kkotwicami btonowymi (TEG-cholesterol)
eksponowanymi z ptaskiej powierzchni o wymiarach 40 x 50 nm. Po przeciwnej stronie
czgsteczki ulokowano dziesie¢ fluoroforow Alexa 488 (czagsteczki A) lub Alexa 647
(czgsteczki B) utatwiajgcych analize zachowania sie czgsteczek na powierzchni
dwuwarstwy lipidowej. Oligomeryzacja struktur byta mozliwa dzieki wzajemnej
komplementarnosci 11-sto nukleotydowych jednoniciowych wysiegnikow, w liczbie
szesciu na dwoch przeciwlegtych powierzchniach lateralnych czasteczek kazdej z
populacji. Odpowiedni dobdér wzajemnie komplementarnych sekwencji wysiegnikow
skutkowat tym, ze czgsteczki danej populacji nie oligomeryzowaty ze sobg, jednak
struktury A wigzaty sie do struktur B w Scisle okreslony sposob tworzgc bardzo
regularny uktad naprzemiennie nastepujgcych po sobie rzedéw ztozonych z jednej
populacji czgsteczek origami DNA, a kolejne rzedy byty przesuniete wzgledem siebie
o potowe szerokosci monomeru (Rycina 2). Takie zachowanie obserwowaliSmy w
mikroskopii elektronowej dla origami DNA niezwigzanych z btonami lipidowymi, jednak
oligomeryzacja zachodzita w ograniczonym stopniu, a wiekszo$¢ oligomerdéwr ztozona
byta z mniej niz pietnastu monomeréw. W swoich badaniach skoncentrowalismy sie
jednak na zachowaniu sie tych struktur po ich zakotwiczeniu w btonach pecherzykéw
lipidowych zbudowanych z DOPC, uzywajac mikroskopii konfokalnej i spektroskopii
korelacji fluorescencji (FCS). Zgodnie z naszymi przewidywaniami wszystkie badane
struktury origami DNA spontanicznie wigzaty sie do powierzchni pecherzykéw
lipidowych i dyfundowaty swobodnie w dwuwymiarowej przestrzeni powierzchni btony.
Wspotczynnik dyfuzji translacyjnej przy niskiej gestosci czgsteczek (<4 pm=2) wynosit
okoto 2,5 ym?s71, co stanowi okoto 1,6 krotno$¢ wartosci wspotczynnika dyfuzji
translacyjnej opisanych wczesniej amfipatycznych peczkéw szesciu helis zwigzanych
z btong (15, 34). Podobnie jak ostatnie z wymienionych, zaréwno czgsteczki A jak i B
wykazywaty preferencyjne oddziatywania z fazami Ld lub Lo bfton wykazujgcych
separacje faz, odpowiednio w nieobecnosci lub obecnosci jonéw dwuwartosciowych
(Czogalla i wsp. — dane nieopublikowane), co moze sugerowac, ze ta wlasciwosé
amfipatycznych origami DNA jest niezalezna od wielkosci i ksztattu czgsteczek.
Niezwykle interesujgce okazaty sie obserwacje pecherzykdw lipidowych majgcych na
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powierzchni oba typy struktur (A i B). Dyfuzja czgsteczek origami DNA byta znaczgco
spowolniona, a mierzone wartosci wspotczynnikéw dyfuzji byly odwrotnie
proporcjonalne do gestosci czgsteczek. Efekt ten byt szczegdlnie wyrazny po
przekroczeniu progu 4 um=2. Powyzej 10 ym~2 dyfuzja niemal catkowicie zanikata, co
wigzato sie z duzymi zaburzeniami krzywych autokorelacyjnych FCS. Drastyczne
spowolnienie dyfuzji objawiato sie takze brakiem odzysku fluorescencji po
fotoblaknieciu (FRAP) dla czasteczek origami DNA na powierzchni pecherzykow
lipidowych, przy czym nie miato to wptywu na dyfuzje lipidowych analogow
fluorescencyjnych (takich jak DiD, Dil) znajdujgcych sie w dwuwarstwie. Przy
gestosciach czgsteczek w zakresie 5-10 ym=2 obserwowali$my takze pojawienie sie
duzych oligomeréow na powierzchni pecherzykow, ktérych obraz w mikroskopii
konfokalnej byt identyczny w obu kanatach fluorescencyjnych (dla Alexa 488 i Alexa
647), co wskazuje na mechanizm oligomeryzacji zgodny z wczesniej przedstawionymi
zatozeniami  (Rycina 2D). Podobny obraz powstawania oligomeréw (fat
oligomerowych) na pecherzykach lipidowych byt wczesniej opisany dla biatek
optaszczajgcych btony biologiczne (44, 45). Nawet przy nizszych gestosciach
czgsteczek origami DNA (gdy pokrycie powierzchni wynosito okoto 1% powierzchni
btony) mogliSmy stwierdzi¢ wzajemne wigzanie sie struktur A i B w spektroskopii
wzajemnej (krzyzowej) korelacji fluorescencji (FCCS) (43)*. Obserwowana duza
amplituda krzywej FCCS $wiadczyta o duzym udziale frakcji komplekséw A+B, a
stopien wzajemnej korelacji obliczony wedtug wczesniej zaproponowanej metody (46)
wynosit okoto 65%. Chcac upewnic¢ sie, ze obserwowana oligomeryzacja wynika z
lateralnych oddziatywan pomiedzy dwoma populacjami czgsteczek mediowanych
przez hybrydyzujgce oligonukleotydy, przeprowadziliSmy analogiczne badania dla
nanostruktur A i B pozbawionych tych oligonukleotydéw. W tej sytuacji stopien
wzajemnej korelacji spadt ponizej 20%, co Swiadczy o drastycznym ostabieniu
wzajemnych oddziatywan, a mierzone wspétczynniki dyfuzji nie odbiegaty od wartosci

zarejestrowanych dla monomeréw A lub B analizowanych indywidualnie.
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Rycina 2. Amfipatyczne nanostruktury origami DNA wykazujgce zdolno$¢ do oligomeryzacji.
(A) Schemat struktury nanoczgsteczek: kotwice cholesterolowe (kolor z6tty), fluorofory Alexa
488 (kolor zielony), lepkie oligonukleotydy (kolor pomarahnczowy). (B) Schemat struktury
nanoczgsteczek w réznych orientacjach oraz (C) odpowiadajgce im obrazy uzyskane przy
pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). (D) Schemat oligomeryzacji dwoch
populacji nanoczgsteczek (z fluoroforami Alexa488 — kolor zielony, lub z fluoroforami Alexa
647 — kolor czerwony) oraz obraz TEM oligomeréw (43)*.

Zasadniczg kwestig byto zbadanie czy skonstruowane przez nas czgsteczki
origami DNA sg zdolne do deformacji bton biologicznych przy odpowiedniej gestosci
czgsteczek na powierzchni btony. Dobrze scharakteryzowanym punktem odniesienia
dla naszych badan byfo biatko z rodziny BAR — amfifizyna. Stopien pokrycia btony
czgsteczkami amfifizyny niezbedny do deformacji dwuwarstwy lipidowej zostat
oszacowany na okoto 1000 um= (47). Po poréwnaniu powierzchni oddziatujgcej z
btong dla domeny BAR amfifizyny (ok. 45 nm?/czgsteczke wedtug PDB ID: 4ATM) oraz
dla badanej struktury origami DNA (ok. 2000 nm?/czasteczke) ustalilismy, ze gestosé
czasteczek origami DNA przekraczajgca 10 ym=2 powinna odpowiada¢ wspomnianej
wartosci stopnia pokrycia btony niezbednej do deformacji btony. Przeprowadzone
przez nas obserwacje mikroskopowe pecherzykow lipidowych swiadczg, ze obecnosé
oligomeryzujgcych ze sobg struktur A i B na ich powierzchni w stezeniu
przekraczajgcym 10 um—2 powoduje wydatne odksztatcenie sie bfon tych pecherzykow

w stosunku do ich wyjsciowego, sferycznego ksztattu (43)*. Powstate po

15



oligomeryzacji origami DNA rusztowanie stabilizowato oddziatujgcg z nim btone, co
objawiato sie zwiekszong odpornoscig mechaniczng pecherzykow (Czogalla i wsp. —
dane nieopublikowane). Podkreslic nalezy, ze podobne odksztatcenia pecherzykow
lipidowych nie byly obserwowane w analogicznych eksperymentach z uzyciem struktur
A'i B pozbawionych wysiegnikoéw oligonukleotydowych. Fakt ten wskazuje na kluczowg
role miedzyczgsteczkowych oddziatywan lateralnych w procesie odksztatcania
dwuwarstwy lipidowej indukowanej czgsteczkami oddziatujgcymi z powierzchnig
btony. Obserwowane planarne deformacje btony mozna bezposrednio odnies¢ do
odksztatcen dwuwarstwy lipidowej pecherzykow powodowanych przez biatko
PinkBAR (42). Godnym podkreslenia jest fakt, ze indukcja analogicznych zmian
morfologicznych najprawdopodobniej wynika z pfaskiej geometrii powierzchni
oddziatujgcej z btong zaréwno w przypadku biatka PinkBAR jak i naszych struktur
origami DNA. Zastosowanie techniki origami DNA pozwolito nam w jednoznaczny
sposob zdefiniowa¢ role oligomeryzacji czgsteczek peryferyjnych w procesie
optaszczania i odksztatcania bton lipidowych oraz uzyska¢ dowody na korelacje
geometrii oddziatujgcych z biong powierzchni czgsteczek 2z charakterem
generowanych odksztatcen dwuwarstwy lipidowej. Dalsze badania had wspomnianymi
aspektami wymagajg skonstruowania nanoczgsteczek DNA o réznym stopniu
zakrzywienia powierzchni oddziatujgcych z dwuwarstwg lipidowg oraz wymiarach jak
najbardziej zblizonych do znanych biatek zakrzywiajgcych btone. Bardziej wymagajace
bedzie stworzenie czgsteczek origami DNA oddziatujgcych z ujemnie natadowanymi

lipidami btonowymi, analogicznie do wspomnianych biatek.

Omodwione prace stanowig znaczacy krok w strone niestandardowego podejscia
eksperymentalnego do badan proceséw zachodzgcych na powierzchni bton
biologicznych. W zainicjowanym przez nas podejsciu eksperymentalnym wiekszy
nacisk potozony jest na poznanie natury i mechanizmoéw tych proceséw niz na
strukture i funkcje czgsteczek odpowiedzialnych za przebieg tych proceséw w
warunkach naturalnych. Zastosowanie nanostruktur origami DNA pozwala w bardzo
precyzyjny i selektywny sposob manipulowaé¢ elementami strukturalnymi i
funkcjonalnymi czgsteczek w uktadzie, co wraz z kontrolg kluczowych parametrow
systemdw in vitro umozliwia precyzyjniejsze zdefiniowanie poszczegdlnych etapow
procesu biologicznego. Takie podejscie eksperymentalne umozliwito nam uzyskanie

wielu dotychczas nieosiggalnych informacji o procesach wigzania, dyfuzji i
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oligomeryzacji molekut na powierzchni dwuwarstwy lipidowej. Przeglad najnowszej
literatury wskazuje, ze zapoczatkowane przez nas badania sg kontynuowane przez
wiele grup badawczych znajdujgcych coraz szersze zastosowania amfipatycznych

struktur origami DNA.

Gtéwne wyniki stanowigce osiggniecie naukowe:

1. Uzyskano pierwsze amfipatyczne nanostruktury origami DNA.

2. Scharakteryzowano wigzania amfipatycznych nanostruktur origami DNA do bton o
réznym sktadzie lipidowym oraz okreslono wptyw wybranych jonéw jedno i
dwuwartosciowych na ten proces.

3. Okreslono zachowanie sie wspomnianych nanostruktur na btonach wykazujgcych
separacje faz ciektokrystalicznych Ld/Lo.

4. Opracowano nowg metodologie pomiaru dyfuzji czgsteczek, ktéra po raz pierwszy
pozwolita na precyzyjne okreslenie dwdch sktadowych dyfuzji: rotacyjnej i
translacyjnej dla czgsteczek submikrometrowych na powierzchni bton lipidowych
metodg spektroskopii korelacji fluorescencji.

5. Po raz pierwszy scharakteryzowano zaleznos¢ wartosci wspotczynnikow dyfuzji
translacyjnej i rotacyjnej od gestosci czgsteczek o wydtuzonym ksztafcie na
powierzchni btony, a tym samym opisano przejScie fazowe od struktury
izotropowej do nematyczne.

6. Uzyskano nanostruktury origami DNA zdolne do kontrolowanej oligomeryzacji na
powierzchni bton biologicznych.

7. Odtworzono proces odksztatcania dwuwarstwy lipidowej przy uzyciu nanostruktur
origami DNA i okre$lono parametry strukturalne i funkcjonalne kluczowe dla tego

procesu.

Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Przedmiotem moich zainteresowan w trakcie realizacji pracy licencjackiej byta
proteoliza spektryny przez kalpainy w stanach patologicznych komoérek. Wiele

publikacji wskazuje, ze kalpaina, proteaza cysteinowa zalezna od jonéw wapnia, jest
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jednym z enzymdéw wewnagtrzkomorkowych aktywowanych w pierwszej kolejnosci w
stanach neurodegeneracyjnych. Z kolei spektryna, gtéwny element szkieletu
btonowego komorek, jest substratem tej proteazy, a charakterystyczne fragmenty
proteolityczne tej reakcji stanowig wczesny objaw uruchomienia kaskady
mechanizmoéw prowadzgcych do smierci komorek nerwowych. Podjete przeze mnie
proby podsumowania i usystematyzowania wiedzy w tym zakresie zaowocowaty

opublikowaniem artykutu przeglgdowego (48).

Moja praca magisterska opierata sie na identyfikacji biatka bakteryjnego, ktére
wykazywato reaktywnosc z przeciwciatami skierowanymi przeciwko podjednostce beta
spektryny. W tym czasie kontrowersyjnym zagadnieniem byta potencjalna obecnos¢
spektryny lub biatek spektrynopodobnych w organizmach niezwierzecych. Pomimo iz
raportowano istnienie tego typu biatek w komorkach roslinnych, watpliwosci mogto
budzi¢ wykorzystywane podejScie eksperymentalne oparte jedynie o reaktywnos$é
elementow biatkowych komérek roslinnych z przeciwciatami rozpoznajgcymi epitopy
spektryny (49, 50). Naszym celem byto zastosowanie alternatywnego podejscia
umozliwiajgcego jednoznaczne zidentyfikowanie ,spektrynopodobnego” biatka w
komoérkach E.coli (51). Optymalizacja metody izolacji tego biatka pozwolita nam
uzyskac preparat o wysokiej czystosci, ktéry nastepnie analizowaliSmy z uzyciem
spektrometrii masowej. Pozwolito to na identyfikacje wspomnianego biatka jako
chaperoniny GroEL. Brak podobienstwa strukturalnego pomiedzy spektryng i GroEL
sktonit nas do szukania podobienstw na poziomie sekwencji aminokwasowej, co

doprowadzito do znalezienia potencjalnego epitopu wspolnego dla obu biatek.

W trakcie pieciomiesiecznego stazu w laboratorium kierowanym przez dr
Makusa Brauna (Bonn, Niemcy) uczestniczytem w projekcie dotyczgcym polimeryzacji
i reorganizacji aktyny w grawitropizmie ryzoidéw C.globularis. Uzyskane przez nas
wyniki wskazujg na fundamentalng role biatek kontrolujgcych polimeryzacje aktyny,
takich jak czynnik depolimeryzujgcy aktyne (ADF), profilina, wilina w polaryzacji

komorki i reakcji grawitropicznej ryzoidéw (52).

Celem mojego projektu doktorskiego byly badania strukturalne zaleznej od
ankiryny domeny wigzania lipidéw spektryny beta. Badania w tej tematyce byly przeze
mnie kontynuowane takze po uzyskaniu tytutu doktora. Jednym z gtéwnych elementow
spajajacych szkielet btonowy z dwuwarstwg lipidowg jest ankiryna. To wielodomenowe
biatko o roznorodnych funkcjach zastuguje na szczegdlng uwage, co byto przestankg
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do przygotowania przez nas pracy przegladowej na temat jego udziatu w réznorodnych
szlakach komorkowych (53). Ankiryna wigze sie miedzy innymi ze spektryng oraz
integralnymi biatkami btonowymi, takimi jak biatko przenoszgce aniony (AE1), i tym
samym stanowi o wiasciwosciach mechanicznych bton plazmatycznych. Duze
znaczenie fizjologiczne oddziatywania ankiryna — spektryna zostato spotegowane
zidentyfikowaniem w obrebie N-koncowej czesci spektrynowej domeny wigzgcej
ankiryne miejsca oddziatywania z lipidami (54). Wynikneta stad pilna potrzeba
poznania struktury przestrzennej wspomnianej domeny. W naszych badaniach
skoncentrowalismy sie na ekspresjonowanych w komorkach bakteryjnych
fragmentach erytrocytarnej spektryny beta obejmujgcych domene wigzania ankiryny.
Zastosowalismy metode ukierunkowanego znakowania spinowego (SDSL) w
potgczeniu z spektroskopig elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).
Wiasne doswiadczenia z wspomniang metodologig oraz bogate zZrodta literaturowe
staty sie podstawg przygotowanej przez nas pracy przegladowej opisujgcej spektrum
zastosowan SDSL i EPR w biologii strukturalnej (55). W pierwszym etapie realizacji
omawianego projektu skoncentrowaliSmy sie na pomiarze odlegtosci pomiedzy
poszczegdlnymi parami reszt aminokwasowych na podstawie analizy stopnia
poszerzenia widma EPR wynikajgcego z wzajemnych oddziatywan wprowadzonych
do biatka znacznikéw spinowych (56). Uzyskane w ten sposob wyniki podparte analizg
spektroskopii dichroizmu kotowego oraz modelowaniem komputerowym pozwolity
stworzy¢é pierwszy model strukturalny N-koncowej czesci spektrynowej domeny
wigzania ankiryny (57). Kontynuacja tych badan polegata na ich rozszerzeniu o analize
wzajemnej odlegtosci oraz ruchliwosci znacznikdw spinowych wprowadzonych w
Scisle okreslone miejsca zarbwno w obrebie badanej domeny jak i poza nig, przed i po
zwigzaniu badanych fragmentéw biatkowych z btonami lipidowymi (58). Pozwolito nam
to opisa¢ zmiany konformacyjne badanej struktury indukowane oddziatywaniem z
lipidami polegajace na czesciowej destabilizacji trzeciorzedowej struktury trojhelikalnej
oraz wyjasni¢ mechanizm interakcji jej reszt hydrofobowych z dwuwarstwg lipidows.
Komplementarne wyniki uzyskali$my przy uzyciu metod fluorescencyjnych opartych o
pomiar zmian widma emisji i wygaszania fluorescencji reszt tryptofanu (59). W
pozniejszym czasie trzy zespoty badawcze niezaleznie od siebie opublikowaty wyniki
badan krystalograficznych spektrynowej domeny wigzania ankiryny (60-62). Modele
krystalograficzne okazaly sie w duzej mierze zbiezne z modelem opracowanym

wczesniej przez nas, jednak ostatni z wymienionych wnosit do catosci obrazu bardzo
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duzo dodatkowych informacji odnoszgcych sie zaréwno do detali strukturalnych biatka
znajdujgcego sie w bardziej zblizonym do fizjologicznego srodowisku wodnym, jak i do
zmian konformacyjnych zwigzanych z funkcjg fizjologiczng petniong przez badang
domene biatkowg (63). Kontynuacja naszych badan nad domeng wigzania lipidow
spektryny beta zaowocowata identyfikacjg czterech reszt hydrofobowych
odgrywajgcych najwiekszg role w zaleznych od ankiryny oddziatywaniach z btonami
(64). Praca ta oparta na dogtebnej analizie z uzyciem modelowych systemow
btonowych, metod modelowania struktur biatkowych jak réwniez komorek w
hodowlach in vitro oraz izolowanych erytrocytbw doprowadzita nas takze do
wyjasnienia znaczenia fizjologicznego badanego miejsca w oparciu o jego role w
stabilizacji struktury spektrynowego szkieletu btonowego. Z kolei prowadzone przez
nas badania nad interakcjami spektryny z ankiryng dowiodty szczegdlnego znaczenia
oddziatywan hydrofobowych w tworzeniu stabilnego kompleksu obu biatek oraz
pozwolity na identyfikacje rest aminokwasowych kluczowych dla tego typu
oddziatywan w obrebie ankirynowej domeny ZU5 (65).

W kregu moich zainteresowan badawczych jest takze zagadnienie oddziatywan
innych peryferyjnych biatek btonowych z dwuwarstwg lipidowg. Szczegodlnie
interesujgca w tym kontekscie jest kwestia mechanizméw specyficznego
rozpoznawania lipidow sygnalnych, takich jak fosfatydyloinozytoli i kwasu
fosfatydowego. Ta tematyka byta juz wczesniej bardzo szeroko eksplorowana, jednak
zagadkg wcigz pozostaje stosunkowo niska specyficzno$¢  wiekszosci
zidentyfikowanych dotychczas domen biatkowych wzgledem poszczegdlnych klas
lipiddw btonowych (66). Nasuwa to przypuszczenie, ze biatka rozpoznajg nie tylko
poszczegolne czgsteczki lipidowe w dwuwarstwie, ale takze fizyczne wtasciwosci tej
ostatniej, takie jak stopien uporzgdkowania lipidow, krzywizna i tadunek
powierzchniowy. Sktonito nas to do zaproponowania modelu, opisanego w jednej z
naszych prac przegladowych (1). W modelu tym bardzo wazng role w oddziatywaniach
lipid-biatko odgrywa sposob prezentaciji lipidow w obrebie btony co moze objawiac sie
m.in. zmianami konformacyjnymi gtéwek polarnych lipidow, wptywem na ich jonizacje
jak i zwiekszong ekspozycjg rozpoznawalnych przez biatka elementéow czgsteczek
lipidowych. Wynika to z duzej réznorodnosci chemicznej komponentéw lipidowych bton
biologicznych, co skutkuje bogactwem réznego rodzaju interakcji pomiedzy

komponentami i zmiennoscig parametrow fizykochemicznych dwuwarstwy. Dlatego,
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jak podkreslamy w omawianej pracy przegladowej, w badaniach nad specyficznoscig
biatek peryferyjnych wazne jest uzycie réznych, wzajemnie komplementarnych
modelowych systemow btonowych. Takie wtasnie podejscie zastosowaliSmy w
badaniach nad specyficznoscig domeny FYVE biatka Spir wchodzgcego w sktad
kompleksu inicjujgcego polimeryzacje aktyny na powierzchni bton pecherzykow
transportowych (67). Dzieki uzyciu m.in. pecherzykdw lipidowych o szerokim spektrum
Srednicy oraz kilku komplementarnych wzgledem siebie metod eksperymentalnych
udato nam sie wykaza¢, ze wspomniana domena wigze sie niespecyficznie do bton o
negatywnym fadunku, co z kolei wptywa na jej oddziatywania intramolekularne.
Intensywne badania nad specyficznoscig oddziatywania biatek peryferyjnych z lipidami
sygnalnymi sg przez nas kontynuowane z naciskiem na okres$lenie wptywu innych
lipiddw na prezentacje fosfatydyloinozytoli i kwasu fosfatydowego w btonie.
Dotychczas uzyskane wyniki wskazujg na duzy wptyw cholesterolu na oddziatywania
biatek ze wspomnianymi fosfolipidami (Czogalla i wsp. — publikacja w przygotowaniu).
Ma to ogromne znaczenie biologiczne w kontekscie istnienia stromego gradientu
stezenia cholesterolu w btonach organelli na szlaku sekrecyjnym komorek

eukariotycznych.

Kolejnym zagadnieniem bedgcym w kregu moich zainteresowan jest
wykorzystanie pecherzykow lipidowych (liposoméw) jako nosnikéw lekow. Spore
doswiadczenie w tej dziedzinie zdobylem w czasie pracy dla przemystu
farmaceutycznego. Jednak ze wzgledu na aplikacyjny charakter prowadzonych przeze
mnie prac publikacja uzyskanych wynikow byta w duzej mierze ograniczona.
Reprezentatywng dla badan prowadzonych przeze mnie w tym okresie moze by¢
praca przeglgdowa dotyczgca liposomowych postaci cyklosporyny A (68). W
pozniejszym okresie bratem udziat w badaniach dotyczgcych liposomowych nosnikow
kwaséw nukleinowych w celowanej terapii przeciwnowotworowej. Naszym celem byto
stworzenie formulacji liposomowych charakteryzujgcych sie wysokg wydajnoscig
transfekcji, stabilno$cia oraz specyficznoscia wzgledem docelowych komorek
nowotworowych. Udato sie nam stworzy¢ nosniki wykazujgce wszystkie te cechy dzieki
zastosowaniu czynnika kompleksujgcego kwasy nukleinowe (lipid kationowy badz
polietylenoimina) oraz zamknieciu powstatych komplekséw w otoczce lipidowe;j
posiadajgcej na swojej powierzchni zarowno tancuchy polietylenoglikolowe, jak i

przeciwciata skierowane przeciwko markerowi powierzchniowemu limfoidalnych
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komérek nowotworowych (CD20) (69). Tak zbudowany nosnik oligonukleotydow

antysensowych skerowanych przeciwko mRNA kodujgcym antyapoptotyczne biatko

Bcl-2 wykazywat wysokg skutecznosc¢ przeciwnowotworowg zaréwno w hodowlach

komorkowych w warunkach in vitro jak i w testach na myszach z nowotworem

indukowanym przez podskorne podanie komoérek ludzkiego chitoniaka Burkitta. Nasz

preparat zostat skonstruowany tak, aby mozliwe byto uzycie réznych lekéw opartych o

kwasy nukleinowe oraz réznych czgsteczek kierujgcych do swoistych komorek

nowotworowych. Preparat ten zostat takze objety ochrong patentowg (70).
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