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Antybiotyki sa substancjami produkowanymi przez mikroorganizmy, ktérych gléwnym
zadaniem jest hamowanie dzialania drobnoustrojéw, a takze ich zabijanie. Z pewnoscia, odkrycie
przez Alexandra Fleminga w 1928 roku pierwszego antybiotyku jakim byla penicylina bylo
przelomem w tej dziedzinie, a dalsze badania zaowocowaly opracowaniem nowych metod
syntezy tego typu zwigzkow. Wyrdznia si¢ wiele rodzajow antybiotykéw wérdéd ktérych mozna
wymieni¢ oprocz wspomnianej juz penicyliny, takze cefalosporyny, tetracykliny, aminoglikozydy
czy makrolidy. W grupie antybiotykéw najnowszej generacji znalazly sie glicylocykliny,
oksazolidynony, lipiarmycyny oraz cykliczne lipopeptydy. Do ostatniej grupy nalezy m.in.
daptomycyna — lipopeptyd dosy¢ dobrze juz poznany i stosowany w leczeniu zakazen
wywolanych przez bakterie gram-dodatnie. Jednym z najwigkszych probleméw wspoliczesnej
medycyny jest nabywanie opornosci przez niektore bakterie na obecne stosowane antybiotyki.
Wynika to przede wszystkim z ich naduzywania. Dlatego tez, naukowcy poszukuja nowych
alternatywnych substancji przeciwbakteryjnych, ktére beda w stanie obej§¢ problem

antybiotykoopornosci dzigki odmiennym mechanizmom dzialania w poréwnaniu do aktualnie

znanych lekéw.

Niniejsza praca doktorska dotyczy biomimetycznych filméw lipidowych oraz ich
oddziatywania z lipopeptydami o wlasciwosciach antybakteryjnych. Do badan wykorzystalam
przedstawicieli dwoch grup lipopeptydow: cykliczna daptomycyne oraz syntetyczne lipopeptydy
stanowigce liniowe pochodne batacyny. Metody wykorzystujace filmy lipidowe na stalym
podlozu badZ na granicy faz powietrze-woda byly doskonalym narzedziem do zbadania
oddzialywan  wymienionych lipopeptydow 2z membranami lipidowymi o  skladzie

reprezentatywnym dla bakterii gram-dodatnich oraz gram-ujemnych.



Najwazniejszym celem mojej pracy doktorskiej byto sprawdzenie czy oraz w jaki sposéb
lipopeptydy, takie jak daptomycyna badz liniowe pochodne batacyny, oddzialuja z

biomimetycznymi filmami lipidowymi, oraz jaki jest ewentualny mechanizm ich dzialania.

Pierwszy etap badan obejmowal analiz¢ biomimetycznej membrany lipidowej zbudowane;
z fosfatdyloetanoloamin (PE) i fosfatydylogliceroli (PG) pochodzacych z bakterii Escherichia coli.
Uklad do badan wybralam tak, aby mozliwie jak najlepiej odzwierciedlal prosty model
wewnetrznej blony bakterii gram-ujemnej (mieszanina PE:PG w stosunku molowym 8:2).
Poczatkowo, film PE:PG zostal uformowany na granicy faz powietrze-woda przy wykorzystaniu
metody Langmuira. Subfaza do badan byl bufor fosforanowy o pH wynoszacym 7,4. Otrzymane
izotermy, bedace zaleznoscia ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na
pojedyncza czasteczke, wykazaly, ze pojedyncze skladniki PE oraz PG zajmuja powierzchnie
wynoszaca odpowiednio ~ 67 A i~ 103 A, natomiast dla uktadu PE:PG warto$¢ ta Wwynosi
~ 72 A. Analiza warto$ci maksimum odwrotnosci wspolczynnika scisliwosci wykazala, ze
fosfolipid PE oraz mieszanina PE:PG znajduja si¢ w fazie cieklej skondensowanej, natomiast
fosfolipid PG w fazie cieklej rozprezonej. Nastepnie, sprawdzilam mieszalno$¢ skladnikéw
monowatstwy PE:PG dzigki analizie zmian warto$ci nadmiarowej powierzchni mieszania (4°*°)
oraz nadmiarowej energii swobodnej mieszania (AG®*©) w funkcji ci$nienia powierzchniowego.
Wyniki §wiadcza o tworzeniu si¢ oddzielnych domen w monowarstwie PE:PG (8:2) w granicach
ci$nienia powierzchniowego wynoszacego 30 — 35 mN/m (co potwierdzily réwniez zdjecia
uzyskane dzigki mikroskopowi kata Brewstera). W kolejnym etapie tej cz¢sci badan, dwuwarstwe
PE:PG (8:2) osadzilam na stalym podlozu (mice lub zlocie) przez spontaniczne rozkladanie
liposoméw (SUVs). Wykazalam, ze przy wykorzystaniu miki jako podioza otrzymuje si¢
membrang, gdzie mozna wyrézni¢ dwie domeny (L, i L.;), kt6re réznia si¢ miedzy soba wartoscia
modulu zginania oraz gruboscia, natomiast osadzenie na zlocie powoduje otrzymanie
jednorodnej dwuwarstwy PE:PG (8:2). Co wigcej, warto$§¢ modulu Younga dla dwuwarstwy
lipidowej PE:PG (8:2) osadzonej na zlocie jest poréwnywalna z wartosciq uzyskana dla fazy I,
gdy podlozem jest mika, jednakze uzyskalam nizsza warto§¢ modulu zginania. Z uzyskanych
zaleznosci mozna przypuszczaé, ze film osadzony na ztocie wykazuje bardziej nieuporzadkowany
badz ciekly charakter. Podsumowujac pierwszy etap badan mozna wnioskowaé, ze wybor
podtoza bedzie mial wplyw na morfologic membrany lipidowej, jak rowniez na jej wlasciwosci
nanomechaniczne. Co wigcej, na otrzymane réznice w budowie dwuwarstwy PE:PG (8:2) moze
mie¢ wplyw mechanizm rozkladania liposoméw na podlozu: dla miki jest to proces
jednoetapowy i bezposredni, natomiast dla zlota nast¢gpuje on przez utworzenie struktury

hemimicelarnej, a sam proces jest wieloetapowy.



W kolejnym etapie podjetam si¢ scharakteryzowania modelowej blony lipidowej tym
razem o skladzie charakterystycznym dla bakterii gram-dodatniej Staphylococcus aurens. Uklad do
badan stanowila mieszanina fosfatydylogliceroli POPG, DPPG oraz CL w stosunku molowym
1:1:2, a doswiadczenia prowadzone byly w roztworze zawierajacym bufor HEPES, chlorek
potasu oraz chlorek wapnia. Eksperymenty, ktére przeprowadzilam na granicy faz powietrze-
woda wskazuja, ze monowarstwa POPG:DPPG:CL (1:1:2) jest w fazie cieklej skondensowanej i
po przekroczeniu cisnienia powierzchniowego wynoszacego 20 mN/m otrzymuje si¢ jednorodny
uklad. Nastepny krok polegal na unieruchomieniu dwuwarstwy POPG:DPPG:CL (1:1:2) na
powierzchni elektrody zlotej przez rozkladanie liposoméw (SUVs). Elektrode zlota wstepnie
zmodyfikowalam tioglukoza, co pozwolilo wyeliminowaé¢ wplyw metalicznego podloza na
morfologic membrany. Nastepnie, dzigki wykorzystaniu szeregu réznych metod,

przeprowadzitam pelna analiz¢ badanej dwuwarstwy:

e QCM-D - potwierdzitam uzyskanie planarnej dwuwarstwy POPG:DPPG:CL (1:1:2) na
powierzchni Au(111);

e AFM — potwierdzilam jednorodnos$¢ badanej dwuwarstwy;

e SEIRAS — uzyskalam informacj¢ o utworzeniu rezerwuaru wodnego miedzy dwuwarstwa
lipidowa a osadzona monowarstwa tioglukozy, a rezerwuar ten ma wplyw na zmiane
wlasciwosci nanomechanicznych dwuwarstwy — po raz pierwszy zostalo zaobserwowane,
ze utworzona ,,poduszka” wodna wplywa na warto§¢ modulu Younga, ktéry maleje wraz
ze wzrastajaca hydratacja dwuwarstwy; dodatkowo warto zaznaczy¢, ze obecnosé wody
migdzy zmodyfikowanym podlozem a polarnym regionem dwuwarstwy powoduje jej

odsunig¢cie od powierzchni podltoza i zmniejszenie sztywnosci.

Nastepnie, do uktadu POPG:DPPG:CL (1:1:2) wprowadzilam daptomycyne. Uzyskane wyniki
wskazuja na wbudowywanie si¢ lipopeptydu do badanej monowarstwy (metoda Langmuira), jak
réwniez na zwigckszenie przepuszczalnosci filmu lipidowego pod wplywem dzialania
daptomycyny (elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna, EIS). Uzyskany rezultat potwierdza
przedstawiany w literaturze efekt depolaryzacji blony bakteryjnej pod wplywem dziatania
lipopeptydow. Nalezy réwniez wspomnie¢ o wysokim wplywie potencjatu przylozonego do
elektrody na mozliwe wbudowywanie si¢ daptomycyny (woltamperometria zmiennopradowa,
ACV) i formowanie napigciowo-zaleznych poréw/agregatow w dwuwarstwie. Dodatkowo, w
Zakladzie Genetyki Bakterii Wydzialu Biologii Uniwersytetu Woarszawskiego w  grupie
prof. dr. hab. Dariusza Bartosika zostaly przeprowadzone badania biologiczne (wyznaczenie

minimalnego ste¢zenia hamujacego oraz wplyw daptomycyny na wzrost réznych szczepdw



bakterii w czasie rzeczywistym), ktére potwierdzily dzialanie daptomycyny jedynie wzgledem

bakterii gram-dodatnich.

Ostatni etap badan opieral si¢ na wykazaniu oddzialywania zsyntezowanych liniowych
analogbéw batacyny z filmami lipidowymi reprezentujacymi bakterie gram-dodatnie (S7aphylococcus
anrens) 1 gram-ujemne (Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa). Syntetyczne lipopeptydy zbudowane
byly z kwasu 4-metyloheksanowego oraz réznych ilosci kwasu L-2,4-diaminomastowego. Zostaly
oznaczone jako: C7-xXXLfX, C7-xXLfX, C7-xLfX, a catkowity ladunek wynosil odpowiednio
+5, +4, oraz +3. Réwniez w tym przypadku zostaly przeprowadzone badania biologiczne
(minimalne ste¢zenie hamujace, MIC), jednakze wyniki wskazuja na niska lub znikoma aktywnosé
wzgledem réznych szczepéw bakterii gram-dodatnich, jak 1 gram-ujemnych. W celu zbadania
wplywu badanych lipopeptydow wzgledem membran lipidowych charakterystycznych dla
réznych rodzajéw bakterii, wykorzystalam metode Langmuira. Dla kazdego z badanych ukladéw
(POPE:DPPG:POPG; POPE:DPPG:POPG:CL; POPG:DPPG:CL. w stosunkach molowych
odpowiednio 8:1,5:0,5; 6:1,5:0,5:1; 1:1:2) zaobserwowalam efekt uplynniania filmu lipidowego w
efekcie dziatania lipopeptydéw. Wykazatam, ze wielko§¢ tadunku czasteczki lipopeptydu ma
wplyw na efektywnos$¢ jego wbudowywania si¢ w monowarstwe. Przeprowadzilam réowniez
doswiadczenia majace za zadanie sprawdzi¢ dynamike¢ oddzialywania zsyntezowanych
lipopeptydow ze skompresowang monowarstwa (charakterystyczng dla danego ukladu) do
ci$nienia wynoszacego 35 mN/m. Eksperymenty te pozwolily na stwierdzenie, ze kazdy z
lipopeptydow bedacy liniowa pochodna batacyny, nie penetrowal badanej monowarstwy, a
jedynie adsorbowat si¢ w okolicach jej gléw polarnych fosfolipidéw. Rezultat ten moze wynikac z
wysokiej bariery dla reorientacji czasteczek badanych lipopeptydow, na co maja wplyw

oddziatywania elektrostatyczne w okolicach gtéw polarnych filmu lipidowego.



