Streszczenie
Błony biologiczne są samoorganizującymi się dwuwarstwowymi strukturami złożonymi z wielu różnych lipidów oraz z osadzonych w nich białek. Pełnią one funkcję dynamicznej bariery oddzielającej matryce wewnątrz- i zewnątrzkomórkowe i okalającej różne organelle wewnątrz-komórkowe. Samoorganizacja błon lipidowych jest konsekwencją amfifilowej natury lipidów i tendencji do unikania oddziaływań hydrofobowych między wodą a hydrofobowymi ogonami lipidów. Jednocześnie polarne główki lipidów są stabilizowane przez powłokę hydratacyjną. W związku z tym nie tylko interakcje lipid-lipid i lipid-białko, ale także oddziaływania między lipidami i cząsteczkami wody uwadniającymi błonę odgrywają znaczącą rolę w definiowaniu struktury, organizacji i dynamiki błony i jej składników. Co ciekawe, błona nie zawsze doświadcza warunków obfitego nawodnienia - wiele procesów biochemicznych, takich jak fuzja komórek, wnikanie wirusów, zapłodnienie, neurotransmisja lub adsorpcja makrocząsteczek, wiąże się z lokalnym i przejściowym odwodnieniem błony. Dyfuzja lipidów jest podstawowym procesem w błonie komórkowej, który aktywnie i stale przyczynia się do reorganizacji składników błony, utrzymania homeostazy lipidów, transdukcji sygnałów, sygnalizacji komórkowej i transportu. Dlatego też kluczowe jest zrozumienie, w jaki sposób uwodnienie błony wpływa na dynamikę lipidów i organizację błony. Jednak badania wpływu lokalnego uwodnienia błony na jej strukturę, a w szczególności na dyfuzyjność składników błony, były dotychczas utrudnione przez wyzwania związane z przygotowaniem błon odpornych na osuszanie. W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiłam swoje badania nad dynamiką lipidów w różnych warunkach hydratacji poprzez opracowanie metody pozwalającej na zachowania nienaruszonej struktury błony lipidowej wystawionej na wiele cykli odwodnienia i rehydratacji. Wykorzystując mikroskopię fluorescencyjną i technikę odzyskiwania fluorescencji po fotowybielaniu (z ang. FRAP - fluorescence recovery after photobleaching), wykazałam, że powłoka hydratacyjna wokół główek lipidów ułatwia dyfuzję lateralną lipidów, działając jako wodny 'smar'. Współczynnik dyfuzji (D) lipidów stale maleje wraz ze spadkiem wilgotności względnej (RH) środowiska błony z 90% RH do 50% RH, podczas gdy poniżej 50% RH mobilność lipidów pozostaje prawie stała, co wskazuje na kluczową rolę odgrywaną przez cząsteczki wody desorbowane z otoczki hydratacyjnej wokół główek lipidów. Dla odwodnionej błony (0% RH) obserwuje się około sześciokrotny spadek wartości D w stosunku do w pełni uwodnionej błony. Co więcej, zmiana wartości D lipidów jest całkowicie odwracalna i powtarzalna wraz ze zmianą stanu uwodnienia błony i co ważne, jest ona wrażliwa na zmiany uwodnienia błony rzędu kilku cząsteczek wody przypadających na lipid. Opierając się na tej silnej zależności i wysokiej czułości, zaproponowaliśmy pomiar dyfuzji lipidów jako narzędzie do określania hydratacji w celu badania lokalnych heterogeniczności nawodnienia błon lipidowych. Następnie rozszerzyłam badania na interakcje lipid-woda-jon w kontekście dyfuzji lipidów, ponieważ jony są istotnymi składnikami interfejsu lipid-woda i modulują strukturę hydratacji lipidów. Odkryłam, że jony Na+ i K+ wspierają mobilność lipidów po częściowej dehydratacji błony poprzez wzmocnienie powłoki hydratacyjnej wokół główek lipidowych PC. Natomiast jony Ca2+ i Mg2+ nie wykazują tego efektu. Wreszcie, skupiłam się na wyjaśnieniu dokładnej natury mechanizmu dyfuzji lipidów w różnych warunkach nawodnienia błony. Wykorzystując spektroskopię korelacji fluorescencji (z ang. FCS - fluorescence correlation spectroscopy), wykazałam, że lateralna dyfuzja lipidów przekształca się w anomalną subdyfuzję w przypadku braku zewnętrznej warstwy hydratacyjnej błony, w przeciwieństwie do swobodnej dyfuzji zachodzącej w całkowicie uwodnionej błonie. Reasumując, badania przedstawione w niniejszej rozprawie rzucają światło na znaczenie warstwy hydratacyjnej wokół główek lipidów i interakcji lipid-woda-jon w definiowaniu lateralnej dyfuzji lipidów w biomimetycznych błonach oraz zapewniają nowe spojrzenie na interakcje molekularne podczas procesów odwadniania/nawadniania błon lipidowych. Badania te mają zatem istotne implikacje w dziedzinie biologii błon, biofizyki i chemii fizycznej.
