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ABSTRACT

Biomembranes play many structural and functional roles in both prokaryotic
and eukaryotic cells [10]. They define compartments, the communication between
the inside and outside of the cell. The main components of biomembranes are
lipids and proteins, which form protein-lipid bilayer systems [10]. A structure and
physicochemical properties of protein-lipid membranes, which determines biolo-
gical activities of biomembranes, are strongly dependent on interactions between
lipid and protein components and external agents such as a temperature, pH, and
a membrane hydration [4]. A lipid bilayer matrix serves as a perfect environment
for membrane proteins (Fig. 1), and it assures activities of these proteins. Because
biomembranes are composed of many different groups of lipids and proteins and
have a complex structure, it is difficult to study in details their physicochemical
properties using physicochemical methods. For these reason, lipid membranes of
liposomes are used in many scientific laboratories for studding processes associated
with a lipid phase transition, a membrane hydration, or protein-membrane inte-
ractions. The structure of liposomes (Fig. 5), and an influence of pH and an ionic
strength on a lipid bilayer structure are discussed in the presented work. The role
of membrane proteins in determination of biological activities of biomembranes is
highlighted. A high variety of a structure and an enzymatic activity of membrane
proteins is responsible for a high diversity of biological functions of cell membra-
nes [2]. a-Lactalbumin («-LA) is a peripheral membrane protein (Figs 8 and 9), its
biological function is strongly related to its conformational structure and interaction
with lipid membranes [49]. The complex of a-LA in a molten globule conformatio-
nal state with oleic acid, termed as a HAMLET complex, are disused in a context of
its anti-tumor activity.

Keywords: lipid-protein interactions, DPPC liposomes, phase transitions,
a-lactalbumin, complex HAMLET/BAMLET, molten globule state
Stowa Kkluczowe: odziatywania biatko-lipid, liposomy DPPC, przejscia fazowe,
a-laktoalbumina, kompleks HAMLET/BAMLET, stopiona globula
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

a-laktoalbumina (ang. alactalbumin)

kompleks bydlecej a-laktoalbuminy i kwasu oleino-
wego indykujacego apoptoze komoérek nowotwo-
rowych (ang. bovine a-lactalbumin made lethal to
tumor cells)

krytyczne stezenie micelizacji (ang. critical micelle
concentration)

dipalmitoilofosfatydylocholina (ang. dipalmitoilpho-
sphatidylcholine)

fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii,
homoFRET — efekt wystepujacy migdzy flourofo-
rami jednego rodzaju (ang. fluorescence resonance
energy transfer)

gigantyczne jednowarstwowe liposomy (ang. giant
unilamellar vesicles)

galaktozylotransferaza (ang. galactosyltransferase)
kompleks ludzkiej alactoalbuminy i kwasu oleino-
wego indykujacego apoptoze komodrek nowotwo-
rowych (ang. human alactalbumin made lethal to
tumor cells)

heksagonalna symetria upakowania (ang. hexagonal
packing)

normalna faza heksagonalna (ang. normal hexagonal
phase)

odwrocona faza heksagonalna (ang. inverted hexago-
nal phase)

lamelarna faza cieklokrystaliczna (ang. lamellar
liquid crystalline)

lamelarna faza zelowa (ang. lamellar gel phase)
lamelarna faza krystaliczna (ang. lamellar crystalline
phase)

duze jednowarstwowe liposomy (ang. large unila-
mellar vesicles)

stopiona globula (ang. molten globule)
wielowarstwowe liposomy (ang. multilamellar vesic-
les)

wielopgrzechykowe liposomy (ang. multivesicular
vesicles)

ortorombowa symetria upakowania (ang. orthorhom-
bic packing)
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OLV — kilkuwarstwowe liposomy (ang. oligolamellar vesic-
les)

P, — pofalowana faza zelowa (ang. rippled gel phase)

P, — pofalowana faza zelowa (ang. rippled gel phase)

PC — fosfatydylocholiny (ang. phosphatidylcholines)

S — parameter upakowanie czasteczki lipidu

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl! sulfate)

SUV — male jednowarstwowe liposomy (ang. small unila-
mellar vesicles)

T, — temperatura gtdbwnego przej$cia fazowego (ang. main
phase transition temperature)

T, — temperature przedprzej$cia (ang. pretransition tem-
perature)

T — temperature subprzejscia (ang. subtransition tempe-
rature)

T, — trojsko$na symetria upakowania (ang. triclinic pac-
king)

UDP-Gal — urydynodwufosforan galaktozy (ang. uridine dipho-

sphate glucose)
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WPROWADZENIE

Obecnos$¢ blon komoérkowych jest wspdlna cechg organizmoéw eukariotycznych
i prokariotycznych. Blony plazmatyczne izoluja komorki i nadaja im indywidualny
charakter. Dodatkowo, u eukariotow, btony wewnatrzkomorkowe otaczajg orga-
nelle, takie jak, mitochondria, jadro komorkowe, chloroplasty i lizosomy. Tworza
przedziaty migdzykomorkowe utrzymujace indywidualny sktad jonéw i okreslona
warto$¢ pH wydzielonej przestrzeni. Dzieki obecnosci specyficznych biatek btono-
wych dziatajacych jako kanaly, przekazniki, receptory, pompy czy transformatory
energii i enzymow, dwuwarstwy biatkowo-lipidowe uczestniczg w kontrolowanym
transporcie migdzy oddzielanymi obszarami i tym samym umozliwiajg ich integral-
no$¢. Odgrywaja takze zasadniczg role w komunikacji biologicznej uczestniczac
w przekazie informacji lub samodzielnie generujac sygnaty o charakterze chemicz-
nym lub elektrycznym. Tak réznorodne funkcje biologiczne jakie petnig blonowe
uktady biatkowo-lipidowe wystepuja dzieki ich specyficznej budowie, w ktorej lipi-
dowa macierz blonowa stanowi idealne srodowisko dla funkcjonowania biatek bto-
nowych o szerokim spektrum dziatania. Duza réznorodno$¢ w strukturze i sktadzie
chemicznym btonowych dwuwarstw lipidowych ogranicza ich szczegotowq analize
strukturalng w badaniach z wykorzystaniem metod fizykochemicznych. Z tego
powodu, w badaniach ztozonych uktadow bton biologicznych powszechnie stosuje
si¢ liposomowe modele bton lipidowych. Na ich podstawie zostang omoéwione
przejscia fazowe dwuwarstw lipidowych, ich hydratacja oraz wptyw kwasowosci
1 sity jonowej na struktur¢ bton lipidowych. W kolejnych rozdziatach pracy zosta-
nie podkreslona rola biatek btonowych, ktérych duza roznorodnos¢ w aktywnosci
jest odpowiedzialna za ztozone funkcje biologiczne bton komérkowych. Rola pery-
feryjnych bialek btonowych, zalezna od struktury modyfikowanej stanem fizyko-
chemicznym dwuwarstwy lipidowej i czynnikami zewngtrznymi zostanie opisana
na przyktadzie a-laktoalbuminy.

1. LIPIDOWE MATRYCE BLON

W 1925 r. Gorter i Grendel [1] na podstawie badan nad czerwonymi krwin-
kami dowiedli, ze blony biologiczne zawieraja lipidy zorganizowane w dwuwar-
stwy. Pt wieku pdzniej, Singer i Nicolson [2], zaprezentowali model btony biolo-
gicznej okreslany mianem ,,ptynnej mozaiki> W modelu tym rdzeniem blony jest
plynna dwuwarstwa lipidowa penetrowana przez biatka (Rys. 1). Blony biologiczne
cechuje asymetrycznos$¢ wynikajaca z obecnosci odrebnego typu lipidoéw i biatek
w wewnetrznej i zewnetrznej warstwie lipidowej. Biatka i niektore lipidy tworzace
zewnetrzng powierzchnie blony, dodatkowo zawierajg krétkie fancuchy cukrowe
i nazywane sa odpowiednio glikoproteinami i glikolipidami. Integralno$¢ sklad-
nikéw biatkowo-lipidowych blony biologicznej zapewniajg stabe oddzialywania
miedzyczgsteczkowe. Model ,,plynnej mozaiki” podkresla dynamiczno$¢ struktury
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blony biologicznej, ktorej komponenty wykazujg silng mobilnos¢ i zdolnos¢ do
wykonywania ruchéw lateralnych w obrebie blony [1].

Zgodnie z przedstawionym schematem blony biologiczne stanowig bardzo
zlozony i wieloskladnikowy uktad. Z tego powodu, w badaniach nad ich wlasciwo-
$ciami i oddziatywaniem z innymi czgsteczkami, powszechnie stosuje sie modelowe
sztuczne blony, w ktérych macierz lipidowa przedstawiona jest poprzez zoriento-
wang dwuwarstwe lipidowa, najczesciej jedno- lub dwusktadnikows [3].
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Rysunek 1. Schemat budowy blony biologicznej jako ,,ptynnej mozaiki”
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Figure 1. A fluid mosaic model of a structure of biological membrane
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Lipidy budujgce rdzen blony biologicznej stanowig heterogennag grupe bioczga-
steczek, ktdre praktycznie nie rozpuszczajg sie¢ w wodzie, natomiast dobrze w roz-
puszczalnikach niepolarnych [4, 5]. Pomimo znacznego zréznicowania skiadu
lipidowego btony, $cile zaleznego od miejsca jej wystepowania, w strukturze dwu-
warstwy lipidowej wystepuja trzy gtéwne typy lipidow: fosfolipidy, glikolipidy i cho-
lesterol. Wsrod fosfolipidow wystepujacych w blonach plazmatycznych najliczniej-
szg grupe stanowig fosfatydylocholiny (PC), gdzie cholina jest potagczona wigzaniem
estrowym z grupa fosforanowsy [6, 7].

Jednym z najczesciej stosowanych fosfolipidéw w preparacji sztucznych blon
lipidowych jest dipalmitoilofosfatydylocholina (DPPC) (Rys. 2). Uzyskane modele
w znacznym stopniu odzwierciedlaja wlasciwosci naturalnych bton biologicznych,
z tego powodu sg chetnie wykorzystywane zaréwno w badaniach eksperymental-
nych, jak i obliczeniowych [8].

Kolejng klasg czgsteczek lipidow wchodzacych w sklad blon biologicznych,
reprezentowang w mniejszej liczbie, sg zawierajace jednostki cukrowe glikolipidy.
Zwiazki te wystepuja przede wszystkich w tkankach ukfadu nerwowego, np. 21%
glikolipidow buduje otoczke mielinowa szczurzego moézgu [6, 7]. Ponadto, w blo-
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nach komoérkowych zwierzat wystepuje réwniez cholesterol, ktory dzieki swojej
sztywnej strukturze reguluje ptynnos¢ blon biologicznych.
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Rysunek 2.  Schemat budowy czasteczki DPPC
Figure 2. A structure of DPPC molecule

1.1. AGREGATY LIPIDOWE

Lipidy wykazuja amfifilowy charakter wynikajacy z obecnosci w jednej cza-
steczce zaréwno fragmentu o wlasciwoéciach hydrofilowych (,,polarna gtéwka”)
jak i hydrofobowych (,,ogon weglowodorowy”). Amfifilowos¢ powoduje, ze lipidy
w rozpuszczalniku organizujg si¢ spontanicznie [7, 9, 10]. Przy niskich stezeniach,
czasteczki amfifilu w $rodowisku wodnym pozostajg zwykle w postaci monome-
rycznej. Wzrost stezenia lipidu powyzej warto$ci tzw. krytycznego stezenia miceli-
zacji (ang. critical micelle concentration, CMC) powoduje samoorganizacje lipidow
w przestrzenne struktury o réznej morfologii [11, 12]. Zasadnicza sila tego pro-
cesu s3 oddzialywania hydrofobowe. Ograniczenie kontaktéw czesci hydrofobowej
z polarnymi czgsteczkami wody powoduje znaczny wzrost uporzadkowania calego
ukladu. Ponadto, korzystne oddzialywania van der Waalsa migdzy tancuchami
weglowodorowymi oraz oddziatywania przez wigzania wodorowe i elektrostatyczne
czesci polarnej czasteczki lipidu, dodatkowo stabilizuja powstate formy [5, 10]. Sita
oddzialywan miedzyczasteczkowych, ktéra odzwierciedla sposob agregacji zalezny
od ksztaltu czasteczki lipidu (Rys. 3).

Typ formowanej struktury przestrzennej mozna przewidzie¢ na podstawie
wartosci tzw. parametru upakowania S, wyrazonego wzorem:

\%

al

gdzie V oznacza objetos¢ czesci hydrofobowej, a — powierzchnie przekroju poprzecz-
nego czgsci polarnej, | - dlugos¢ fancucha weglowodorowego. Czasteczka amfifilu,
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ktdrej grupy czesci polarnej zajmuja wiekszy obszar niz tancuchy alifatyczne (S < 1),
ma ksztalt klinu i w $rodowisku wodnym tworzy micele. Natomiast, forma odwro-
conej miceli jest charakterystyczna dla czgsteczek o ksztalcie stozka, w ktérych czes¢
hydrofobowa zajmuje wigkszg objetos¢ niz polarna gtowa (S > 1). Obie struktury
organizuja si¢ w cylindryczne nielameralne fazy, odpowiednio: heksagonalng H,
i heksagonalng odwrécong H,. Czasteczki lipidu, ktorych czes¢ polarna i apolarna
zajmuja podobne obszary (S ~ 1), w wodzie grupuja si¢ w lamelarng strukture
dwuwarstwy, a przy wigkszych stezeniach tworzg wielowarstwe [11, 13]. Przykta-
dem zwigzkow, ktorych czasteczka ma ksztalt klina sg lizofofsolipidy i detergenty.
Natomiast, odwrdcone micele sa charakterystyczne dla fosfatydyloetanoloaminy
[13]. Wartosci CMC dla ich form micelarnych znajduja si¢ w granicach od 10~ do
10 mol/dm’ [11]. Dla dwuwarstw tworzonych przez czasteczki lipidu np. fosfaty-
dylocholiny (PC) stingomieliny [13], parametr CMC przyjmuje wartosci z zakresu
od 107" do 10°mol/dm’ [11]. Natomiast, uwodnienie czgsteczek PC w znacznym
nadmiarze wody, prowadzi do powstania zawiesiny dwuwarstwowych agregatow,
zwanych liposomami [11].

Ksztatt
czasteczki
S<1 S~1
:-?zf-’ % o
micela micela odwrocona dwuwarstwa

Rysunek 3. Zalezno$¢ struktury agregatéw lipidowych od ksztaltu czasteczki amfifilowej lipidu przedsta-
wiona na podstawie danych z literatury [11-13]

Figure 3. The dependence of a shape of lipid molecules on the aggregation structure based on the literature
data [11-13]

Sposdb agregacji mozna kontrolowa¢ poprzez zmiang czynnikéw zewnetrz-
nych. Kwasowos$¢ srodowiska determinuje strukture przestrzenng czasteczek
lipidu PC i PS. Przy pH obojetnym czasteczki te organizuja sie w dwuwarstwy, po
zakwaszeniu probki agreguja w posta¢ odwrdconej fazy heksagonalnej H,. Wolna
czgsteczka kardiolipiny chetnie przyjmuje strukture dwuwarstwy, jednak po koor-
dynacji kationu wapnia, preferuje formowane odwroconej miceli. W zalezno$ci od
rodzaju lipidu, czynnik temperaturowy moze powodowac zmiang typu agregacji lub
wlasciwosci fizycznych agregatu przy zachowaniu jego ogélnej struktury. Wraz ze
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wzrostem temperatury dwuwarstwy fosfatydyloetanoloaminy przechodza w odwrd-
cong faze heksagonalng H, [13].

1.2. LIPOSOMY

Niski stosunek liczby czasteczek amfifilu do czgsteczek rozpuszczalnika
utrudnia powstanie ciaglej fazy lameralnej [11]. W obszarze swobodnych krawe-
dzi dwuwarstw dochodzi do niekorzystnych energetycznie kontaktéw tancuchow
weglowodorowych z czasteczkami wody. Dazac do zminimalizowania energii
uktadu, dwuwarstwy reorganizujg si¢ spontanicznie, zamykajac struktury lamelarne
w szczelny pecherzyk lipidowy [15-17]. Nanopecherzyki zawierajace wewnetrzny
rdzen wodny otoczony przez koncentrycznie rozmieszczone dwuwarstwy lipidowe
okresla si¢ jako liposomy (Rys. 4).

dwuwarstwa lipidowa

b
S \\\3\.’%‘& 4’

§§ wewnetrzny &=
% %’ rdzen wodny .;b\_%\\.
% %m S
Uiy g&‘&

Rysunek 4.  Przekroj pecherzyka lipidowego zbudowanego z pojedynczej dwuwarstwy lipidowej
Figure 4. The cross-section of single bilayer lipid vesicle

W latach 60. ubieglego wieku, Bangham jako pierwszy zaobserwowal tworze-
nie liposoméw w trakcie prowadzonych badan nad fosfolipidami i skrzepami krwi
(16, 18, 20, 21]. Od tego momentu, s3 one przedmiotem szerokich badan w dziedzi-
nie biochemii, medycyny, farmacji, kosmetologii i w technologii zywnosci. Lipo-
somy z powodu podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego do naturalnych
blon komorkowych, staly sie nosnikami lekow, antygendw, bialek bfonowych, sond
diagnostycznych i innych zwigzkéw chemicznych w transporcie do komorki doce-
lowej [16-19].



BUDOWA I FUNKCJE UKLADOW BIALKOWO-LIPIDOWYCH 733

Liposomy klasyfikuje si¢ na podstawie rozmiaru i liczby dwuwarstw (Rys. 5):

« male jednowarstwowe liposomy (ang. Small Unilamellar Vesicles, SUV), kto-
rych $rednica przyjmuje wartosci z zakresu od 20 do 100 nm,

o duze jednowarstwowe liposomy (ang. Large Unilamellar Vesicles, LUV)
o $rednicy powyzej 100 nm,

o olbrzymie jednowarstwowe liposomy (ang. Giant Unilamellar Vesicles,
GUV) o é$rednicy powyzej 1000 nm,

o kilkuwarstwowe liposomy (ang. Oligolamellar Vesicles, OLV), w ktérych
rdzen wodny jest otoczony przez kilka centrycznie utozonych dwuwarstw
o $rednicy 100-500 nm,

» wielowarstwowe liposomy (ang. Multilamellar Vesicles (MLV) zawierajace
znacznie wigkszg liczbe dwuwarstw niz OLV, a ich $rednica przekracza
500 nm,

o wielopecherzykowe liposomy (ang. Multivesicular Vesicles, MVV) o $red-
nicy przekraczajacej 1000 nm, we wnetrzu ktorych wystepuje kilka mniej-
szych liposomow.

&)0@@

SUV  Luv

>
Rozmiar

Rysunek 5. Klasyfikacja liposoméw ze wzgledu na rozmiar i liczbe dwuwarstw
Figure 5. The classification of liposomes based on a size and a number of bilayers

1.3. PRZEJSCIA FAZOWE DWUWARSTWY LIPIDOWE]

Dwuwarstwy lipidowe wykazuja duzy polimorfizm strukturalny w funkcji
temperatury. Temperaturowe przejs$cia fazowe sg uwarunkowane cechami budowy
czasteczki lipidu, i tak np. wydtuzenie tancuchéw weglowodorowych podwyzsza
temperature przej$cia fazowego. Zasadnicze znaczenie w determinacji temperatury
przejscia fazowego maja rowniez: stopien nasycenia acylowych tancuchow lipido-
wych, stopien hydratacji dwuwarstwy, kwasowo$¢ oraz obecnos$¢ jonow, czaste-
czek cukréw, aminokwasow i cholesterolu. W petni uwodniona dwuwarstwa DPPC
przechodzi przez trzy przej$cia fazowe przy zmianie temperatury od 18 do 42°C
(Tab. 1 i Rys. 6 A), podczas ktorych dochodzi do zmiany parametréw upakowa-
nia (Rys. 6 B). W trakcie grzania wzrostowi swobody ruchu czasteczek towarzyszy
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wzrost uwodnienia. Proces ten wynika mig¢dzy innymi z ostabienia oddzialywan
elektrostatycznych i van der Waalsa [22].
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Rysunek 6.

Figure 6.

Tabela 1.
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(A) Graficzna projekcja przej$¢ termotropowych uwodnionych dwuwarstw DPPC, przedsatwiona
na podsatwie danych z literatury [28-30]. (B) Rodzaje bocznego upakowania czgsteczek lipi-
dowych w dwuwarstwie lipidowej: tréjskosne (T,), ortorombowe (O ), heksagonalne (H) [26].
(C) Typy konformacji wigzan C-C tancuchéw alkilowych dwuwarstw lipidowych [31]

(A) Graphical representation of thermotropic transitions in fully hydrated DPPC bilayers based
on the literature data [28-30]. (B) Lateral lipid chain-packing in a lipid bialayre: the triclinic (T ),
the orthorhombic (O ), the hexagonal (H) [33]. (C) Conformations of C-C bonds in the lipid alkyl
chains [31]

Parametry termodynamiczne przejé¢ fazowych dla uwodnionych dwuwarstw DPPC przedsa-
twione na podsatwie danych z literatury [14]

The thermodynamic parameters of phase transitions in fully hydrated DPPC bilayers based on the
literature data [14]

Typ przejcia fazowego L—->L L,>P, P,—>L

by g p

Temperatura (°C) 18,8 + 3,1 34,4 +25 41,3 3,1

AH (kcal/mol) 34+1,1 1,3+1,0 82+ 1,4
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W zakresie niskich temperatur, dwuwarstwa DPPC znajduje si¢ w fazie kry-
stalicznej oznaczanej w nomenklaturze Luzzatiego symbolem L_ (ang. lamellar
crystalline phase) [23]. Faza L_charakteryzuje si¢ uporzagdkowanymi, wydtuzonymi
i sztywnymi lipidowymi fancuchami weglowodorowymi, ktérych nachylenie wzgle-
dem normalnej dwuwarstwy wynosi 28°. Ponadto, wszystkie fancuchy weglowodo-
rowe znajdujg si¢ w konformacji typu all-trans. Sztywna tréjskosna (T,) symetria
upakowania lancuchéw weglowodorowych efektywnie utrudnia rotacje wzdiuz
wigzan wegiel-wegiel [24, 25]. Ciasne ulozenie polarnych gtéwek lipidowych ogra-
nicza ich ruch i uniemozliwia penetracje czasteczek wody w glab dwuwarstwy
[25]. Dalszy wzrost temperatury powoduje przemiane z fazy krystalicznej do fazy
zelowej (ang. lamellar gel phase, Lﬁ,), tzw. subprzejécie (T) [14]. Dochodzi wéwczas
do spadku uporzadkowania i zmiany symetrii bocznego upakowania czasteczek
lipidowych na ortorombowe (O,), gdzie kat nachylenia fancuchéw alifatycznych
wzgledem normalniej dwuwarstwy wynosi 32° [25-27]. W wyniku rozluznienia
struktury rosnie poziom hydratacji czesci polarnej i przyrasta grubos¢ dwuwarstwy
259 A do 64 A [28]. Kolejny wzrost temperatury wywoluje pojawienie sie w obrebie
dwuwarstwy domen zawierajacych czasteczki DPPC bogate w konformacje gauche
tancuchoéw alifatycznych (Rys. 6 C). Powoduje to dalszy wzrost nieuporzagdkowania
prowadzacy do heksagonalnej symetrii upakowania (H). Stan ten charakteryzuje
wzrost hydratacji, swobody rotacji w tancuchach alifatycznych oraz zwiekszenie
grubosci dwuwarstwy do wartosci 67 A [35]. Tak przedstawiong faze okresla sie
mianem pofaldowanej fazy zelowej (ang. rippled gel phase, P,), a przemiang z L, do
P, przedprzejéciem [14, 25].

W temperaturze okolo 41°C dwuwarstwa DPPC ulega gtéwnemu przejsciu
fazowemu i przechodzi do fazy cieklokrystalicznej (ang. liquid-crystalline phase, L )
[14]. Ta przemiana jest zdominowana topnieniem tancuchéw alkilowych. Wzrost
liczby zagie¢ taficucha alifatycznego (okolo 4-5 wigzan gauche na tancuch) powo-
duje skrocenie ich diugosci i wzrost zajmowanej objetosci [25], a takze zaburzenie
symetrii heksagonalnego upakowania lateralnego. W wyniku bocznego rozprezenia
dwuwarstwa staje si¢ cieisza (60 A) [28]. Ponadto, faza L, cechuje si¢ najwiekszym
stopniem nieuporzgdkowania, swobodg ruchu, rozluznieniem warstw oraz duzg
plynnoscia [25].

Blony biologiczne komorek zywych organizmoéw najczesciej wystepuja w fazie
cieklokrystalicznej. Ich pltynnos¢ jest regulowana zawartoscig réznych substancji
takich jak: cholesterol lub woda. Ptynno$¢ determinuje ruchliwo$¢ czasteczek budu-
jacych blone, ktorych ruch moze odbywac¢ si¢ na drodze dyfuzji rotacyjnej i late-
ralnej [14]. Dodatkowo, fosfolipidy moga ulega¢ ruchowi typu ,flipflop”, podczas
ktérego moga przemieszczad si¢ miedzy sasiednimi monowarstwami [5].
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1.4. HYDRATACJA WARSTWY LIPIDOWE]

Rodzaj i liczba faz termotropowych silnie zalezy od stopnia uwodnienia dwu-
warstwy lipidowej. Dehydratacja powoduje zanik fazy P, i znaczne podwyzszenie
temperatury glownego przejscia fazowego (T, ), ktora dla catkowicie odwodnionej
dwuwarstwy zwanej takze suchym filmem, wynosi 99,3°C + 3,3°C [14]. Podwyz-
szenie T o blisko 58°C jest wynikiem powstania sieci wigzan wodorowych w czesci
polarnej dwuwarstwy. W oddzialywanie przez wigzanie wodorowe zaangazowany
jest atom wodoru pochodzgcy od cholinowej grupy metylowej pierwszej czasteczki
DPPC i atom tlenu grupy drugiej czasteczki DPPC. Konsekwencja utworzenia sieci
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych, jest reorientacja fragmentu cholino-
wego, ktory w suchym filmie DPPC ustawiony jest rownolegle do powierzchni
dwuwarstwy [32, 33].

W trakcie uwadniania suchego filmu, czasteczki wody penetruja czes$¢ polarna.
Badania nad oddzialywaniem czgsteczek wody z fosfolipidami sg zazwyczaj pro-
wadzone z wykorzystaniem metod obliczeniowych [4, 33-35]. Czasteczki wody
zrywaja sie¢ oddzialywan wodorowych miedzy atomem wodoru czgéci cholinowej
i atomem tlenu czesci fosforanowej kolejnych czasteczek lipidu. W wyniku uwol-
nienia, grupa cholinowa zmienia polozenie i uklada si¢ prostopadle do powierzchni
blony [34]. Obliczenia teoretyczne dla dwuwarstwy w fazie zelowej wykazaly, ze
tlen grupy fosforanowej moze tworzy¢ maksymalnie trzy wigzania wodorowe.
Natomiast, z powodu bliskosci czesci hydrofobowej, kazdy atom tlenu fragmentu
COPOC i grup C=0 moze tworzy¢ maksymalnie jedno wigzanie z woda [35].

Jedna czgsteczka PC wchodzgca w sktad dwuwarstwy w fazie L, moze teo-
retycznie utworzy¢ do 11 wigzan wodorowych. Natomiast, dwuwarstwa w fazie
ciektokrystalicznej charakteryzuje si¢ niemal dwa razy wigksza zawartoscig wody,
20,5 czasteczek wody przypada na jedng czgsteczke PC. Z kolei, czgsteczki wody
moga tworzy¢ mostki wewnatrzczasteczkowe i miedzyczasteczkowe. Pierwszy typ
mostkow powstaje poprzez oddziatywanie z dwoma atomami tlenu grupy fosfora-
nowej jednej czasteczki. Natomiast, w drugim przypadku formowany jest mostek
typu PC-woda-PC [35]. Oddzialywania przez wigzanie wodorowe miedzy woda
a czasteczkami PC sg stale zrywane i tworzone na nowo. Powstala w ten sposob
dynamiczna sie¢ wigzan wodorowych stabilizuje strukture przestrzenng warstwy
lipidowej. Wystgpowanie ,,mostkow wodorowych” w strukturze dwuwarstwy PC
potwierdzono w badaniach krystalograficznych [4, 34].

1.5. WPEYW KWASOWOSCI I SIEY JONOWE] NA STRUKTURE DWUWARSTWY
LIPIDOWE]

Struktura i wlasnosci fizyczne blon lipidowych sa modyfikowane przez zmiang
kwasowosci i sity jonowej otaczajacego je medium [36]. W obrebie dwuwarstwy zbu-
dowanej z czgsteczek PC, gesto$¢ elektronowa jest ulokowana na atomie tlenu czesci
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fosforanowej, natomiast w czesci cholinowej wystepuje deficyt elektronéw. Taka
separacja fadunkéw powoduje, ze cze$¢ polarna czasteczki PC przy pH neutralnym
wystepuje w postaci jonu obojnaczego (zwitterjonu) [37]. Obnizenie wartosci pH
prowadzi do zniesienia zwitterjonowej postaci czasteczek PC w wyniku protonacji
grupy PO, (pK = 3,8-4,0) [38, 39]. Czasteczki PC staja si¢ wowczas dodatnio nafa-
dowane na atomie azotu grupy cholinowej, co powoduje ich wzajemne odpychanie
[40]. Te niekorzystne sily odpychajace sa kompensowane przez wigzania wodo-
rowe typu PO--HOP, tworzone miedzy sprotonowanymi grupami fosforanowymi
kolejnych czgsteczek PC [14]. Powstala sie¢ wigzan wodorowych stabilizuje btone
lipidowa poprzez zmniejszenie efektywnos$ci odpychania miedzy dodatnio natado-
wanymi gtéwkami [40], to z kolei prowadzi do zwigkszenia sily oddziatywan van
der Waalsa miedzy hydrofobowymi fanicuchami alifatycznymi. O dominacji oddzia-
tywan przyciagajacych nad odpychajacymi w obrebie dwuwarstwy PC $wiadczy fakt
podwyzszenia temperatury gtéwnego przejscia fazowego blony lipidowej w wyniku
wzrostu kwasowosci ukfadu [14]. Jednym z dowodéw na obecno$¢ wigzan wodoro-
wych typu PO---HOP jest ograniczenie dyfuzji czasteczek PC w obrebie dwuwarstwy
lipidowej [41].

Waznymi czynnikami zmieniajacymi wlasciwosci fizykochemiczne btony
sg jony jedno- i dwuwarto$ciowe, ktdre wystepuja w naturalnej blonie lipidowe;j.
Sposdb oddziatywania btona-jony jest regulowany m.in. przez zmian¢ wartosci
pH. Zmiany warto$ci pH cytosolu stymulujg wzrost i rozwo6j komorki oraz regu-
luja oddziatywania elektrostatyczne matrycy lipidowej z jonami (m.in. Ca**, Na"
i CI') w wielu procesach biologicznych. Przyktadowo, gdy wartos¢ pH medium
jest wigksza od pK , czasteczki DPPC, jon Ca™ wchodzi w oddziatywanie z btong
1 inicjuje jej fuzjg. Kation wapnia wypiera czasteczki wody z mostka pomigdzy
dwoma grupami PO, sgsiednich czasteczek PC i1 prowadzi do reorientacji polarnej
gtowki [42]. Powstaty kompleks PC-Ca®" powoduje lokalna dehydratacje i zwick-
szenie uporzadkowania struktury lipidowej. Wplyw kationu wapnia na wtasnosci
fizyczne dwuwarstwy silnie uwarunkowany jest jego stezeniem [43], i tak, przy
stezeniach jonu Ca*" wickszych od 10 mM nastepuje zanik przedprzejécia i wzrost
temperatury glownego przej$cia fazowego do 43°C w wyniku stabilizacji struktury
blony lipidowej [44]. Jony jednowarto$ciowe (np. Na" i Cl") maja znacznie mniej-
szy wptyw na btong i zaburzajg struktur¢ warstwy dopiero przy ste¢zeniach powyzej
300 mM [45, 46]. Z powodu niewielkiego promienia van der Waalsa, jony sodu
penetrujg dwuwarstwe i akumulujg sie w czesci glicerynowej. Oddziatywanie Na”
z tlenem grupy karboksylowej redukuje mobilnos¢ kompleksu. Jony CI” pozostaja
w oddzialywaniu z atomem azotu czgsci cholinowej [45, 46]. Wykazano, ze obec-
no$¢ jonu chloru na powierzchni dwuwarstwy lipidowej zmienia ustawienie czesci
hydrofilowej, jednak nie ma wptywu na jej wlasnosci fizyczne [46].
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2. BIALKA BLONOWE

Strukture blony biologicznej okresla dwuwarstwa czasteczek lipidowych, nato-
miast w jej charakterystycznych funkcjach takich jak np. transport czasteczek, prze-
kazywanie informacji biologicznej i przemiana energii, uczestnicza biatka btonowe
[1, 10]. Powszechnie w literaturze [1, 6, 10] stosuje si¢ podzial bialek blonowych na
biatka integralne oraz biatka powierzchniowe (peryferyjne), ktére réznia si¢ sposo-
bem zwigzania z blong lipidowa (Rys. 7).

Peryferyjne Integralne
biatko btonowe biatka btonowe

Rysunek 7. Sposdb oddziatywania bialek blonowych z blong lipidowa
Figure 7. Interactions of the membrane proteins with the lipid membrane

2.1. BIALKA INTEGRALNE

Bialka integralne roznicuja si¢ pod wzgledem stopnia osadzenia w matrycy lipi-
dowej. Liczng grupe stanowig bialka transbtonowe, ktore przechodzg jeden lub kilka
razy poprzez dwuwarstwe lipidowa, w taki sposob, ze ich fragmenty hydrofilowe
maja kontakt z plynem zewnatrzkomérkowym i cytosolem, natomiast fragmenty
hydrofobowe oddzialuja z apolarnym wnetrzem dwuwarstwy lipidowej. Niektdre
biatka blonowe sg osadzone czesciowo jedynie w monowarstwie btony. Najbardziej
powszechnym blonowym motywem strukturalnym wystepujacym w biatkach inte-
gralnych jest amfipatyczna ahelisa. Jej hydrofobowa powierzchnia utworzona z apo-
larnych reszt bocznych otacza szkielet polipeptydowy spiety wigzaniami wodoro-
wymi w spiralny ksztalt 1, 6, 10]. Z powodu wspotzawodnictwa czasteczek wody
w tworzeniu wigzan wodorowych pomiedzy grupami -NH i -C=0, a-helisa jest
bardziej stabilna w srodowisku weglowodorowym niz wodnym. Obecnos¢ btono-
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wego fragmentu heliakalnego mozna przewidzie¢ na podstawie sekwencji amino-
kwasow w tancuchu polipeptydowym biatka. Do jej identyfikacji stuzy zmiana war-
tosci wolnej energii przeniesienia danego aminokwasu ze srodowiska apolarnego do
wodnego. Jej dodatnia warto$¢ wskazuje, ze przeniesienie helisy zbudowanej tylko
z np. fenyloalaniny z hydrofobowego wnetrza blony do srodowiska wodnego byloby
termodynamicznie niekorzystne. Natomiast, transfer do $rodowiska polarnego
bylby bardzo korzystny energetycznie dla helisy zbudowanej wylacznie z argininy,
poniewaz warto$¢ wolnej energii przeniesienia jest w tym przypadku ujemna [47].

2.2. PERYFERYJNE BIALKA BEONOWE: a-LAKTOALBUMINA

W odréznieniu do biatek integralnych, bialka peryferyjne mozna wydzieli¢
z blony stosujac czynniki, ktére nie niszczg struktury dwuwarstwy lipidowej (np.
zmiana wartosci pH). Bialka powierzchniowe wiazg si¢ z blong najczesciej w wyniku
oddziatywania elektrostatycznego z polarng czescig fosfolipidéw [1, 6, 10].

Do bialek peryferyjnych nalezy a-laktoalbumina (a-LA) [48]. Ta metalopro-
teine cechuje globularna struktura trzeciorzedowa oraz niska masa czasteczkowa:
14,2 kDa [49]. a-Laktoalbumina odgrywa zasadnicza role w wielu procesach bio-
logicznych. Przede wszystkim, uczestniczy w konicowym etapie biosyntezy laktozy
w gruczolach sutkowych ssakéow. Na bloniastej powierzchni aparatu Golgiego,
a-laktoalbumina tworzy kompleks enzymatyczny z galaktozylotransferaza (GT),
ktory katalizuje reakcje urydynodwufosforanu galaktozy (UDP-Gal) z glukozg. Pro-
duktem tej reake;ji jest laktoza [49, 50].

2.2.1. Natywna postac a-laktoalbuminy

Pierwszorzedowa struktura bydlecej a-laktoalbuminy stanowi tancuch poli-
peptydowy zbudowany z 123 aminokwasow, zakonczony reszta kwasu glutamino-
wego (koncowa grupa aminowa przy N-koniec) i reszta leucyny (koncowa grupa
karboksylowa, C-koniec). W sekwencji aminokwasowej bydlecej a-laktoalbumina
wystepuje osiem reszt cysteinowych $wiadczacych o obecnosci wigzan disiarczko-
wych (Rys. 8), ktére utrzymujg globularng strukture biatka [51, 52].
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Rysunek 8. Sekwencja reszt aminokwasowych natywnej a-laktoglobuliny pochodzacej z krowiego mleka
(Zrédlo: RCSB Protein Data Bank, PDB ID: 1F6S) [52]. Elementy struktury drugorzedowej:
ahelisa (kolor czerwony), B-kartka (kolor niebieski), 3-zgiecia (kolor pomaranficzowy), helisa 3
(kolor zielony), petle (kolor fioletowy), mostek dwusiarczkowy (czerwona linia przerywana)

Figure 8. The amino acid sequence of the native bovine a-lactoglobulin (RCSB Protein Data Bank, PDB ID:
1F68S) [52]. Secondary structural elements: ahelix (red), f-sheet (blue), -turn (orange), 3, -helix
(kolor green), loop (violet), disulfide bond (red dotted line)

a-Laktoalbumina jest genetycznie i strukturalnie homologiczna do lizozymu
typu c. Tréjwymiarowa struktura wyznaczona na podstawie rentgenografii struktu-
ralnej potwierdzita podobienstwo drugorzedowych struktur a-laktoalbuminy i lizo-
zymu typu ¢. Pomimo tego, ich struktura pierwszorzedowa jest identyczna jedynie
w 40%. Ta odmiennos¢ jest $cisle zwigzane ze specyficzng rolg a-laktoalbuminy
w syntezie laktozy [49, 51, 52].

Posta¢ natywnej a-laktoalbuminy jest zdefiniowana przez dwie domeny
(Rys. 9A). Wigksza jest domeng ahelikalng, ktérej reszty aminokwasowe nalezace do
obu koncowych odcinkéw tancucha polipeptydowego (tj. reszty od pozycji 1 do 34
i od 86 do 123) ukfadajg sie w przestrzenne formy czterech klasycznych ahelis typu
3,6,, (H1: reszty 511, H2: 2334, H3: 8698, H4: 105109) i trzech krétszych helisy typu
3,, (hl:reszty 1820, h3: 101104, h4: 115118). Mniejsza domeng jest f-domena, ktora
buduja reszty aminokwasowe od pozycji 35 do pozycji 85 zorganizowane w nastepu-
jace struktury: tréjsegmentowsg, antyréwnolegla -kartke (S1: reszty 4144, S2: 4750,
§3: 5556) oraz krotka 3, -helise (h2: reszty 7780). Te dwie domeny spinajg cztery
mostki cysteinowe utworzone miedzy resztami: 6120, 6177, 7391 i 28111. Obec-
no$¢ wigzan CysCys oraz koordynacja kationdw metali stabilizuje strukture aLA.
Miejsce wigzania jonu wapnia stanowi petla utworzona przez dwa mostki disiarcz-
kowe (Cys73-Cys91 i Cys61-Cys77) pomiedzy ahelisg (H3, adomena) i 3, -helisg
(h2, B-domena). Motyw wiazacy wapn w czasteczce a-laktoalbuminy jest krétszy
od typowego fragmentu helisa-petla-helisa charakterystycznego dla rodziny bialek
typu ,,EFhand” [49, 52, 53]. Stata asocjacji jonu Ca** dla bydlecej a-laktoalbuminy
wyznaczona w temperaturze 20-25°C przy pH 7 wynosi 3 x 10° M™" [49].

Rysunek 9B przedstawia fragment struktury a-laktoalbuminy stanowigcy
miejsce wigzania jonu Ca®. Bezposrednio w koordynacji biorg udziat tleny grup
karboksylowych reszt Asp82, Asp87 i Asp88 oraz tleny grup karbonylowych reszt
Lys79 i Asp84 tworzacych szkielet polipeptydowy. Ponadto, w wigzaniu kationu
wapnia uczestnicza dwie czasteczki wody, ktére sg rozlokowane przestrzennie for-
mujac zaburzong bipiramide pentagonalng. Odleglosci pomiedzy jonem wapnia i
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atomami tlenu bialkowego liganda znajduja sie w przedziale 2.302.40 A. Czasteczka
a-laktoalbuminy z jonem Ca** okreslana jest jako forma holo [49, 52].

Usuniecie jonu wapnia z czasteczki holo a-laktoalbuminy np. za pomoca
odczynnika EDTA, powoduje pojawienie sie niekorzystnych oddzialywan reszt
Asp w kieszeni koordynacyjnej. Lokalny nadmiar tadunku wymusza zmiang struk-
turalng, podczas ktérej dochodzi do reorganizacji a-helisy H3 i uformowania tzw.
formy apo [52,54]. Oba izomery réznig si¢ pod wzgledem stabilnosci termicznej,
ktorg odzwierciedla temperatura przejscia (T ) ze stanu natywnego do zdenaturo-
wanego. Wartos¢ Tm dla formy apo wynosi 34°C, z kolei dla formy holo jest o 30°C
wyzsza i wynosi 64°C [54].

domena a domena 8

Rysunek 9.  (A) Wizualizacja drugorzedowej struktury natywnej holo a-laktoalbuminy pochodzacej z kro-
wiego mleka (Zrédto: RCSB Protein Data Bank, PDB ID: 1F6S) [52]. (B) Wyodrebniony frag-
ment struktury a-laktoalbuminy stanowigcy miejsce koordynowania jonu wapnia. Atomy tlenu
z terminalnych grup reszt aminokwasowych uczestniczacych w koordynacji oznaczono kolorem
czerwonym. W projekcji nie uwzgledniono czasteczek wody [52]

Figure 9. (A) A visualisation of secondary structure of the native bovine a-lactoglobulin (RCSB Protein
Data Bank, PDB ID: 1F6S) [52]. (B) Th calcium ion-building side of the a-lactoglobulin. Oxygens
from terminal groups of amino acid residues involved in the coordination of Ca’* are marked in
red. The projection does not include water molecules [52]

2.2.2. Forma ,,stopionej globuli”

Natywna czasteczke a-laktoalbuminy zaréwno w postaci holo jaki i apo, mozna
przeprowadzi¢ w forme nazywang potocznie ,,stopiong globulg” (z ang. molten glo-
bule, MG) lub postacia czesciowego statystycznego klebka globuli dzialajac takimi
czynnikami, jak: silne czynniki denaturacyjne (np. mocznik, chlorowodorek guani-
dyny) w $rednich stezeniach, wysoka temperatura czy zakwaszenie srodowiska.
Forma stopionej globuli posiada kompaktowa strukture drugorzedowg zblizong do
postaci natywnej oraz jedynie zarys struktury trzeciorzedowej z nieuporzadkowa-
nymi i ruchliwymi fancuchami bocznymi [49]. Konsekwencja braku upakowanej
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struktury trzeciorzedowej jest wzrost promienia czasteczki biatka, ktéry podczas
przejcia z postaci natywnej do stanu stopionej globuli zmienia sie¢ od 15.7 A do
17.2 A. Rozluznienie biatka w stanie stopionej globuli ulatwia penetracje czasteczek
wody w glab jego struktury powodujac znaczny wzrost uwodnienia [53].

W wyniku dzialania czynnika denaturujacego, natywna forma biatka ulega
cze$ciowemu rozpleceniu. Wzrost odlegtosci migdzy fanicuchami bocznymi ostabia
site oddzialywan van der Waalsa, ktdre stabilizuja strukture trzeciorzedowa biatka.
Zwigzany z tym procesem wzrost energii ukladu jest bilansowany przez przyrost
entropii towarzyszacy zwigkszeniu amplitudy ruchéw miedzyczasteczkowych. Jed-
nocze$nie w wyniku dziatania sit hydrofobowych, apolarne fancuchy boczne sg izo-
lowane od $rodowiska wodnego. Oddziatywania hydrofobowe stabilizuja strukture
stopionej globuli [49, 55]. Posta¢ stopionej globuli jest uwazana za trzeci stan ter-
modynamiczny oddzielony bariera energetyczng od postaci natywnej (N) i rozfal-
dowanej (U) bialka [56]:

NeMGoU

Podobna sytuacja moze zachodzi¢ w zotadku noworodka karmionego piersia,
gdzie a-laktoalbumina pochodzaca z mleka matki przechodzi w $rodowisku kwa-
sow zoladkowych w forme kwasowej stopionej globuli i wigze sie z kwasem ole-
inowym powstalym w wyniku hydrolizy tréjglicerydéw katalizowanej przez lipazy.
W tak utworzonym kompleksie stabilizowanym kwasem oleinowym forma stopio-
nej globuli a-laktoalbuminy w okreslonych warunkach selektywnie indukuje apop-
toz¢ komorek nowotworowych i jest szczegélnie skuteczna w walce z czerniakiem i
bialaczka [53, 57-59]. Kompleks ten jest znany pod nazwg HAMLET (ang. human
a-lactalbumin made lethal to tumor cells) i poréwnywany jest do mitycznej Hydry
Lernejskiej, poniewaz atakuje jednoczes$nie najwazniejsze organelle komorki nowo-
tworowej. Dzialanie przeciwnowotworowe wykazuje réwniez kompleks kwasu ole-
inowego z a-laktoalbuming otrzymang z krowiego mleka, ktéry okresla si¢ mianem
BAMLET (ang. bovine alactalbumin made lethal to tumor cells) [60]. Stwierdzono, ze
decydujagcym momentem w procesie apoptozy jest wigzanie kompleksu HAMLET
z powierzchnig blony komdrkowej, po ktérym nastepuje jego szybka internalizacja
przez komoérke nowotworows, gdzie wyniszcza strukture chromatyny oraz powo-
duje fragmentacje DNA.

Oddzialywanie btona - biatko w stanie stopionej globuli, ktére zachodzi tylko
na poziomie zewnetrznej hydrofilowej warstwy blony, jest traktowane jako czyn-
nik, ktéry w gltéwnej mierze decyduje o ataku kompleksu HAMLET na organelle
komorki nowotworowej [59]. Za stusznoscig przedstawionej tezy przemawia fakt,
ze natywna posta¢ a-laktoalbuminy wyizolowana z serwatki ludzkiego mleka, nie
wywoluje apoptozy komoérkowej. Autorzy pracy [59] wskazuja, ze réznice pomiedzy
aktywnoscig biologiczna formy natywnej i stopionej globuli wynikaja z odmienne;j
struktury trzeciorzedowej. Przypuszcza sie wiec, ze dzigki stabilizacji stanu stopio-
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nej globuli czasteczka kwasu oleinowego, biatko aLA moze skutecznie oddzialywaé
z blong lipidowg komoérki nowotworowe;j.

2.2.3. Oddzialywanie a-laktoalbuminy z modelowa blong lipidowa

Kluczowym momentem apoptozy komorek nowotworowych przez kom-
pleks HAMLET oraz regulacji laktogenezy jest specyficzne oddzialywanie
a-laktoalbuminy w formie stopionej globuli z btong biologiczna. Powinowactwo
a-laktoalbuminy do btony moze by¢ modyfikowane odmiennym sktadem lipido-
wym bton komodrek nowotworowych, jak rowniez czynnikami zewnetrznymi, np.
kwasowos$cig i temperaturg [61, 62]. W neutralnym pH «-laktoalbumina zacho-
wuje si¢ jak biatko peryferyjne, ktoére z powodu niskiej aktywno$ci powierzch-
niowej oddziatuje jedynie z zewngtrzng powierzchnia dwuwarstwy lipidowej
w wyniku sit elektrostatycznych. W tej sytuacji penetracja btony jest jedynie
mozliwa w temperaturze bliskiej temperaturze glownego przejscia fazowego
charakterystycznej dla fosfatydylocholin. Redukcja wartosci pH, prowadzi
do przejscia biatka ze stanu natywnego do stanu kwasowej stopionej globuli,
podczas ktorego a-helisy stajg si¢ coraz bardziej wyeksponowane w kierunku
powierzchni blony. Woéwcezas, dominujgcg role odgrywajg oddzialywania hydro-
fobowe, ktore promujg integracj¢ biatka z wnetrzem dwuwarstwy lipidowej [62].

Warto podkresli¢ fakt, ze w pewnych zakresach stezen a-laktoalbumina prowa-
dzi do rozbicia dwuwarstwy lipidowej w wyniku oddzialywan ahelisy z apolarnym
wnetrzem blony. W literaturze przedstawiono dwie koncepcje dotyczace hipote-
tycznego ksztaltu powstatych systemow. Wedltug Hanssens i wspdtpracownicy [63]
a-laktoalbumina solubilizuje blong lipidowsg i uczestniczy w powstaniu malych
micelarnych ukladéw, w ktérych hydrofobowa powierzchnia a-helisy jest odsepa-
rowana od roztworu wodnego monowarstwg lipidowg. Swojg teorie oparli na obser-
wacji znacznej redukeji rozproszenia $wiatla dla probki liposomy/a-laktoalbumina
o pH 4 i 2 przy stosunku molowym obu komponentéw w zakresie od 50 do 200.

Dla poréwnania, Segrest [64] w swoich rozwazaniach nad prawdopodobna geo-
metrig asocjatu amfipatycznych ahelis z pecherzykami lipidowymi zaproponowat,
ze powstaly kompleks ma ksztalt dysku. W centrum tarczy znajduje si¢ dwuwarstwa
lipidowa a na jej krawedziach hydrofobowe tancuchy alkilowe sg ekranowane przez
amfipatyczne a-helisy.

UWAGI KONCOWE

Blonowe uklady biatkowo-lipidowe wykazujg réznorodno$¢ w swej struktu-
rze. Stan konformacyjny bialek blonowych oraz struktura dwuwarstw lipidowych
silnie na siebie wplywajg, modyfikujac sie wzajemnie. To determinuje wlasciwo-
$ci biologiczne uktadéw blonowych oraz umozliwia ich regulacje. Blonowe biatko



744 A. LITWINCZUK-MAMMADOVA, K. CIESLIK-BOCZULA, M. ROSPENK

a-laktoalbuminy wykazuje zdolnos¢ do przyjmowania réznych form struktural-
nych, m.in. stopionej globuli, ktdre okreslajg jego aktywno$¢ biologiczna, np. prze-
ciwnowotworowa w kompleksie HAMLET/BALMET. Specyficzne oddzialywanie
kompleksu kwasowej stopionej globuli a-laktoalbuminy z kwasem oleinowym na
komorki nowotworowe jest najprawdopodobniej podyktowane odmienng i specy-
ficzna dla komoérek nowotworowych strukturg i sktadem lipidowym blon komor-
kowych. Dodatkowo, zmienajac czynniki zewnetrzne, takie jak temperatura, pH,
uwodnienie, sila janowa itd., nastepuje regulacja aktywnosci biologicznej uktadow
blonowych poprzez zmiane ich wlasciwosci fizykochemicznych.
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