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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Badanie wplywu saponin na modelowe warstwy lipidowe

W niniejszej précy podjeta zostata proba wyjasnienia natury oddziatywan migdzy saponinami,
naturalnymi surfaktantami posiadajagcymi szereg potencjalnych wtasciwosci farmakologicznych,
a komponentami naturalnych bton komérkowych w monowarstwach Langmuira. Do badan
wykorzystano cztery saponiny: hederakozyd C, o-hederyng, sol kwasu glicyryzynowego i
digitoning oraz dwa ekstrakty saponinowe z kory mydtodrzewu wiasciwego nazwane w pracy
odpowiednio QBS ,,Sigma” i QBS ,,SuperSap”.

Rozprawa doktorska sktada si¢ z czterech gldwnych czesci tj. czgsci teoretycznej, czesci
doswiadczalnej, wnioskow oraz bibliografii.

Pierwsza czg$¢ pracy poswiecona jest przegladowi literatury przedmiotu i obejmuje trzy
podrozdziaty, w ktorych przedstawiono kolejno informacje nt. saponin, blon komérkowych oraz
modelowych uktadéw imitujacych naturalne btony komoérkowe. Przedstawiono takze genezg
badan na temat potencjalnego wptywu saponin na btony biologiczne.

Na poczatku czesci eksperymentalnej zaprezentowano wszystkie odczynniki chemiczne
stosowane w badaniach, jak roéwniez przedstawiono stosowang procedur¢ pomiarowg. W dalszej
czesci przedstawiono wyniki wykonanych badan. W pierwszej kolejnosci zaprezentowano
nowatorski sposob wprowadzenia do subfazy zwigzkéw powierzchniowo czynnych za pomoca
pompy perystaltycznej pod uprzednio utworzona monowarstwe Langmuira imitujgca polowe
btony biologicznej. Przedstawiono wyniki z szeregu testow potwierdzajacych znikomy wplyw
przeplywu wymuszonego przez pompg perystaltyczng na monowarstwe Langmuira. To
zaowocowato zaprojektowaniem wanny Langmuira ulatwiajacej wymiang subfazy pod
monowarstwa lipidowg. Zostata ona wykorzystana do wigkszosci pomiaréw przedstawionych w

niniejszej dysertacji. W dalszym etapie zdecydowano si¢ na przeprowadzenie badan, ktorych



celem byto poréwnanie wplywu surfaktantéw syntetycznych (SDS, CTAB i Triton X-100) i
komercyjnie dostgpnego biosurfaktanta pozyskanego z kory drzewa Quillaja saponaria Molina
(Quillaja bark saponin, QBS ,,Sigma™) na monowarstwe¢ DPPC (dipalmitylofosfatydylocholiny)
jako uktad modelowy, symulujgcy warstwe blony komoérkowej. Wykazano odmienny wptyw
biosurfaktanta w poréwnaniu z surfaktantami syntetycznymi na modelowa bton¢ utworzong z
fosfolipidu DPPC. Nastepnym etapem bylo sprawdzenie czy komercyjnie dostgpne ekstrakty
pochodzace z tego samego zrddia naturalnego, tj. kory mydtodrzewu wiasciwego (QBS),
odpowiednio QBS ,,Sigma i QBS ,.SuperSap” wykazuja te same wlasciwosci adsorpcyjne. Dzigki
przeprowadzonym badaniom (pomiary ci$nienia powierzchniowego, reologii powierzchniowej
oraz mikroskopii fluorescencyjnej) zaobserwowano, ze pomimo wspdlnej nazwy, dostgpne
handlowo ekstrakty QBS mogg rozni¢ si¢ migdzy sobg wiasciwosciami. Te réznice moga
najprawdopodobniej wynika¢ z rozbieznosci w metodyce ekstrakcji, a takze zmiennosci sktadu
kory mydtodrzewu wiasciwego. Ze wzgledu na réznorodnosé w budowie saponin, jak réwniez
ztozonos¢ sktadow ekstraktéw, do dalszych badan zdecydowano si¢ wykorzysta¢ dostgpne
komercyjnie oczyszczone saponiny. W pierwszym etapie sprawdzono wplyw saponiny
steroidowej - digitoniny na monowarstwy lipidowe (DPPC oraz DPPC:Chol). Najbardziej
znaczacy wptyw digitoniny zaobserwowano w obecno$ci monowarstwy mieszanej zawierajacej
DPPC i cholesterol, gdzie prawdopodobnym jest, ze digitonina ,,rywalizuje” z czasteczkami DPPC
o cholesterol. To z kolei moze skutkowa¢ tworzeniem nowych kompleksow cholesterol-
digitonina. Potwierdzaja to wyniki IRRAS (odbiciowej spektroskopii w podczerwieni).

Aby sprawdzi¢ czy wiasciwosci saponin sa uwarunkowane budowa chemiczng zwiazku,
wliczajgc w to strukturg czesdci aglikonowej, ilosé, a takze diugos¢ tancuchéw cukrowych, jak
rowniez pozycje ich przylgczenia do czgsei aglikonowej w kolejnych badaniach zdecydowano sig
sprawdzi¢ wptyw saponin triterpenowych: o-hederyny, hederakozydu C i soli kwasu
glicyryzynowego na monowarstwy DPPC i monowarstwy mieszane z cholesterolem. Okazato sig,
ze budowa czasteczek saponin wptywa w ogromnej mierze na ich powinowactwo do lipidow.
Zaobserwowano duzy wptyw a-hederyny na monowarstwy Langmuira. Jest on w zgodzie z
doniesieniami literaturowymi nt. jej cytotoksycznosci oraz hemolitycznosci. Niewielki wplyw z
kolei zaobserwowano w przypadku hederakozydu C i znikomy w przypadku soli kwasu
glicyryzynowego. Okazato sig, ze subtelne réznice w budowie saponin moga wptywac na ich

aktywnos¢ powierzchniows.



Nastepnie zweryfikowano uprzednio uzyskane wyniki przy uzyciu dwuwarstw lipidowych w
postaci olbrzymich liposoméw jednowarstwowych (GUV). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze
obecno$¢ cholesterolu w znaczacy sposéb wptywa na odzialywania liposoméw z saponinami.
Ponadto zaobserwowano korelacje miedzy wynikami uzyskanymi dla mono- i dwuwarstw
lipidowych.

W kolejnym etapie badan zdecydowano si¢ sprawdzi¢ wptyw digitoniny na monowarstwy
fosfolipidowe odpowiednio: DPPC, DMPE, POPC, POPE, DSPC, DSPE, DPPE, DPPS, DPPG
przy uzyciu odbiciowej spektroskopii w podczerwieni (IRRAS). Technika ta pozwolita na badanie
subtelnych zmian reorganizacji monowarstw lipidéw pod wptywem saponiny. Okazalo sig, ze
digitonina oddziatywuje z fosfolipidami w bardzo wybidrczy sposéb. Wyniki wskazuja, ze
zar6éwno ,.glowa” lipidowa, dlugos¢ tancucha hydrofobowego oraz faza, w ktoérej fosfolipid sie
znajduje, wptywajg na te oddziatywania. Najwigksze roznice zaobserwowano w przypadku DPPE
i DPPS. Nalezy jednak tu zaznaczy¢, ze w zadnym przypadku digitonina nie dziatata destrukcyjnie
na monowarstwy fosfolipidowe. Nawet jesli wbudowywala si¢ w monowarstwe mogta by¢ z
fatwoscia usunigta poprzez mechaniczng kompresj¢ monowarstwy.

W ostatnim etapie badan w ramach dysertacji przeprowadzono pomiary w monowarstwach
odwzorowujacych zewnetrzng warstwe btony komérkowej erytrocytow w kontekscie badan nad
wyjasnieniem zdolnosci hemolitycznych. Zbadano wplyw saponiny steroidowej (digitoniny) i
ekstraktu zawierajgcego saponiny triterpenowe (QBS ,,SuperSap™) na monowarstwy Langmuira
sktadajace si¢ z POPC, POPE, SM i cholesterolu. Zbadany zostal wplyw obu saponin na
monowarstwy skladajace si¢ z pojedynczych sktadnikow blony, a w nastgpnym etapie - na
monowarstwy mieszane. W tym celu przeprowadzono pomiary relaksacji cisnienia
powierzchniowego, IRRAS i mikroskopii fluorescencyjnej. Wykazano, ze digitonina w
poréwnaniu z ekstraktem ,,SuperSap” juz przy stezeniu 3uM w obecnosci cholesterolu powoduje
znaczny wzrost ci$nienia powierzchniowego (IT) do wartosci krytycznej, przy ktorej
monowarstwy lipidowe moga ulec zatamaniu. Swiadczy to o bardzo duzym powinowactwie tej
saponiny do cholesterolu, co jest szczegélnie istotne, gdy zawartosé cholesterolu w membranie
jest znaczaca, tak jak ma to miejsce w erytrocytach.

Catosé pracy podsumowana zostata 16 wnioskami (czgs¢ trzecia), z ktérych najwazniejsze

wymieniono ponizej:



1. Opracowanie metodyki pomiarowej badania wplywu surfaktantéw na monowarstwy lipidowe,
co zaowocowato zaprojektowaniem nowatorskiej wanny Langmuira do wymiany subfazy.

2. Wykazanie, ze ekstrakt QBS ,,Sigma” nie dziata destrukcyjnie na monowarstw¢ DPPC w
przeciwienstwie do surfaktantow syntetycznych (SDS, CTAB i Triton X-100).

3. Stwierdzenie, ze pomimo wspdlnej nazwy, dostgpne handlowo ekstrakty - QBS ,,Sigma” i QBS
,»SuperSap” mogg znaczgco réznié¢ si¢ mi¢dzy sobg wiasciwosciami.

4. Wykazanie, ze budowa saponin wplywa w ogromnej mierze na ich powinowactwo do lipidow.
5. Zaobserwowanie nieopisanego dotad w literaturze przejscia fazowego LC-LE, z fazy LC
(uporzadkowanej) do fazy LE (nieuporzadkowanej) obserwowane dla DPPE i DPPS w obecnosci
digitoniny. Sugeruje to, ze aktywno$¢ membranolityczna digitoniny (i ewentualnie innych
saponin) niekoniecznie musi by¢ zwigzana wytacznie z kompleksowaniem cholesterolu. Mimo to,
cholesterol odgrywa kluczows role w oddziatywaniach z saponinami.

Prace konczy czwarta cz¢sé - bibliografia zawierajaca 202 pozycji.
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