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1. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

z podaniem podmiotu nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

Doktor Dyplom uzyskania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk

inzynieryjno-technicznych z wyréznieniem w dyscyplinie Inzynieria Biomedyczna nadany

uchwatg Komisji ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie Inzynieria Biomedyczna na
Politechnice Wroctawskiej w dniu 3 czerwca 2020 r.

Tytut rozprawy doktorskiej: Rozw6j metod doswiadczalnych do wyznaczania parametrow
mechanicznych bton lipidowych

Promotor: prof. dr hab. inz. Marek Langner.

Magister Inzynier Dyplom ukonczenia studiow II-stopnia na kierunku Fizyka Techniczna w
specjalnosci Nanoinzynieria z wynikiem bardzo dobrym. Uzyskanie tytutu magistra inzyniera
w dniu 9 lipca 2014r.

Praca: ,,Dyfuzja agregatow lipidowych badana technika fluorescencyjnej spektroskopii
korelacyjnej”

Promotor: dr inz. Magdalena Przybyto

Inzynier Dyplom ukonczenia studiéw I-stopnia na kierunku Fizyka Techniczna w specjalnosci
Nanoinzynieria z wynikiem bardzo dobrym. Uzyskanie tytutu inzyniera w dniu 29 stycznia
2013.

Praca: ,,Charakterystyka stabilnosci mikroelektromechanicznych krzemowo germanowych
rezonatorow (MEMS)”

Promotor: dr hab. inz. Ewa Rysiakiewicz-Pasek
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2. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych.

Politechnika Wroctawska

10.2020-obecnie  Adiunkt badawczo-dydaktyczny, Katedra Inzynierii Biomedycznej,
Wydzial Podstawowych Problemow Techniki, Politechnika Wroctawska.

10.2018-09.2019  Stypendysta-doktorant w  projekcie Etiuda, Katedra Inzynierii
Biomedycznej, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska.
12.2016-06.2019  Stypendysta-doktorant ~w  projekcie  Opus, Instytut Inzynierii
Biomedycznej i Pomiarowej, Wydzial Podstawowych Problemow Techniki, Politechnika
Wroctawska.

03.2017-03.2019  Asystent naukowy, Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej,
Wydzial Podstawowych Problemow Techniki, Politechnika Wroctawska.

Uniwersytet Wroctawski

07.2020-06.2023  Adiunkt badawczy, Zaktad Cytobiochemii, Wydzial Biotechnologii,
Uniwersytet Wroctawski. Zatrudnienie jako wykonawca w projekcie NCN Sonata Bis
zatytutowanym ,Molecular mechanisms of selectivity for membrane signaling lipids:
phosphatidic acid and ceramide-1-phosphate”.

Instytut Koloidéw i Interfejsow Maxa Plancka

02-05.2022 Goscinny  post-doc, Laboratorium Biofizyki, Instytut Koloidow
i Interfejsbw Maxa Plancka, Poczdam, Niemcy. W ramach pobytu realizowano projekt
zatytulowany ,,Mechanical characterization of phosphatidic-acid-enriched model asymmetrical
membranes using micropipette aspiration technique”.

Centrum Nauk Fizycznych i Technologii (FTMC)

05-11.2019 Staz naukowy, Departament Nano-inzynierii, Centrum Nauk Fizycznych
i Technologii, Wilno, Litwa. W ramach pobytu realizowano projekt Etiuda zatytulowany
“Mechanical characterization of phosphatidic-acid-enriched model asymmetrical membranes
using micropipette aspiration technique”.

Miedzyuczelniane Centrum Mikroelektroniki (IMEC)

06-09.2012 Mtodszy Badacz, Relability Department, Interuniversity Microelectronics
Centre (IMEC), Heverlee, Belgia.
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3. Omoéwienie osiggniec

Sekcja ta przedstawia cykl szeSciu powigzanych tematycznie publikacji stanowigcych
osiggnigcie naukowe, zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2021 r. poz.
478 z pdzn. zm.). Niniejszy autoreferat zawiera merytoryczne ujecie mojego osiggnigcia
naukowego, jak 1 w sposob precyzyjny okresla mo; wktad w powstanie cyklu szesciu prac
naukowych obejmujacych trzy zagadnienia badawcze zgodnie ze schematem zilustrowanym na
Rys. 1. Sumaryczny IF cyklu publikacji wynosi 29.72, natomiast sumaryczna liczba punktéw
MNISW cyklu wynosi 760.
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10.1038/541598-023-45575-5
IF y022 4.6, 5,05, 4.9, MEIN 140

o

 2006¢

Q@€
“e

e
Drabik D.*, Czogalla A., Simple Does Not Mean Trivial: Behavior of Phosphatidic Acid in Lipid Mono- and '/' '\,
Bilayers, MMS, 22(21), 11523 (2021} doi: 10.3390/ijms222111523 |
IF 3079 6.21, IF5,55, 5.61, MEIN 140

7
Rzycki M., Kaczorowska A., Kraszewski S., Drabik D., A Systematic Approach: Molecular Dynamics Study
and Parametrisation of Gemini Type Cationic Surfactants, LMS, 22, 10939 (2021), doi: N

\
|
|
|
10.3390/ijms222010939 \ |
/ |
|
! 4

IF 3021 6.21, IF5,q5, 5.61, MEIN 140

P o e C6 Rzycki M., Drabik D., Szostak-Paluch K., Hanus-Lorenz B., Kraszewski S., Unraveling the mechanism of —
( octenidine and chlorhexidine on membranes: Does electrostatics matter?, Biophys J, 120, 3392-3408 [

3 ’s 5% (2021), doi: 10.1016/].bpj.2021.06.027

Bk T o IF 300 3.70, IF5,,;, 3.49, MEIN 100

Rys 1. Powigzanie artykutéw zaprezentowanych w cyklu z omawianymi zagadnieniami w
autoreferacie.

3.1. Tytut osiggnigcia

Konsekwencje zaburzenia homeostazy parametrow blony lipidowej dla jej
funkcjonalnosci, stabilnosci i organizacji

3.2 Wprowadzenie

Blony komoérkowe, stanowigce zewngtrzng otoczke kazdej komorki, sa niezbednym
elementem umozlwiajacym jej funkcjonowanie. Jeszcze 30 lat temu ich roli przypisywano
mniejsze znaczenie niz dzisiaj, a je same postrzegano jako pasywne rusztowanie komorek nie
majace Szczegblnego wptywu na ich funkcjonowanie. W ostatnich latach to podejscie sie
diametralnie zmienito. Obecnie wiemy, ze btony komorkowe pozwolily na uformowanie
i funkcjonowanie zycia komdérkowego w znany nam sposob [1]. W jednej z dotyczacych
hipotez ambiogenezy zlokalizowane w otworach hydrotermalnych w oceanach lub na masach
ladowych wulkanéw aminokwasy nie byly w stanie przetrwa¢ poza swoim naturalnym
srodowiskiem. Synergia z amfifilowym przodkiem lipidéw pozwolila na stworzenie otoczki,
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ktora chronifa je przed zewnetrznymi czynnikami tworzgc tak zwang proto-komorke [2, 3].
Jedng z podstawowych i niezaprzeczalnych funkcji wspotczesnych bton komorkowych jest
bycie selektywna i ochronng bariera pomigdzy wnetrzem i zewnetrzem komorki. Selektywnag
w tym znaczeniu, ze dzigki mechanizmowi transportu aktywnego (pompy) i masowego,
I pasywnego, umozliwia on precyzyjne dostarczanie materiatlow niezbgdnych do jej zycia oraz
wydzielanie produktow przemiany materii. Aktywny transport odbywa si¢ przez zlokalizowane
w blonie pompy. Same pompy pozwalaja rowniez na wytworzenie gradientu jonow, co pozwala
na utrzymanie potencjalu blonowego niezbednego dla przebiegu transbtonowych procesow
metabolicznych. Poza opisanym aktywnym transportem, btony sg zdolne tez do transportu
masowego (z angielskiego: bulk transport), czyli endocytozy i egzocytozy, oraz transportu
pasywnego, czyli dyfuzji mi¢dzybtonowej i osmozy. Z kolei rola ochronna blony jest
szczegoOlnie widoczna w przypadku mikroboéw. Mikroby wystepuja na catym globie ziemskim,
a takze wewnatrz organizmow zywych. Ich przystosowanie si¢ do tak ekstremalnych warunkéw
odbywa si¢ poprzez wydzielanie pecherzykéw blonowych. Ich mechanizm polega na
rozprzestrzenianiu czynnikéw wirulencji, w tym toksyn i enzymow degradacyjnych, do
srodowiska pozakomodrkowego. Po uwolnieniu pecherzyki dziataja ofensywnie jako
mechanizm dostarczania czynnikéw wirulencji, a takze defensywnie, wspomagajac kolonizacje
gospodarza i przetrwanie organizmu w nieprzyjaznym $rodowisku [4]. Blony posiadajg
réwniez zdolnos¢ do przyjmowania ztozonych ksztattoéw, a w konsekwencji do fluktuacji
I pofaldowania, co pozwala na znaczgce zwigkszenie powierzchni aktywnej, na ktorej moga
zachodzi¢ procesy biochemiczne. Jest to szczegdlnie widoczne w wewngtrznych blonach
mitochondrium, w  ktérych  pofaldowana  blona pozwala na  upakowanie
adenozyno-5'-trifosforanow, ktore to posredniczg w przekazywaniu energii za pomocg syntezy
ATP w ADP i umozliwiaja oddychanie komoérkowe [5]. Podobng organizacj¢ mozna
zaobserwowa¢ w chloroplastach, jednak rolg btony wewngtrznej w mitochondrium przejmuje
btona tylakoidowa [6]. Sam ksztatt btony moze rowniez byé wyzwalaczem procesow
biologicznych, jak to pokazano na przyktadzie biatka K-Ras. Jest to mate bialko z rodziny
biatlek G zakotwiczone w blonie plazmatycznej, ktore reguluje proliferacje komorek.
Wykazano, ze wystepowanie onkogennego mutanta biatka K-Ras, K-RasG12V, jest
preferowane w ptaskich btonach o niskiej krzywiznie. Koreluje to z wigksza stymulacja wzrostu
i proliferacji ptaskich komorek [7]. Btony lipidowe odpowiadaja tez posrednio za komunikacje
miedzykomorkowa —  spontanicznie  tworzone  nano-platformy  sygnalizacyjne,
i w konsekwencji agregacja na nich biatek odpowiadajacych za komunikacje takich jak kinazy
serynowo-treoninowe pozwalaja na wysytanie i odbieranie informacji za pomoca sygnatow
elektrochemicznych [8]. Btony stanowia tez plaszczyzne, umozliwiajacg powstawanie
kompleksow biatkowo-btonowych, co zademonstrowano na przyktadzie fosfolipaz Az
(doktadnie na przyktadzie potaczenia dwoch enzymoéw GIVA cPLA2 oraz GIVA iPLA2 w
symulacji z blong POPC) [9].

Btony komoérkowe, chociaz r6znig si¢ migdzy soba sktadem w zaleznosci od organu czy
komorki, majg wspolne podstawowe elementy budulcowe. Podstawowy sktad kazdej btony to
czasteczki lipidow ustrukturyzowanych w podwdjng blone (zwang dwuwarstwa) dzieki
efektowi hydrofobowemu, rézne biatka, ktore si¢ w niej znajduja oraz cukry. Wiekszos¢ bton
plazmatycznych sktada si¢ w okoto 50% z lipidow 1 w 50% z bialek, przy czym czesci
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weglowodanowe glikolipidow 1 glikoprotein stanowig od 5 do 10% masy blony [10].
W przypadku lipidow jest to do$¢ obszerna grupa czasteczek, w ujeciu z perspektywy blony,
sktadajaca si¢ przede wszystkim z fosfolipidow, a w nastepnej kolejnosci z glikolipidow,
steroli, pozostatych kwasow ttuszczowych i lipiddw. W podgrupie fosfolipidow, w zaleznos$ci
od r6éznic w budowie glowki lipidowej mamy najpowszechniej wystepujaca fosfatydylocholing
(odpowiada za regulowanie fizycznych wilasciwosci btony) oraz fosfatydyloetanoloaming
(reguluje krzywizne btony i ciSnienie na blonie), a takze majgce znacznie mniejszy udziat
ilosciowy fosfatydyloseryn¢ (utrata jej asymetrycznego rozkiladu indukuje apoptoze),
fosfatydyloglicerol (zapewnia ptynno$¢ i stabilno$¢ btony), kwas fosfatydowy (odpowiedzialny
za synteze de novo lipidow i udzial w kaskadzie sygnalizacji wewnatrzkomorkowej) oraz
fosfatydyloinozytole (czasteczki sygnatowe oraz posredniczace w transporcie przez blong).
Glikolipidy sa czasteczkami zbudowanymi z lipidowej cze$ci, do ktdrej przylaczone sa
fragmenty cukrowe. Przyktadem takiej czasteczki jest lipopolisacharyd (LPS), sktadajacy si¢
z lipidowej czeSci nazwanej lipidA, rdzenia taczacego oraz O-antygenu bedacego
powtarzalnym polisacharydem powigzanym wigzaniami glikozydowymi. Do kategorii innych
kwasow tluszczowych i lipidow mozna zakwalifikowaé przede wszystkim sfingolipidy
(alternatywne czasteczki sygnalowe, posiadajace niezalezne od fosfolipidow $ciezki syntezy),
sterole (w szczegdlnosci cholesterol wystepujacy W komorkach eukariotycznych, ergosterol -
w grzybach, fitosterole - w roslinach oraz hopanoidy - w komdérkach prokariotycznych; maja
one duzy wplyw na organizacj¢ i sztywno$¢ blony) oraz bardziej ,.egzotyczne” lipidy
specyficzne dla danego typu komérki jak na przyktad lipidy fenolowe. W zalezno$ci
od przyjetej klasyfikacji rozpuszczalne w btonach sterydy i hormony (takie jak calciferol,
filochinon czy menachinon) moga réwniez by¢ uznane jako tluszcze. Roznorodno$é budowy
i liczno$¢ elementow sktadowych sprawiaja, ze okresSlenie konkretnego wplywu
poszczegodlnego sktadnika na jej zachowanie bywa utrudnione (Rys2, lewy panel). W tym celu
stosuje si¢ W badaniach biofizycznych uproszczone modele bton biologicznych. Sa to blony
lipidowe — sztucznie stworzone blony sktadajace si¢ z precyzyjnie zdefiniowanego sktadu
lipidowego i (jesli istnieje taka konieczno$¢) odpowiednich biatek. W zaleznosci od metody
preparatyki, spotykamy si¢ z trzema podstawowymi strukturami. Pierwszym z nich jest liposom
(Rys 2, prawy panel A) — sferyczny pecherzyk sktadajacy sie z dwuwarstwy lipidowe;j.
W wewngetrznej czesci znajduja si¢ hydrofobowe lancuchy acylowe, ktore sa zaréwno od
zewnatrz jak i wewnatrz chronione przed kontaktem z polarnymi czasteczkami wody za
pomoca hydrofilowych glowek. Liposomy wystepuja w licznych wariacjach w zaleznos$ci od
rozmiaru (mate pecherzyki o srednicy do 100 nm, duze pecherzyki o $rednicy od 100 do 500
nm oraz mikroliposomy o $rednicach powyzej 0.5 um) oraz ztozonos$ci przestrzennej
(jednowarstwowe, wielowarstwowe oraz oligopecherzykowe). Najczesciej spotykang notacja
jest trzyliterowy skrét, np. GUV, gdzie pierwsza litera oznacza rozmiar (S-small, L-large,
G-giant), druga litera organizacje przestrzenng (U-unilamellar, M-multilamelar,
O-oligovesicular), a trzecia jest po prostu skrotem od angielskiej nazwy pecherzyka
(V-vesicles).
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Rys 2. Lewy panel: Ztozono$¢ blony komérkowej. Prawy panel: Uproszczone modele blony lipidowej
z uwzglednieniem najczesciej spotykanych struktur samo-organizacyjnych: (A) Liposom, (B) Micele,
(C) Btona lipidowa.

Drugim powszechnie spotykanym sposobem organizacji lipidow sg micele (Rys 2, prawy panel
B). Sag to bardzo mate pecherzyki sktadajace si¢ tylko z jednej warstwy lipidowej z fancuchami
acylowymi zorientowanymi do wewnatrz pecherzyka. W wyniku tego ich rozmiar jest
ograniczony, nie posiadaja rowniez mozliwosci transportu substancji hydrofilowych. Zar6wno
liposomy jak i micele moga swobodnie wystgpowac w roztworze. Jest to przewaga nad trzecig
powszechnie spotykang organizacja lipidow, czyli planarng btong lipidowa (Rys 2, prawy panel
C). Planarne ustrukturyzowanie btony jest powszechnie stosowane we wszelkiego rodzaju
symulacjach, np. z wykorzystaniem dynamiki molekularnej czy Monte Carlo. W warunkach
eksperymentalnych planarne btony osigga si¢ poprzez osadzanie lipidow na specjalnie do tego
przygotowanych wspierajacych podtozach. Mamy wtedy do czynienia z wspieranymi btonami
lipidowymi (SLB, z angielskiego: supported lipid bilayers). Warto jednak zwréci¢ uwagg, ze
dokonywanie charakteryzacji SLB jest zagadnieniem do$¢ kontrowersyjnym, a powszechna
jest opinia, ze btona wsparta na podtozu ze ztota czy pokrytego sfunkcjonalizowanymi biatkami
lub zawieszona na porowatej powierzchni nie bedzie zblizona w swoich wlasciwosciach
fizykochemicznych do swobodnie organizujacej si¢ btony jak na przyklad w przypadku
liposomu. Poza tymi trzema najpowszechniejszymi organizacjami lipidow istniejg rowniez
inne, czgsto zaplanowane do konkretnych badan lub realizacji konkretnego eksperymentu. Jako
przyktad mozna tutaj poda¢ nano-dyski lipidowe, niewielkie dyski sktadajace si¢ z lipidow
ustrukturyzowanych za pomocag bialek stabilizujagcych (np. biatka MSP takie jak
apolipoproteina), stuzace do badania biatek transbtonowych (integralnych) w zblizonych do
naturalnych warunkach.

Niezaleznie od sposobu ustrukturyzowania, btony lipidowe sa, w ujeciu biofizycznym,
obicktem materii miekkiej o okreslonych wlasciwosciach fizykochemicznych. Z kolei
prawidlowa fizjologia btony wymaga zachowania okreslonych wtasciwosci biofizycznych [11,
12]. Prowadzi to do powstania poj¢cia homeostazy btony, a doktadnie mowigc homeostazy
parametrow btony lipidowej, czyli stanu réwnowagi szerokiego zakresu wlasciwosci
fizykochemicznych blony celem umozliwienia jej prawidlowego fizjologicznego
funkcjonowania.
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Podczas swoich badaniach zaobserwowatem, ze jezeli dojdzie do niewielkiego zaburzenia
réwnowagi parametrow, to blony sa w stanie spontanicznie ja odzyskiwac na przyktad przez
lokalng zmiang sktadu lipidowego [13]. Natomiast duze odchylenie moze juz doprowadzi¢ do
zaburzenia funkcjonowania btony, a w skrajnym przypadku, do nieodwracalnego zaburzenia
jej organizacji i/lub funkcjonowania. Doprowadzito to do tego, ze zaczalem bada¢ efekty takich
zaburzen, ktore to nazwatem zaburzeniem homeostazy parametrow btony. Okreslam tak na tyle
znaczacg zmiang przynajmniej jednego parametru opisujgcego wtasciwosci btony lipidowe;j, ze
znaczgco utrudniony jest powr6t do wartosci optymalnej za pomocg na przyktad wspomniane;j
wczesniej lokalnej zmiany skiadu lipidowego. Tego typu zmiana moze doprowadzi¢ do
powaznych i potencjalnie nieodwracalnych zmian w funkcjonowaniu btony komoérkowe;.
Przyktadami takich zmian s migdzy innymi utrata przepuszczalnos$ci blony lub zaburzenie jej
organizacji [14]. Podejrzewa si¢, ze choroby neurodegeneracyjne, takie jak Alzheimer, sa po
czesci wynikiem utraty homeostazy wlasciwosci btony i idacg za nimi utratg jej funkcji [15].
Pokazano zaréwno nie wprost na przyktadzie macierzy zewnatrzkomorkowej [16, 17] jak
i wprost na blonach [18, 19], Ze zmiana wlasciwos$ci blony jest tez powigzana z procesem
starzenia. Wraz z wiekiem wlasciwosci blony oddalajg si¢ od optymalnej dla siebie
homeostazy, przez co ich funkcje sa coraz gorzej realizowane. Zmiany, ktore skutkuja
zwigkszeniem ci$nienia lub napigcia na btonie moga nawet doprowadzi¢ do nieodwracalnego
peknigcia btony [20].

Opis tej tematyki podzielitem na trzy czesci:

W ramach pierwsze] czgsci opisz¢ parametry fizykochemiczne btony
Z wyszczegblnieniem moich osiggnie¢ w tym temacie. W gtéwnym zakresie bede¢ sie skupiat
na podejsciu opartym na charakterystyce btony z wykorzystaniem metody dynamiki
molekularnej, a przeprowadzone przeze mnie eksperymenty begde przywotywat w ramach
weryfikacji czy otrzymane parametry maja pokrycie w ukladzie rzeczywistym.

W ramach drugiej czesci zwrocg uwage na wplyw organizacji przestrzennej na
wlasciwosci fizykochemiczne btony, w szczegdlnosci na wystepowanie domen 1 asymetri¢
btony.

W ramach trzeciej czesci przedstawie skutki zaburzenia homeostazy btony biologiczne;,
zaro6wno na przyktadach literaturowych jak i w przeprowadzonych przeze mnie badaniach.
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3.3 Wiasciwosci wylaniajace btony lipidowe;j

Blona lipidowa jest elementem powstalym wskutek zlozenia z mniejszych czasteczek —
lipidow. Pozwala to na zroznicowane podejscie do opisu jej wilasciwosci. Najprostszym
podejsciem wydaje si¢ charakterystyka elementéw budulcowych, lipidow. Jednakze, tego typu
podejscie bytoby niewystarczajace, gdyz ignorowatoby tak zwane wtasciwosci wytaniajace si¢
lub wilasciwosci emergentne (z angielskiego: emerging properties) — sg to wtasciwosci ktore
nie sg widoczne w poszczegdlnych elementach systemu, ale pojawiajg si¢ dopiero gdy owe
elementy zostang potaczone. Przyktad doktadnie wykonanej przeze mnie charakterystyki
systemow z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej znajduje si¢ np. w pracy [CA4].
Schematy przedstawiajace zobrazowany charakter omawianych wlasciwosci sa przedstawione
na rysunku 3. Warto tutaj zwroci¢é uwage, ze rzadkim podej$ciem jest tak gruntowna
charakterystyka blony, w pracach przewaznie jest ona ograniczona do pojedynczych
parametréw. W swoich badaniach skupilem si¢ na ztozonej charakterystyce parametréw bton,
ktéra to pozwala mi na obserwacje homeostazy (lub jej zaburzen) w ramach kazdego
Z parametrow.

Wiasciwosci btony lipidowej

Grubosc btony Interdigitacja Pole na lipid Kompr%syjnoéc'
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Rys 3. Pogladowy rysunek przedstawiajacy wizualizacje wyznaczanych parametrow w prezentowanej
w tym autoreferacie charakterystyki btony lipidowe;.

Grubos¢ i zazebienie blony. Pierwszym z opisywanych wiasciwosci blony jest jej grubosé.
Wbrew intuicyjnemu wnioskowi, ze jest to po prostu suma dtugosci sktadowych lipidow po
obu stronach, warto$¢ ta potrafi si¢ znaczgco r6zni¢ w zaleznosci od przyjetych punktow

odniesienia. Jest ona miarg oddzialywania migdzy tancuchami acylowymi czasteczek
lipidowych migdzy warstewkami. Istniejg doniesienia pokazujace zalezno$¢ migdzy wahaniami
grubosci btony, a rdéznymi krytycznymi zjawiskami blonowymi takimi jak wymiana
komorkowa, tworzenie porow i wigzanie biatek, ktore sg $cisle zwigzane z funkcjonalnos$cia
komorek [21]. Wykazano tez zalezno$¢ migdzy gruboscig blony a jej ptynnoscig
I przepuszczalnoscia [22]. W ujeciu biologicznym zmiany grubosci blony moga prowadzi¢ do
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powstawania domen sygnalizacyjnych przez lateralne przeniesienie matych zakotwiczonych
w lipidach biatek Rasl i H-Ras z rodziny GTPaz z tratw lipidowych [23]. Zmiana tego typu
moze nastgpi¢ np. w zjawisku niedopasowania hydrofobowego, czyli sytuacji, w ktorej
hydrofobowa grubos$¢ regionu transbtonowego biatka nie odpowiada hydrofobowej grubosci
btony, w ktorej jest zlokalizowana. Z kolei w ujeciu biofizycznym, zmniejszenie grubosci blony
prowadzi do zmniejszenia bariery energetycznej, co ulatwia wbudowywanie si¢ biatek do btony
[24]. W pracy [C4] dla wybranych bton przyjatem trzy punkty odniesien — fosfor (P) oraz atomy
wegla C1 1 C2. Jak pokazano na rysunku 4.A, wybor ten znaczaco wpltywa na wartosc.
W przypadku blony ztozonej z lipidow SAPA (18:0-20:4) r6znica mi¢dzy gruboscig btony
wynosi 1.24 nm. Uwzglednienie tego czynnika jest szczeg6lnie krytyczne przy poréwnywaniu
wartosci do parametrow eksperymentalnych. Z racji, ze grubos$¢ badanych przeze mnie blon nie
zostata wyznaczona eksperymentalnie, to w takich przypadkach w swoich badaniach stosuj¢
sposob liczenia grubosci blony fosfor-fosfor, czyli wyliczam potozenie atomoéw fosforu
W kazdej z warstw lipidowych.

I Btona kontrolna
[ Biona z F2B

(C) I 0 mol% Oktanu
] 13 mol% Oktanu

4.25

* mmvr,. | ®
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Rys 4. (A) Roznice migdzy wyznaczonymi parametrami grubosci blony w zalezno$ci od przyjetego
odnosnika (z pracy [C4]), (B) réznice w grubosci btony przed i po inkorporacji czasteczki
antybakteryjnej F2B (z pracy [C1]), (C) réznice migdzy wyznaczonymi parametrami w zaleznosci od
zanieczyszczenia btony 13 mol% weglowodorem oktanem (z pracy [C2]).

W przypadku badania wptywu wbudowywania si¢ czasteczki do blony na jej whasciwosci,
dodatkowy element moze znaczaco wptyna¢ na grubos¢ btony. Tego typu analiz¢ wykonatem
na przyktadzie antybakteryjnej czasteczki F2B w pracy [C1], a same roznice przedstawiam na
rysunku 4.B. Podobne podejscie zastosowalem w pracy [C5], w ktorej to badalem wptyw
réznych czasteczek typu gemini (symetrycznych dwuogonowych detergentow) na grubo$é
btony. Jednak w przypadku tych czasteczek grubos¢ btony nie byta parametrem ulegajacym
duzej zmianie. Dodatkowo, obecnos$¢ zanieczyszczen w blonie moze wplywac na jej grubosc,
co zademonstrowatem na przykladzie obecnosci oktanu w pracy [C2], a Same roznice
przedstawitem na rysunku 4.C. Wada wybranej w tej pracy eksperymentalnej metody jest
podejrzenie o pozostawieniu $ladowych ilosci oleju mineralnego w rejonie tancuchow
acylowych. Celem weryfikacji na ile tego typu zanieczyszczenie moze modyfikowac parametry
btony wykonatem tego typu badania. Parametr grubosci blony jest tez, chociaz nie wprost,
powigzany z druga wlasciwoscig blony — interdigitacja albo zazebieniem (z angielskiego:
interdigitation). Zdefiniowana jest ona jako szerokos$¢ naktadania si¢ rozktadow mas dwoch



Autoreferat Dominik Drabik Strona 12

listkbw wzdluz normalnej blony. Wspolnie z gruboscig btony daje informacj¢ na temat
oddzialywania ogondw lipidowych miedzy warstewkami btony oraz pozwala na oszacowanie
wystepowania sprz¢zenia miedzy nimi (z angielskiego: interleaflet coupling). Warto
zaznaczy¢, ze laczenie tych dwoch parametrow dos$¢ rzadko wystepuje w literaturze, a samo
wystepowanie sprzezenia miedzy warstewkami jest dopiero zaczelo by¢ uznawane jako
zjawisko kilka lat temu, co sprawia, ze ten rodzaj wykonywanej przeze mnie analizy jest dos¢
unikalny. W przypadku braku obecno$ci sprzezenia ze wzrostem grubosci btony bedzie
obserwowany odpowiednio proporcjonalny spadek zazgbienia. W przypadku braku takiej
zalezno$ci mamy do czynienia ze sprzezeniem. Samo sprzezenie migdzy-warstewkowe jest
kluczowym aspektem tworzenia domen i jest potencjalnie kluczowe dla funkcjonowania
biologii blony komérkowe;j [25].

Pole na lipid. Trzecim z powszechnie wyznaczanych parametrow btony jest ,,pole na lipid”
(APL, z angielskiego: area per lipid). Sam parametr jest do$¢ bezposredni w swojej definicji,
jest to srednie pole w blonie przypadajace na pojedyncza czasteczke lipidu. Istniejg tez
wariancje tego parametru takie jak ,,pole na czasteczke” — gdy w systemie znajduja si¢ inne
czasteczki niz lipidy czy nawet ,,objeto$¢ na lipid” — gdzie stosuje si¢ przestrzenng tesselacje
pojedynczej molekuty celem oszacowania catej objetosci w ujeciu przestrzennym. Parametr ten
jest takze obecnie powszechnie akceptowanym weryfikatorem czy dany system ma przetozenie
w rzeczywistosci. Zbyt duze odchylenie od zmierzonych eksperymentalnie wartosci sugeruje
problemy z symulowanym uktadem. Alternatywnym opisem tego parametru jest profil gestosci
— im wigksza warto$¢ pola na lipid tym mniejsza bedzie obserwowana gestos¢. Chociaz nie ma
prac ktore by w sposob bezposredni taczyty warto$¢ pola na lipid z ktérymkolwiek aspektem
funkcjonowania komorki, sam parametr jest czesto przedstawiany jako zalezny od innych. Na
przyktad zaobserwowany spadek pola na lipid doprowadzit do wzrostu ci$nienia na btonie oraz
spadku odstonigtych obszaréw acylowych (zmniejszenie ilosci defektéw na blonie) [26].
Istnieje kilka sposobdéw wyznaczania tego parametru, z czego najbardziej powszechnym jest
wyznaczenie rozmiaru symulowanego ukladu i1 podzielenie go przez liczbe czasteczek
w systemie. W swoich badaniach jednak stosuje bardziej szczegdtows tesselacje Voronoi, jest
to podejscie polegajace na wyznaczeniu rownoodleglych punktow od kazdej sasiadujacej
czasteczki, a nastgpnie wykreslenia wielokatow dla poszczegodlnej czasteczki celem wyliczenia
pola dla kazdej pojedynczej molekuty (Rys 5, lewy panel). Takie podejscie gwarantuje wiekszg
doktadnos$¢ wyznaczanych parametrow. W pracy [C4] dokonatem analizy zgodnosci systemow
symulacyjnych z rzeczywistymi, co pokazatem na rysunku 5, panel prawy. Ponadto wyliczytem
teoretycznie warto$ci APL dla bton dwuskladnikowych bazujac na odpowiednim stosunku
lipidow oraz warto$ciach dla bton jednorodnych, odpowiednio dla danych z symulacji
I eksperymentu, czyli np. dla blony POPC/POPA 8:2 APL¢coretyczne = 0.8 * APLpopc + 0.2
APLpopy, 9dzie APLporc | APLpopa to warto$ci wyliczone dla bton jednorodnych. Otrzymane
wyniki pokazaty, ze w kazdym przypadku warto$ci otrzymane z eksperymentu byly nizsze niz
te otrzymane w symulacjach. Co ciekawe, warto$ci wyliczone teoretycznie dla bton ztozonych
wykazaly zbiezno$¢ z parametrami otrzymanymi z symulacji blony dwuskladnikowej za
pomoca dynamiki molekularnej. Zbiezno$¢ ta dotyczyla zarowno teoretycznego wyliczenia na
bazie danych dla bton jednorodnych z symulacji jak 1 jednorodnych monowarstw
z eksperymentu. Tylko z eksperymentu przeprowadzonego na monowartwie dwusktadnikowej
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otrzymatem znaczaco nizsze wartosci APL, w szczegdlnosci byto to widoczne w przypadku
bton POPC/POPA oraz POPC/SAPA. Zaobserwowany efekt pomiaru nizszego APL przy
technice eksperymentalnej w porownaniu do pozostatych podej$¢ uzasadnitem wystgpowaniem
dwdch z. Pierwszym wyjasnieniem byta roznica w modelu btony, w technice monowarstw, jak
sama nazwa wskazuje, mamy do czynienia z monowarstwami, ktérych ogony acylowe sa
skierowane w gore i majg kontakt z powietrzem, a nie drugg monowarstwa, co nic ma miejsca
w symulacji, gdzie jest analizowana petna btona. Drugim wyjasnieniem byto silne sprzezenie
ze sobg czasteczek PC/PA, ktore z racji ograniczen dynamiki molekularnej (kazda czasteczka
jest opisana niezaleznym polem sitowym, a sprz¢zenie czgsteczek wymaga recznej interwencji)
nie byta mozliwa do zaobserwowania. Za drugim wytlumaczeniem przemawia praca w ktorej
recznie dokonano tego typu modyfikacji i wptyneto to na sama btong [27].

[ ] Teoretycznie wyliczona warto$¢ z danych DM
Teoretycznie wyliczona wartosé z techniki Monowarstw

Il Wartos¢ z symulacji Dynamiki Molekularnej
Il \Wartosé z techniki Monowarstw Langmuira
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Rys 5. Lewy panel: Wizualizacja potozenia fosforow gornej warstwy blony w danej Kklatce.
Przeprowadzona analiza tesselacj¢ Voronoi pozwala na precyzyjng detekcje obszaru przypadajacego na
dany lipid. Prawy panel: Poréwnanie wartosci APL otrzymanych z symulacji dynamiki molekularnej
i eksperymentalnej techniki monowarstw. Ponadto zaprezentowano teoretyczne wyliczong warto$é
Z parametrow otrzymanych z homogenicznych bton (z pracy [C4]).

Pojedynczy punkt  Oba fosfory

Kardiolipina LipidA

Rys 6. Lewy panel: Schematy budowy czasteczek kardiolipiny i LipiduA (z pracy [C1]). Prawy panel:
schematyczna wizualizacja wptywu nieuwzglednienia geometrii czasteczki w analizie skutkujgca
odchyleniami w warto$ciach dla lipidoéw w blonie.



Autoreferat Dominik Drabik Strona 14

W przypadku analizy wpltywu wbudowywania si¢ czasteczek na btone nalezy zachowac bardzo
duza ostroznos¢ przy nazewnictwie parametru. Jesli uwzglednimy czasteczke, to mamy do
czynienia z opisanym wczesniej ,,polu na molekutg”. Natomiast jesli nie interesuje nas pole
czasteczki, koniecznym jest jej uwzglednienie w analizie by nie przeszacowac pola sgsiednich
jej lipidow. Tego typu badania wykonatem w pracach [C1,C5]. Z racji faktu, ze otrzymane
wartosci speiniajg warunki rozktadu normalnego, $rednia warto§¢ wyliczana jako parametr
Z dopasowania rozktadu do histogramu z parametréw. Warto tez podkresli¢, ze przyjete przeze
mnie podejscie tesselacji Voronoi nie jest bez wad i w niektorych przypadkach moze prowadzi¢
do niedoszacowania lub przeszacowania parametru, je$li nie zostanie to uwzglednione
w analizie. Chodzi konkretnie o przypadek duzych molekut takich jak kardiolipina czy lipidA.
Jak zademonstrowano na schemacie na lewym panelu Rysunku 6, czgsteczki te sa znaczgco
wicksze niz typowe lipidy oraz posiadaja wiecej niz jedng czasteczke fosforu. Przyjecie
reprezentacji jednego punktu dla tych czasteczek prowadzi do blednego wyznaczania pola na
lipid zaréwno dla niej, jak 1 dla czasteczek sasiadujacych. Dlatego tez musialem usprawic to
podejscie - w pracach [C1, C6] wprowadzitem reprezentowanie takich czgsteczek przez dwa
punkty odpowiadajace potozeniu fosforow i sumowaniu przypadajacego pola (Rysunek 6,
prawy panel).

Wspoélczynnik zginania, energii nachylenia, kompresyjnos$é, Gaussowska funkcja
krzywizny. Kolejna grupa parametrow sa parametry mechaniczne. Wyodrebnione na bazie
modelu Helfricha opisuja deformacje elastyczne, ktorym moze by¢ poddawana btona czy
pecherzyk. W klasycznym ujeciu sg one dzielone na trzy skladowe — napiecia zginajace,
napiecia kompresujace 1 $cinajace oraz Gaussowska funkcje krzywizny odpowiadajaca za
ksztalt i jego przeksztatcenia. Napigcia zginajace sa opisane przez wspélczynnik zginania «,

ktory definiuje si¢ jako energi¢ jaka nalezy przylozy¢, by efektywnie wygiac blong. Parametr
ten wyznaczam na bazie procedury fluktuacji przestrzeni rzeczywistej (z angielskiego:
real-space fluctuations), ktora to opracowalem jeszcze w trakcie mojego doktoratu. Podejscie
to pozwala na dodatkowe wyznaczenie energii nachylenia, ktéry jest empirycznym
parametrem shuzacy jako miara sit powigzanych z przechyleniem danego typu molekuty/lipidu
w blonie. Im wigksza jest warto$¢ energii nachylenia tym wigksza bariera dla czasteczki by
nastapito jej odchylenie. Z kolei napigcia kompresujace, opisywane przez kompresyjnos¢ K,
opisuja odpornos¢ blony na zewnetrzne sily 1 naciski. Chociaz istnieje metoda liczenia tego
parametru z fluktuacji rozmiaru symulowanego systemu, ma ona do$¢ ograniczone
zastosowanie oraz jej wynik zalezy od przyjetego poczatkowego punktu referencyjnego.
Zamiast tego w pracy [C4] zaimplementowatem metod¢ bazujacg na fluktuacjach grubosci
btony [28]. W tym podejsciu parametr a (odpowiadajacy opisanemu wczesniej polu na lipid
APL) w cztonie réwnania Helfricha odpowiadajacym za energi¢ wychylenie pola btony od
robwnowagi jest zastepowany grubos$cig blony wykorzystujac zaleznos¢ APL =V /MT, gdzie
V to objetos¢ lipidu. Nastepnym krokiem przeprowadzana jest redukcja objetosci z rownania.
Kroki te zaprezentowano w réwnaniu 1 (L okresla odpowiednio gorng i dolng warstwe btony).
Nastepnie stosuje si¢ przej$cie na zapis termodynamiczny za pomocg zasady ekwipartycji
energii < E >= (0.5) - kgT (réwnanie 2, Kg to stata Boltzmanna, T to temperatura). Poniewaz
energi¢ E mozna tez wyrazi¢ jako energi¢ stanu zdeformowanego na podstawie zasad
mechaniki statystycznej, mozliwe jest przej$cie z opisu termodynamicznego (wychylen od
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rownowagi) do statystycznego (populacji wychylen). W zwigzku z tym prawdopodobienstwo
danego zdarzenia mozna zdefiniowa¢ przez p(dapl/apl,) = C -exp(—E/kgT). PO
implementacji podobnego przejscia dla zapisu fluktuacji grubosci i po uporzadkowaniu
réwnania otrzymujemy zaleznos$¢ przedstawiong w rownaniu 3.

2

2 Vi =V 2
L_1p1 L (APLE—APLY ) L mtlL /mtg ) L (mth-mtl
B =3 AAPLO( APLY ) T2 AAPLO( V/th T2 AAPLO( mtL ) (1)
0
K} ——— kT 2)
<(th—mt’5)
APLy
(mel)
2kgT mtl—mtl mtl—mtl ’
_APBLglnp( fntL )=Kj( :ntL )+C (3)

W podejsciu krytyczna jest identyfikacja ptaszczyzny referencyjne;j. Jest to spowodowane tym,
ze powierzchnie blisko interfazy (woda/lipid) fluktuuja mniej z powodu napigcia
migdzyfazowego, z kolei im nizsza powierzchnia (im blizej $rodka btony) tym wigksze
fluktuacje z powodu zwigkszonej ptynnosci tancuchow lipidowych wokot ptaszczyzny btony.
W wyniku tego w zaleznos$ci od wybranej powierzchni mamy do czynienia albo z thumieniem
fluktuacji (i niedoszacowaniem kompresyjnosci) albo ze zbyt duzg swoboda
(i przeszacowaniem kompresyjnosci). W celu detekcji wiasciwej ptaszczyzny wyznacza si¢
pierwsza plaszczyzne dla pierwszego atomu wegla niepowigzanego z tlenem, nastgpnie dla
kazdej kolejnej ptaszczyzny i wyznacza si¢ korelacje z pierwszg ptaszczyzng i liczy nachylenia
w funkcji odlegto$ci migdzy nimi. Nastepnie liczy si¢ $rednig nachylen dla wszystkich
powierzchni do powierzchni i. Jesli nachylenie powierzchni i ma odchylenie od usrednionego
o wigcej niz 10%, to dana pierwsza ptaszczyzna i spetniajgca ten warunek jest poszukiwang
plaszczyzng istotng. Proces ten zwizualizowano na rysunku 7.
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Rys 7. Lewy panel: Okreslenie ptaszczyzn referencyjnych dla wybranych atomow. Plaszczyzna
fosforow zademonstrowana jedynie w celach wizualizacyjnych. Prawy panel: Srednia nachylen dla
powierzchni w funkcji odlegtosci z zaznaczeniem poszukiwanej powierzchni.

W kolejnych krokach nastepuje wyznaczenie lokalnych fluktuacji grubosci dla kazdego punktu
siatki dla kazdej klatki symulacji, oszacowanie rozktadu prawdopodobienstwa dla populacji
I wyznaczenie warto$ci szczytowej oraz potencjatu sredniej sity. Nastepnie wyliczony zostaje
zakres relatywnych zmian grubosci (od 5 do 7%) poprzez losowy wybor probek i weryfikacje
za pomocg wykresow kwantyl-kwantyl zgodnosci wybranych probek z populacja normalna.
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W ostatnim kroku kompresyjno$¢ jest liczona z rdwnania 3, gdzie lewy czlon rownania to
wyznaczony potencjat $redniej sity (rysunek 8). Musialem réwniez usprawni¢ algorytm
wyznaczania btedow, gdyz oryginalnie bazowatl on na tak zwanym bootstrapping polegajaca na
zdefiniowaniu blokow, w ktorych ponownie pobierane sg probki danych w czasie, jak
I przestrzeni. W swoim podejsciu zastosowatem jednak wyznaczanie bledow na bazie losowo
wybranych klatek symulacji 1 iteracji tego podejscia sto razy. Takie podejscie gwarantuje,
W mojej ocenie, duzo doktadniejsze wyznaczenie biedu parametru.
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Rys 8. (A) Histogram lokalnych fluktuacji grubo$ci btony dla gornej warstewki dla catej symulacji. (B)
Wyznaczony potencjat S$redniej sity. (C) Dopasowanie réwnania 3 celem otrzymania warto$ci
kompresyjnosci Ka, ktora w tym przypadku wyniosta 385.6 mN/m.

W pracy [C4] pierwszy raz zastosowalem to podejscie, ktore nast¢pnie stato si¢ dla mnie
standardowa procedurg pozniej wykorzystang w [C1,C2]. Warto zaznaczy¢, ze podejscie do
dawalo wyniki praktycznie identyczne jak te otrzymywane przeze mnie eksperymentalng
technikg aspiracji mikropipeta, co pokazano w pracy [C2]. Z tg eksperymentalng technika
miatlem okazje zapozna¢ si¢ na go$cinnym post-docu w instytucie Maksa Plancka
w Niemczech. Jesli za$ chodzi o samg Gaussowska funkcje krzywizny, jest to parametr
opisujacy ksztalt blony, bedacy czesto wypadkowa parametru upakowania pojedynczych
lipidow, a wyznaczenie tego parametru bywa wyzwaniem [29]. W matematycznym sensie jest
to 1loczyn dwoch wspotrzednych topologicznych na ptaszczyznie btony. Przez znaczacy czas
byt to parametr czysto teoretyczny, mozliwosci jego wyznaczenia byly, zaréwno
eksperymentalnie jak i symulacyjnie, do§¢ ograniczone. Obecnie istniejag dwa podejscia do
wyznaczania modutu krzywizny — calka z ci$nienia pojedynczej warstwy btony dzielona przez
wspotczynnik zginania lub z usrednionej siatki pochodnych polozenia referencyjnych atomow.
W ramach pracy [C1l] zastosowalem oba podej$cia, jednak w ostatecznym rozrachunku
zdecydowatem si¢ na drugie z nich z powodow wynikajacych z ograniczenia samych symulacji.
Na rysunku 9 zaprezentowatem otrzymane parametry Gaussowskiej funkcji krzywizny przed
I po wbudowaniu przyktadowych czasteczek F2B do blony.



Autoreferat Dominik Drabik Strona 17

A Dolna warstewka Gorna warstewka B Dolna warstewka Gorna warstewka

» \“ “ B .

- F - - -
-
1.05 1.05 1.05 1.05 1.05 1.05 1.0 05
H(A™Y) H(A™Y) H(A™Y) HA™Y

Rys 9. Srednie warto$ci Gaussowskiej funkcji krzywizny dla dolnej i gornej warstwy (A) przed i (B) po
wbudowaniu antybakteryjnej czasteczki F2B.

Jesli chodzi o sam wplyw mechaniki blony na jej zachowanie, istnieje szereg takich
przyktadow. Jednak z racji faktu, aby nie doszto do tematycznego odwotywania si¢ do mojej
rozprawy doktorskiej ktorej celem byto wyznaczanie wiasciwosci mechanicznych —
wspotczynnika zginania i kompresyjnosci — technikami eksperymentalnymi i symulacyjnymi,
to postanowitem nie rozszerza¢ tego tematu w tym opisie. W tym opracowaniu skupiam si¢ na
pelnej charakterystyce bton i jej wplywowi na homeostaze parametrow. Przy okazji omawiania
wlasciwos$ci mechanicznych warto wspomnie¢ o fenomenologicznej zalezno$ci taczacej
grubos$¢ blony oraz sprzezenie mig¢dzybtonowe z parametrami mechanicznymi znang jako
model szczotki polimerowej (z angielskiego: polymer brush model) [30, 31]. Model
zaprezentowano w réwnaniu 3, gdzie d to grubos¢ hydrofobowa (przewaznie wynoszgca %
grubos$ci blony), a o to miara sprz¢zenia migdzy warstwami. Miara sprz¢zenia o Wynosi od 12
(duze sprzezenie), przez 24 (klasyczna blona) az do 48 (swobodnie poruszajgca si¢
monowarstwa). Chociaz poczatkowo przyjmowano, ze miara sprzezenia jest wartoscig statg dla
wszystkich blon (a=24), to badania nad coraz bardziej zréznicowanymi skladami blonami
pokazuja, ze w zalezno$ci od skfadu 1 typu lipidéw w blonie a si¢ rozni, a jej warto$¢ jest
wyznacznikiem oddziatywania migdzy warstewkami. W zwigzku z tym parametr ten stanowi
dopetnienie parametréw mechanicznych btony o oddzialywanie miedzy warstewkami
(wptywajace chociazby na zjawisko flip-flopu), jednak nie jest to bezposredni parametr blony
w tym sensie, ze nie on jeszcze mierzalny bezposrednio z techniki eksperymentalnej badz
symulacji. W ramach pracy [C2] poczatkowo rozwazalem zastosowanie wspomnianego
modelu, ale ostatecznie po dyskusji z innymi wspoétautorami zdecydowaliSmy si¢ na inne
wyjasnienie zjawisk obserwowanych w pracy.

kK-a=d* K, (3)

Wspélezynnik dyfuzji. Jednym z najwazniejszych zjawisk gwarantujacych funkcjonowanie
zycia jest dyfuzja — samorzutne rozprzestrzenianie si¢ i przenikanie czasteczek bedace

konsekwencja chaotycznych zderzen miedzy czasteczkami. Dlatego tez w przedstawionym
przeze mnie opisie wtasciwosci blony nie mogto zabrakna¢ tego wspotczynnika. Konkretnie
lateralnego wspolczynnika dyfuzji, ktéry opisuje ruch indywidualnych czasteczek lipidu
w ruchu rownoleglym do powierzchni blony. Zdolnos¢ czasteczek do poruszania si¢ w blonie
czesto jest okreslana przez pojecie ptynnosci w odniesieniu do samej btony. Lateralna dyfuzja
lipidow w blonach komorkowych jest spontanicznym procesem wykorzystywanym przez
komorki w celu umozliwienia ztozonej strukturalnej 1 dynamicznej reorganizacji bialek oraz
tworzenia domen sygnalizacyjnych [32]. Lateralna dyfuzja lipidow w jednorodnej btonie moze
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by¢ opisana za pomoca ruchu Browna, jednakze w btonach niejednorodnych dyfuzja staje si¢
bardziej ztozona. W takich sytuacjach moze ona by¢ regulowana lokalnie, zwtaszcza poprzez
interakcje miedzy lipidami lub z biatkami. Lokalne zmiany moga tez by¢ skutkiem wystapienia
bodzcow biologicznych, fizycznych, hormonalnych lub mechanicznych, co moze implikowac
reorganizacj¢ btony, a w konsekwencji lokalnego ograniczenia ruchu lipidow i powstania
domen strukturalnych i funkcjonalnych [33]. Samo zachowanie lipidow rowniez ma wptyw na
dyfuzje innych elementow w poprzek btony, na przyktad protonéw, ktore mogg wykazywaé
anomalng dyfuzj¢ w zaleznosci od samego sktadu btony [34]. W dokonywanej przeze mnie
charakterystyce btony lateralny wspotczynnik dyfuzji wyliczam z wykorzystaniem gotowego
oprogramowania Diffusion Coefficient Tool opartego na relacji Einsteina ze $rednim
przemieszczeniem kwadratowym wybranych typow lub atoméw w symulowanym uktadzie
[35]. Ogromng zaletg tego podejscia jest mozliwos¢ wyliczenia wspotczynnika dyfuzji danego
typu lipidu czy nawet dyfuzji na réznych przestrzennych poziomach btony (ruch na poziomie
hydrofilowych gtowek potrafi znaczaco si¢ r6zni¢ od ruchu w regionie tancuchéw acylowych
czy na granicy warstw). W ramach pracy [C4] wyznaczytlem parametry lateralnej dyfuzji dla
badanych bton (rysunek 10, lewy panel). Podobng analiz¢ wykonatem w przypadku pracy [C3],
gdzie badane byly blony z ceramido-1-fosforanem. Technike ta wykorzystatem tez do
wyznaczenia zmian wspolczynnika dyfuzji po wbudowaniu zewnegtrznych czasteczek.
Przyktadem takiej analizy jest praca [C5], gdzie parametr ten okazat si¢ jednym z czterech
najbardziej wrazliwych na wbudowywanie si¢ czgsteczek typu Gemini. Wyniki pokazano na
rysunku 10, panelu prawym. I chociaz dyfuzja nie jest $cisle zwigzana z destrukcyjnym
wplywem czasteczek Gemini na btong, pozwolito to na wykazanie, ze jest ona czynnikiem
W tym procesie (prawdopodobnie na etapie selektywnosci). Pozwolito to na zawgzenie grupy
poszukiwanych czasteczek 0 silnym efekcie antybakteryjnym do 8 kategorii. Analogiczng
analiz¢ wykonatem w przypadku czasteczek oktenidyny i chlorheksydyny [C6] oraz
fabimicyny [C1].
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Rys 10. Lewy panel: Wyznaczone parametry lateralnego wspotczynnika dyfuzji dla bton z kwasem
fosfatydowym (praca [C4]). Prawy panel: Wyznaczone parametry lateralnego wspotczynnika dyfuzji
dla modelu wewnetrznej btony bakteryjnej E.coli po wbudowaniu badanych czasteczek typu gemini
(praca [C5]).
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Defekty. Blona jako samoorganizujacy si¢ obiekt materii migkkiej jest narazona na
powstawanie defektow. Co wigcej, obecnos¢ defektow umozliwia wystgpowanie zjawisk
niezbg¢dnych do funkcjonowania komorki takich jak na przyktad inkorporacja biatek do btony,
a ilos¢ defektow jest jednym z gléwnych czynnikow odpowiadajacych za jej przepuszczalnos¢.
Mimo to, defekty sg parametrem do$¢ rzadko wyznaczanym w pracach symulacyjnych na
btonach lipidowych. Chociaz nie znalazlem doniesien literaturowych wykazujacych
wspotzaleznos¢ obecnosci defektow z parametrami btony, to istniejg prace pokazujace, ze
defekty mogg by¢ sitg napedowg dla samego wbudowywania si¢ biatek do btony [36]. Jak
pokazano na przyktadzie wewnetrznie nieuporzadkowanych biatek (z angielskiego:
intrinsically disordered proteins), na btonach z wigkszymi defektami zaobserwowano
zwigkszone wbudowywanie. Te defekty, ktére sg zlokalizowane na powierzchni btony, gdzie
hydrofobowe wnetrze jest wystawione na dziatanie rozpuszczalnika w celu dostosowania si¢
do duzej krzywizny, sg szczegdlnie istotne w przypadku biatek zawierajacych amfipatyczne
helisy [37]. Rozmiar defektu w btonach moze znaczaco wptywac na powinowactwo wigzania
i dynamike biatek. Stwierdzono, ze wigksze defekty na zakrzywionych btonach promuja
faldowanie domen wiazacych w biatkach, przy czym struktura defektu reaguje na zwigzane
biatko, podczas gdy mniejsze defekty na ptaskich btonach mogg hamowac fatdowanie tej samej
domeny biatkowej [38]. Sugeruje to, ze rozmiar i charakter defektow btonowych odgrywaja
kluczowa role w modulacji zachowania strukturalnego wewngtrznie nieuporzadkowanych
biatek po zwigzaniu z btong. Obecnos¢ defektow w btonach lipidowych moze dziata¢ jako
atrakcyjne miejsca dla biatek, przy czym biatka sg przyciagane do regiondw dwuwarstw
lipidowych, gdzie wykrywane sg defekty hydrofobowe [39]. Defekty te stuzg jako kluczowe
czynniki determinujace specyficzne wigzanie blonowe bialek peryferyjnych, podkreslajac ich
znaczenie w procesach komorkowych [40]. Jak w przypadku wigkszos$ci parametrow, ktore nie
sa opisane na bazie modeli matematycznych, istnieje kilka sposobow definicji 1 okreslania
defektow w blonach lipidowych. W moich badaniach przyjatem definicje zaproponowang
w pracy Boyda i wspotpracownikow [41]. W skrocie, objetos¢ przestrzenna kazdego atomu
w btonie lipidowej obliczana jest na podstawie wartosci promienia Van der Waalsa. Jesli jest
to atom wchodzacy w sklad glowki hydrofilowej, jest on oznaczony jako polarny,
W przeciwnym razie jako acylowy. Nastepnie nastepuje podzielenie przestrzeni XY symulacji
na siatke zZ niewielkimi odstepami (np. 0.5 A). Dla kazdego wezta siatki prowadzona jest linia
normalna do czota btony lipidowej i sprawdzane jest, czy zderzy si¢ ona z atomem polarnym
czy acylowym. W rezultacie otrzymywana jest dwuwymiarowa mapa, ktora stuzy do okreslenia
frakcji powierzchni dwuwarstwy umozliwiajacej dostep do obszaru tafcucha acylowego (czyli
defektu), jak pokazano na rysunku 11, panelu lewym. Aby zwigkszy¢ doktadno$¢é wyznaczenia
defektow poprzez nieuwzglednianie niewielkich obszarow wynikajacych chociazby z dyfuzji
lipidu, otrzymane mapy sa ponownie przetwarzane, stosuje si¢ analiz¢ sondy sferyczne;j.
W kazdym wezle siatki ustawia si¢ sonde kulista o promieniu od 0.1 do 0.5 nm. Jezeli wszystkie
wezly siatki w zasiggu tej sfery zostang sklasyfikowane jako acyle, wezty te zostang ostatecznie
sklasyfikowane jako defekty. Na rysunku 11, panelu prawym, pokazano, jak wplywa
zastosowana analiza sferyczna na oszacowanie ilosci defektéw na btonie POPC:DPPA 8:2.
W pracy [C4] pierwszy raz zastosowalem to podejscie, ktore nastgpnie stalo si¢ dla mnie
standardowg procedura do oceny defektéw (chociaz nie zawsze finalnie wykorzystywang), tak
jak w pracach [C1l, Al]. Chociaz sama metodyka i algorytm nie zostaly przeze mnie,
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koncepcyjnie, zmieniona, wprowadzona przeze mnie optymalizacja pozwolila przyspieszy¢
wykonywang analizg. Warto zaznaczy¢, ze wykonana przeze mnie analiza w pracy [C4]
doprowadzita do nawigzania wspolpracy w zakresie wykonywanych symulacji 1 analizy bton
z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej z prof. Nadavem Amdursky z wydziatu
chemicznego w Technionie (Izraelskim Instytucie Technologicznym).
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Rys 11. Lewy panel: dwuwymiarowa mapa defektow dla btony POPC:POPA 8:2, na z6tto zaznaczono
atomy nalezace do gléwki polarnej, z kolei na niebiesko sa to atomy odpowiadajace regionowi
tancuchow acylowych. Prawy panel: Wplyw érednicy sondy sferycznej na procent defektow
wyznaczonych w analizie. Wstawka prezentuje dane w skali logarytmicznej. Dane z pracy [C4].

Profil ci$nienia lateralnego, napiecie powierzchniowe blony. Kolejng grupa wlasciwosci
btony sg te bezposrednio powigzane z ci$nieniem na btonie. Jednorodna, symetryczna btona
lipidowa, jako obiekt zlozony =z amfifilowych elementow budujacych, ma do$¢
charakterystyczny profil ci$nienia lateralnego. Przechodzac ze s$rodowiska wodnego
obserwuje si¢ wzrost (lub spadek zaleznosci od przyjetej notacji) na poziomie glowek
hydrofilowych, a nastgpnie spadek na interfazie pomiedzy glowkami hydrofilowymi
a hydrofobowymi tancuchami acylowymi. Nastgpnie ponowny wzrost na calym odcinku
acylowym az do regionu, w ktérym nastepuje zazgbienie miedzy warstwami, gdzie nastepuje
ponownie niewielki spadek. Przyktadowe profile ci$nieniowe przedstawiono na rysunku 12.
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Rys 12. Profile ci$nieniowe dla blon przed i po wbudowaniu fabimicyny (F2B). Na lewym panelu
przedstawiono btone POPC, na prawym panelu model wewnetrznej btony E.Coli. Dane z pracy [C1].
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Otrzymane profile ciSnieniowe wykorzystywane sg do wyznaczenia takich parametrow jak
profile napigciowe, napiecie powierzchniowe blony czy nawet, wspomniana wcze$niej,
krzywizna Gaussowska. Utrzymanie cisnienia jest jednym z kluczowych warunkow istnienia
btony, zbyt duze ci$nienie moze doprowadzi¢ do eksplozji catego uktadu. Jest to rowniez
krytyczny parametr przy tworzeniu systemow, w szczego6lnosci gdy miedzy warstwami blony
wystepuja réznice w skladzie. Wykazano, ze zbyt duze napigcie migdzy btonami moze
powodowaé zwigkszone wystgpowanie przypadkow flip-flopu (przemieszczenia czasteczki
lipidu z jednej warstwy do drugiej) [42, 43]. Charakterystyke profili ci$nieniowych
wykorzystatlem w pracach [C1, Al4].

Parametr _uporzadkowania. Ostatnim z parametrow, ktéry zawartem w przedstawionej
charakterystyce btony lipidowej jest parametr uporzadkowania (z angielskiego: order

parameter). Przez dlugi czas parametr ten byl papierkiem lakmusowym tego, czy stworzony
system symulacyjny jest zgodny z parametrami rzeczywistymi btony. Parametr ten,
wywodzacy si¢ od Sco wyznaczanego na za pomocg rezonansu magnetycznego, jest funkcja
kata migdzy atomami wegla i atomami wodoru dla kazdego z atomow tancucha acylowego
a normalng do btony. Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze czasem w pracach naukowych mozemy
spotkac btedna definicje tego parametru jako kat miedzy linig taczaca atomy wegla w ogonie
acylowym a normalng do blony. Parametr ten jest zbiorczg informacja na temat
uporzadkowania tancuchow acylowych w badanej dwuwarstwie lipidowej (czesto po prostu
nazywanego uporzadkowaniem btony). Ocena wptywu uporzadkowania btony na jej parametry
jest o tyle utrudniona, ze zmiany w uporzadkowaniu sg przewaznie powigzane ze zmiang stanu
btony z cieklego w zZelowy. Taka zmiana jest jednak nie tylko powigzana z samg zmiang
parametru uporzadkowania, ale takze rozprostowaniem tancuchéw acylowych oraz
zredukowaniem ilo$ci wody w okolicy gtowki lipidu. Dlatego tez opisane dalej zaleznosci nie
sa wprost powigzane z parametrem uporzadkowania. Niemniej pokazano, ze blony w fazie
ciektej charakteryzuja si¢ znacznie mniejszg barierg energetyczng umozliwiajaca tatwiejsze
zginanie i fuzje, co utatwia endocytoze [44]. Ponadto, podobnie jak w przypadku defektow,
uporzadkowanie btony moze by¢ parametrem majacym istotny wptyw na wbudowywanie
biatek do bton. Pokazano, ze uporzadkowanie ogonkéw lipidowych w btonach wptywa na
kooperatywno§¢ wigzania bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych poprzez wplyw na
dostgpno$¢ miejsc wigzania na powierzchni blony. Badania wykazaty, ze uporzadkowanie
ogonoéw lipidowych moze modulowa¢ dynamik¢ konformacyjng biatek po zwigzaniu z btona,
wplywajagc na kooperatywnos$¢ ich interakcji z blonami [45]. Parametr uporzadkowania
wyliczatem migdzy innymi w pracach [C1, Al4], a przyktadowe rezultaty zaprezentowano na
rysunku 13.
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Rys 13. Przyktadowe wyznaczenie parametru uporzadkowania dla (A,C) modeli blon wewngtrznych
E.Coli (IM) oraz (B,D) bton POPC dla nasyconego tancucha sn-1 (gorne panele) oraz nienasyconego
sn-2 (dolne panele). Dane z pracy [C1].
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3.4 Organizacja btony, a jej homeostaza

W najprostszym przypadku blona lipidowa jest lateralnie (podluznie) i1 przestrzennie
jednorodna. Oznacza to, ze na calej swojej topologicznej przestrzeni jest ona, pomijajac
wystepujace defekty, identyczna w sktadzie i organizacji - nie wystepuja zadne rdznice w
sktadzie mi¢dzy poszczegdlnymi warstewkami. Natomiast btona biologiczna nie jest ani
jednorodna przestrzennie ani podluznie. W aspekcie podluznym mamy do czynienia z
wystepowaniem nano- i mikro-domen. Sg to obszary o zmienionym sktadzie lipidowym lub
zmienionych lokalnie wtasciwos$ciach blony. Klasycznym przyktadem takich domen sa rafty
(mikrodomeny w btonach z cholesterolem odrozniajace si¢ nadreprezentacja sfingomieliny
przy jednoczesnie zmniejszonej licznosci fosfatydylocholiny). Mozemy wyrézni¢ dwa
podstawowe mechanizmy odpowiadajace za powstawanie domen: sg to roznice w fazie blony
oraz oddziatywania lipidow z innymi czgsteczkami (innymi lipidami, biatkami, solami czy
detergentami). Z kolei w aspekcie przestrzennym jest to przede wszystkim asymetria miedzy
warstewkami oraz efekt wptywu otoczenia. Asymetria jest kluczowym warunkiem do
funkcjonowania komorki, gdyz zapewnia przestrzennie roznorodne warunki dla biatek
transbtonowych poprzez modyfikacje parametrow biofizycznych po obu stronach btony. Utrata
asymetrii przez bton¢ komoérkowsa jest wczesng oznaka jej apoptozy. Pokazano, ze uklady
asymetryczne majg zupetnie inng selektywnos$¢ przepuszczalnosci czasteczek w porownaniu do
uktadow symetrycznych [46]. Z kolei przez otoczenie mam na mysli zmiany wtasciwosci btony
wynikajace z takiej organizacji, ze komorka posiada dwie blisko sagsiadujace ze sobg blony.
Przyktadami takiej organizacji sg zewngtrzna warstwa skory stratum corneum [47] czy btony
bakterii E.Coli [48]. Schematycznie omawiane zmiany w organizacji sg przedstawione na
rysunku 14. W ramach tego podrozdzialu opisz¢ wplyw zmian organizacji przestrzennej i
podtuznej na badane wiasciwosci btony.

Rys 14. Wizualizacja omowionych w podrozdziale organizacji blony wptywajacych na jej wlasciwosci:
(A) wystepowanie domen, (B) asymetria, (C) system dwubtonowy.

Obecnos¢ domen w jednej lub obu warstewkach potrafi znaczagco wptynaé na wihasciwosci
btony lipidowej. Z racji, ze czg$S¢ modeli zaklada homogeniczny charakter blony,
charakterystyka blon heterogenicznych bywa utrudniona lub wykracza poza zaloZenia
podstawowe modelu. Ponadto, powstawanie domen jest procesem, ktory zachodzi w domenie
czasowej na przestrzeni od mikrosekund do dziesiatek, a nawet setek mikrosekund w zalezno$ci
od charakteru domen i samego sktadu btony. Sprawia to, ze symulacje, ktorych celem jest
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badanie 1 obserwacja domen, sg numerycznie i1 czasowo wymagajace. Istniejg badania
symulacyjne skupiajgce si¢ na obserwowaniu i charakteryzowaniu samych domen jak
przedstawiono w pracy Bennetta i Tielemana [49], w badaniach sg tez wykorzystywane
narzg¢dzie uczenia maszynowego jak w pracach Cannera i wspotpracownikoéw [50] czy w pracy
[A2], ktorej jestem wspotautorem. Te prace nie skupiajg si¢ jednak na samym aspekcie zmiany
homeostazy wlasciwosci blony. W swoich badaniach postanowitem jednak podej$¢ do tematu
inaczej — zamiast generowa¢ czasochtonne symulacje, postanowitem wygenerowaé blony
0 roznym sktadzie, a nastepnie wykorzysta¢ jeden z parametrow jako wyznacznik sktadu
domen co pozwala mi na wyznaczenie ich wilasciwosci zgodnie z zalozeniami modeli.
Podejscie to zastosowalem w pracy [C3]. Wykorzystujac metode eksperymentalna, ktorg sam
przystosowatem do pomiaréw do mikro-liposomow, wyznaczylem wspotczynniki dyfuzji
obserwowane na btonach. Technika, ktora zastosowatem, czyli fluorescencyjna spektroskopia
korelacyjna ze zmiennoscig punktowg (z angielskiego: spot-variation fluorescence correlation
spectroscopy), pozwala na wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji dla kazdej z populacji
w badanym obiekcie, czyli w moim przypadku dla kazdego z typu domen. W omawianej pracy
badatem btony ztozone z lipidow POPC i ceramido-1-fosforanu (zarébwno 16:0-18:1 jak i
18:1-18:1). Nastepnie przeprowadzitem symulacje dla czystych bton POPC, czystych bton
CIP, oraz bton POPC:CI1P w stosunku 8:2. W szczeg6lnosci dla kompozycji
POPC:C1P16:0-18:1 zaobserwowalem w eksperymencie dwie populacje o zauwazalnie
roznym wspotczynniku dyfuzji. Otrzymane rezultaty pokazano na rysunku 15.
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Rys 15. Porownanie warto$ci efektywnego wspotczynnika lateralnej dyfuzji otrzymanego
z fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej ze zmienno$cig punktowsg i wspdtczynnika dyfuzji
otrzymanego z symulacji dynamiki molekularnej dla (A) blon POPC, (B) bton POPC:C1P18 8:2, (C)
bton POPC:CI1P16 8:2 z wyszczegolnieniem dwoch populacji i dodatkowym zestawieniem dla czystych
bton otrzymanych z symulacji. Grafika z pracy [C3].

Poréwnanie wspotczynnika dyfuzji migdzy wartosciami wyznaczonymi eksperymentalnie,
a tymi wyznaczonymi z symulacji pozwolito mi na oszacowanie sktadu jednej z domen na 9:1
(przy zatozeniu liniowej proporcjonalnosci), a drugiej z domen na jednorodne C1P16:0-18:1.
To z kolei pozwolito na wyznaczenie wspotczynnika zginania wtasciwego dla danych domen.
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W ramach rozwini¢cia tematu odnowilem wspotprace z grupa profesora Alesa Iglica ze
Stowenii (Uniwersytet w Lublanie), ktdra specjalizuje si¢ w symulacjach Monte Carlo.
Wykorzystali oni wyznaczony wspolczynnik zginania do modelu 3D pegcherzyka celem
wyznaczenia oddziatywania miedzy domenami i ich dynamiki (Rys 16.A). W tej pracy tez
zastosowatem unikalng analiz¢ numeryczng do oszacowania pokrycia domen mikroliposomu
za pomocg badan konfokalnych (co pozwolito na dodatkowa weryfikacje modelu
zaprezentowanego w ramach Monte Carlo na rysunku 16.B) jak i wykonatem wizualizacje
nano- i mikro-domen z wykorzystaniem takich narzedzi jak mikroskopia STED/SIM?. Warto
tutaj zwroci¢ uwage, ze Monte Carlo jest czesto wykorzystywanym alternatywnym narzedziem
do badania domen w btonach lipidowych. Chociaz nie pozwala on na tak szeroka
charakteryzacje wlasciwosci jak dynamika molekularna, jest duzo wydajniejszym w kontekscie
czasowo-numerycznym do badania samej ewolucji domen w czasie.

(A) Separacja faz ciekta/zelowa. kz=30KgT (niebieski); 96 K,T (czerwony) (B)
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Rys 16. Zachowanie domen C1P16 badane przy uzyciu modelu Monte Carlo. (A) Wizualizacja
rozdziatu faz zelowej i ciektej w funkcji stgzenia C1P16 dla uktadu modelu POPC:C1P16 uzyskanego
przy uzyciu symulacji Monte Carlo z 1447 wierzchotkami symulacyjnymi. (B) Porownanie wzglgdnego
obszaru domen z badan eksperymentalnych i symulacyjnych dla POPC:C1P16 8:2. Fioletowe i zielone
stupki oznaczajg nadmiar danych Monte Carlo lub eksperymentalnych. Ciemnoniebieskie stupki
oznaczajg pokrycie obu zrodet (stupki). Grafika z pracy [C3].

Asymetria migdzy warstewkami btony jest czynnikiem, ktory potrafi drastycznie zmieniac
homeostazg parametrow blony, w szczegodlnosci w aspekcie mechanicznym. Wspotczynnik
zZginania zaobserwowany na btonach asymetrycznych POPC/DOPC (stosuj¢ tutaj notacjg ,,/”
oddzielajaca sklad jednej warstewki od drugiej) byt ponad dwa razy wigkszy niz dla
odpowiadajgcych sktadem bton symetrycznych POPC i DOPC [51]. Co ciekawe, wspotczynnik
dyfuzji pozostaje niezmienny w zaleznosci od symetrycznos$ci blony, jesli zostanie
wykorzystana odpowiednia technika pozwalajagca wzig¢ pod uwage rdznice w organizacji
btony, co zademonstrowatem na konferencji [K2, plakat konferencyjny dostepny online].
Precyzujac, uwzgledniajagc model prawa dyfuzyjnego zakladajacy, ze wartos¢ dyfuzji
w zerowej szerokosci wigzki jest rozna o zera, znak warto$ci punktu przeciecia niesie
informacj¢ o lateralnej organizacji badanego obiektu. Rozwazenie klasycznego podejscia
ruchow Browna skutkowaloby otrzymaniem parametru nieodzwierciedlajacego stan faktyczny
(Rys 17.A). Po uwzglednieniu tego typu zmian nachylenie jest zbiezne dla obu badanych
obiektow (Rys 17.B), natomiast roznica widoczna jest w wartos$ci punktu przeciecia (Rys 17.C).
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Rys 17. (A) Wizualizacja réznicy w klasycznym podejsciu ruchu Browna (konkretnie réwnania
Einsteina-Stokesa) a prawa dyfuzyjnego, gdzie o wspodtczynniku dyfuzji $wiadczy nachylenie
krzywych. (B) Poréwnanie praw dyfuzyjnych dla symetrycznych i niesymetrycznych GUVOow
POPC:POPA 8:2 znakowanych sondg Atto-DOPE. (C) Poréwnanie wartoéci punktu przecigcia dla obu
bton. Grafika z pracy [K2].
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Otrzymane wyniki sg zbiezne z dostgpng literaturg - jak pokazano w pracy Kakuda
i wspotpracownicy [52] utrata asymetrii blony moze indukowaé¢ formowanie domen. Na
badaniu asymetrii, a konkretnie badania zmian wlasciwosci blony skutkiem asymetrii, skupitem
si¢ w pracach [C2,C1,Al4]. W pracy [C2], bedacej efektem mojego goscinnego post-doca
w instytucie Maxa Plancka w Poczdamie, wykorzystatem eksperymentalne techniki
mikropipety oraz mikroskopii konfokalnej do zbadania wpltywu asymetrii na zmierzong
kompresyjnos¢ oraz zdolnos¢ do formowania domen. Wykonatem rowniez symulacje uktadow
symetrycznych celem walidacji wynikéw eksperymentalnych. Symulacje rowniez pozwolity
na oszacowanie wplywu obecno$ci pozostalosci mieszanin olejow mineralnych w btonie na jej
wiasciwosci fizykochemiczne, migdzy innymi na kompresyjnos¢, grubos¢ btony i zazgbienie,
jak pokazano na rysunku 18.
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Rys 18. (A) Badanie parametréw bton z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej dla uktadow
symetrycznych POPC i POPC:POPA 8:2, ktore posiadaja nie posiadaja zanieczyszczen olejem (rézowe
tlo), albo zawieraja 13 mol % oktanu (jasnoniebieskie tto), nasladujac odpowiednie warunki
elektroformowania i odwroconej emulsji przygotowania pecherzykéw GUV. (A) Kompresyjnos¢ Ka.
Nie zaobserwowano istotnych réznic migdzy systemami z oktanem i bez niego. (B) Grubo$¢ blony.
Obecnos¢ oktanu powoduje zwigkszenie grubosci. (C) Obliczona interdigitacja sugeruje niewielkie
sprz¢zenie migdzy-warstewkowe w obecnosci oktanu. Grafika z pracy [C2].
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W pracy tej rowniez nakreslitem problemy, jakie wynikaja z proby odwzorowania uktadow
asymetrycznych w symulacjach dynamiki molekularnej. W systemach asymetrycznych pojawia
si¢ problem réznicy ci$nienia na blonie miedzy warstewkami. W klasycznym podejsciu do
budowania systemu btonowego w ukladach symetrycznych umieszcza si¢ taka samg ilos¢
czasteczek po obu stronach blony. W btonach asymetrycznych takie podejscie doprowadzitoby
do niezgodnosci w polu obu warstewek (lipidy budujace jedng warstewke i drugg miatyby inny
APL), co przektadatoby si¢ na nadmierne usztywnienie lub rozszczelnienie jednej z warstewek.
To z kolei prowadzitloby do tego, ze symulowany ukiad nie bylby fizycznie tozsamy
Z rzeczywistym, a otrzymywane z analizy takiego systemu warto$ci moglyby by¢ btedne.
Istnieje kilka ustabilizowanych podejs¢ do tego problemu. Najmniej ztozonym wydaje si¢
podejscie bazujace na zréwnaniu APL dla obu warstewek [53]. W tym podejsciu kazda
z warstewek jest symulowana jako uklad symetryczny celem otrzymania wartosci APL
wihasciwych dla danych lipidow. Nastepnie wykorzystujac te wartosci wylicza si¢ ile
dodatkowych lipidow na jednej z warstewek nalezy doda¢ aby zrowna¢ ich wypadkowe pole.
Innym podejécie bazuje na zréwnaniu miedzy soba wartosci mechanicznych, konkretnie
kompresyjnosci. W tym podejsciu ponownie symuluje si¢ oba uktady, tym razem wyznaczajac
ich Ka. Nastepnie modyfikuje si¢ jeden z uktadéw o dodatkowe lipidy (puszczajac ponownie
symulacje) do momentu, az parametr Ka bedzie rowny systemowi referencyjnemu [54]. Trzecie
i jednocze$nie najbardziej zlozone podejscie bazuje na wyrdwnaniu ci$nien miedzy
warstewkami [55]. Stworzony asymetryczny system jest rOwnowazony, a nastgpnie wyznacza
si¢ dla niego profil ci$nieniowy. W profilu tym dokonuje si¢ dos¢ zmudnej i subiektywnej
oceny srodka btony, a nastgpnie catkuje si¢ wartosci dla obu warstewek i porownuje. Jesli
warto$¢ jest zblizona do zera jest to poprawnie zbudowany system. W innym przypadku nalezy
powtorzy¢ caty proces dodajac kilka lipidéw 1 iteracyjnie wykonywa¢ symulacje az do
uzyskania zblizonej do zera rdznicy ci$nienia mi¢dzy warstewkami. Same symulacje blon
asymetrycznych, wzbogacony o wiedzg¢ i do§wiadczenie z poprzedniej pracy, przeprowadzilem
w pracy [C1l] — konkretnie chodzi o model zewnetrznej blony bakterii E.Coli. Na jednej
z warstw znajduje si¢ mieszanina PE z PG, natomiast na drugiej lipidA z przyczepionymi
tancuchami LPS. Uktad ten poréownuj¢ do symetrycznego systemu lipidA+LPS. Wyniki
pokazaly roznice w praktycznie kazdym z badanych parametrow - grubosci blony,
interdigitacji, kompresyjnosci, wspotczynnika zginania oraz krzywej Gaussa. Co ciekawe, nie
nastgpita zmiana w zakresie lateralnej dyfuzji ani w zakresie energii nachylenia. Wyniki
pokazano na rysunku 19.A-B. Warto wspomnie¢, ze w ramach swojej pracy badawczej dalej
zglebiam temat asymetrii. Po powrocie z goscinnego post-doca wystgpitem, w ramach
programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza o $rodki na grant wewngtrzny
zatytutowany ,,Indukowane starzeniem i oksydacjg zmiany wtasciwos$ci mechanicznych bton
lipidowych”. Finansowanie zostalo mi przyznane, a w ramach tego projektu poza badaniem
wplywu zmian stosunkéw lipidow oraz ich oksydacji na wlasciwosci mechaniczne, na bazie
dostgpnej wiedzy literaturowej, odtworzylem metode tworzenia uktadéw mikrofluidycznych
do tworzenia asymetrycznych mikro-liposoméw. Tematyka asymetrii jest roéwniez
przedmiotem ztozonego przeze mnie grantu Sonata (edycja 55).

Kolejnym bardzo interesujgcym aspektem pozostaje ocena wptywu otrzymywanych wartosci
parametrow w zaleznoSci od tego czy zostata zastosowana korekta na roznice miedzy
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warstewkami przy budowaniu systemu asymetrycznego. W pracy [A14], gdzie badatem wplyw
dhugosci tancuchow LPS na parametry asymetrycznej btony w podobnym sktadzie, nie zostaty
zastosowane poprawki. W danym czasie nie bylem §wiadomy ztozono$ci budowania systemow
asymetrycznych, jednak to niedopatrzenie daje unikalng mozliwo$¢ poréwnania parametréw,
gdyz w obu pracach badany jest model zewngtrznej blony bakterii E.Coli. Réznice te
zaprezentowano na rysunku 19.C. Ciekawym jest to, ze nie zaobserwowatem znaczgcych zmian
w parametrach takich jak grubos$¢ btony, zazgbienie czy wartosci pola na lipid. Najwigksze
zmiany zaobserwowatem w przypadku parametrdw mechanicznych — pozornego
wspotczynnika zginania, energii nachylenia oraz przede wszystkim kompresyjnosci. Zmiana
pozornego wspotczynnika zginania jest niewielka, natomiast moze to by¢ spowodowane tym,
ze symulowane systemy byty za mate na faktyczne odzwierciedlenie tego parametru (stad
nazwa pozorny) i w przypadku wigkszych systemow roznica bylaby duzo wigksza. Najwicksza
roéznicg zaobserwowatem w przypadku kompresyjnosci, co sugeruje, ze wybor podejscia
rbwnowazenia tego parametru pomiedzy warstewkami gwarantuje najwigksza zbieznos$¢
w przypadku charakterystyki bton asymetrycznych.
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Rys 19. (A) Poréwnanie warto$ci wybranych parametréw dla symetrycznej btony LPS i asymetrycznego
modelu btony zewnetrznej bakterii E.Coli (OM). (B) Poréwnanie warto$ci pola na lipid (APL) dla tych
systemow z uwzglednieniem w systemie asymetrycznym jedynie warstewki z LPS. Parametry z pracy
[C1]. (C) Porownanie warto$ci wybranych parametréw dla systemow asymetrycznych z zastosowaniem
opisanej wyzej poprawki przy budowie systemow asymetrycznych i bez. Dane z prac [C1] oraz [A14].

Bliskie sgsiedztwo dwoch blon jest z perspektywy biologicznej korzystnym uktadem dla
niektorych kompleksow bialek (na przyktad lagczacym OMP w blonie zewngtrznej z MFP
w blonie wewnetrznej w bakterii E.coli czy w systemach wydalania). W bakterii E.coli dwie
btony sa od siebie oddzielone warstwa peptydoglikanu [56], natomiast w moich badaniach
chciatem si¢ skupi¢ nad badaniem wplywu bliskosci bton na siebie. Wstepng ideg symulacji
wraz ze wstepnag charakterystyka wlasciwos$ci btony w tym zakresie zapoczatkowatem w [A14],
natomiast finalna realizacja tej idei znajduje si¢ w pracy [C1l]. W ramach tej pracy
przeprowadzono symulacje uktadu bton, z ktérych jedna byla modelem zewngtrznej btony
E.coli (lipidA+LPS/PE:PG 88:12), a druga wewnetrznej blony (PE:PG:CL 80:15:5).
W badanym przypadku przy poroéwnaniu uktadu podwojnego wzgledem podstawowego (czyli
pojedynczej blony) zaobserwowano zauwazalne réznice. Schematyczne rdznice miedzy
porownywanymi systemami w przypadku blony wewngtrznej pokazano na rysunku 20, panelu
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lewym. W szczegolnosci gesto$¢ w obszarze gtdowek hydrofilowych podwojnego systemu byta
nizsza w poréwnaniu z odpowiednim systemem pojedynczym (Rys 20, panel prawy).
Dotyczyto to zarowno modelu zewngtrznej, jak i wewngetrznej blony. W zewnetrznej blonie
podwdjnego uktadu zaobserwowano roéwniez zwigkszong gesto$¢ w regionie tancucha
acylowego. Dodatkowo ci$nienie migdzy warstwami w obu blonach w podwojnym uktadach
bylo nizsze niz w odpowiadajacych im uktadach pojedynczych. Zaobserwowano takze kilka
roznic w samych wilasciwosciach btony. Otrzymany wspotczynnik zginania znacznie roznit si¢
w podwojnych systemach. W przypadku modelu blony wewnetrznej sztywnos$¢ ta byta
znacznie wyzsza, podczas gdy w przypadku modelu btony zewnetrznej nieznacznie spadta.
Dyfuzja lateralna byla réwniez znacznie wyzsza w podwdjnych systemach. Ponadto
zaobserwowano roznice w grubosci btony, kompresyjnosci i energii pochylenia, cho¢ tylko
w modelu btony zewnetrzne;.
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Rys 20. Panel lewy: schematyczne przedstawienie systemu podwaojnego (complex) oraz referencyjnego
systemu pojedynczego (single). Lewy panel: Gestos¢ rozkladu czasteczek gtowek hydrofilowych
i tancuchow acylowych w modelach wewnetrznej btony lipidowej E.Coli w systemie podwdjnym
(kompleksie) i pojedynczym.
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3.5 Konsekwencje zaburzenia homeostazy wtasciwosci blony

Zmiana warto$ci parametru blony prowadzi¢ moze do czasowego, lub w skrajnych przypadkach
permanentnego, zablokowania u niej wykonywania okres§lonej funkcji lub funkcjonowania.
Takg zmiang okreslitem wprowadzonym wcze$niej pojeciem zaburzenia homeostazy
parametrow btony. W moim przypadku idea tego, ze zmiana wlasciwo$ci blony moze mie¢
krytyczne znaczenie dla jej funkcjonowania pojawila si¢ po raz pierwszy w pracy [C6].
W ramach tej pracy badatem wraz z innymi badaczami wptyw dwoch komercyjnie dostepnych
srodkéw antyseptycznych — chlorheksydyny oraz oktenidyna. Poczatkowo postawiong hipoteza
badawcza, zapostulowang na bazie dostepnej woéwczas literatury, byt mechanizm oktenidyny
oparty na elektrostatyce. Nie zaktadatem réwniez duzego wpltywu samej chlorheksydyny na
btong, gdyz doniesienia literaturowe wskazywaty na selektywne oddziatywanie z biatkami na
blonie, a nie samg btong. Przeprowadzone badania i symulacje wykluczyty, w przypadku
oktenidyny, elektrostatyke jako czynnik odpowiadajacy za mechanizm jej dziatania.
Wskazywaty one natomiast, ze selektywnos¢ oktenidyny odbywa si¢ wzglgdem sztywnosci
btony, konkretnie przy matych stezeniach oktenidyna wbudowuje si¢ w bton¢ doprowadzajac
do jej reorganizacji — zwigkszenie sztywnos$ci przy jednoczesnym zwigkszeniu defektow — co
utatwia wbudowanie dodatkowych czasteczek oktenidyny. Gdy zostanie osiggniete
odpowiednio wysokie stezenie nastepuje duzy spadek w sztywnosci btony, ktory prowadzi do
jej rozszczelnienia i wyciekow zaburzajacych funkcjonowanie bakterii (rysunek 21, lewy
panel). Z kolei w przypadku chlorheksydyny, droga eliminacji zaproponowali§my mechanizm
bazujacy na zaburzeniu formowania mikro-domen skutkiem obecno$ci chlorheksydyny lub
utraty optymalnych wilasciwosci do ekspresji bialek. Substancja ta mocno wplywata na
parametry blony, natomiast nie powodowata wycieku, niespecyficznie zmieniata wartosci pola
na lipid oraz wspotczynnika dyfuzji lateralnej. Na rysunku 21, prawym panelu, przedstawitem
klatke symulacji wbudowywania si¢ chlorheksydyny do ujemnie natadowanej btony.

B Btona neutralna

300
B Biona ujemnie natadowana

Wspdtczynnik zginania [krotnosé K,T]

0 0,1 0.3 0,5
OCT:LIP

Rys 21. Lewy panel: Zmiana wspoétczynnika zginania w funkcji ilosci czasteczek oktenidyny
przypadajacej na czasteczki lipidu. Wyniki przedstawiono dla dwdch bton — neutralnej POPC oraz
ujemnie natadowanej btony POPC:DOPG 7:3. Prawy panel: Klatka z symulacji wbudowywania si¢
chlorheksydyny do ujemnie natadowanej btony POPC:DOPG 7:3. Grafiki z pracy [C6].

Ide¢ badania zaburzania homeostazy wtasciwosci blony kontynuowalem przy okazji pracy
[C5]. W ramach tej pracy wraz z innymi badaczami przeprowadzili$my szerokie rozeznanie
literaturowe w zakresie czasteczek gemini, jest to klasa detergentow o wtasciwosciach
antybakteryjnych charakteryzujgca amfifilowa budowa — posiada dwa hydrofobowe tancuchy
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zakonczone polarnymi lub jonowymi grupami, ktore sg potaczone tacznikiem. W zaleznosci od
tacznika wyrdzni¢ mozna roézne kategorie i budoweg tychze czasteczek. W ramach pracy
pogrupowali§my  znalezione  czasteczki  gemini, odtworzyliSmy ich  strukture
I sparametryzowali§my do badan z wykorzystaniem dynamiki molekularnej. Dodatkowo,
wybraliSmy przedstawicieli grup czasteczek z ktdrymi przeprowadziliSmy symulacje dynamiki
molekularnej oddziatywan z btong lipidowg — konkretnie modelem blony wewnetrznej bakterii
E.Coli. Przyktady wizualizacji systeméw pokazano na rysunku 22. Trajektorie
przeprowadzonych symulacji wykorzystalem do wyznaczenia zmian parametrow wzgledem
samej btony bez obecnosci czgsteczek gemini. Przeprowadzona charakteryzacja wiasciwosci
btony pozwolita mi na wyodrebnienie czterech parametréw podatnych na obecno$¢ czasteczek
antybakteryjnych — kompresyjnos$ci, wspotczynnika zginania, wspotczynnika dyfuzji lateralnej
oraz napigcia powierzchniowego. Bazujac na tych zmianach wyodrebnilem dla kazdego
parametru najbardziej zaburzajaca kategori¢ czasteczek gemini co zbiorczo pozwolito mi na
wyodrebnienie, z catego zbioru danych, trzech najlepszych kandydatow do jednolitych badan
mikrobiologicznych w zakresie efektu antybakteryjnego.

Rys 22. Wybrane wizualizacje wbudowywania si¢ czasteczek gemini do modelu blony wewnetrznej
bakterii E.Coli. Badane czasteczki sg reprezentantami z zaprezentowanej w pracy [C5] kategorii: (A)
Ole, (B) tQS, (C) hQS.

Ostatni przyktad wptywu zaburzania homeostazy wlasciwosci, ktérym chcialbym zamkna¢ ten
opis cykKlu, jest praca [C1]. W ramach pracy badatem wptyw czasteczki o udokumentowanym
dziataniu antybakteryjnym — fabimicyny. W ramach pracy scharakteryzowatem modele bton
biologicznych (zar6wno neutralng btong POPC, wewngtrzng jak i zewngtrzng btong bakterii
E.Coli oraz uktad podwojny tych bton) dla bton czystych i z wbudowang fabimicyng. Byta to
najbardziej szczegotowo przeprowadzona charakterystyka blony ze wszystkich moich prac.
W ramach wynikow zaobserwowatem duza zmian¢ parametréw btony jako efekt whudowania
fabimicyny, a takze szeroki zakres badanych modeli bton pozwolit mi na wnioski dotyczace
selektywnosci tej czasteczki. Otrzymane rezultaty badan pokazaty zauwazalne zmiany we
wlasciwo$ciach btony wewnetrznej, szczegdlnie w takich aspektach, jak kompresyjnosc,
dyfuzja lateralna i ci$nienia na btonie. Podobnie model blony zewnetrznej wykazywat istotne
zmiany w zmierzonych wilasciwosciach - zaobserwowatem zmiany w wartosci pola na lipid,
energii nachylenia i dyfuzji lateralnej. Wyniki te potwierdzily postawiona hipoteze, ze
fabimicyna znaczaco zaburza homeostazg wtasciwosci bton zar6wno w obu modelach btony
bakteryjnej, co implikuje, ze efekt antybakteryjny jest powigzany z ich zmiang do tego stopnia,
ze dochodzi do zaburzenia w jej prawidtowym funkcjonowaniu.
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3.6 Podsumowanie

Inzynieria biomedyczna stosuje zasady inzynierii optycznej, elektrycznej, chemicznej,
materialowej, informatycznej i/lub mechanicznej, aby lepiej zrozumie¢, modyfikowaé lub
kontrolowa¢ systemy biologiczne [57]. Warto jednak podkresli¢, ze kluczowym czynnikiem
W rozwoju tej dziedziny jest postep w opracowywaniu nowych technik i podejs¢ pomiarowych,
ktore umozliwiaja doktadne charakteryzowanie wiasciwosci morfologicznych, biologicznych,
fizycznych i chemicznych obiektéw biologicznych. Dzigki temu mozliwe jest zrozumienie
mechanizmow ich funkcjonowania oraz zachodzacych w nich zmian i procesow biologicznych,
biofizycznych i biochemicznych. Osiggniecie tych celow wymaga opracowania
zaawansowanych technik pomiarowych, ktore pozwalajq na kompleksowy, wieloparametryczny
opis cech obiektow biologicznych.

W niniejszym autoreferacie zaprezentowatem moje osiagnigcia naukowe dotyczace opisu

i wyznaczenia charakterystyki wtasciwosci bton biologicznych, ze szczegdélnym naciskiem

polozonym na tak zwane wlasciwosci wylaniajace si¢. W gléwnej mierze skupilem si¢ na

stworzonych przeze mnie procedurach i podejsciach opartych na analizie trajektorii dynamiki
molekularnej, ale réwniez wspomniatlem o stworzonych przeze mnie procedurach do analizy
mikro-liposoméw z domenami oraz analizy numerycznej obrazOw otrzymanych

z wykorzystaniem techniki mikropipety. Jako swoj najwigkszy wktad, zaprezentowany w tym

autoreferacie, uwazam:

e Podejscie oparte na szczegotowej charakterystyce modelowej btlony lipidowej, co
osiggnatem przez optymalizacj¢ i usprawnienie metod, np. optymalizacj¢ wyznaczania APL
uwzgledniajaca r6zng wielko$¢ czastek, implementacje i usprawnienie wyznaczania btedow
w algorytmie wyznaczania kompresyjnosci opartej na grubosci blony oraz optymalizacje
algorytmu do wyznaczania defektow na blonie. Charakterystyka przyczynita si¢ do lepszego
zrozumienia zachowania tych parametrow zwlaszcza w kwestii poszerzenia wiedzy
0 asymetrii w btonach lipidowych.

e Podejscie koncepcyjne opartego badaniu homeostazy parametréw btony oraz jej zaburzenia.
Tego typu podejscie pozwolito mi na zupelnie nowe spojrzenie na wiele zjawisk 1 jednostek
chorobowych - z perspektywy wlasciwosci samej btony. Cho¢ do tej pory zastosowatem to
podejscie przede wszystkim do badania zjawiska antybakteryjnego, oferuje ono unikalng
mozliwos¢ spojrzenia na wiele problemoéw z zakresu biofizyki, biologii i medycyny.

e Lepsze zrozumienie organizacji i dynamiki blony na poziomie molekularnym dzigki
adaptacji technik eksperymentalnych do badan na mikroliposomach, migdzy innymi
adaptacja techniki fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej ze zmienno$cig punktowg do
pomiarow na mikroliposomach (poprzedzona unieruchomienie mikroliposomow
W hydrozelu z agarozy) oraz automatyzacja procesu analizy i wyznaczania parametrow
koncowych, automatyzacja analizy pomiarow technika monowarstw Langmuira,
implementacja  mikroskopii ~ wysokorozdzielczej SIM?STED do  wizualizacji
mikroliposomoéw i nano-domen.

Schemat wptywu przeprowadzonych przeze mnie badan na rozwoj dyscypliny inzynierii
biomedycznej zaprezentowatem na rysunku 22, natomiast szczegotowe zestawienie gtownych
osiggnie¢ przyczyniajacych si¢ do rozwoju dyscypliny inzynierii biomedycznej z podziatem na
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zagadnienia omawiane w autoreferacie i powigzaniem z pracami zaprezentowatem w tabeli 1.
W ramach cyklu uwzglednitem nastepujace swoje publikacje:

[C1] Rzycki M., Drabik D., Multifaceted activity of fabimycin: insights from molecular dynamics
studies on bacterial membrane models. J. Chem. Inf. Model. 64(10) 4204-4217 (2024) doi:
10.1021/acs.jcim.4c00228

[C2] Drabik D.*, Hinc P., Stephan M., Cavalcanti R.R.M., Czogalla A., Dimova R., Effect of leaflet
asymmetry on the stretching elasticity of lipid bilayers with phosphatidic acid, Biophys J,
123(16):2406-2421, doi: 10.1016/j.bpj.2024.05.031

[C3] Drabik D.*, Drab M., Peni¢ S., Igli¢ A., Czogalla A., Investigation of nano- and micro domains
formed by ceramide-1-phosphate in freestanding lipid bilayers, Sci. Rep, 13, Article number:
18570 (2023), doi: 10.1038/s41598-023-45575-5

[C4] Drabik D.*, Czogalla A., Simple Does Not Mean Trivial: Behavior of Phosphatidic Acid in
Lipid Mono- and Bilayers, 1JMS, 22(21), 11523 (2021) doi: 10.3390/ijms222111523

[C5] Rzycki M., Kaczorowska A., Kraszewski S., Drabik D., A Systematic Approach: Molecular
Dynamics Study and Parametrisation of Gemini Type Cationic Surfactants, 1JMS, 22, 10939
(2021), doi: 10.3390/ijms222010939

[C6] Rzycki M., Drabik D., Szostak-Paluch K., Hanus-Lorenz B., Kraszewski S., Unraveling the
mechanism of octenidine and chlorhexidine on membranes: Does electrostatics matter?, Biophys
J, 120, 3392-3408 (2021), doi: 10.1016/j.bpj.2021.06.027
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Rys 23. Schemat wptywu przeprowadzonych przeze mmnie badan na rozwoj dyscypliny inzynierii
biomedycznej.
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W ramach autoreferatu odwotatem si¢ rowniez do moich prac spoza cyklu, sg to:

[Al] Ramanthrikkovil Variyam A., Rzycki M., Yucknovsky A., Stuchebrukhov A.A., Drabik D.,
Amdursky N., Proton diffusion on the surface of mixed lipid membranes highlights the role of
membrane composition, Biophys J, 2:50006-3495, doi: 10.1016/j.bpj.2024.07.002 (2024)

[A2] Rzycki M., Wasyluk K., Drabik D., Identification of Domain Phases in Selected Lipid
Membrane Compositions, Lect. Notes Comput. Sci., 14835, 138-146 (2024)

[Al4] Rzycki M., Kraszewski S., Drabik D., Towards Mimetic Membrane Systems in Molecular
Dynamics: Characteristics of E. Coli Membrane System, Lect. Notes Comput. Sci., 12743, 551-
563 (2021)

[K2] Drabik D., Cierluk K., Czogalla A., Spot-variation Fluorescence Correlation Spectroscopy as a
tool to study nano-domains in POPA-enriched Giant Unilamellar Vesicles, Biomembranes Days
2022, Potsdam, 2022, Germany. Poster  zdeponowano na RG  doi:
10.13140/RG.2.2.12672.20484

Tabela 1. Szczegotowe zestawienie gtownych osiagnie¢ przyczyniajacych si¢ do rozwoju
dyscypliny inzynierii biomedycznej z podzialem na zagadnienia omawiane w autoreferacie
I powigzaniem, ktorej pracy dotyczyto.

Osiggniccia szczegotowe Publikacje
Charakterystyka wlasciwosci blony biologicznej
e Opracowanie procedury obliczeniowej uwzglgdniajacej wptyw czasteczek
nie-lipidowych oraz ztozonych lipidow typu kardiolipina i lipidA na [C5], [C4], [C1]
wyznaczang warto$¢ pola na lipid (APL), co przedtozyto si¢ na doktadne
wyznaczanie tego parametru w pracy badawczej.
e Zaimplementowanie protokotu do liczenia kompresyjnosci bton wraz [C5], [C4], [C2],
z alternatywnym sposobem liczenia niepewnosci pomiaru, co pozwolito na  [C1]
szybsze wyznaczanie parametru kompresyjnos$ci przy analizie symulacji
dynamiki molekularnej.
e Zaadaptowanie gotowego narz¢dzia do wyznaczania wspotczynnika dyfuzji
lateralnej poprzez uwzglgdnienie wptywu pojedynczych typow lipidow w = [C5], [C4], [C3],
blonach  heterogenicznych. = W konsekwencji ~ umozliwito to [C1]
uszczegotowienie opisu zlozonego procesu dyfuzji w blonie biologicznej,
ktory jest daleki od klasycznych ruchéw Browna.
e Zaadaptowanie metody numerycznej do wyznaczania Gaussowskiej funkcji
krzywizny btony. W konsekwencji odniesienie si¢ do problemu istnienia [C1]
punktu siodta (ang. sadle point) w konteks$cie wbudowywania si¢ czasteczek
do blony.
e Zaimplementowanie i usprawnienie wyznaczania defektow z symulacji bton
lipidowych. Analiza defektow na btonach pozwolita na uwzglednienie tego
aspektu przy badaniu wbudowywania si¢ czasteczek, w szczegdlnosci [C4], [C1]
biatek. W konsekwencji pozwolita na wykazanie zaleznosci miedzy samymi
parametrami btony, a zdolno$cia biatek do wbudowywania si¢ w nie.
e Zaadaptowanie protokotu do wyznaczania profili ci$nienia lateralnego
btony. W konsekwencji podkre§lono, jak samo ci$nienie na blonie moze [C1]
mie¢ znaczenie dla wbudowywania si¢ bialek, samego zachowania si¢ btony,
a takze potencjalnego efektu antybakteryjnego.
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Uwzglednienie wielopoziomowej organizacji blony

Stworzenie i zastosowanie metodyki do wyznaczenia pola domen
w mikroliposomach znakowanych jednym typem barwnika. W klasycznym
ujeciu konieczne bylo zastosowanie dwoch barwnikow, a to, ze wzgledu na
faze lub organizacje¢ blony, a takze konieczno$¢ niezaleznego wzbudzenia,
bywato wymagajace. Redukcja tego podejscia do jednego barwnika
usprawnita proces i pozwolita na oszacowanie pokrycia domen o nie
zdefiniowanych wczeéniej fazach.

Wykorzystanie mikroskopii STED i SIM? do detekcji nano-domen
w mikroliposomach, co pozwolito na wizualizacj¢ nano-domen i lepsze
zrozumienie organizacji blony.

Skorelowanie wynikow eksperymentalnych z symulacjami Monte Carlo,
a w konsekwencji obserwacji i zrozumienia dynamiki i ewolucji domen
w uktadach niejednorodnych.

Badania wplywu asymetrii na wlasciwosci blony, w szczegdlnosci
kompresyjnos¢, z wykorzystaniem techniki mikropipety. Stworzenie
algorytméw do analizy otrzymywanych obrazéw celem automatyzacji
procesu. W konsekwencji zrozumienie wptywu preparatyki asymetrycznych
pecherzykow na jej wlasciwosci mechaniczne.

Zaplanowanie symulacji blon podwojnych. Charakteryzacja i ocena zmian
w homeostazie wiasciwosci blony skutkiem obecnosci w uktadzie drugiej
btony. W konsekwencji zwickszenie wiedzy o wptywie sasiadujacej blony
na zachowanie i parametry obu bton oraz proces wbudowywania si¢
czasteczek

Zaburzenie homeostazy blony

Zaproponowanie alternatywnego mechanizmu dzialania oktenidyny
i chlorheksydyny opartego na zmianie wilasciwosci blony lipidowe;.
Przeprowadzone badania pozwolily na wykluczenie tezy o dziataniu tych
czasteczek opartych na elektrostatyce i wykazaty potencjalny efekt na
wlasciwos$ci mechaniczne samych bton.

Zaproponowanie przodujacych grup czasteczek gemini o najwiekszym
potencjalnie antybakteryjnym na bazie wykonanej charakteryzacji
wlasciwosci blon z wybranymi substancjami typu gemini. Badania te
pozwolity na detekcje potencjalnych zmian na poziomie blony,
wyszczegolnienie wilasciwosci blony, istotnych do uzyskania efektywnej
substancji antybakteryjnej.

Dokonanie oceny wptywu czasteczki antybakteryjnej fabimicyny wraz
Z oceng selektywnos$ci na wlasciwosci modeli wewnetrznej i zewngetrznej
btony bakteryjnej E.Coli. Podejscie to pozwolito na poznanie mechanizmu
molekularnego i wpltywu na btong¢ bakteryjng tej relatywnie nowej
substancji antybakteryjnej.

[C3]

[C3]

[C3]

[C2]

[C1]

[C6]

[C3]

[C1]
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W niniejszym cyklu, o tagcznym wspotczynniku wptywu IF= 29.72 oraz catkowitej liczbie
punktéw MNiSW (zgodnie z rokiem opublikowania) réwnej 760 pkt.:

e W 3 jestem pierwszym autorem, [C2], [C3], [C4];

e W 2 jestem ostatnim autorem, [C1], [C5];

e w1 jestem drugim autorem, [C6];

Opisane prace badawcze zrealizowatem z innymi jednostkami naukowymi — Uniwersytetem
Wroctawskim, Instytutem Maxa Plancka (Poczdam, Niemcy) oraz Uniwersytetem w Lublanie
(Lubjana, Stowenia). Zaprezentowane osiggni¢cie naukowe jest motywacja moich dalszych
badan naukowych nad oceng wplywu zjawiska starzenia si¢ na zaburzanie homeostazy
wilasciwosci btony. Tematyka ta byta przedmiotem sktadanego wniosku NCN Sonata, ktory
niestety nie zostal zakwalifikowany do finansowania w Il etapie (2023/51/D/NZ7/00592).
W ten edycji NCN Sonata projekt zostal zmodyfikowany, by polozy¢ wigkszy nacisk na
kwestie asymetrii.
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4. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowa
realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub
instytucji kultury, w szczegolnos$ci zagraniczne]

Po obronie doktoratu na Politechnice Wroctawskiej zaaplikowatem i zostatlem zatrudniony jako
post-doc w projekcie Sonata Bis (2018/30/E/NZ1/00099) w Zaktadzie Cytobiochemii na
Uniwersytecie Wroctawskim. Zdecydowalem si¢ na post-doca w polskim osrodku ze wzgledu
na trwajacg pandemie¢. W tym okresie podroze zagraniczne byty utrudnione badz, w niektorych
przypadkach, niemozliwe, a sam czas trwania tych obostrzen nieznany. W ramach tego
projektu dokonywatem przede wszystkim biofizycznej charakteryzacji bton lipidowych
z kwasem fosfatydowym lub ceramido-1-fosforanami (C1P), a sam ten okres zaowocowat
kilkoma publikacjami naukowymi i doniesieniami konferencyjnymi ([A8], [A12], [R2], [K2]).
W ramach tego zatrudnienia poszerzylem swo@j warsztat eksperymentalny o techniki
monowarstw Langmuira, a takze zapoznalem si¢ i wykorzystalem nowe techniki
wysokorozdzielczego obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (SIM?, STED).
Ponadto wykorzystalem i zaadaptowatem do moich badan wariant fluorescencyjnej
spektroskopii korelacyjnej — tak zwany spot-variation FCS. W tej technice zmienia si¢ rozmiar
objetosci wzbudzajacej, co pozwala na wykreslenie praw dyfuzyjnych (czas dyfuzji w funkcji
kwadratu $rednicy plamki wzbudzajacej). Charakter otrzymanego prawa dyfuzyjnego
informuje o charakterze dyfuzji na btonie — czy jest ona swobodna czy wystepuja klastery, ktore
dyfuzje swobodng ograniczaja. Z racji tego, ze na Uniwersyteciec Wroctawskim w czasie
mojego zatrudnienia byt realizowany program IDUB (Inicjatywa Doskonatosci - Uczelnia
Badawcza), wykorzystalem mozliwos¢ aplikowania zarébwno 0 grant wewngtrzny
(BPIDUB.4610.616.2021, Umowa nr BPIDUB.6.2022, II edycja, tytul ,,Indukowane
starzeniem 1 oksydacja zmiany wlasciwosci mechanicznych blon lipidowych”), jak
i zrealizowalem 3 miesieczny staz naukowy (BPIDUB.4610.15.2022.TW, Umowa stazowa
IDUB nr 14/2022) do wiodacego osrodka naukowego za granicg. W ramach wyjazdu wybratem
Instytut Maxa Plancka w Poczdamie (Niemcy), gdzie znajduje si¢ laboratorium biofizyczne
dr hab. Rumiany Dimovy. Tam zapoznatem si¢ i wykorzystatem technike pomiarows aspiracji
mikropipeta, w tym takze z takimi procesami jak wyrabianie mikro-pipet za pomocg mikro-
kuzni oraz metodami preparatyki bton asymetrycznych. Jest to o tyle cenne, ze blony
asymetryczne sg naturalne w biologii — wszystkie komorki majg blony asymetryczne
(wewnetrzny 1 zewngtrzny listek r6zni si¢ sktadem), natomiast dotychczasowe modele blon —
btony lipidowe — sa w wigkszos$ci symetryczne. Techniki te pozwalajg na otrzymywanie modeli
znaczaco bardziej zblizonych do obiektow rzeczywistych. Na wyjezdzie zapoznalem si¢ tez
z preparatyka i wykorzystaniem uktadéw mikrofluidycznych — poznatem metody tworzenia
form mikrofluidycznych (z angielskiego: master molds), sposoby przygotowania polimeru
PDMS i wykorzystania ich do odlania uktadu mikrofluidycznego oraz przygotowania tego
uktadu do preparatyki badz pomiaru. Wiedze tg wykorzystalem do zaadaptowania technologii
1jej wykorzystania (migdzy innymi w przygotowywanym i wystanym projekcie NCN w ramach
konkursu Sonata). Sam staz w Instytucie Maxa Plancka zakonczyt si¢ wspolng publikacja [C2].
W  ramach otrzymanego grantu wewngtrznego (realizowanego na Uniwersytecie
Wroctawskim) skupitem si¢ na badaniu jak starzenie (a konkretnie powigzane ze starzeniem
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zmiany skfadu lipidowego) wpltywa na zachowanie i1 charakterystyke bton lipidowych.
W ramach wspomnianego grantu wewngtrznego podjatem trzy problemy naukowe.
Pierwszym z nich byto opracowanie modelu lipidowego btony komorki neuronu. Poprzez
mieszanke roznych typow lipidow i dane lipidomiczne otrzymatem i scharakteryzowatem taki
model. Drugim zagadnieniem bylo odtworzenie i uzyskanie funkcjonalnych uktadéw
mikrofluidycznych do tworzenia pecherzykow asymetrycznych (dodatkowa metoda tworzenia
ich jako uzupelnienie juz poznanych). Trzecim zagadnieniem byto ocena wptywu utlenienia
lipidow na samo zachowanie modelu, gdyz utlenienie jest literaturowo przedstawiane jako
zjawisko majace najwigkszy zwigzek ze starzeniem komorkowym. Problem ten wymagat
adaptacji istniejacych protokoldw do wyznaczenia poziomu utleniania na btonach lipidowych.
Roéwnoczesnie do tych badan wykorzystywatem moja wiedze do wspierania prac badawczych
kolegow i kolezanek z zespotu. W ramach nawigzanej przeze mnie wspotpracy z dr Agnieszka
Biernatowska (Uniwersytet Wroctawski) oraz prowadzonych badan powstata praca naukowa
[Al12], w temacie oddziatywania mi¢dzy bialek MPP a biatkami flotyliny. W ramach tej pracy
wykorzystatem mojg wiedz¢ do prowadzenia symulacji dynamiki molekularnej i zbadatem
oddziatywanie miedzy biatkiem MPP 1 odpowiednio biatkem Flotylinyl i Flotyliny2.
Przeprowadzone przeze mnie symulacje numeryczne zostaly potwierdzone i zwalidowane
eksperymentalnie przez zespot dr Biernatowskiej i przyczynity si¢ do zwickszenia wartosci
samej pracy.

Po zakonczeniu post-doca postanowitem wréoci¢c na moja alma mater — Politechnike
Wroctawska, gdzie mogtem skupic¢ si¢ na realizowaniu tematyki, ktora jest dla mnie najbardziej
interesujaca. Moje obecnie prowadzone multidyscyplinarne prace badawczo-rozwojowe na
Politechnice Wroctawskiej, stanowigce badania podstawowe oparte na potgczeniu symulacji
numerycznych z badaniami eksperymentalnymi polegaja na badaniu wpltywu sktadu
lipidowego na zmianach i zaburzeniach w homeostazie parametrow btony lipidowej. Dokonuje
ztozonej charakteryzacji in silico parametréw blony (takiej jak przedstawiona w tym
autoreferacie). Ponadto wykorzystuje roéwniez znane mi techniki eksperymentalne do
wspierania 1 weryfikacji zgodno$ci wyznaczanych parametréw z ukladem rzeczywistym.
W szczegodlnosci, ze w moim rozwoju naukowym zawsze staratem si¢ wychodzi¢ poza sztywne
ramy teoretyka/eksperymentatora - dlatego tez staram si¢ rozwijaé w obu zakresach. Daje mi
to unikalne mozliwosci, bo kazdy problem moge adresowaé symulacyjnie, a nastgpnie
weryfikowac go eksperymentalnie — lub odwrotnie. Takie potaczenie technik in silico i in vitro
pozwala na duzo bardziej kompleksowe badania 1 radykalnie zwigksza istotnos¢
publikowanych prac naukowych. Zespot, w ktérym obecnie pracuje, posiada dodatkowo
kompetencje z zakresu sztucznej inteligencji oraz sieci neuronowych. Dlatego tez, korzystajac
z okazji, poznaje¢ te podejscia, gdyz uwazam, ze nowe narzgdzia, a takze aktualizacja
i usprawnienie wykonywanych przeze mnie analiz otrzymywanych wynikow
z wykorzystaniem tych podej$¢ pozwoli na usprawnienie mojej pracy badawczej. Jednoczesnie
utrzymuje wspotprace naukowa z prof. Alesa Iglicem z Uniwersytetu w Lublanie oraz prof.
Nadavem Amdurskym z Izraelskiego Technionu (wspotprace te sg opisane w I11.10 w wykazie
osiagnie¢ naukowych). Niemniej, efektywny naukowiec to nie tylko praca naukowa, ale
rowniez zdolnos$¢ 1 che¢ do pozyskiwania srodkow zewnetrznych. W ramach mojego czasu
zatrudnienia na Politechnice Wroctawskiej aplikowatem o trzy zewnetrzne projekty.
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Realizowany na Uniwersytecie Wroctawskim wcze$niej wspomniany grant wewnetrzny zostat
wykonany jedynie na modelu blony opartym o opublikowang i dostepng lipidomike.
Zauwazylem, ze takie podejscie moze nie dawaé petnego obrazu sytuacji, gdyz mnogos¢
czasteczek lipidu obecna w btonie biologicznej moze znaczaco wplywac na jej parametry.
Dlatego tez chce rozszerzy¢ moje badania o dodatkowe modele oparte na wynikach
otrzymywane z hodowanych komérek. Pozwoli to na indukowanie starzenia w komarkach,
tworzenie precyzyjnych modeli i ocen¢ wptywu tego procesu na parametry btony. Gotowe
modele blon bedzie mozna wykorzysta¢ do oceny dziatania substancji o potencjale do
spowalniania procesu starzenia. Uwazam, ze jest to temat istotny zarOwno w ujeciu naukowym
jak 1 ekonomicznym. Wraz ze starzeniem si¢ naszego spoleczenstwa, substancje, ktore
moglyby spowolni¢ ten proces, maja znaczacy wplyw na ekonomi¢ spoleczng, poniewaz moga
umozliwi¢ ludziom dluzsze funkcjonowanie w dobrym zdrowiu. Uzyskanie szczegdtowego
wgladu w ztozone zjawiska starzenia si¢ blon biologicznych uzupelni jego opis, poniewaz
liczba prac skupiajacych si¢ na btonach biologicznych, zwtaszcza btonach plazmatycznych, jest
niewielka. O finansowanie projektu w tej tematyce wystapilem we wspoOtpracy
Z Uniwersytetem Wroclawskim o finansowanie do NCN w ramach projektu Sonata
(2023/51/D/NZ7/00592), ale niestety wniosek nie zostat zakwalifikowany do finansowania
przez panel Il (wniosek planuj¢ wzbogaci¢ o nowe aspekty i ponownie go ztozy¢ jako projekt
europejski).

Drugie zagadnienie jest przedmiotem zgloszenia grantowego w konkursie Daina
(2024/52/LINZ9/00390), ktorego cho¢ nie begde kierownikiem, to jestem tam wykonawca
I przyczynitem si¢ do powstania tej tematyki realizujac pod koniec doktoratu 6-miesi¢czny staz
naukowy w centrum nauk fizycznych i technicznych (FTMC) w Wilnie (Litwa). Tematyka
dotyczyta opracowania nowej metodologii biofizycznej do badania przesiewowego mozliwosci
sposobOw dziatania czasteczek przeciwbakteryjnych zwigzanych z zaburzeniami mechaniki
bton lipidowych, aw konsekwencji z hamowaniem transportu blon bakteryjnych.
W klasycznych terapiach podejscie oparte na kluczu i zamku stosuje si¢ wobec biatek/enzymow
bakteryjnych. Natomiast chcialbym si¢ skupi¢ si¢ na blonie lipidowej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zmian w mechanice btony, ktora nie zostata jeszcze opracowana, z wyjatkiem
kontekstu peptydéw kationowych. Opracowanie innowacyjnej metodologii badan taczacych
badania teoretyczne z zakresu dynamiki molekularnej i zaawansowane analizy numeryczne
wsparte algorytmami sztucznej inteligencji z badaniami eksperymentalnymi z zakresu
mechaniki materiatéw 1 biofizyki membran, umozliwiajac w ten sposob efektywne nowatorska
strategia antyseptyczna. Relatywnie prosta (w poréwnaniu do innych technik) metoda oparta
na badaniu zaburzen mechanicznych w btonie pozwoli znaczaco zwigkszy¢ swiadomos¢ tego
zagadnienia 1 utatwi detekcje metod ich przeciwdziatania. Sama wspodlpraca z tym osrodkiem
doprowadzita do powstania pracy [Al5]. Niestety wniosek nie zostal zakwalifikowany do
finansowania przez panel I1.

Trzecie zagadnienie jest przedmiotem naukowej wspotpracy zagranicznej. Bylo réwniez
zgtoszeniem grantowego do fundacji Allena w ramach migdzynarodowego projektu 0 tytule
,New approaches for investigating membrane biophysics by following proton transfer
& diffusion on the surface of membranes” (projekt w ramach Membrane Biophysics —
Approaches, Allen Frontiers Group, R-202402-14999), w ktorym wystepowatem jako
wspolpracownik odpowiadajacy za cze$¢ teoretyczno-symulacyjng. Projekt zostat ztozony
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W konsorcjum mig¢dzynarodowym, jego gtdéwnym liderem jest profesor Nadav Amdursky.
Oproécz niego w projekcie mialy bra¢ udziat profesor Claudia Steinem z University of Gottingen
oraz dr Huong Kratochvil z University of North Carolina at Chapel Hill. Niestety projekt ten
nie zostal zakwalifikowany do finansowania, natomiast wspotpraca ta jest w dalszym ciaggu
kontynuowana i prowadzone sg badania majace na celu przygotowanie kolejnych wnioskow do
nowych programéw, co pozwoli na sformalizowang wspotprace tych badan oraz zdobycie
srodkéw na ich finansowanie. Tematyka opiera si¢ na Sledzeniu transferu protonu i dyfuzji
protonu na powierzchni bton biologicznych, aby uzyska¢ wglad w inne parametry biofizyczne
btony. Zmieniajac parametry biofizyczne blon, a takze ich organizacje¢, bedziemy w stanie
precyzyjnie zlokalizowa¢ czynniki majace najwigkszy wptyw na transfer protonow.

Podsumowujac, przez okres od obrony doktoratu (rok 2020) do roku 2024 realizowalem
dziatalno$¢ naukowa na polskich uczelniach Politechnice Wroctawskiej oraz Uniwersytecie
Wroctawskim. Jednocze$nie zrealizowatem 3 miesi¢czny wyjazd jako goscinny post-doc
W Instytucie Maxa Plancka w Poczdamie. Utrzymywatem tez zagraniczne wspotprace
z dwiema jednostkami zagranicznymi (Uniwersytet w Lublanie oraz Technionu w Izraelu).
Wykazywatem si¢ tez aktywno$ciag w aplikowaniu o fundusze na realizacje badan oraz
realizowatem swoje obowigzki jako pracownik naukowo-dydaktyczny. W okresie przed obrong
doktoratu dodatkowo zrealizowatem 6 miesi¢czny staz naukowy w Centrum Nauk Fizycznych
w Wilnie oraz, jako student, 3 miesigczny staz naukowy w Interuniversity Microelectronics
Centre w Leuven. Jestem przekonany, ze przedstawiony opis pokazuje, ze aktywnie i w duzej
mierze samodzielnie realizuj¢ zadania, ktérych oczekuje sie od pracownika naukowego.



Autoreferat Dominik Drabik Strona 44

5. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke.

5.1 Aktywnos$¢ w przygotowaniu nowych zaje¢ 1 materiatow dydaktycznych na kierunku

InZzynieria Biomedyczna

1) Przygotowanie kursu Computer Graphics (Biomedical Informatics, Wydziat
Podstawowych Problemo6w Techniki, 30 godzin wyktadu, 30 godzin zaje¢ laboratoryjnych)
— uaktualnitem siedem list z grafiki komputerowej do nowej wersji oprogramowania
i wzbogacitem o dodatkowe zadania. Ponadto, przygotowalem trzy nowe listy
z oprogramowania Blender z zakresu wykorzystywania addonéw, symulacji opartych na
fizyce oraz rzezbienia 3D (39 stron materialow dydaktycznych). Stworzylem listy zadan
z API Vulkan do grafiki 3D (na jezyku programowania Python, 34 strony materialow
dydaktycznych oraz 100 stron materiatow dodatkowych) oraz wykorzystania modelu
Stable Diffusion do tworzenia generatywnej grafiki 2D (16 stron materialow
dydaktycznych). Przygotowatem od podstaw 30 godzinnego wyktadu do kursu z zakresu
wykorzystywania i praktycznych zastosowan w inzynierii biomedycznej oprogramowania
Blender, Vulkan APl oraz Stable Diffusion. Przygotowatem karty przedmiotu do
wewnetrznego Systemu Sylabus.

2) Uaktualnienie list z Informatyki Medycznej (Kierunek lekarski, Wydziat Medyczny, 30
godzin zaj¢¢ laboratoryjnych) — zmodyfikowatem listy zadan z Narzedzi Informatycznych
w Medycynie 0 opis poprawnego wykonywania przypisow. Zaadaptowatem arkusze Excel
z materialow dydaktycznych z Podstaw Analizy Danych do modutu Podstawowych
narzedzi analizy danych (20 zakladek arkuszu o rdéznej tematyce od formatowania
i korzystania z formut po regresj¢ liniowa i podstawowa statystyke). Przygotowatem
materiaty dydaktycznych do tematyki Modelowanie matematycznego w medycynie — kod
zrodlowy 1 listy zadan z zakresu wykorzystania formuty Widmarka oraz prostego modelu
farmakokinetycznego do wyznaczania poziomu glukozy we krwi i ptynie tkankowym.

3) Uaktualnienie list z Fizjologii (Inzynieria Biomedyczna, Wydzial Podstawowych
Probleméw Techniki, 9 godzin laboratorium) — przeformatowatem z wykorzystaniem
srodowiska Latex i ujednolicitem jg¢zykowo wcze$niej dostgpne listy zadan badawczych
do kursu. Rozbudowatem ¢wiczenie 3, czyli wyznaczania punktu izoelektrycznego
amfolitéw w koloidalnych roztworach biatek tak aby wymagat podobnego zaangazowania
czasowego jak pozostate ¢wiczenia. Stworzytem wspdlnie z dr Marleng Gasior-Glogowska

od podstaw listy do ¢wiczenia wstgpnego.
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4)

5)

6)

7)

8)

Uaktualnienie listy z Wstepu do Programowania (Inzynieria Biomedyczna, Wydziat
Podstawowych Problemdw Techniki, 45 godzin laboratorium) - przygotowatem zadania
do listy o tematyce Bibliotek Wysokopoziomowych opartej na farmakokinetyce, gdzie
studenci mieli za zadanie, wykorzystujac biblioteki pandas, numpy i matplotlib mieli
napisa¢ prosty model glukozowy. Taki model nast¢pnie mieli dopasowa¢ do danych
rzeczywistych poprzez zmian¢ parametrow modelu, przy jednoczesnym opisaniu
u zrozumieniu ich znaczenia.

Przygotowanie materiatéw dydaktycznych do Podstaw Analizy Danych (Inzynieria
Biomedyczna, Wydziat Podstawowych Probleméw Techniki, 30 godzin laboratorium) —
stworzytlem od podstaw 4 arkusze tematyczne z zakresu obstugi oprogramowania Excel,
korzystania i modyfikowania funkcji, formatowania warunkowego, tabeli (w tym tabeli
przestawnych) oraz obstugi makr i pisania wlasnych funkcji z wykorzystaniem jezyka
Visual Basic. Uaktualnitem listy zadan z Origina (przygotowanych w trakcie doktoratu).
Przygotowanie i aktualizacja do systemu Sylabus kart do kurséw: Modeling of Biological
Systems (wyklad+laboratorium+seminarium), Modelowanie procesow fizjologicznych

(laboratorium) oraz Modelowanie w projektowaniu lekow (laboratorium+seminarium).
-- przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora --

Przygotowanie materiatow dydaktycznych do Technologii Informacyjnych (Inzynieria
Biomedyczna, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki, 30 godzin laboratorium) —
stworzytem od podstaw listy (10 rozbudowanych zagadnien) z wykorzystania i obstugi
oprogramowania Origin. Zadania uwzglednialy tworzenie wykreséw (w tych wykresow
3D), prace na zbiorach danych i macierzach, dokonywanie statystyki, liniowego
i nieliniowego dopasowywanie funkcji do danych (w tym implementacji whasnych
danych) oraz numerycznego catkowania (27 stron materiatdéw dydaktycznych).

Uaktualnienie i przygotowanie Grafiki komputerowej (Inzynieria Biomedyczna, Wydziat
Podstawowych Problemow Techniki, 15 godzin laboratorium) — stworzytem od podstaw
8 list zadan do grafiki komputerowej w zakresie wykorzystania i obslugi oprogramowania
Blender. W ramach list studenci zapoznali si¢ z podstawami modelowania w 3D,
modyfikacji 1 transformacji bryl, naktadania tekstur, edycji oSwietlenia w scenie,

eksportowania modeli do wydruku 3D oraz robienia prostych animacji.

5.2 Praca na rzecz zaplecza laboratoryjnego i technicznego
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Bralem udzial w przygotowaniu specyfikacji technicznej i/lub realizacji zakupu niezbednych
odczynnikdw do stanowisk na ponizsze zajecia laboratoryjne z Fizjologii. Przygotowatem

stanowiska pomiarowe do realizacji zaj¢¢ laboratoryjnych z Fizjologii.

5.3 Prowadzone zajecia dydaktyczne

Rok akademicki 2024/2025 (tylko semestr zimowy)
1 Informatyka Medyczna / W11LEK-SJ0201C
2 Computer Graphics (Laboratorium) / W11IBP-SI11036L
3 Computer Graphics (Wyktad) / W11IBP-SI1036W
Suma (pensum 210 godzin/rok)
Rok akademicki 2023/2024
Fizjologia / MDP002016L
Praca dyplomowa / FTP002080D
Wprowadzenie do Programowania / ETP001013W
Biofizyka / BIM031015L
Informatyka Medyczna / W11LEK-SJ0201C
Podstawy Analizy Danych / CHP001008C
Introduction to Programming / W11MIP-SI0001L
Suma (pensum 225 godzin/rok)
Dydaktyka przed uzyskaniem stopnia doktora
Rok akademicki 2017/2018
1 Grafika komputerowa / INPO02006L
Suma (pensum 90 godzin/rok)

~N o oA w DN e

Rok akademicki 2016/2017
1 Grafika komputerowa / INP002006L
Suma (pensum 90 godzin/rok)
Rok akademicki 2015/2016
1 Fizyka 2.7 / FZP002001L
2 Technologie Informacyjne / INPO01112L
3 Fizyka 1.3A / FZP001064C
Suma (pensum 90 godzin/rok)
Rok akademicki 2014/2015
1 Fizyka 2.7 / FZP002001L
2 Technologie Informacyjne / INPO01112L
Suma (pensum 30 godzin/rok)

45
30
75

60
30
30
120

36
16
90
30
30
30
45
277

120
120

120
120

45
30
30
105

Brak zaje¢ dydaktycznych w latach 2019-2022 z powodu konczenia doktoratu oraz zatrudnienia

w projekcie w innej jednostce.
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5.4 Opieka naukowa nad doktorantami / doktorantkami

Mgr Beata Borysiuk — Formalny promotor pomocniczy doktorantki pierwszego roku na
Politechnice Wroctawskiej; planowany temat badawczy ,,Badanie mechanizmu molekularnego
acetaminofenu”.

Mgr Piotr Hinc — W ramach post-doca realizowanego na Uniwersytecie Wroctawskim dostatem
nieformalne zadanie opieki naukowej nad doktorantem Piotrem Hincem. Sam doktorant byt
bardzo niezalezny i opieka przeistoczyla si¢ bardziej we wspolprace naukowsq, ktora to
zaowocowala jedng opublikowang wspolng publikacja [A3] i jedng na etapie pisania.

Mgr Karolina Cierluk — W ramach tego samego post-doca dostalem roéwniez polecenie
wdrozenia do stosowanych metod drugg osobe oraz nieformalnej opiek¢ nad nig. W ramach tej
opieki wdrozytem doktorantk¢ w techniki mikroskopii, doktadnie mikroskopii konfokalnej
i korelacyjnej. Niestety z powodu konfliktu z promotorem doktorantka zrezygnowata,
natomiast moja opieka zaowocowata wspolnym wystapieniem konferencyjnym [K2].

Mgr Mateusz Rzycki — Nieformalna opieka merytoryczna na uczelni macierzystej (rownolegle
do realizowanego post-doca) na ostatnim roku doktoratu Mateusza Rzyckiego (rok 2022),
glownie w zakresie mentoringu w kwestii pisania publikacji i planowania badan. Sama opieka
zaowocowala wspolnag publikacjag [All], a po jego obronie z wyrdznieniem (11.01.2023)
przerodzilta si¢ we wspolprace naukowa, ktora zaowocowala licznymi publikacjami: [Al4,
Al10, A4, A2]. Formalny opiekun merytoryczny projektu NCN Preludium, ktorego
kierownikiem jest Mateusz Rzycki.

5.5 Opieka naukowa nad studentami studiow

W latach 2020-2023 bytem zatrudniony projekcie naukowym na Uniwersytecie Wroctawskim
na stanowisku badawczym. Mimo to zaangazowalem si¢ jako promotor trzech prac
licencjackich na studiach | stopnia na kierunku Biotechnologii (w tym dwoch w jezyku
angielskim). Od momentu powrotu na Politechnik¢ Wroctawska w roku 2023 bylem
promotorem jednej obronionej pracy inzynierskiej na kierunku Inzynierii Biomedyczne;.

Microdomains in Bacteria Membra Praca licencjacka, Devon Kenneth
2022, Uniwersytet Wroctawski promotor gléwny Sterling Fuller

Sztuczne komorki — podstawy, stan Praca licencjacka,

2 wiedzy, zastosowanie. . Nikola Binczyk
2021, Uniwersytet Wroctawski promotor glowny
Appllcat!on of artificial intelligence in Praca licencjacka, Luka

| G Rt Mamrikishvili
2023, Uniwerytet Wroctawski P & Y
Sie¢ neuronowa do oceny aktywacji

4 kaspas linii komérkowej raka prostaty Praca inzynierska, Olgierd
PC3, Promotor gtowny Jadwisienczak
2024, Politechnika Wroctawska
Optymalizacja elektroformacji

5 liposoméw do pomiaréw z uzyciem Praca inzynierska, Katarzyna
szczypiec laserowych, promotor pomocniczy Jurkowska

2019, Politechnika Wroctawska
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5.6 Popularyzacja nauki

Wyktad popularyzujacy nauke¢ dla studentdbw z Erasmus+ Blended Intensive
Programme ,,Modern Trends in Nanotechnology for Medical Science — Research and
Applications - miedzynarodowa szkota organizowana przez University of Aveiro, Portugal,
Comenius University in Bratislava, Slovakia; Politecnic University of Coimbra, Portugal;
University of Coimbra, Portugal; University of Valladolid, Spain; Marmara University, Turkey;
Kent University, Turkey; University College London, United Kingdom; University of Zagreb,
Croatia; Hassan II Uivesity Ain Chock, Casablanca, Marocco oraz Wroctaw University of

Science and Technology w okresie od 15.07.2024 do 11.09.2024.

-- przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora --

Popularyzacja nauki — Wasabi Il. Wroctawskie Akademickie Spotkania Ambitnych
Biolnzynierow, ktore powstaty z inicjatywy pracownikow Katedry Inzynierii Biomedyczne;j
Politechniki Wroctawskiej. Konferencja ta ma na celu integracje $rodowisk studentéw
I i 1l stopnia Inzynierii Biomedycznej. Dla studentéw II stopnia konferencja ta daje szansg
doskonalenia swoich umiejetnosci prezentacyjnych oraz wymiany pomystow. Dla studentow
| stopnia jest to §wietna okazja do zapoznania si¢ z mozliwymi Kierunkami rozwoju na
kolejnym etapie studiow. W ramach spotkania zaprezentowatem 17 kwietnia 2018 we
Wroctawskim Parku Technologicznym wyktad pt. ,,Makroskopowe pomiary mechaniczne

materii migkkiej na przykladzie bton lipidowych”.
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6. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze
podac inne informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego

kariery zawodowej.

6.1 Miedzynarodowe 1 krajowe nagrody oraz stypendia za dziatalno$¢ naukowa

Stypendium ministra dla wybitnego
mtodego naukowca

Otrzymanie dodatku motywacyjnego za
osiagnigcia naukowe w ramach programu
»Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza”

Laureat stypendium dla doktorantéw
miasta Wroctaw SPS z kapituty im Jana
Mozrzymasa badan interdyscyplinarnych
Stypendium z dotacji Mtodych
Naukowcow

Wyréznienie SPS z kapituty im Jana
Mozrzymasa

Nagroda Dziekana Wydziatu
Podstawowych Probleméw Techniki
Politechniki Wroctawskiej

Stypendium dla najlepszych doktorantéw
Politechniki Wroctawskiej

Ministerstwo Nauki i
Edukaciji

Uniwersytet Wroctawski
(lokalnie)

Wroctawski Studencki
Program Stypendialny (SPS)

Politechnika Wroctawska
(lokalnie)

Wroctawski Studencki
Program Stypendialny (SPS)

Politechnika Wroctawska
(lokalnie)

Politechnika Wroctawska
(lokalnie)

2022

2022, 2021

2019

2017

2017, 2016

2016, 2015

2016, 2015,
2014
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6.2 Ukonczone szkolenia i zdobyte certyfikaty

I

O 00 ~N o Ol

11

Korupcja w biznesie

Przeciwdziatanie korupcji

Korupcja w administracji publicznej

Certyfikowany operator autoklawdw i
piecéw parowych (PN-EN ISO

9001:2009)

Introduction to Big Data
Neural Network and Deep Learning
Certified Peer Reviewer Course

Author Workshop

Centralne Biuro
Antykorupcyjne
Centralne Biuro
Antykorupcyjne
Centralne Biuro
Antykorupcyjne
Stowarzyszenie Inzynierow
i Technikow Mechanikow
Polskich (SIMP)
Coursera

Coursera

Elsevier

Elsevier

Certified LabVIEW Associate Developer  National Instruments

Introduction To Computer Science
Building A Search Engine
Introduction to Artificial Intelligence

Udacity
Stanford Online

czerwiec 2024
czerwiec 2024

czerwiec 2024

styczen 2021

kwiecien 2020
kwiecien 2020
pazdziernik 2019
listopad 2016
styczen 2014

kwiecien 2012
grudzien 2011

Szkolenia 1-3 byty obowigzkowymi szkoleniami koniecznymi do przystapienia do roli eksperta

NCBIiR. Szkolenie 4 pozwolito mi na zdobycie kompetencji w zakresie obstugi autoklawow,

dzigki czemu moglem znaczaco zwigkszy¢ sterylno§¢ wykonywanych przeze mnie

eksperymentow. Szkolenia 5-6 oraz 11 bylty szkoleniami w zakresie wykorzystania sztucznej

inteligencji 1 sieci neuronowych do rozwigzywania probleméw naukowych. Wiedzg tam

zdobyta wykorzystuje¢ zarowno do dydaktyki jak i w moich pracach badawczych. Szkolenia 7-8

byly szkoleniami odpowiednio przygotowujacymi mnie do recenzowania oraz pisania

artykutow naukowych.
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