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Streszczenie w jezyku angielskim

Vitamin C is an essential compound for a properly functioning organism. Knowledge
of the processes responsible for the transport of this vitamin through the lipid bilayer
allows the understanding of how local homeostasis is maintained. The influx of ascorbate is
regulated by protein transporters (SVCT1, SVCT2 and GLUT) however, the mechanism of
how ascorbate flows out to the extracellular matrix has not been explained yet. This is the
motivation to study the possible interactions between vitamin C and lipid bilayer, including
how these interactions could affect bilayer’s physicochemical properties. The obtained
results may relate to the transport of vitamin C through the lipid membrane and could
underline the creation of a model which describes the bidirectional flux of this molecule in
the cell. In the doctoral dissertation, the liposomal lipid bilayer model was used to carry
out the research. The studies have been divided into three parts related to the research
theses.

Firstly, to define the interactions between vitamin C and lipid bilayer, the isothermal
titration calorimetry measurements were performed. The results confirmed the highly
energetic interactions, depending on the lipid bilayer composition and the pH of the
aqueous environment.

In the second part, the thermodynamic parameters from calorimetric data were used
to quantitatively describe the transport of molecules through the lipid bilayer by passive
diffusion. The obtained lipid bilayer/water partition coefficient of vitamin C indicates that
this molecule has more affinity to lipid bilayer than to the aqueous environment, which
has been shown for the first time and is opposite to the commonly referred octanol/water
partition coefficient. The determined permeability coefficient is in good agreement with the
literature data obtained with a different technique. That confirms that the created model,
which was based on isothermal titration calorimetry data, could be used to determine this
parameter.

In the last part, the influence of vitamin C on the physicochemical properties of lipid
bilayer such as phase transition temperature, microviscosity and surface potential was
verified. The obtained results demonstrated that this molecule changes the phase transition
temperature and microviscosity of the lipid bilayer, which support the thesis of the possible
interactions between vitamin C and lipid membrane.

The results of the research present that vitamin C interacts with the lipid bilayer and
affects its physicochemical properties for the first time. The passive diffusion was not
considered so far as the vital process of vitamin C efflux from the cell, due to the greater
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affinity of this molecule to the polar environment, as the octanol/water partition coefficient
indicates. However, the determination of lipid bilayer/water partition coefficient along
with the effect of vitamin C on features of lipid membrane implies that this mechanism of
transport through the plasma membrane might be of great importance and could lead to
the creation of a complete model of vitamin C homeostasis in the human body.



Wykaz wazniejszych symboli i skrotow

ANS kwas 8-anilino-1-naftalenosulfonowy
AscH;  kwas askorbinowy

AscH™ jon askorbinowy

BLM z ang. Black Lipid Membrane

CcpPP krytyczny parametr upakowania

chol cholesterol
DHA  kwas dehydroaskorbinowy
DLS dynamiczne rozpraszanie Swiatta

DMSO dimetylosulfotlenek

DOPE 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina
DOPC 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

DOPS 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna

DPH 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien

DPPC  1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
DSC réznicowa kalorymetria skaningowa

ELS elektroforetyczne rozpraszanie Swiatta

EPR spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego
FTIR  spektroskopia furierowska w podczerwieni
GLUT transporter glukozy

GUV  gigantyczne jednowarstwowe pecherzyki

ILC z ang. Immoblized Liposome Chromatography
ITC izotermiczna kalorymetria miareczkujaca
Kg/w  wspotczynnik podziatu btona/woda

Kosw  wsp6lezynnik podziatu oktanol/woda

L. faza krystaliczna

Lg faza zelowa

L) faza cieklokrystaliczna
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LUV
MLV
NMR

PAMPA

PC
PDI

TMA-DPH

duze jednowarstwowe pecherzyki

duze wielowarstwowe pecherzyki

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
wspotczynnik przepuszczalnosci

z ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay
fosfatydylocholina

polidyspersyjnosc

fosfatydyloseryna

fosfatydyloetanoloamina

fosfatydyloinozytol

faza pofaldowana z ang. Ripple Phase

reaktywne formy tlenu

z ang. Supported Lipid Bilayer

mate jednowarstwowe pecherzyki

transporter witaminy C zalezny od jonéw sodu
transporter witaminy C zalezny od jonéw sodu
temperatura przejscia fazowego

temperatura przedprzej$cia fazowego

1-4-trimetyloamonofenyl



Cel i motywacja prowadzonych badan

Badania nad oddzialywaniami wystgpujacymi pomig¢dzy molekutami czynnymi bio-
logicznie a btong lipidowa, stanowia wazny aspekt wspoétczesnej nauki, zaréwno od
strony badan podstawowych, jak i nanomedycyny bedacej czgScig inzynierii biomedyczne;.
Umozliwiaja wyttumaczenie i opisanie nieznanych do tej pory proceséw biofizycznych,
ktore towarzysza oddziatywaniom wybranych molekutl z blona lipidowa, jednoczesnie
ze wzgledu na wykorzystany model dwuwarstwy lipidowej, pozwalaja na zastosowanie
uzyskanych rezultatéw w projektowaniu kierowanych no$nikéw lekow.

Celem prowadzonych badan byto okreslenie, czy pomigdzy wybrang molekutg — wi-
taming C a modelowa btong lipidowa dochodzi do oddzialywatr, i w jaki spos6b wplywaja
one na wilasciwosci dwuwarstwy lipidowej. Gtéwna motywacja do badan dotyczacych
witaminy C jest jej istotna rola w prawidlowym przebiegu proceséw fizjologicznych, oraz
brak kompletnego modelu opisujacego utrzymanie lokalnej homeostazy tej molekuty w ko-
morce. Co wigcej, na podstawie danych dostgpnych w literaturze mozna stwierdzi¢, ze
mimo duzego zainteresowania witaming C w kontekscie jej terapeutycznych wtasciwosci,
brakuje informacji dotyczacych jej oddzialywan z dwuwarstwa lipidowa.

W ramach prowadzonych badan postawiono trzy tezy badawcze:

1. Pomiedzy witaming C a dwuwarstwa lipidowa wystepuja specyficzne oddziatywania,
ktore réznig si¢ w zaleznoSci od sktadu lipidowego dwuwarstwy lipidowej oraz
warunkow Srodowiskowych.

2. Parametry termodynamiczne powiazane z oddziatywaniami wystgpujacymi pomig-
dzy witaming C a dwuwarstwa lipidowa, umozliwiaja wyznaczenie wielkoSci cha-
rakteryzujacych transport tej molekulty przez dwuwarstwe lipidowa.

3. Oddziatywania pomigdzy witaming C a dwuwarstwa lipidowa zmieniaja wlasciwosci
fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowe;.

Prace¢ podzielono na trzy czgsci, odpowiadajace poszczegdlnym tezom badawczym. Ce-
lem pierwszej z nich byto okreslenie, czy pomigdzy dwuwarstwa lipidowa a witaming C
dochodzi do specyficznych oddziatywan w zaleznoSci od sktadu lipidowego, uporzadko-
wania dwuwarstwy lipidowej, czy pH Srodowiska wodnego. W drugiej uzyskane rezultaty
wykorzystano do wyznaczenia wielkoSci charakteryzujacych witaming C w kontekscie
jej oddziatywan z dwuwarstwa lipidowa — wspotczynnika podziatu btona/woda oraz
wspolczynnika przepuszczalnosci. W ostatniej czes$ci zbadano, jak witamina C wptywa na



Cel i motywacja prowadzonych badan 9

wlasciwosci fizykochemiczne btony lipidowej, takie jak temperature przejsScia fazowego,
mikrolepkos¢ czy tadunek powierzchniowy.

Badania prowadzono z wykorzystaniem jednego z modeli dwuwarstwy lipidowej —
liposoméw o jednorodnym rozktadzie rozmiaréw. Gléwna technika pomiarowa byta izoter-
miczna kalorymetria miareczkujaca, pozwalajaca na pomiar stanow energetycznych, ktéra
charakteryzuje si¢ duzg czuloScig oraz umozliwia bezinwazyjny pomiar bez koniecznosci
ingerencji w budowe lub modyfikacj¢ mierzonych struktur. Do okreslenia wptywu wita-
miny C na wtasciwoSci fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej wybrano takie techniki
pomiarowe, jak dynamiczne rozpraszanie Swiatla, czy spektroskopi¢ fluorescencyjna.

Uzyskane rezultaty moga zosta¢ wykorzystane zaréwno w kontek$cie badan pod-
stawowych, dotyczacych poznania mechanizméw dystrybucji witaminy C istotnych dla
funkcjonowania komorki, jak i calego organizmu, oraz aplikacyjnych — zwigzanych
z optymalizacja oraz projektowaniem nowoczesnych liposomalnych no$nikéw lekéw. Do-
datkowo prowadzone badania moga stanowié podstawe do tworzenia modeli opisujacych
wptyw witaminy C na funkcjonowanie komorki.



Czesc 1

Wprowadzenie



Rozdzial 1

Witamina C w organizmie czltowieka

Czlowiek nalezy do grupy organizmoéw, ktdre nie potrafia syntezowa¢ witaminy C.
Wynika to z braku genu kodujacego oksydazge 1-gulonolaktonowa, enzymu uczestniczacego
w koficowym etapie syntezy kwasu askorbinowego [1]. Ze wzglgdu na zaangazowanie wi-
taminy C w wiele proceséw fizjologicznych prawidlowo dziatajacy organizm musi znalez¢é
jej Zzrédto w §rodowisku zewngtrznym, w przeciwnym razie dochodzi do jej niedoboru,
ktéry prowadzi do dysfunkcji organizmu, a w ostatecznosci moze przeksztatcic si¢ w ogol-
noustrojowa chorobg, jaka jest szkorbut [3]. Prowadzone od lat badania nad witaming C
uzupetniaja coraz doktadniej wiedz¢ dotyczaca jej wtasciwosci fizykochemicznych, jak
i mechanizméw dzialania w organizmie czlowieka, szczegdlnie w kontekscie utrzymania
homeostazy tej molekuty w organizmie, jak i lokalnie w komorce.

Witamina C, inaczej kwas askorbinowy (AscHj), to hydrofilowa molekuta, nalezaca do
grupy ketolaktondw, charakteryzujaca si¢ obecnoscia dwdch grup hydroksylowych [1]. Jest
stabym kwasem posiadajacym dwa punkty pK,; = 4.2 oraz pK,» = 11.6. W zaleznosci
od pH srodowiska przyjmuje rézne formy, jak przedstawiono na Rys. 1.1. W warunkach
fizjologicznych (pH 7.35-7.45) dominujaca forma jest jon askorbinowy (AscH™), stano-
wiacy okoto 99% wszystkich form witaminy C [1]. Z tego wzgledu w dalszej czgsci pracy
okreslenie jon askorbinowy oraz witamina C bgda stosowane wymiennie, chyba ze zostanie
wskazane inaczej. Dodatkowo w calej pracy, zarowno podczas przedstawienia danych

CH,OH CH,OH CH,OH
H—+OH O H-OH0 H--0H.0
o) o)
+H* +H*
H OH pK, OH O- pK, o" O-
AscH, AscH- Asc

Rysunek 1.1: Schemat przedstawiajacy formy kwasu askorbinowego w zaleznos$ci od pH $rodo-
wiska. WartoSci pK, wynosza pK,; = 4.2 oraz pKy; = 11.6. Schemat przygotowano na podsta-
wie [1, 2].
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CH,OH CH,OH CH,OH
HTOHO H-—OH,0 H-OHO
@) O @)
-e -e-H*
H +e H +e + H* H
OH O- OH o © O
AscH- AscH" DHA

Rysunek 1.2: Schemat przedstawiajacy przejscie jonu askorbinowego do formy rodnika askorbino-
wego i DHA. Schemat przygotowano na podstawie [1, 2].

literaturowych, jak 1 wynikow wiasnych, przyjeto separator dziesigtny w formie kropki.
Wraz z lokalnym obnizeniem pH w jelicie cienkim (pH 5.0) oraz w zotadku (pH 1.0)
zwigksza si¢ udzial formy uprotonowanej (AscH;) odpowiednio do warto$ci wynoszacych
okoto 15% oraz 99% [4]. Ze wzglgdu na swoje wlasciwosci utleniajace jon askorbinowy
moze by¢ donorem elektronéw, co przedstawiono na schemacie (Rys. 1.2). Po utracie
jednego elektronu powstaje rodnik askorbinowy, charakteryzujacy si¢ znaczna stabilno$cia,
z czasem zycia od kilkunastu milisekund do kilku minut, w zaleznoSci od warunkéw
Srodowiska i obecnosci akceptoréw elektrondw, szczeg6lnie zelaza [2]. Po utracie drugiego
elektronu powstaje kwas dehydroaskorbinowy (DHA), ktdry jest bardziej stabilny. Obydwa
procesy sa odwracalne na drodze redukcji, zarowno rodnik askorbinowy, jak i DHA moga
wroci¢ do swoich wczesniejszych form. Proces ten jest mozliwy, dopdki nie dojdzie do
trwalego uszkodzenia pierScienia y-laktonowego w DHA prowadzacego do powstania
kwasu 2,3-diketogulonowego [1, 2].

1.1 Rola witaminy C w organizmie czlowieka

Witamina C uwazana jest za jeden z kluczowych przeciwutleniaczy bioracych udziat
w neutralizacji reaktywnych form tlenu (ROS). Pojawiajace si¢ nowe wyniki ekspery-
mentalne wskazuja, ze jest ona wazng molekula w organizmie cztowieka niezbgedna do
normalnego funkcjonowania oraz metabolizmu komorek [5]. Witamina C stanowi istotny
kofaktor dla kilkunastu enzyméw m.in. nalezacych do grupy oksygenaz, ktére odpowiadaja
za syntezg¢ kolagenu oraz karnityny, czy niezbg¢dnej do prawidtowego funkcjonowania
uktadu nerwowego — norepinefryny [6]. Jony askorbinowe reguluja demetylacje DNA,
bedac kluczowym kofaktorem TET dioksygenazy, oraz demetylacj¢ histonéw jako kofaktor
biatek domeny Jumonji [7]. Wspdlpracuja z witamina E, zapobiegaja oksydacji lipidow
oraz biorg udzial w procesie tzw. recyklingu witaminy E [6]. Witamina C uczestniczy réw-
niez w gospodarce zelaza w organizmie, zwigkszajac jego wchtanianie w jelicie, poprzez
redukcje jonéw zelaza Fe’ do jonéw zelaza Fe?* [8]. Pomimo swoich antyoksydacyjnych
wlasciwosci witamina C w wysokim stezeniu peini funkcje utleniacza, redukujac metale
z grup przejSciowych, takie jak m.in. zelazo czy miedZ. Te metale, na nizszym poziomie
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utleniania, sa substratami w reakcji Fentona, w wyniku ktdrej powstaje szkodliwy dla orga-
nizmu rodnik hydroksylowy [5]. Pomimo ré6znorodnosci proceséw, w jakich uczestniczy
witamina C, zaréwno tych korzystnych, jak i majacych negatywny wplyw na organizm
cztowieka, gtéwna rolg odgrywa jej zdolnos¢ do oddawania elektronéw [1]. Ze wzgledu
na to, ze wlasciwosci redukcyjne sa rowniez niezbgdne we wnetrzu komorki, istotne staja
si¢ transportery btonowe, jak 1 mechanizmy pozwalajace na przechodzenie witaminy C
przez btong komérkowa [9].

1.2 Mechanizmy transportu witaminy C

Stezenie witaminy C w organizmie cztowieka zalezy od lokalizacji. Jego warto$¢
waha si¢ od 50 uM (osocze) do 10 mM (neurony) [2]. Tak zr6znicowana dystrybucja
tej molekuty wymaga poznania mechanizmoéw, odpowiadajacych za jej dwukierunkowy
przeptyw na poziomie komérkowym. Ponizej omdwiono poszczegdlne rodzaje transportu
witaminy C oraz jej dystrybucje na przyktadzie absorpcji w jelicie cienkim.

Za transport aktywny witaminy C odpowiedzialne sa hydrofobowe biatka btonowe,
zalezne od jonéw sodu transportery witaminy C — SVCT1 oraz SVCT2, ktérych rola
jest transport tej czasteczki do macierzy wewnatrzkomorkowej. SVCTT jest transporterem
znajdujacym si¢ gléwnie w komdrkach nabtonkowych, jelicie cienkim oraz kanalikach
nerkowych [2]. Uczestniczy w absorpcji witaminy C w jelicie, oraz umozliwia resorpcje
tej czasteczki w nerkach. Natomiast SVCT?2 znajduje si¢ w wigkszo$ci komérek m.in.
tkance nerwowej, tkance mig$niowej oraz kostnej, nadnerczach, mézgu, ptucach, czy
uktadzie limfatycznym [2, 10]. Kontrola nad dziataniem tych transporteréw odbywa si¢
poprzez biatka kinaze A oraz C, ktérych ekspresja jest zmniejszana/zwigkszana w za-
leznosci od ilosci jondw askorbinowych wewnatrz komoérki [11]. Funkcjonowanie tych
transporterow, zaleznie od poziomu zawartosci jonéw askorbinowych, pokazano w bada-
niach z wykorzystaniem ptytek krwi oraz komorek Caco-2TC7 [12]. Transportery te sa
jednokierunkowe, pozwalaja na wejScie jondw askorbinowych do wngtrza komorki, jednak
kinetyka ich dzialania nie tumaczy procesu wyptywu tych jondw na zewnatrz, co sugeruje,
ze moze za to odpowiadaé nieodkryte do tej pory biatko blonowe lub nieznany mechanizm
odpowiedzialny za przechodzenie witaminy C przez blong komdrkowa [2].

Transportery z rodziny transporteréw glukozy (GLUT) to drugi rodzaj mechanizmu
odpowiedzialnego za transport witaminy C przez btong komérkowa. Ich spos6b dziatania
r6zni si¢ od transporteréw SVCT, poniewaz nie przenosza one bezposrednio jonéw askorbi-
nowych, a produkt ich utleniania — DHA (powinowactwo do DHA wykazuja transportery
GLUTI, 2, 3, 4 oraz 8) [3]. Transportowane jest DHA, znajdujace si¢ w osoczu, lub jony
askorbinowe na drodze procesu nazywanego recyklingiem askorbinianu (z ang. ascorbate
recycling) [2, 13]. W drugim przypadku znajdujace si¢ w osoczu jony askorbinowe sg
najpierw redukowane do DHA, nastgpnie transportowane przez transportery GLUT do
macierzy wewnatrzkomoérkowej, w ktérej na drodze reakcji enzymatycznych lub z wyko-
rzystaniem m.in. glutationu sga z powrotem redukowane do jonéw askorbinowych [2, 13].
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Ze wzgledu na to, ze sa to jednoczesnie transportery glukozy, znajduja si¢ w wigkszosci
komorek organizmu cziowieka, podobnie jak transportery SVCT2. Czerwone krwinki sg
jedynymi komérkami, u ktérych potwierdzono obecnos¢ tylko transporterow GLUT [8].
Przeprowadzone do tej pory badania nie tlumacza doktadnie roli transporteréw GLUT
oraz DHA w gospodarce witaminy C w organizmie cztowieka [2]. Jednak opierajac si¢
na dostgpnych danych literaturowych, mozna stwierdzié, ze te transportery nie sa gtéwna
metoda transportu witaminy C przez btone komérkowa. Wynika to z niskiego poziomu
DHA w osoczu cztowieka (stgzenie < 2 uM), podczas gdy stezenie jonéw askorbinowych
w komorkach jest kilka rzgdéw wigksze (1-10 mM) [8]. Dodatkowym aspektem jest
konkurencja z czasteczkami glukozy, do ktérych wigkszos$¢ rodzajow transporterow GLUT
wykazuje wigksze powinowactwo, oraz ktorych lokalne stezenie w organizmie przewyzsza
stezenie DHA [1].

Ostatni mechanizm transportu witaminy C, ktéry zostanie opisany to dyfuzja prosta.
Proces ten w przypadku stabych kwaséw, takich jak witamina C, jest zalezny od gra-
dientu stgzen, pH oraz gradientu elektrochemicznego btony lipidowej [14]. Ze wzgledu na
wigksze powinowactwo witaminy C do Srodowiska polarnego oraz forme, jaka przyjmuje
w warunkach fizjologicznych (anionu), dyfuzja prosta tej molekutly przez btong lipidowa
jest powolna w poréwnaniu do czasteczek hydrofobowych albo niejonowych, hydrofilo-
wych molekul o mniejszej masie czasteczkowej [4, 12]. Wzrost znaczenia tego rodzaju
transportu moze mie¢ miejsce w zotadku lub jelicie cienkim ze wzgledu na nizsza warto$¢
pH, réwnoznaczna z wystgpowaniem witaminy C w formie niejonowej [4].
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Rysunek 1.3: Schemat przedstawiajacy transport witaminy C w jelicie cienkim. Kolorem niebieskim
oznaczono transportery SVCT1 oraz SVCT?2, ktére odpowiadaja za naptyw jonéw askorbinowych
do wnetrza komoérki. Kolorem zielonym oznaczono nieznany do tej pory mechanizm transportu
jonéw askorbinowych z komérki do wngtrza jelita oraz ptynu Srédmiazszowego. Schemat przygo-
towano na podstawie informacji zawartych w [2, 14].
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Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem modelu zwierzgcego badajace rolg
poszczegdlnych transporterow witaminy C pokazaly, ze wylaczenie ekspresji biatka kon-
trolujacego dziatanie transporteréw SVCT? jest letalne. Dodatkowo wyznaczone ekspery-
mentalnie stg¢zenie witaminy C nie osiagne¢to poziomu, ktéry odpowiadalby wartoSciom
fizjologicznym w poszczegdlnych tkankach [8]. Pozwala to zalozy¢, ze inne transportery
tej czasteczki — SVCT1 oraz GLUT nie odgrywaja kluczowej roli w dostarczaniu jo-
now askorbinowych do poszczegdlnych komérek organizmu [14]. Co wigcej, analogiczne
badania, w ktérych hamowano ekspresj¢ biatka kontrolujacego dziatanie transporteréw
SVCT1, nie daty podobnych rezultatéw. Pokazano, ze brak funkcjonowania tych transpor-
terow prowadzi do zwigkszonej zawartosci witaminy C w moczu, co wynika z lokalizacji
transporterow SVCT1 w kanalikach nerkowych i ich udziatu w resorpcji tej molekuty.

Brak spdjnego modelu opisujacego przeptyw witaminy C na poziomie komérkowym,
pokazuje droga absorpcji tej czasteczki w jelicie cienkim (Rys. 1.3). Naptyw witaminy C
do wnetrza komérek nabtonkowych jelita cienkiego odbywa si¢ przez transportery SVCT1
od strony wnetrza jelita, oraz transportery SVCT2 z ptynu Srédmiazszowego. Brakuje
jednak mechanizmu, ktéry ttumaczytby wyptyw tej molekuty z komoérek nabtonkowych.
Poznane do tej pory rodzaje transportu witaminy C — przez kanaty biatkowe (SVCTI,
SVCT?2) oraz na drodze transportu poSredniego przez kanaly z rodziny transporteréw glu-
kozy (GLUT) nie ttumacza mechanizméw utrzymania lokalnej homeostazy tej czasteczki
w komorce, jak 1 jej przestrzennej dystrybucji w organizmie cztowieka [15]. Dodatkowo
z wyjatkiem mitochondrium nie zbadano procesu dystrybucji tej czasteczki pomigdzy
r6znymi organellami wewnatrz komorki [16]. Prowadzi to do pytania, czy mozliwe jest,
aby transport witaminy C na drodze dyfuzji prostej odgrywat istotniejsza rolg, niz wska-
zywalyby na to dostgpne do tej pory dane literaturowe [12, 17]. Petne zrozumienie tego
zagadnienia oraz uzyskanych wynikéw badan moze uzupetni¢ brakujace elementy modelu
dystrybucji tej czasteczki w organizmie cztowieka.



Rozdziat 2
Dwuwarstwa lipidowa

Btona komoérkowa, stanowigca granice fizyczna pomigedzy macierza zewnatrz- i we-
wnatrzkomérkowa, to wazny pod wzgledem funkcjonowania element budulcowy komorki.
Model ptynnej mozaiki, zaproponowany przez Singera i Nicolsona w latach 70., trafnie
i uniwersalnie opisywatl btong komoérkowa, przedstawiajac ja jako strukture, ktérej rdzen
stanowi plynna i dynamiczna dwuwarstwa lipidowa z wbudowanymi biatkami [18]. Mo-
del opierat si¢ na dostgpnych danych eksperymentalnych, opisujacych termodynamiczne
wilasciwosci lipidow i1 bialek, oraz dowodach Swiadczacych o asymetrii i mobilnosci bton
biologicznych [19]. W pézZniejszych latach wraz ze wzrostem zainteresowania tematyka
zwiazang z funkcjonowaniem btony komoérkowej 1 rozwojem nowych technik eksperymen-
talnych odkryto kolejne specyficzne cechy tej struktury, takie jak zdolno$¢ do formowania
mikrodomen lipidowych [20], czy tez doktadniejsza dynamike lipidéw [21, 22].

Dwuwarstwa lipidowa stanowi rdzei btony komoérkowej, w ktéry wbudowane sa
biatka blonowe, integralne lub powierzchniowe, oraz glikolipidy i glikoproteiny [23, 24].
Sktad btony komérkowej lub ogdlniej blon biologicznych (czyli rowniez tych oddziela-
jacych poszczegdlne organelle od cytoplazmy [25]) rézni si¢ w zaleznoSci od rodzaju
komorki/organelli. Przyjmuje sig, ze lipidy stanowia masowo okoto 50% zawartosci btony
komorkowej, pozostatg czg$¢ w wigkszo$¢ zajmuja biatka [23].

Btona komérkowa jako catosé tworzy ztozony i dynamiczny uktad, stanowiacy selek-
tywna barierg odpowiedzialng za wymiang czasteczek pomigdzy Srodowiskiem zewnetrz-
nym a wnetrzem komorki, jednoczesnie posredniczacy w oddzialywaniach pomigedzy
komérkami, jaki i elementami macierzy zewnatrzkomérkowej [23]. Dodatkowo biona
komérkowa zapewnia odpowiednie Srodowisko wewnatrz komoérki, co umozliwia jej pra-
widlowe funkcjonowanie. Bialka btonowe oprocz uczestniczenia w transporcie jonoOw
1 niewielkich, hydrofilowych czasteczek petnia funkcje specyficznych receptoréw i enzy-
mow, umozliwiajac przesylanie sygnatéw [23]. Ze wzgledu na charakter prowadzonych
badan w dalszej czgsci pracy gléwna uwage skupiono na dwuwarstwie lipidowej, jej
budowie oraz roli, jaka odgrywaja poszczeg6lne lipidy ja tworzace.
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2.1 Budowa dwuwarstwy lipidowe}

Tworzenie dwuwarstwy lipidowej w Srodowisku wodnym jest mozliwe dzigki efek-
towi hydrofobowemu, ktéry jest procesem polegajacym na minimalizacji energii uktadu
poprzez samoorganizacj¢ fosfolipidow w strukturg dwuwarstwy lipidowej. Amfifilowos¢é
fosfolipidéw sprawia, ze korzystnym stanem energetycznym jest ten, w ktérym hydrofo-
bowe tancuchy alkilowe zwrdcone sag w swoja strong z grupami polarnymi odwréconymi
w strong czasteczek wody, jak przedstawiono na Rys. 2.1 [26].

Samoorganizacja czasteczek amfifilowych w struktury przestrzenne jest Sci§le zalezna
od ich geometrii, co opisuje krytyczny parametr upakowania (CPP), przyjmujacy rdézna
wartoS¢ dla czasteczek lipidowych o okreslonym ksztalcie (Rys. 2.2). Parametr ten jest
definiowany jako:

v

CPP=—, 2.1)
aoplp

gdzie v — objetos¢ fancucha hydrofobowego, ay — powierzchnia efektywna grupy po-
larnej, lp — dlugos¢ tancucha hydrofobowego. Jak zaprezentowano na Rys. 2.2 predys-
ponowane do tworzenia dwuwarstwy fosfolipidowej w formie sferycznej sa czasteczki
o budowie walcowatej (1/2 < CPP < 1), w przeciwiefistwie do tych o budowie stozkowe;j
(CPP < 1/2), ktére tworza micele [27].

Rdzen dwuwarstwy lipidowej stanowia hydrofobowe taricuchy alkilowe o r6znej dtu-
gosci oraz stopniu nasycenia, natomiast kontakt ze Srodowiskiem wodnym maja grupy
polarne, co schematycznie przedstawiono na Rys. 2.1 [30]. Grupy polarne definiuja to do
jakiej klasy glicerofosfolipidow nalezy czasteczka, oraz wptywaja na tadunek, rozmiar,
zdolnos¢ do tworzenia wigzan wodorowych, oddzialywanie z okreslonymi jonami, czy
enzymami [31]. Hydrofobowa czg$¢ dwuwarstwy lipidowej tworzy barierg dla polarnych
i natadowanych czasteczek, uniemozliwiajac ich transport pomigdzy macierza zewnatrz-
i wewnatrzkomoérkowa [32], a rodzaj taficuchéw alkilowych ja budujacych wptywa na wia-
Sciwosci termodynamiczne [32]. Pomimo statycznej i jednorodnej prezentacji dwuwarstwy
lipidowej na Rys. 2.1 warto podkreslié, ze jest to struktura niezwykle skomplikowana pod
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Rysunek 2.1: Schemat przedstawiajacy budowe dwuwarstwy lipidowej przygotowany na podstawie
informacji zawartych w [26, 28].
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Rysunek 2.2: Schemat przedstawiajacy zalezno$¢ pomigdzy ksztattem czasteczki amfifilowej
a parametrem CPP oraz strukturami, jakie tworza w Srodowisku wodnym. Schemat przygotowano
na podstawie [29].

wzgledem dynamiki, heterogenna i reagujaca na zmiany w otaczajacym ja Srodowisku [28].
Z tego wzgledu zaréwno w czgsci polarnej, jak i niepolarnej dochodzi do nieustannych
fluktuacji, ktére wynikaja m.in. z oddziatlywania z czasteczkami wody [28]. Grupy polarne
tworza wigzania wodorowe z czasteczkami wody [33], a obszar, w ktérym wystepuje
zar6wno hydrofilowa cz¢$¢ dwuwarstwy lipidowej, jak i czasteczki wody nazywany jest
interfaza. Z tego wzgledu charakteryzuje si¢ on innymi wlasciwo$ciami oraz rola biolo-
giczng od srodowiska wodnego, otaczajacego blong lipidowa, jak i od hydrofobowego
rdzenia [34]. Jedna z takich wlaSciwosci jest stala dielektryczna, ktéra przyjmuje rézna
warto$¢ w interfazie, obszarze hydrofobowym, jak i Srodowisku wodnym [28].

2.2 Wilasciwosci lipidéow budujacych dwuwarstwe lipi-
dowa

Lipidy stanowia réznorodng grupe czasteczek, z ktérych trzy gtéwne klasy budujace
btong lipidowa to glicerofosfolipidy, sfingolipidy oraz sterole [32]. Sktad btony biolo-
gicznej pod wzgledem rodzaju oraz procentowej zawartosci poszczegdlnych klas lipidow
nie jest uniwersalny i Scisle zalezy od tego, jaka funkcje pelni dana komorka, czy orga-
nella [32]. Ich zawarto$¢ w blonie lipidowej jest zalezna od rodzaju komoérki/organelli, przy
czym glicerofosfolipidy stanowia w przyblizeniu 50-85% catkowitej ilosci lipidéw, sterole
8-35%, a sfingolipidy 2—-15% [24, 35]. Rozktad lipidéw w poszczegdlnych warstwach
bton biologicznych jest asymetryczny, zazwyczaj w zewngtrznej warstwie znajduje si¢
fosfatydylocholina (PC) oraz sfingomielina, natomiast w wewngtrznej fosfatydyloseryna
(PS), fosfatydyloetanoloamina (PE) oraz fosfatydyloinozytol (PI) [23].

Rola lipidéw w funkcjonowaniu bton biologicznych, jak i catej komoérki obejmuje takie
procesy jak modulowanie wiasciwos$ci fizykochemicznych, migdzy innymi dynamiki btony
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Rysunek 2.3: Schemat przedstawiajacy budowe gtéwnych lipidéw, wchodzacych w sktad btony
komoérkowej. Kolorem niebieski oznaczono obszar hydrofilowy czasteczek lipidu, kolorem zéttym
— hydrofobowy. Schemat przygotowano na podstawie [36].

komérkowej, wptyw na elektrostatyke powierzchni blony, czy stany termodynamiczne,
w jakich si¢ ona znajduje [31]. Dzigki rozwojowi spektroskopii masowej oraz bioinforma-
tyki mozliwe staje si¢ tworzenie lipidowych map komérkowych, pokazujacych doktadne
sktady lipidowe bton biologicznych w komorce. Pozwala to na tworzenie lepszych modeli
blony komérkowej, a tym samym poznanie nowych lub wytlumaczenie niezrozumiatych do
tej pory procesOw zachodzacych w obszarze dwuwarstwy lipidowej, jak i w catej komdrce
[24].

2.2.1 Glicerofosfolipidy

Nalezace do tej grupy lipidy wykazuja amfifilowe wtasciwosci, co wynika z ich cha-
rakterystycznej budowy. Ich podstawe stanowi glicerol, do ktérego za pomoca wiazania
estrowego z jednej strony przyczepione sg reszty kwasow tluszczowych nadajace cza-
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steczce hydrofobowe wiasciwosci, a z drugiej reszty fosforanowe odpowiadajace za jej
hydrofilowy charakter. Do reszt fosforanowych wiazaniem fosfoestrowym przyczepione
sq aminoalkohole m.in. cholina, etyloamina lub hydroksyaminokwasy — seryna, co pro-
wadzi do powstania réznorodnych glicerofosfolipidéw (najczgsciej wystepujace grupy
hydrofilowe pokazano na Rys. 2.3) [36]. Amfifilowy charakter tej klasy lipidow jest
kluczowy, poniewaz umozliwia ich samoorganizacj¢ w strukturg dwuwarstwy lipidowe;.
Fosfatydylocholina to najczesciej wystepujacy glicerofosfolipid w btonach biologicznych
(w wigkszosci komorek/organelli powyzej 50%), inne gtéwne glicerofosfolipidy to fosfa-
tydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol oraz kwas fosfatydowy [37].
Kazdy z nich charakteryzuje si¢ innymi wtasciwosciami, wlaczajac w to geometrig cza-
steczki. PC jest lipidem o budowie walcowatej, natomiast PE o budowie stozkowej. PE
ze wzgledu na znacznie mniejsza grupe polarng samodzielnie nie tworzy dwuwarstwy
lipidowej [37]. W wigkszosci przypadkéw PC znajdujace si¢ w blonach biologicznych
posiada jeden nasycony i jeden nienasycony tancuch alkilowy, natomiast PE oraz PS sa
fosfolipidami bardziej nienasyconymi od innych, co wptywa na ich nizsza temperaturg
przejScia fazowego [38].

2.2.2 Sfingolipidy

Sfingolipidami wystgpujacymi najcze¢séciej w btonach biologicznych sa sfingomieliny,
ceramidy oraz glikosfingolipidy. Podstawa tej grupy lipidéw zazwyczaj jest sfingozyna, do
ktorej w zaleznoSci od rodzaju sfingolipidu, przytaczone sa odpowiednie grupy funkcyjne.
Sfingomielina dzigki swojej budowie, zblizonej do budowy glicerofosfolipidéw, zaliczana
jest do fosfolipidéw. Przytaczone do sfingozyny wigzaniem amidowym nasycone taricuchy
kwasow ttuszczowych, oraz wigzaniem estrowym fosforan choliny, nadaja czasteczce
amfifilowy charakter [23, 37]. Ze wzgledu na bardziej walcowaty ksztatt niz fosfatydylo-
cholina, sfingomielina tworzy gesciej upakowane obszary w blonie komérkowej. Wraz
z cholesterolem odpowiada za tworzenie w blonie mikrodomen lipidowych tzw. tratw
lipidowych [39].

2.2.3 Sterole

W przypadku komérek eukariotycznych gtéwnym sterolem budujacym btone biolo-
giczna jest cholesterol [36]. Lipid ten ma niewielkie wlasciwosci amfifilowe ze wzgledu
na wystgpujaca w nim pojedyncza grupe hydroksylowa, ktéra orientuje jego pozycje
w strukturze btony lipidowej [36, 38]. W zaleznoSci od organizacji btony wptywa na
ptynnos¢ dwuwarstwy lipidowej. W fazie cieklokrystalicznej (istotniejszej pod wzgledem
warunkow fizjologicznych) zwigksza uporzadkowanie btony lipidowej, zmniejszajac ru-
chliwos¢ tancuchow alkilowych. Wptywa to na zwigkszone wtasciwo$ci mechaniczne
oraz zmniejszong przepuszczalno$¢ czasteczek przez blong lipidowa [38, 40]. Co wigcej,
w przypadku oddziatywania z nasyconymi fosfolipidami oraz sfingolipidami uptynnia te
fragmenty btony, prowadzac do powstania w btonie mikrodomen lipidowych oraz tratw
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lipidowych [41]. Z tego wzgledu, czyli mozliwos$ci wptywu na organizacj¢ dwuwarstwy
fosfolipidowej oraz wysoka mobilno$¢ w btonie (szybkos¢ poruszania od milisekund do
sekund), lipid ten jest uwazany za modulatora dynamiki w blonie lipidowej [24].



Rozdzial 3

Wiasciwosci dwuwarstwy lipidowej

Btona lipidowa jest strukturg polimorficzna, tworzaca dynamiczne Srodowisko, w kt6-
rym dochodzi do szeregu reakcji biochemicznych oraz pozostatych mechanizmoéw, takich
jak dyfuzja lateralna, czy proces flip-flop [32]. R6znica w skladzie i wtasciwoSciach de-
terminuje zestaw specyficznych cech btony lipidowej, ktére wptywaja na petnione przez
nig funkcje w organizmie. To jak poszczegdlne czasteczki z nig oddziatuja, jest Scisle
zalezne od jej wlasciwosci, takich jak przepuszczalnosé, stan uporzadkowania w okreslo-
nych warunkach Srodowiska definiowany, jako ptynnos¢ btony komérkowej, wtasciwosci
mechanicznych, czy tez jej asymetrycznej budowy [23]. Asymetria rozlokowania lipidéw
w dwoch monowarstwach budujacych btong wynika z kilku czynnikéw, do ktérych mozna
zaliczy¢ spontaniczne przechodzenie lipidow w obrgbie dwuwarstwy lipidowej, trwate
mechanizmy, ktére utrzymuja okreslone lipidy w miejscu, oraz obecnosc¢ transporteréw
wspomagajacych translokacje lipidéw, ktérych przyktadem sa biatka — flipazy [42]. Na
wlasciwosci fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej moze wptywaé réwniez obecnos¢ cza-
steczek aktywnych biologicznie [43—45]. Wybranie okre§lonych parametréw iloSciowych
powiazanych z wtasciwosciami fizykochemicznymi blony lipidowej, pozwala okresli¢
stopien tych zmian.

3.1 Wspoétczynnik podziatu

Lipofilowos¢ to wlasciwosé molekuty opisujaca jej zdolno$¢ do przechodzenia przez
btong lipidowa. Stanowi jeden z pigciu krytycznych parametréw okreslajacych biodostep-
nos¢ lekow, ktory opisuje reguta Lipinskiego [46]. Definiowana jest jako powinowactwo
czasteczki do Srodowiska niepolarnego, co mozna ilosciowo opisa¢ z wykorzystaniem
wspolczynnika podziatu. Wspétczynnik ten okresla stosunek stezenia molekut w Srodo-
wisku niepolarnym do stezenia molekut w srodowisku wodnym. Srodowisko niepolarne
moga stanowi¢ rézne rozpuszczalniki organiczne nierozpuszczajace si¢ w wodzie, w bada-
niach w tej tematyce gtéwnie wykorzystywany jest oktanol. Pozwala to na zdefiniowanie
wspotczynnika podziatu oktanol/woda (Ko /w):
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N
Kojw = Fi (3.1)

gdzie Ny — liczba molekut w fazie niepolarnej, Np — liczba molekut w fazie polarnej [47].
Wspétczynnik ten jest zazwyczaj przedstawiany w formie logarytmicznej. Przyjmuje
sig, ze molekuty, dla ktérych wartosé log(Kg /W) jest mniejsza od zera, sa hydrofilowe,
natomiast gdy wielkoS¢ ta przyjmuje warto$¢ wigksza od zera, to méwi si¢ o czasteczkach
hydrofobowych.

Do wyznaczenia wspotczynnika podziatu oktanol/woda wykorzystywany jest oktanol,
ktéry symuluje homogenna btong lipidowa. Postuluje sig¢, ze interfaza wody 1 oktanolu nie
jest catkowicie izotropowa, a tworzg si¢ w niej klastry wodne otoczone przez 16 czasteczek
oktanolu, co nasladuje uSrednione oddziatywania blony lipidowej z nienaladowanymi
czasteczkami [48].

Rozwdj nowych technik pomiarowych umozliwit precyzyjniejsze okreslenie lipofilo-
wosci czasteczki w odniesieniu do btony lipidowej, i wyznaczenie wspdtczynnika podziatu
blona/woda (K w) przy pomocy modelowych bton lipidowych m.in. liposoméw [48].
Kgw w bardziej rzeczywisty sposob charakteryzuje zachowanie czasteczek w obecnosci
btony lipidowej niz Ko w [49]. Zgodnie z danymi dostepnymi w literaturze, réznica pomig-
dzy Ko w a Kg/w nie wystepuje dla nienatadowanych czasteczek hydrofilowych, jednak
Ko w jest niewystarczajacym parametrem opisujacym czasteczki wysokohydrofobowe
(log(Ko w) > 5-6), surfaktanty, czy niektore leki [S0]. Ze wzgledu na to, ze Kg w zostal
wyznaczony dla niewielkiej iloSci molekut (do 2019 wyznaczono ten parametr dla okoto
400 czasteczek [49]), w wigkszosci przypadk6w stosuje si¢ Ko /w. Istotne jest, aby zar6wno
metodami eksperymentalnymi, jak i przy pomocy symulacji komputerowych poszerzaé
te bazg danych, w celu lepszej charakterystyki molekut, co pozwoli na bardziej precy-
zyjne poznanie fizjologii organizmu cztowieka oraz zwigkszy mozliwosci projektowania
kierowanych no$nikéw lekow.

3.2 Wspoélezynnik przepuszczalnoSci

Badania nad przepuszczalno$cia molekut aktywnych biologicznie przyczyniaja si¢ do
lepszego poznania ich funkcjonowania w catym organizmie, jak i pozytywnie wptywaja
na proces projektowania lekéw. Z punktu widzenia celu molekularnego, istotny staje si¢
mechanizm, jaki dana molekuta wykorzystuje w celu przedostania si¢ do wnetrza ko-
morki. Transport czasteczek przez blong komoérkowa odbywa si¢ na drodze okreslonych
procesOw, w tym dyfuzji prostej, transportu aktywnego, czy endocytozy [32]. Dyfuzja
prosta jest najbardziej efektywnym rodzajem transportu przez btong komérkowa, dlatego
stanowi pozadany mechanizm dostarczania lekéw do wnetrza komérki [51]. Jak poka-
zuja dane literaturowe, okoto 80-95% dostgpnych komercyjnie lekéw pokonuje barierge
btony lipidowej na drodze dyfuzji prostej [52]. W przypadku czasteczek hydrofilowych
transport odbywa si¢ przez transportery biatkowe (kwas foliowy [53], cholina [54]), czy
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z wykorzystaniem specjalnych receptorow (jony cynku [55]). Mate czasteczki hydrofi-
lowe sa rowniez transportowane pomiedzy komorkami przez potaczenia szczelinowe [56].
Badania z wykorzystaniem modeli btony lipidowej pokazaty, ze pomimo hydrofilowego
charakteru niektorych czasteczek mozliwe jest wyznaczenie wspétczynnika przepuszczal-
no$ci (P) m.in. dla mocznika, glicerolu, czy amoniaku (Rys. 3.1), a tym samym jednym
z mechanizmow ich transportu przez btong lipidowa jest dyfuzja prosta [57-59].

Jedna z pierwszych teorii, przedstawiajaca transport czasteczek przez btong komor-
kowa na drodze dyfuzji prostej, byta zasada Overtona. Opisuje ona korelacj¢ pomigdzy
dwoma parametrami istotnymi z punktu widzenia przepuszczalnosci blony — wspétczyn-
nikiem podziatu oktanol/woda (Kq /w) oraz wspétczynnikiem przepuszczalnosci. Zgodnie
z zasada Overtona wraz ze wzrostem hydrofilowo$ci zmniejsza si¢ warto§¢ wspétczynnika
przepuszczalnosci (P) danej czasteczki, co oznacza, ze molekuty hydrofobowe sa bardziej
predysponowane do transportu przez blong komérkowa na drodze dyfuzji prostej [60].
Pézniej pokazano, ze zasada ta nie jest uniwersalna, poniewaz niektére mate czasteczki,
takie jak m.in. kwas mrowkowy, czy formamid sa transportowane przez btong lipidowa
szybciej, niz wskazywataby na to zasada Overtona [58].

Teoria ta doprowadzita do rozwinigcia modeli opisujacych kinetyke przechodzenia
czasteczek przez btong lipidowa — modelu dyfuzji przez rozpuszczalno$¢ (z ang. diffusion-
solubility model), czy alternatywnego modelu flip-flop [61]. W kazdym z tych modeli
mozliwe jest wyodrgbnienie trzech etapéw opisujacych transport molekuty przez dwu-
warstwe lipidowa. W pierwszym kroku dochodzi do przejscia z fazy wodnej do btony
lipidowej. W kolejnym, w zalezno$ci od przyjetego modelu, nastepuje dyfuzja czasteczki
przez dwuwarstwe lipidowa albo przeskoczenia molekuty na drodze procesu flip-flop
pomigdzy dwoma monowarstwami. Ostatni etap to przejsScie z dwuwarstwy lipidowej do
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Rysunek 3.1: Schemat przedstawiajacy zmiang wspétczynnika przepuszczalnosci w zaleznosci od
rodzaju czasteczki. Schemat przygotowano na podstawie informacji zawartych w [32, 57].
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fazy wodnej [61]. Doktadna kinetyka przechodzenia przez btong komérkowa dla modelu
dyfuzyjnego jest oparta o prawo Ficka. Btona lipidowa, w tym modelu, okreslana jest jako
jednorodna, hydrofobowa ptynna struktura, ktéra oddziela od siebie dwie fazy wodne [57].
Proces przechodzenia czasteczki przez btong lipidowa, zgodnie z I prawem Ficka, mozna
opisa¢ poprzez strumien dyfuzji:

1dm
BYWTE (3.2)
gdzie J — strumien dyfuzji, m — masa, t — czas, A — powierzchnia blony lipidowe;j.
Strumien mozna powiazaé ze wspotczynnikiem podziatu poprzez:

_ DKojw

J
h

€1 — Gy, (3.3)

gdzie D — wspoétczynnik dyfuzji, h — grubos$¢ btony, C; — stgzenie czasteczki w fazie
wodnej w czgsci zewnatrzkomoérkowej, C; — stezenie czasteczki w fazie wodnej w czgsci
wewnatrzkomoérkowej. Réwnanie to mozna zapisa¢ w ostatecznej formie:

J=P(C,—C), (3.4)
gdzie wspdtczynnik przepuszczalnosci P okres§lono jako:

_DKO/W

P
h

(3.5)

Wspdtczynnik przepuszczalnosci, okreslajacy szybkos¢ z jaka dana czasteczka przemiesz-
cza si¢ przez dwuwarstwe lipidowa, zostal wyznaczony dla wielu molekut, co przedsta-
wiono na Rys. 3.1. Pokazano, ze warto$¢ wspétczynnika przepuszczalnos$ci dla matych, nie-
polarnych czasteczek, takich jak tlen, dwutlenek wegla oraz matych, polarnych czasteczek
wody, czy etanolu, przyjmuje warto$¢ od P = 103 cm/s dla etanolu, do P = 10~ cm/s dla
czasteczek tlenu. Natomiast dla wigkszych polarnych czasteczek, takich jak glukoza, jony,

czy natadowane polarne czasteczki w postaci m.in. aminokwaséw parametr ten przyjmuje
warto$ci od P = 10~ cm/s do P = 1072 cm/s [32].

3.3 Temperatura przejsScia fazowego

Dwuwarstwa lipidowa to struktura charakteryzujaca si¢ réznym stopniem uporzadkowa-
nia, co jest determinowane przez jej sktad lipidowy, jak i warunki §rodowiskowe, takie jak
temperatura, pH, czy sita jonowa [62]. Wyrdznia si¢ cztery podstawowe stany uporzadko-
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wania dwuwarstwy lipidowej — fazg krystaliczna (L), fazg zelowa (Lp), faz¢ pofaldowana,
okreslang z ang. ripple phase (Pg) oraz fazg cieklokrystaliczng (L), z ktorymi zwigzane sa
okreslone przejscia fazowe [33]. Ze wzgledu na to, ze do zmiany uporzadkowania dwuwar-
stwy lipidowej dochodzi wraz ze wzrostem temperatury, mowa bedzie o termotropowym
przejsciu fazowym [63].

Dwuwarstwa lipidowa znajdujaca si¢ w fazie krystalicznej charakteryzuje si¢ duzym
uporzadkowaniem oraz mata ruchliwoscia, co wynika ze Scistego upakowania tancuchéw
alkilowych, ktére znajduja si¢ w konfiguracji trans oraz sa przechylone pod niewielkim
katem wzgledem ptaszczyzny blony. Wraz ze wzrostem temperatury kat nachylenia zwigk-
sza sig, jak 1 wzrasta ruchliwosci lipidow, ktore po przekroczeniu temperatury subprzejscia
zaczynaja w umiarkowanym stopniu ulega¢ niewielkim ruchom rotacyjnym. W fazie zelo-
wej zmniejsza si¢ rowniez upakowanie lipidow budujacych dwuwarstwe oraz wzrasta ich
powinowactwo do czasteczek wody. Po osiagnigciu temperatury przedprzejScia niektére
czasteczki lipidéw przechodza zmiany konformacyjne, tworzac konformacj¢ gauche, co
w dalszym stopniu zmniejsza uporzadkowanie dwuwarstwy oraz zwigksza ruchliwos$é
czasteczek. PrzejScie z fazy pofatdowanej do fazy cieklokrystalicznej wymaga osiagnigcia
temperatury przejscia fazowego, w ktérej dochodzi do topnienia taficuchéw alkilowych,
znacznego wzrostu nieuporzadkowania oraz ruchliwos$ci dwuwarstwy fosfolipidowej. Faza
ciektokrystaliczna charakteryzuje si¢ rowniez najwigksza przepuszczalnoscia dla innych
czasteczek [37].

Btona komoérkowa ze wzgledu na okreslone warunki fizjologiczne znajduje si¢ w stanie
najwigkszego nieuporzadkowania, czyli fazie cieklokrystalicznej. Lokalne zmiany sktadu
btony lipidowej, takie jak obecnos¢ steroli, moga prowadzi¢ do powstania tzw. tratw
lipidowych charakteryzujacych si¢ innym stopniem uporzadkowania [41]. W zaleznoSci od
uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej oddziatywanie z okreslonymi molekutami moze
mie€ rézny charakter i wptywac na przepuszczalnos$¢ btony lipidowej, procesy fuzji w niej
zachodzacej, tworzenie si¢ por blonowych, przewodzenie impulséw nerwowych, czy lizg
komorkowa [64].

3.4 Plynnos¢ dwuwarstwy lipidowej

Ptynnos$¢ dwuwarstwy lipidowej stanowi jeden z istotnych parametréw ja charakteryzu-
jacych, pozwalajacy okresli¢ dyfuzje lateralng lipidow oraz bialek w blonach biologicznych.
Opisywana jest przez wspotczynnik dyfuzji lateralnej, ktéry jest odwrotnie proporcjonalny
do mikrolepkosci btony lipidowej (1) — powiazanej z ptynnoscia blony lipidowe;j [33, 65].
Plynnos¢ okres§la dynamiczny charakter btony lipidowej, ktéry wptywa na dyfuzje swo-
bodng czasteczek, ich rotacje, reorientacje¢ do okreSlonej konformacji, jaki i zachodzenie
wielu proceséw biochemicznych, takich jak ruch i wzrost komorki, jej podzial oraz procesy
zwigzane z wydzielaniem [23, 30]. Wielko$¢ ta moze by¢ modulowana sktadem biony
lipidowej, jak i temperatura [23].
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Czescia lipidow budujacych dwuwarstwe lipidowa, ktéra wptywa na ptynnos¢ btony
lipidowej, sa tancuchy alkilowe. W zaleznosci od ich dlugosci oraz ilosci wigzan po-
dwdjnych dwuwarstwa lipidowa jest bardziej lub mniej ptynna. W przypadku krétszych
tancuchéw alkilowych (standardowo lipidy budujace btong maja od 14 do 24 atoméw
wegla w tancuchu) czasteczki lipidow maja mniejsza tendencje do oddziatywania ze
soba, co wraz z wystgpowaniem nienasyconych taicuchéw alkilowych zwigksza ptyn-
nos¢ btony lipidowej [23]. Kazdy nienasycony tancuch alkilowy ze wzgledu na swoja
strukture przestrzenna, zajmuje dodatkowe miejsce, uniemozliwiajac Sciste przyleganie
do siebie czasteczek [23]. W warunkach fizjologicznych lipidy z taiicuchami nienasyco-
nymi uptynniaja btong¢ lipidowa, natomiast te z tanicuchami nasyconym zwigkszaja jej
upakowanie [65].

Jak wspomniano w Podrozdziale 2.2 modulatorem ptynnosci btony lipidowych, w przy-
padku komérek eukariotycznych, jest cholesterol. Ze wzgledu na swoja struktur¢ moze on
wbudowywac si¢ w przestrzen, ktdra tworza nienasycone taficuchy alkilowe, a tym samym
zmniejszaé ptynno$¢ btony lipidowej oraz wptywac na takie parametry, jak sztywno$¢ oraz
przepuszczalnosc tej struktury [23].

3.5 Ladunek powierzchniowy

Powierzchnig blony lipidowej tworza w wigkszosci grupy polarne lipidéw. Ze wzgledu
na ich polarny charakter stanowia interfejs do oddzialywania ze srodowiskiem wodnym,
w szczegolnosci z czasteczkami wody, tworzac wiazania wodorowe [33]. W zaleznosci od
rodzaju grup polarnych, nadaja one powierzchni blony odpowiedni tadunek. Ze wzgledu
na asymetryczng budowe dwuwarstwy lipidowej warstwa zewngtrzna r6zni si¢ pod tym
wzgledem od wewngtrznej. W wigkszosci komérek dominujacym rodzajem fosfolipidow
budujacych wewnetrzng warstwe blony lipidowej sa PE oraz ujemnie natadowane PI i PS,
ktérych obecno$¢ wptywa na tadunek powierzchniowy [42].

Ze wzgledu na trudno$¢ pomiaru tadunku powierzchniowego niewielkich czasteczek
w Srodowisku wodnym wykonuje si¢ pomiaru tej warto$ci w warstwie dyfuzyjnej, a doktad-
niej na granicy poslizgu [67]. Wielko$¢ okreslajaca wartos¢ tego potencjatu to potencjat
zeta () [68, 69]. Molekute znajdujaca si¢ w roztworze wodnym otacza podwdjna warstwa
elektryczna, ktora sktada si¢ z warstwy Sterna oraz warstwy dyfuzyjnej [66]. W warstwie
Sterna znajduja si¢ silnie zwigzane jony o tadunku przeciwnym do tadunku powierzchni
molekuty. W przeciwienstwie do warstwy dyfuzyjnej, gdzie wystgpuja stabiej zwigzane
jony o fadunku przeciwnym, jak i zgodnym z tadunkiem powierzchni badanej czasteczki.
Z. wspomnianymi warstwami oraz sama czasteczka zwiazane sg trzy potencjaly — poten-
cjal powierzchniowy, potencjat Sterna oraz potencjat zeta, co przedstawiono na Rys. 3.2.
Potencjat zeta definiuje sig, jako wartoS¢ potencjatu na granicy warstwy dyfuzyjnej z roz-
puszczalnikiem tzw. granicy poslizgu [68].
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Rysunek 3.2: Schemat przedstawiajacy zalezno$¢ pomiedzy potencjatem powierzchniowym a po-
tencjalem zeta struktur w Srodowisku wodnym. Schemat przygotowano na podstawie rysunku
zamieszczonego w [66].



Rozdziat 4
Modele dwuwarstwy lipidowe]

Prowadzenie badan dotyczacych wtasciwosci dwuwarstwy lipidowej wymaga wybra-
nia odpowiedniego rodzaju modelu tej struktury. Dokonuje si¢ réznych klasyfikacji — ze
wzgledu na matryce, w jakiej si¢ znajduje, technike wytworzenia, czy tez ich pochodzenie.
Zaden z powstalych modeli nie jest uniwersalny, a wybdr jest zalezny od tego, jakie wia-
Sciwosci dwuwarstwy lipidowej lub tez jej oddziatywania ze Srodowiskiem zewnetrznym
maja zosta¢ okreslone. Model btony lipidowej jest uproszczonym ukladem, ktory jest
kontrolowany pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych. Zazwyczaj zbudowany jest
z samych fosfolipidow lub tez z domieszka innych lipidéw, czy biatek btonowych [70].

4.1 Modele na podlozu stalym

Jednym z rodzajow modeli dwuwarstwy lipidowej jest szeroka grupa wykorzystujaca
pojedyncze warstwy lipidowe (monowarstwy Langmuira—Blodgetta) lub dwuwarstwy
lipidowe (z ang. Supported Lipid Bilayer, w skrécie SLB) tworzone na okreslonej matrycy
albo w formie blony rozdzielajacej dwie komory (z ang. Black Lipid Membrane, w skrécie
BLM) [70, 71]. Wytworzenie SLB jest mozliwe dzigki technikom Langmuir-Blodgett,
Langmuir—Schaefer lub poprzez fuzj¢ pecherzykéw [70]. Modele te sa gtdwnie wyko-
rzystywane do badan powierzchniowych [70], oddziatywan z innymi czasteczkami [72],
samoorganizacji lipidéw w mikrodomeny [73], czy przepuszczalnos$ci badanych czasteczek
przez btong lipidowa [74].

Monowarstwy Lagmuira—Blodgetta sa rodzajem jednowarstwowej struktury fosfolipi-
dowej, tworzacej si¢ na powierzchni wody po osadzeniu roztworu lipidéw w rozpuszczal-
niku organicznym. Umozliwiaja, podobnie jak SLB, pomiar wiasciwosci powierzchnio-
wych monowarstwy lipidowej oraz takich parametréw, jak upakowanie lipidéw, czy jej
elastycznosci [70].

Zaleta badan z wykorzystaniem modeli planarnych jest szeroka mozliwo$¢ modyfikacji
dwuwarstwy fosfolipidowej umozliwiajaca tworzenie asymetrycznych bton o réznorod-
nym sktadzie lipidowym. Dodatkowo wykorzystywane techniki pomiarowe pozwalaja na
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zbieranie nie tylko danych jako$ciowych, ale réwniez iloSciowych. Gtéwnym problemem
staje si¢ planarny ksztatt blony lipidowej nieodzwierciedlajacy jej naturalnej krzywizny.

4.2 Modele komputerowe

Zastosowanie modeli in-silico w badaniach nad wtasciwoS$ciami fizykochemicznymi
dwuwarstwy lipidowej niesie za soba ogromny potencjat ze wzgledu na skalg, w jakiej
mozna symulowaé okres§lone procesy. W przypadku technik eksperymentalnych mozliwe
jest badanie proceséw zachodzacych w btonie lipidowej na poziomie dziesiatek nanome-
trow do kilkunastu mikrometréw, podczas gdy tworzenie modeli komputerowych otwiera
mozliwoSci badania tych proceséw w rozdzielczosci od kilkunastu angstreméw do kilkuset
nanometréow [70].

Wykorzystanie dynamiki molekularnej do wyznaczenia wiasciwosci dwuwarstwy
lipidowej oraz badania jej oddziatywania z r6znymi strukturami jest oparte na rownaniach
Newtona, i umozliwia badanie proceséw zachodzacych w setkach nanosekund. Jedna
z alternatywnych metod sa symulacje Monte Carlo, ktére to pozwalaja m.in. na badanie
oddziatywan pomigdzy nanoczasteczkami a blong lipidowa [75], czy uporzadkowania
dwuwarstwy lipidowej [38, 76, 77].

Metody komputerowe moga by¢ komplementarne w stosunku do metod eksperymen-
talnych, pozwalaja na poréwnanie oraz potwierdzenie rezultatéw uzykanych doswiadczal-
nie. Gléwna wada modeli in-silico sg ograniczenia sprz¢towe. Konieczne jest dobranie
odpowiedniego modelu, tak aby symulacje byly jak najmniej czasochtonne 1 spetniaty
mozliwosci obliczeniowe komputerow.

4.3 Liposomy

Liposomy to sferyczne pecherzyki, opisane po raz pierwszy w latach 70. przez Ban-
ghama [78], ktére powstaja na skutek samoorganizacji fosfolipidéw znajdujacych sig
w Srodowisku wodnym. Dochodzi do powstania dwuwarstwy lipidowej, ktéra oddziela
wewnetrzng fazg wodna od zewngtrznej. Rozmiar liposoméw rézni si¢g w zalezno$ci od
techniki ich przygotowania,i moze osiagna¢ od kilkudziesigciu nanometréw do kilkunastu
mikrometréw, jak pokazano na Rys. 4.1 [79].

Najwigksze liposomy (GUV) to pecherzyki o Srednicy od kilku do kilkunastu mikrome-
trow, wykorzystywane do badan wtasciwosci mechanicznych dwuwarstwy lipidowej oraz
takich procesow, jak dyfuz;ji lateralnej lipidéw, zdolnosci do tworzenia niejednorodno$ci
w obrebie btony lipidowej, procesOw zwigzanych z przejSciami fazowymi [71]. Tworzone
zazwyczaj technikg elektroformacji ze wzgledu na mozliwos¢ wbudowania biatek btono-
wych w strukturg dwuwarstwy lipidowej, stanowia dobry model do badania oddziatywan
lipidy — biatka oraz wptywu tych molekut na zachowanie dwuwarstwy fosfolipidowej [80].
Ze wzgledu na swdj rozmiar sg jedynym rodzajem liposoméw, ktérych blong lipidowa
mozna obrazowac z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej [81].
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Rysunek 4.1: Schemat przedstawiajacy rézne rodzaje liposoméw w zaleznosci od rozmiaru —
GUYV, LUV, SUV — oraz liczby warstw budujacych pecherzyki (MLV). Schemat przygotowano na
podstawie informacji zawartych w [82].

Preparatyka mniejszych pecherzykéw odbywa si¢ z wykorzystaniem kilku metod, do
ktérych naleza m.in. hydratacja suchego filmu, wstrzykiwanie eteru/etanolu, odparowy-
wanie technika faz odwréconych [82]. W rezultacie otrzymywane sa wielowarstwowe
pecherzyki (MLV), ktére w nastgpnym kroku sg kalibrowane z wykorzystaniem ekstrudera
lub w procesie sonikacji. Krok ten pozwala uzyskac jednorodng populacj¢ jednowarstwo-
wych liposoméw o okreslonym rozktadzie rozmiaréw — od 100 nm do 1000 nm (LUV)
oraz mniejsze do 100 nm (SUV) [82]. Ten rodzaj liposoméw stosowany jest w badaniach
dotyczacych oddziatywan z czasteczkami, jak i wlasciwosci fizykochemicznych btony
lipidowej, z wykorzystaniem réznorodnych technik m.in. spektroskopii fluorescencyj-
nej [83], technik kalorymetrycznych [84], ultrafiltracji [85]. Warto rowniez zwrdci¢ uwage
na aplikacje tego rodzaju liposoméw, jako kierowanych no$nikéw lekéw, co umozliwia
podaz substancji aktywnych w bardziej efektywny sposob, czgsto ograniczajac skutki
uboczne w organizmie cztowieka. Wykorzystywane techniki badajace wlasciwosci tych
struktur oprécz odniesienia ich do wtasciwosci blony lipidowej, stanowia wazna sktadowa
w charakteryzacji tych nosnikéw [29, 70, 79].

Podstawowe zalety tego rodzaju modelu btony lipidowej to pomiary w warunkach, jak
najbardziej zblizonych do fizjologicznych, tatwos¢ 1 réznorodnos$¢ metod ich przygoto-
wania oraz mozliwo$¢ wyboru wielu technik, pozwalajacych scharakteryzowaé zaréwno
dwuwarstwe lipidowa, jak i jej oddzialywanie z czasteczkami [70]. Gtéwna wada jest
fakt, ze wytwarzane blony sa zazwyczaj symetryczne, co nie oddaje rzeczywistej asyme-
trii blony komoérkowej. Dopiero niedawno powstaty protokoly umozliwiajace tworzenie
bton niesymetrycznych [36]. Dodatkowo podczas pomiaréw badajacych oddzialywania
liposoméw z réznymi czasteczkami, trudnoscia jest wyznaczenie iloSciowej miary tych
oddziatywan z pojedynczym liposomem [70].
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Metody pomiarowe wybranych
wlasciwosci dwuwarstwy lipidowej

5.1 Wspoélczynnik przepuszczalnoSci

Techniki pomiarowe pozwalajace wyznaczy¢ wspotczynnik przepuszczalnosci sa za-
lezne od wybranego modelu dwuwarstwy lipidowej. Jedna z najczesciej wykorzystywanych
techniki jest metoda PAMPA (z ang. Parallel Artifical Membrane Permeability Assay).
Technika ta wykorzystuje uktad ztozony z dwoéch komér, ktére rozdzielone sa filtrem
pokrytym mieszaning rozpuszczalnika organicznego oraz lipidéw. W jednej z komor
umieszczony jest roztwor badanej substancji, a nastgpnie mierzone jest stezenie w drugiej
komorze, po przejsciu czasteczek przez membrang rozdzielajaca komore [86, 87].

W podobny sposéb dziata technika in-vitro, ktéra wykorzystuje do wyznaczenia prze-
puszczalnosci czasteczek hodowle komoérkowe, najczesciej Caco-2 — komorki pochodzace
z ludzkiego nabtonkowego gruczolaka jelita grubego, ktére charakteryzuja si¢ podobien-
stwem do enterocytow. W przypadku tych badan to komoérki sa umiejscowione na filtrze
oddzielajacym dwie komory [88]. Powstaly réwniez nowe metody, dzialajace podob-
nie do tej techniki, wykorzystujace filtr, na ktérym osadzane sa liposomy, co z jedne;j
strony zmniejsza podobienistwo do rzeczywistej blony lipidowej, a z drugiej jest latwiejsze
w wykonaniu oraz charakteryzuje si¢ wigksza powtarzalnoscia od badan in-vitro [88]. Ze
wzgledu na tematyke pracy ponizej zwrécono uwage na techniki pomiarowe z wykorzy-
staniem liposoméw, jako modelu blony lipidowej. Jedna z takich metod, pozwalajaca na
wyznaczenie wspoétczynnika przepuszczalnosci, jest ILC (z ang. Immobilized Liposome
Chromatography) zaliczana do wysokosprawnej chromatografii cieczowej, w ktorej mie-
rzona jest réznica czasu retencji dla réznych czasteczek przeptywajacych przez kolumng,
do ktérej zwiazane sg liposomy [89].

Wykorzystujac liposomy, jako model dwuwarstwy lipidowej, mozliwe jest zastosowa-
nie wielu technik, ktére pozwalaja wyznaczy¢ wspoétczynnik przepuszczalnosci, a rowniez
oddziatywanie wybranych czasteczek z modelowa blona. Jedna z klasycznych jest technika
zatrzymanego przeptywu (z ang. stopped-flow) [90, 91]. Poprzez pomiar zmian wlasciwosci
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optycznych dwuwarstwy lipidowej indukowanych wygenerowanym ci§nieniem osmotycz-
nym, mozliwe jest wyznaczenie wspotczynnika przepuszczalnosSci btony. Pomiar odbywa
si¢ w dwoch trybach — rozproszeniowym albo fluorescencyjnym [92]. Z wykorzysta-
niem klasycznej spektroskopii fluorescencyjnej mozliwe jest wyznaczenie wspotczynnika
przepuszczalnosci, stosujac sondg fluorescencyjna — kalceing. W tej metodzie jest ona
zamykana w liposomach, a badany jest sygnat towarzyszacy jej wyciekowi do Srodowiska
wodnego [93].

Techniki obrazowania mikroskopowego wymagaja wykorzystania liposoméw o Sred-
nicy 1-10 um (GUV) ze wzgledu na rozdzielczo$¢ wykorzystywanej w tym celu mikro-
skopii konfokalnej [94]. Liposomy sa znakowane sonda fluorescencyjna czulgq na zmiang
pH, ktérej wlasciwosci optyczne zmieniajg si¢ w obecnos$ci badanych czasteczek. Me-
toda ta zostata wykorzystana do wyznaczenia wspolczynnika przepuszczalnosci kwasow
karboksylowych [81].

OkreSlenie oddziatywan pomigdzy molekutami a btong lipidowa jest réwniez mozliwe
z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczkujacej (ITC), ktéra zostata szerzej
opisana w Rozdziale 8. Technika ta charakteryzuje si¢ tym, ze jest bezinwazyjna 1 pozwala
wyznaczy¢ cieplo, ktére zostaje wytworzone lub pochtonigte podczas oddziatywania danej
molekuty z btong lipidowa.

Zaréwno w przypadku wspéiczynnika przepuszczalnosci, jak i wspétczynnika podziatu
warto wspomnie¢ o metodach in-silico, czyli wykorzystujacych modelowanie kompute-
rowe, glownie dynamike molekularng. Biorac pod uwage dla jak wielu czasteczek brakuje
informacji o tych parametrach, prawdopodobnie te techniki stang si¢ kluczowe w uzu-
petnianiu baz danych, co wptynie na bardziej efektywne projektowanie oraz tworzenie
nowych lekéw [49, 59, 75, 95].

5.2 Wspoétezynnik podziatu

Wyznaczenie wspotczynnika podziatu blona/woda (Kpw) zazwyczaj jest mozliwe
z wykorzystywane tych samych metod, ktére sa stosowane do pomiaru oddzialywan
oraz przepuszczalnosci blony lipidowej, przyktadem moze by¢ ITC [96, 97] lub techniki
chromatograficzne, w tym ILC [98]. Charakterystyczne dla wybranego modelu btony
lipidowej sa techniki dializujace, ktérych idea jest inkubowanie liposoméw w roztworze
badanych czasteczek, a nastgpnie rozdzielenie fazy wodnej z czasteczkami niezwigzanymi
z blong lipidowa przy pomocy technik ultrawiréwkowych [87], czy tez z zastosowaniem
workow dializacyjnych [99].

Spektroskopi¢ UV-VIS wykorzystano do wyznaczenia Kg w m.in. dla cytostatykow:
doksorubicyny [100] oraz paklitakselu [45]. Technika polega na inkubacji liposoméw
z wybranymi czasteczkami, nastgpnie mierzone jest widmo absorpcyjne, ktére poddawane
jest przeksztatceniom polegajacym na obliczeniu drugiej pochodnej z absorbancji. Na
podstawie tej wartosci, z zastosowaniem odpowiedniego modelu matematycznego, wy-
znaczany jest wspotczynnik podziatu. Metoda, mimo tatwosci wykonania, jest zalezna od
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wystgpowania maksimum absorpcyjnego dla wybranej czasteczki w zakresie UV-VIS, oraz
doboru odpowiedniego stosunku stgzen pomigdzy lipidem a badang czasteczka [101]. Mia-
reczkowanie pH-metryczne [102] oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) [103] réwniez sa metodami wykorzystywanymi do wyznaczenia wspotczynnika
podziatu.

5.3 Temperatura przejscia fazowego

Techniki pomiarowe umozliwiajace wyznaczenie temperatury przejscia fazowego
dwuwarstwy lipidowej w wigkszoSci wykorzystuja ztozong aparatur¢ pomiarowa oraz
wymagaja specjalnego przygotowania probki. Jedna z klasycznych metod jest r6znicowa
kalorymetria skaningowa (DSC), ktéra umozliwia wyznaczenie zaleznosci zmiany ciepta
w uktadzie w funkcji temperatury [97]. Podczas przejsScia fazowego z uporzadkowanej fazy
zelowej do fazy cieklokrystalicznej dochodzi do zmiany ciepla, ktora jest rejestrowana
przez odpowiednig aparatur¢ w postaci termogramu. Punkt, w ktérym wystgpuje maksy-
malny przeptyw ciepta, okresla sig, jako temperaturg przejsScia fazowego. W metodzie tej,
w celu otrzymania powtarzalnych rezultatow, konieczne jest wykorzystanie liposoméw
wielowarstwowych (MLV).

Grupe innych technik pomiarowych stanowia metody spektroskopowe, takie jak spek-
troskopia fourierowska w podczerwieni (FTIR) [62], spektroskopia fluorescencyjna [104],
czy skomplikowany pod wzgledem aparatury NMR [105]. Pojawiaja si¢ rowniez bardziej
nowatorskie metody, ktére cechuja si¢ mniej skomplikowang aparatura oraz sposobem
przygotowania prébek — dynamiczne rozpraszanie Swiatta (DLS) [106], czy techniki
wykorzystujace wykrywanie nanoplazmoniczne [107].

5.4 Plynnos¢ dwuwarstwy lipidowej

Jedna z gtléwnych technik pomiarowych pozwalajaca na pomiar ptynnos$¢ dwuwarstwy
lipidowej jest nalezaca do metod spektroskopowych fluorescencja polaryzacyjna [83, 108].
Wykorzystanie sond fluorescencyjnych m.in. DPH, TMA-DPH, czy ANS wbudowujacych
si¢ w okreSlony fragment dwuwarstwy lipidowej, pozwala na pomiar jej wtasciwosci
zaréwno w czgSci hydrofilowej, jak i hydrofobowej, co umozliwia wyznaczenie parametrow
zwiazanych z uporzadkowaniem tej struktury [109].

Wykorzystanie fluorescencyjnych lipidéw pozwala na wbudowanie ich w btong liposo-
mow, a nastepnie stosujac technike lokalnego fotowybielania rejestrowanie obrazu przy
pomocy mikroskopii konfokalnej. Umozliwia to wyznaczenie ruchliwos¢ lateralna lipidow,
ktéra wptywa na ptynnos¢ dwuwarstwy lipidowej [70]. Inne techniki spektroskopowe to
spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FTIR), ktéra pozwala na okreslenie nieupo-
rzadkowania taricuchéw alkilowych [110, 111], spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) mierzaca dynamike molekularng bton lipidowych, zmiany
konformacyjne w niej zachodzace oraz jej ruchliwos¢ [112]. W celu wyznaczenia ptynno$¢
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dwuwarstwy lipidowe] wykorzystuje si¢ rowniez dynamike molekularng, ktéra umozliwia
rowniez okreslenie upakowania, czy lokalnej gestosci btony [65].

5.5 Ladunek powierzchniowy

Wyznaczenie eksperymentalnie potencjatu zeta jest skomplikowane ze wzgledu na
ilos¢ czynnikoéw zewngtrznych, ktére moga zaburzy¢ wynik pomiaru, takich jak zmienne
pH, sita jonowa, obecnos¢ jonéw w roztworze, czy tez sposdb rozcienczenia prébki do
pomiaru [67]. Jedna z najczgSciej wykorzystywanych metod, ze wzgledu na swoja czutos$é
oraz doktadnos¢, jest elektroforetyczne rozpraszanie Swiatta (ELS) [66, 67]. Technika
ta opiera si¢ na pomiarze zmian wlasciwosci optycznych struktur, wystgpujacych pod
wplywem ruchu czasteczek, wywotanego przez zewngetrzne pole elektryczne [66]. Ogra-
niczeniem w jej stosowaniu sg probki, charakteryzujace si¢ znacznym zmgtnieniem, co
wplywa na oddzialywanie promieniowania elektromagnetycznego z mierzonymi struktu-
rami [67].

Alternatywna technika, umozliwiajace pomiar potencjatu zeta, jest spektroskopia elek-
troakustyczna [113]. Wykorzystuje ona zmiang¢ wiasciwosci fali dZzwigkowych, ktére
przechodza przez Srodowisko wodne, co pozwala na okreSlenie takich parametréw struktur,
jak Sredniego rozktad rozmiaréw, czy wlasciwosSci powierzchniowe, w tym potencjatu zeta.
W przypadku spektroskopii elektroakustycznej dochodzi do oddziatywania pola akustycz-
nego z polem elektrycznym, i w zaleznosci od wariantu pomiarowego, otrzymywana jest
warto$¢ koloidalnego potencjatu wibracyjnego lub elektryczna amplituda soniczna, ktére
nastepnie z wykorzystaniem odpowiednich modeli fizycznych umozliwiaja wyznaczenie
potencjatu zeta [113]. Technika ta charakteryzuje si¢ mniejsza czuto$cia w poréwnaniu do
ELS, oraz jest trudniejsza w interpretacji [113].
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Materialy i metody



Rozdzial 6
Materialy

Ponizej zestawiono odczynniki chemiczne, ktére zostaly wykorzystane w prowadzo-
nych badaniach. 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC), 1,2-dipalmitoilo-sn-gli-
cero-3-fosfocholina (DPPC), 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna (DOPS), 1,2-dipal-
mitoilo-sn-glicero-3- fosfoetanoloamina (DOPE), cholesterol (Chol) zakupiono w Avanti
Polar Lipids (Alabama, Stany Zjednoczone). Askorbinian sodu, glicerol, glikol propyle-
nowy, mocznik, glukoz¢, wodorotlenek sodu, octan sodu otrzymano od P.P.H.U. Stanlab
(Lublin, Polska), d-sorbitol od Pol-Aura (Olsztyn, Polska). Kwas dehydroaskorbiniowy
(DHA), DPH, DMSO zakupiono w Sigma-Aldrich (Missouir, Stany Zjednoczone). N-(2-
-hydroksyetylo)piperazyno-N’-(kwas 2-etanosulfonowy) (Hepes), chlorek potasu, chlorek
sodu, kwas octowy oraz rozpuszczalniki organiczne czystosSci HPLC pochodzity z VWR
International (Pensywalnia, Stany Zjednoczone). Do przygotowania wszystkich probek
wykorzystano wodg oczyszczong o przewodnictwie mniejszym niz 0.1 um S/cm (AquaEn-
gineering, Warszawa).
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Formowanie liposomow

Do pomiaréw wykorzystano model dwuwarstwy lipidowej w postaci jednego z rodza-
jow liposoméw — duzych jednowarstwowych pecherzykéw (LUV), ktére zostaty wybrane
ze wzgledu na dobrze zdefiniowany, jednorodny rozktad wielkosci, powtarzalno§¢ wytwa-
rzania, stabilno$¢ w czasie oraz mozliwos¢ zastosowania wielu technik charakteryzujacych
te struktury w obecnosci wybranych czasteczek [100]. Proces przygotowania liposoméw

podzielono na dwa etapy:

1. Przygotowanie duzych wielowarstwowych pecherzykéw (MLV) technika suchego
filmu [114].

2. Kalibracja uzyskanych liposoméw z wykorzystaniem ekstruzji w celu otrzymania
jednorodnej zawiesiny duzych jednowarstwowych pecherzykéw (LUV) [115, 116].

Calq procedurg¢ przedstawiono schematycznie na Rys. 7.1. W pierwszym kroku odwazono
do fiolki odpowiednig ilos$¢ lipidéw oraz rozpuszczalnika organicznego — chloroformu.

ODPAROWYWANIE

DODANIE POZOSTALOSCI

—— =
ROZPUSZCZALNIKA ROZPUSZCZALNIKA
FOSFOLIPIDY | ORGANICZNEGO | FOSFOLIPIDY | (54 GODZIN)

+
CHLOROFORM

SUCHY FILM
LIPIDOWY

UWODNIENIE
ROZTWOREM WODNYM
(6 GODZIN)

EKSTRUZJA

Rysunek 7.1: Schemat przedstawiajacy kolejne kroki przygotowania duzych jednowarstwowych
pecherzykéw (LUV). Schemat przygotowano na podstawie informacji zawartych w [114, 115].
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Tabela 7.1: Zestawienie lipidow, ktére wykorzystano do wytworzenia liposomow.

Lipid Bufor

DOPC
DOPC + 30% mol chol
DOPC + 15% mol DOPE
DOPC + 4.2% mol DOPE
DOPC + 15% mol DOPS
DPPC
DOPC 100 mM bufor octanowy pH 4.2

20 mM Hepes pH 7.4

Po rozpuszczeniu lipidéw, probke umieszczono w atmosferze argonu w celu odparowania
rozpuszczalnika, co doprowadzilo do powstania na Sciankach fiolki tzw. suchego filmu
lipidowego. Aby wyeliminowac jakiekolwiek pozostatoSci rozpuszczalnika organicznego,
probke umieszczono w eksykatorze prézniowym na 24 godziny. Kolejno do uzyskanego
suchego filmu dodano roztwdér wodny, wytrzasano do uzyskania mlecznobialej zawiesiny
i pozostawiono na sze$¢ godzin w celu uwodnienia suchego filmu.

Drugi etap to ekstruzja powstatej zawiesiny liposoméw. Technika ta polega na ttoczeniu
w kilku cyklach zawiesiny liposoméw przez poliwgglanowa membrang o okreSlonej Sred-
nicy otworéw (w prowadzonych badaniach Srednica otworéw wynosita 100 nm). Proces
ten wykonano z wykorzystaniem automatycznego ekstrudera, z kontrolowang predkoscia
oraz temperaturg ekstruzji. Wytworzone ta technika liposomy zostaty odpowiednio scharak-
teryzowane poprzez okreslenie Sredniego rozktadu rozmiaréw struktur, polidyspersyjnosci
oraz stezenia lipidu. Proces wytwarzania liposoméw wykonano w temperaturze pokojo-
wej (22°C) lub w temperaturze powyzej temperatury przejscia fazowego odpowiadajace;j
znajdujacym si¢ w prébce lipidom.

W prowadzonych badaniach, w zaleznoSci od wykonywanych pomiaréw, przygoto-
wywano liposomy o réznym sktadzie lipidowym. Zestawienie sktadéw przygotowanych
liposoméw zaprezentowano w Tabeli 7.1. Dodatkowo w czgSci prezentujacej wyniki prac
badawczych umieszczono doktadng informacje o stezeniu lipidéw w prébcee z liposomami
w legendzie przygotowanych wykreséw lub w tekscie opisujacym wyniki.
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Izotermiczna kalorymetria
miareczkujaca

Technika pomiarowa wybrang do badan nad oddziatywaniami zachodzacymi pomig-
dzy molekutami jest izotermiczna kalorymetria miareczkujaca (ITC). Umozliwia ona
wyznaczenie petnego profilu termodynamicznego dla oddziatywan pomigdzy wybranymi
molekutami, dodatkowo charakteryzuje si¢ duza czutoSciag oraz nie wymaga modyfikacji
struktury badanych czasteczek. Stanowi to jedna z gléwnych zalet tej techniki, poniewaz
minimalizuje ryzyko uszkodzenia probki podczas jej przygotowania, natomiast wynik
pomiaru jest bezposrednim rezultatem oddzialywan pomigdzy dwoma strukturami, a nie
posrednim pomiarem z wykorzystaniem na przyktad sond znakujacych. Technika ta jest
szeroko wykorzystywana i opisana w literaturze w konteks$cie pomiaru oddziatywan po-
miedzy ligandem a molekuta, takimi jak biatko—biatko, biatko—-makromolekuta [117, 118].
Od kilkudziesigciu lat stosuje si¢ ja rowniez do badan oddzialywan pomigdzy modelem
dwuwarstwy lipidowej — liposomami a wybranymi czasteczkami m.in. solami zétcio-
wymi [119], etanolem [120], jonami metali [121], jak i DNA [122], koloidalnymi na-
noczasteczkami [123, 124], biatkami wybranych wiruséw [125, 126], czy lekami m.in.
ibuprofenem [127] lub hormonami [128].

Urzadzenie pomiarowe wykorzystywane w ITC stanowi integralny system sktadajacy
si¢ z plaszcza adiabatycznego, w ktérym znajduja si¢ dwie komory — pomiarowa i referen-
cyjna (Rys. 8.1). W komorze pomiarowej znajduje si¢ roztwor/zawiesina czasteczek albo
badanych struktur, natomiast w komorze referencyjnej wybrany rozpuszczalnik, zazwyczaj
bufor, w ktérym przygotowano prébki do pomiaréw, albo woda destylowana. Do komory
pomiarowej przy pomocy strzykawki dodawany jest stopniowo roztwér/zawiesina molekut
(titrant). Sposéb miareczkowania zalezy od zadanej objgtosci nastrzyku oraz objetosci
strzykawki, zazwyczaj wynosi 5-20 pl. Dzigki specjalnemu zakoniczeniu strzykawki mia-
reczkujacej zawarto$¢ komory jest mieszana przez czas trwania eksperymentu z okreslong
predkoscia (250-400 rpm).

Podczas pomiaru ITC dochodzi do oddzialywan pomigdzy czasteczkami, ktére sa
zwiazane z okreS§long wymiang ciepta z otoczeniem, co skutkuje obnizeniem albo podwyz-
szeniem temperatury w komorze pomiarowej. Aby utrzymac¢ rownowage tego parametru



Izotermiczna kalorymetria miareczkujaca 41

STRZYKAWKA
Z TITRANTEM

_

-

KOMORA KOMORA
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PLASZCZ ADIABATYCZNY

Rysunek 8.1: Schemat urzadzenia pomiarowego wykorzystywanego w technice ITC. Schemat
przygotowano na podstawie [97].

wzgledem temperatury w komorze referencyjnej, urzadzenie generuje albo obniza ilos¢
mocy dostarczanej do grzalki utrzymujacej temperatur¢ w komorze pomiarowej [129].
Zmiana mocy w funkcji czasu jest wielkoScig mierzong w trakcie pomiaru ITC i przed-
stawiang w formie termogramu, czyli wykresu prezentujacego zmiang mocy (dQ/dr)
w funkcji czasu (Rys. 8.2 oraz Rys. 8.3). Na przyktadowych zestawach danych zaprezen-
towano dwa skrajne warianty wynikow, jakie mozna uzyskac¢. Na schemacie (Rys. 8.2)
pokazano, jak zmienia si¢ warto$¢ zmierzonego sygnatu w przypadku, gdy oddziatywa-
nie pomigdzy mierzonymi molekutami jest niewielkie lub nie wystgpuje. Natomiast na
schemacie (Rys. 8.3) pokazano przyktadowe dane dla klasycznego eksperymentu w przy-
padki techniki ITC — wigzania EDTA z jonami wapnia. Widoczna jest stopniowa zmiana
warto$ci mocy w funkcji czasu, ktéra przektada si¢ na zmiang wartosci entalpii w funkcji
stosunku molowego EDTA do jonéw wapnia.

Wyznaczenie parametréw termodynamicznych opisujacych oddziatywanie zachodzace
w komorze pomiarowej wymaga odniesienia do I prawa termodynamiki. Zgodnie z nim
zmiana energii wewngtrznej uktadu (AU) przyjmuje postaé:

AU =0-W, 8.1

gdzie Q — ciepto wymienione z otoczeniem, W — praca wykonana przez uklad. Przy
zatozeniu, ze temperatura oraz ci$nienie sg state W = 0, co prowadzi do zaleznoSci:

AU ~ O ~ AH. 8.2)

Zmiana entalpii (AH) jest bezposrednia wielkoScia, jaka mozna wyznaczy¢ z pomiaru ITC,
poprzez operacj¢ catkowania pola pod powierzchnia odpowiadajacemu pojedynczemu
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Rysunek 8.2: Schemat przedstawiajacy reprezentatywne dane rzeczywiste dla pomiaru ITC. Dane
pomiarowe dla miareczkowania liposoméw DOPC (stezenie lipidu cpopc = 1 mM) do buforu
(20 mM Hepes, pH 7.4) wraz z podstawowa analiza danych, w rezultacie ktérej otrzymano zmiang
entalpii zwiazang z procesem zachodzacym w komorze pomiarowe;.

nastrzykowi (Rys. 8.2). Dalsza analiza jest zalezna od uzyskanych danych rzeczywistych.
Po wyznaczeniu zmiany entalpii mozliwe jest zestawienie tej wielkoSci w funkcji stosunku
molowego titranta do iloSci czasteczek w komorze pomiarowej. Nastgpnie, w zaleznoSci
od doboru odpowiedniego modelu, mozliwe jest wyznaczenie stalej wiazania, zmiany
energii swobodnej Gibbsa, zmiany entropii, czy stechiometrii reakcji [129]. Pozwala to
na okreslenie charakteru zachodzacych oddzialywan, tego czy reakcja byla endo- lub
egzotermiczna, oraz jak zmienito si¢ uporzadkowanie w uktadzie.

Oproécz klasycznego podejécia, w ktérym gtéwnie wykorzystywane sa modele opisujace
wigzanie pomigdzy czasteczkami, technika ITC umozliwia wyznaczenie wspodtczynnika
podziatu btona/woda (Kg,w) [97], a coraz czgsciej dane uzyskane podczas pomiar6w
kalorymetrycznych wykorzystuje si¢ rowniez w analizach pojedynczych pikéw pomiaro-
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Rysunek 8.3: Schemat przedstawiajacy reprezentatywne dane rzeczywiste dla pomiaru ITC. Dane
pomiarowe dla miareczkowania 10 mM chlorku wapnia do 1 mM EDTA (20 mM Hepes, pH 7.4)
wraz z podstawowa analiza danych, w rezultacie ktdrej otrzymano zmiang¢ entalpii zwiazana
z procesem zachodzacym w komorze pomiarowe;j.
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wych, co umozliwia wyznaczenie wielkosSci, okreslajacych kinetyke reakcji zachodzacej
w komorze pomiarowej [130-132].

W prowadzonych badaniach pomiary ITC wykonano w celu okreSlenia mozliwych
oddzialtywan wybranych molekut — witaminy C (w formie askorbinianu sodu), d-sorbitolu,
mocznika, glicerolu i glikolu propylenowego z modelem dwuwarstwy lipidowej. Do badan
z witaming C wykorzystano liposomy o ré6znym sktadzie lipidowym zgodnie z informa-
cjami zawartymi w Rozdziale 7. Roztwory wybranych molekut przygotowano bezposred-
nio przed pomiarem, aby uniemozliwi¢ ich degradacjg, szczegdlne w przypadku prébek
z askorbinianem sodu. Aby zminimalizowa¢ wptyw promieniowania Swietlnego na stan
probki, wykorzystano fiolki z oranzowego szkta. Ze wzglgdu na czuto$¢ metody na zmiany
pH, przed pomiarami kontrolnie mierzono pH kazdego z roztworéw, aby wykluczy¢ wptyw
tego parametru na uzyskane rezultaty.

Pomiary kalorymetryczne wykonano z wykorzystaniem urzadzenia NanoITC (TA
Instruments, Stany Zjednoczone). W pierwszym kroku umieszczono zawiesing liposoméw
w strzykawce pomiarowej, a roztwor badanych molekut w komorze pomiarowej. Wszystkie
roztwory odgazowano przed pomiarami, aby wyeliminowaé mozliwy wplyw powietrza.
W komorze referencyjnej znajdowat si¢ bufor, ktéry uzyto do przygotowania prébek
(20 mM Hepes, pH 7.4 lub 100 mM bufor octanowy, pH 4.2). Temperatura w trakcie
trwania pomiaréw byta stala i wynosita 25°C albo 45°C (dla liposoméw DPPC), predkosé
mieszania ustawiono na 250 rpm. Objetos¢, liczbe oraz czas integracji poszczegdlnych
nastrzykow, jak i stezenie czasteczek réznito si¢ w zalezno$ci od pomiaréw, dlatego
dla przejrzystosci informacj¢ o tych parametrach umieszczono w opisach wykreséw
prezentujacych wyniki. Dla kazdego pomiaru objeto$¢ pierwszego nastrzyku byta stata
(1.14 pl) 1 zostata pominigta w analizie danych ze wzgledu na mozliwy proces dyfuzji
roztworu znajdujacego si¢ na koncu strzykawki do komory pomiarowe;j [133].



Rozdzial 9
Dynamiczne rozpraszanie Swiatla

Technika dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS) pozwala na scharakteryzowanie
liposoméw pod wzgledem Sredniego rozktadu wielkosci czastek oraz polidyspersyjnosci
(PDI) [68, 134]. Umozliwia badanie agregacji molekut, oddziatywan pomigdzy biatkami,
jak 1 innymi strukturami [68]. Pojawiaja si¢ rowniez nowe zastosowania tej techniki,
pozwalajace na wyznaczenie stgzenia czasteczek w probee [135], czy temperatury przejscia
fazowego dwuwarstwy lipidowej [106].

W przypadku pomiaru umozliwiajacego wyznaczenie Sredniego rozktadu wielkosci
czastek, na struktury znajdujace si¢ w probce pada wiagzka promieniowania elektroma-
gnetycznego. Detekcji podlega intensywno$¢ promieniowania rozproszonego w funkcji
czasu, ktora ulega fluktuacji ze wzgledu na wystepujace w probee ruchy Browna. Ruchy
te s zalezne m.in. od wielkoSci molekut — im wigkszy rozmiar, tym wolniej poruszaja
si¢ struktury. Pomiar tych fluktuacji umozliwia wyznaczenie wspétczynnika dyfuzji trans-
lacyjnej (Dy), ktory okresla predkos¢ ruchow Browna. Wspétczynnik ten jest powiazany
z promieniem hydrodynamicznym (Ry) poprzez rownanie Stokesa—Einsteina:

ke T

= 1
G R ©.1)

t
gdzie kj, — stata Boltzmanna, 7 — temperatura, 1, — lepkos¢ rozpuszczalnika, w kt6-
rym znajduja si¢ molekuty. Promien hydrodynamiczny jest definiowany, jako promien,
ktéry miataby sfera o takim samym wspdiczynniku dyfuzji translacyjnej, jak mierzone
struktury [68]. W celu uzyskania informacji o rozmiarze badanych czastek urzadzenie na
podstawie pomiaréw fluktuacji intensywnosci tworzy funkcj¢ korelacji:

G(t)={U()I(t+ 1)), 9.2)

sz 2

gdzie G — wspdtczynnik korelacji, I(#) — intensywnos¢ §wiatta rozproszonego w chwili
czasut, I(t + T) — intensywnoS$¢ §wiatta rozproszonego w chwili czasu 7 + T, T — r6znica
czasowa pomigdzy kolejnymi pomiarami intensywnos$ci. Kolejnym krokiem w przypadku
monodyspersyjnego uktadu jest dopasowanie z wykorzystaniem zaleznosci:
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G(t) =A[l +Be 27, (9.3)

gdzie A — linia bazowa funkcji korelacji, B — nachylenie funkcji korelacji, ktora jest
powiazana ze wspotczynnikiem dyfuzji translacyjnej poprzez relacje:

=D’ (9.4)
gdzie g to:
4
g= % $in(0,/2), 9.5)

gdzie n — wspétczynnik zatamania Swiatta w rozpuszczalniku, Ay — dhugos¢ fali zrodta
promieniowania, & — kat rozpraszania. Efektem dopasowania jest uzyskanie informacja
o Srednim rozktadzie wielkoSci struktur w prébce (z ang. Z-average diameter) oraz po-
lidyspersyjnos¢. Rozktad wielkosSci czastek zaprezentowany jest na wykresie w postaci
wzglednej intensywno$¢ promieniowania rozproszonego w funkcji Srednicy hydrodyna-
micznej [68]. Na Rys. 9.1 znajduja si¢ przyktadowe wyniki prezentujace rozktad wielkosci
czastek oraz funkcje¢ korelacji, odpowiadajace pomiarowi zawiesiny liposoméw o jedno-
rodnym rozktadzie rozmiaréw. W przypadku analizy danych uzyskanych podczas pomiaru
DLS istotne jest zwrdcenie uwagi na to, w jakiej formie prezentowane sa dane koficowe
oraz jak nalezy je interpretowac. Standardowo urzadzenie wykonuje trzy pomiary jedne;j
prébki i wyznacza, na podstawie uzyskanych wartosci §rednich, odchylenie standardowe.
Jednak nie jest to parametr charakteryzujacy rozrzut wielkosci struktur w prébee. Jako, ze
wynikiem pomiaru DLS jest rozktad rozmiar6w struktur w prébcee, jak zaprezentowano na
Rys. 9.1, istotnym parametrem okreslajacym go jest szerokos¢ rozktadu indeksu polidy-
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Rysunek 9.1: Reprezentatywne wyniki uzyskane podczas pomiaru technika DLS. Po prawej —
funkcja korelacji. Po lewej — rozktad wielkosci czastek. Wyniki zaprezentowano dla liposoméw
DOPC wykonanych technika suchego filmu, a nastgpnie poddanych procesowi kalibracji z wyko-
rzystaniem ekstruzji.
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spersyjnosci (z ang. PDI width). W pracy dane z pomiaréw DLS zostang przedstawione
w formie Sredniego rozktadu rozmiaru struktur plus-minus szerokos$¢ rozktadu indeksu
polidyspersyjnosci.

9.1 Wyznaczenie Sredniego rozkladu wielkoSci oraz poli-
dyspersyjnosci

Kazda z przygotowanych probek liposoméw zostata scharakteryzowana przy pomocy
metody DLS w kontekscie pomiaru rozktadu wielko$ci struktur oraz polidyspersyjnosci.
Wykorzystano urzadzenie Zeta Sizer Nano ZS (Malvren Instruments, Wielka Brytania)
wyposazone w czerwony laser (dtugos¢ fali emisji A9 = 633 nm) z ustawieniem detektora
pod katem 173° wzgledem wiazki promieniowania padajacej na probke. Standardowo
do pomiaréw prébka byta rozciericzana 50—krotnie buforem, w ktérym zostata przygoto-
wana. R6znica w preparatyce miata miejsce w przypadku pomiaru prébek po pomiarach
kalorymetrycznych. Aby okresli¢ rozktad wielkoSci struktur w tych prébkach, pobrano
je bezposrednio po pomiarze z komory pomiarowej kalorymetru, i nie rozcienczano do-
datkowo ze wzgledu na odpowiednio niskie stezenie lipidu. Po wykonaniu pomiaréw ta
technika do analizy danych wykorzystano wyznaczone przez oprogramowanie urzadzenia
wartoS$ci Sredniego rozktadu wielkos$ci czastek oraz PDI.

9.2 Wyznaczenie temperatury przejsScia fazowego

W celu wyznaczenia temperatury przejScia fazowego wykorzystano liposomy wyko-
nane technika suchego filmu zgodnie z protokotem opisanym w Rozdziale 7. Wybrano
lipid DPPC, ktéry charakteryzuje si¢ temperatura przedprzejscia (Tg = 34.9 £0.1°C)
oraz przejscia fazowego (T, = 41.4+0.1°C) [106]. Z tego wzgledu proces uwodnienia
suchego filmu oraz ekstruzji wykonano w temperaturze powyzej temperatury przejscia
fazowego (50°C).

Temperaturg przej$cia fazowego wyznaczono dla liposoméw w obecnosci askorbinianu
sodu oraz innych molekul — d-sorbitolu, glicerolu i glikolu propylenowego. Mialo to
na celu poréwnanie, jak inne czasteczki hydrofilowe wplywaja na te wtasciwos¢ blony
lipidowej. Kontrole stanowita zawiesina liposoméw DPPC. Do pomiaréw liposomy roz-
cieficzono roztworami odpowiednich czasteczek (c. = 10 mM), tak aby konicowe stgzenie
lipidu wynosito cpppc = 1 mM. Wszystkie roztwory przygotowano w 20 mM Hepesie,
pH 7.4. Nastepnie probki inkubowano przez cztery godziny w temperaturze 37°C, po tym
czasie pobrano 1 ml i umieszczono w kuwecie pomiarowej. Pomiary wykonano dla za-
kresu temperatur 26.0-45.0°C, rozpoczynajac od manualnego wyznaczenia odpowiednich
parametrow zwiazanych z optyka urzadzenia oraz stg¢zeniem struktur znajdujacych sig¢
w préobce (tzw. wzmocnienie (z ang. attenuator)). W rutynowych pomiarach parametry te
sa automatycznie dobierane i zmienne w zaleznoSci od pomiaru, jednak w tym przypadku
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wplywatoby to na $rednig liczbe zliczanych fotonéw na sekundg, a tym samym zaburzy-
foby wynik pomiaru. Urzadzenie przed kazdym pomiarem osiagalo okreslong temperature,
ktora byta nastgpnie stabilizowana przez 600 s. Po zebraniu charakterystyki zmiany Sred-
niej liczby zliczanych fotonéw na sekund¢ w funkcji temperatury przeanalizowano dane
zgodnie z modelem, znajdujacym si¢ w czg¢sci opisujacej wyniki prowadzonych badan.



Rozdziatl 10

Polaryzacyjna spektroskopia
fluorescencyjna

Nalezaca do rodziny technik spektroskopowych — fluorescencja polaryzacyjna jest
szeroko wykorzystywana w pomiarach biofizycznych, szczegdlnie w konteksScie wlasciwo-
$ci btony lipidowej oraz jej oddziatywan z czasteczkami. Pomiar anizotropii fluorescencji
wykorzystuje si¢ m.in. do okres§lenia oddziatywan lipidéw z biatkami [136], badania
kinetyki rozplatywania DNA indukowanego helikaza DNA [137], ptynnoSci blony ko-
morek bakteryjnych [19], mikrolepkosci dwuwarstwy lipidowej [83, 138] oraz zmian
w uporzadkowaniu btony lipidowej pod wptywem lekéw [45, 139].

Pomiar anizotropii fluorescencji jest technika pozwalajaca na badanie stopnia uporzad-
kowania dwuwarstwy lipidowej. Umozliwia to m.in. wykorzystanie sondy fluorescencyjne;j
1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu (DPH), ktéra jest hydrofobowa czasteczka, nalezaca do
grupy weglowodoréw, spontanicznie wbudowujaca si¢ w dwuwarstwe lipidowa [108].
Cechg charakterystyczng tej sondy jest to, ze w roztworze wodnym tworzy mikroagregaty,
ktére nie wykazuja sygnatu fluorescencyjnego. Natomiast w obecnos$ci dwuwarstwy lipi-
dowej sonda wbudowuje si¢ w jej hydrofobowy region, co skutkuje kilkunastokrotnym
wzrostem mierzonej wartosci fluorescencji [140], jak pokazano na Rys. 10.1. DPH jest
standardowo wykorzystywane do wyznaczania zmian strukturalnych oraz dynamicznych
w dwuwarstwie lipidowej, a anizotropia fluorescencji jest parametrem, ktéry moze by¢
powiazany z mikrolepkoSciag dwuwarstwy lipidowej [83].

Podczas pomiaru probka wzbudzana jest Swiattem o polaryzacji pionowej. Wektor elek-
tryczny wiazki wzbudzajacej jest zorientowany réwnolegle do osi pionowe;j. Intensywno$¢é
wyemitowanego promieniowania mierzona jest z wykorzystaniem polaryzatoréw. Jesli
polaryzator jest zorientowany réwnolegle do kierunku polaryzacji wigzki wzbudzajacej,
mierzona jest intensywnos¢ Iy, natomiast gdy polaryzator zorientowany jest w kierunku
prostopadtym do polaryzacji promieniowania wzbudzajacego, mierzona jest intensyw-
nos¢ Iyy,. Wykorzystujac zmierzone intensywnosci fluorescencji mozna wyznaczy¢ dwie
powiazane ze soba wielkoSci — polaryzacj¢ zgodnie z:
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Rysunek 10.1: Reprezentatywne widmo emisyjne dla DPH (kolor czarny) oraz DPH w obecnosci
liposoméw DOPC (kolor czerwony), dtugosé fali wzbudzajacej A = 355 nm. Rysunek przygoto-
wano z wykorzystaniem wlasnych danych.

pP— Iy = Iyh (10.1)
Ly + Ly

oraz anizotropi¢ fluorescencji korzystajac z rownania:

_ IVV_ vh (10 2)
Ivv+2lvh, '

gdzie I,y — intensywno$ci promieniowania przechodzacego przez polaryzator zoriento-
wany w kierunku réwnolegtym do polaryzacji wiazki wzbudzajacej, I, — intensywnos¢
promieniowania przechodzacego przez polaryzator zorientowany w kierunku prostopadtym.
Wspétczynnik korekcji urzadzenia definiowany jest jako:

_

G=—,
Ihn

(10.3)

gdzie I, — intensywnosci promieniowania o polaryzacji poziomej przechodzacego przez
polaryzator zorientowany w kierunku prostopadty do polaryzacji wiazki wzbudzajacej,
Iy, — intensywnosSci promieniowania o polaryzacji poziomej przechodzacego przez po-
laryzator zorientowany w kierunku rownoleglym do polaryzacji wiazki wzbudzajace;.
Uwzgledniajac ten wspoétczynnik, wzor na anizotropig fluorescencji przyjmuje postac:

Ivv - GIvh

f=— 10.4
Iy + 2GIvh ( )
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Wspoéiczynnik korekcji podczas pomiaru zostat automatycznie wyliczony dla kazdej z pro-
bek przez oprogramowanie urzadzenia.

Do pomiaréw wykorzystano liposomy DOPC przygotowane technika suchego filmu
zgodnie z opisem w Rozdziale 7, ktére rozcienczono do stgzenia koncowego lipidu
cpopc = 50 uM. Nastepnie dodano roztwér DPH i1 inkubowano prébki przez godzing,
w celu inkorporacji sondy w btong lipidowa (stgzenie koricowe sondy wynosito 0.1 uM).
Wczesniej przygotowano roztwor sondy, rozpuszczajac jej odpowiednia iloS¢ w DMSO.
Aby wykonaé pomiar anizotropii fluorescencji dwuwarstwy lipidowej w obecnosci wy-
branych czasteczek — askorbinianu sodu, mocznika, d-sorbitolu, glicerolu, glikolu pro-
pylenowy, przygotowano ich roztwory w 20 mM buforze Hepes pH 7.4 i dodano do
zawiesiny liposoméw z sonda fluorescencyjna w ilosci odpowiadajacej 0.2, 0.4, 0.6 oraz
0.8 utamka molowego wzgledem stezenia lipidow w préobce. Nastepnie inkubowano przez
dwie godziny w 37°C. Prébke kontrolng przygotowano w ten sam sposdb, ale bez do-
datku badanych molekut. Dodatkowo do pomiaréw wykorzystano roztwor samej sondy
w celu weryfikacji metody pomiarowej i okreSlenia, czy intensywnos$¢ fluorescencji DPH
w roztworze bez obecnosci liposoméw bedzie miata sygnat bliski zeru. Po czasie inkubacji
wykonano pomiary anizotropii fluorescencji z wykorzystaniem fluorymetru FluoroMax 4
(Horiba, Japonia). Dtugos¢ fali wzbudzajacej wynosita 355 nm, a widma emisyjne zbie-
rano dla zakresu 365-500 nm. Szerokos¢ szczelin monochromatoréw wzbudzeniowego
1 emisyjnego wynosita 2 nm, natomiast czas zbierania 0.1 s.



Rozdzial 11

Elektroforetyczne rozpraszanie Swiatla

Wyznaczenie potencjatu zeta technikg elektroforetycznego rozpraszania Swiatta (ELS)
ma wiele mozliwosci aplikacyjnych w odniesieniu do liposoméw. Umozliwia pomiar od-
dzialywan z wybranymi czasteczkami [96], okreSlenie stabilno$ci wytworzonych struktur
koloidalnych w zaleznosci od sktadu lipidowego [66], czy tez wyznaczenie wspotczynnika
podziatu blona/woda [100].

Potencjat zeta wyznaczany jest na podstawie mobilnosci elektroforetycznej (i) na-
fadowanych czasteczek wytworzonej pod wptywem przytozonego pola elektrycznego.
Urzadzenie wykorzystane do pomiaréw ELS — Zeta Sizer Nano ZS (Malvren Instru-
ments, Wielka Brytania), wykorzystuje opatentowang technike¢ M3-PALS 1aczaca ze soba
laserowy efekt Dopplera oraz analiz¢ fazowa Swiatla rozproszonego [66]. W tej technice
laser oSwietla probke znajdujaca si¢ w specjalnej kuwecie z dwoma elektrodami. Pod
wplywem przytozonego pola elektrycznego dochodzi do ruchéw czasteczek w kierunku
odpowiedniej elektrody. Ruch ten powoduje zmiang intensywnosci Swiatla rozproszonego,
ktérego detekcja ma miejsce pod katem 173° wzgledem wiazki lasera [66]. Po wykona-
niu pomiaréw zmiany intensywnosci Swiatta rozproszonego wyliczana jest mobilno$¢
elektroforetyczna, a nastgpnie zgodnie z rownaniem Henry’ego potencjat zeta:

3N
- 2&& f(Ka) (1.1

gdzie 1, — lepkos¢ rozpuszczalnika, & — wzgledna przenikalnos¢ elektryczna, &y — prze-
nikalnos¢ elektryczna prézni, { — potencjat zeta, f(Ka) — funkcja Henry’ego. Funkcja
Henry’ego jest zalezna od odwrotnosci dlugosci Debay’a oraz promienia badanej struktury
(w tym przypadku liposoméw) [121]. W zalezno$¢ od Srodowiska w jakim wykonywane
sa pomiary, funkcja Henry’ego okreSlana jest przy pomocy przyblizenia Smoluchow-
skiego dla stabych elektrolitéw oraz pomiaréw w Srodowisku polarnym f(Ka) = 1.5,
albo przyblizenia Huckel’a dla pomiaréw w Srodowisku niepolarnym f(Ka) = 1 [66].
Reprezentatywne wyniki, z wykorzystaniem techniki ELS zaprezentowano na Rys. 11.1.

Do pomiaréw wykorzystano liposomy DOPC przygotowane technika suchego filmu
zgodnie z opisem z Rozdziatu 7. Po procesie ekstruzji rozcienczono je do stezenia lipidu
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Rysunek 11.1: Reprezentatywne wyniki uzyskane podczas pomiaru technika ELS. Po prawej —
zmiana fazy w funkcji czasu. Po lewej — catkowita liczba zliczein odpowiadajaca okreslonej
wartoSci potencjatu zeta.

rownego cpopc = 1 mM z wykorzystaniem roztworéw wybranych czasteczek — askor-
binianu sodu, d-sorbitolu, mocznika, glicerol oraz glikolu propylenowego. Wybrano trzy
rézne stgzenia molekut (10 mM, 50 mM oraz 100 mM), a nastgpnie probki inkubowano
przez trzy godziny w temperaturze 37°C. Aby pomiary potencjatlu zeta przebiegly pra-
widtowo wszystkie probki przygotowano w 10 mM chlorku potasu. Po inkubacji prébki
przeniesiono do specjalnej kuwety pomiarowej z wbudowanymi elektrodami 1 wykonano
pomiary.



Rozdzial 12

Analiza statystyczna

W celu okreslenia, czy istnieje statystycznie istotna réznica pomig¢dzy wartoSciami
Srednimi odpowiadajacym dwu grupom, wykonano test 7-Studenta dla préb niezaleznych.
Wykorzystano test #-Studenta, ktdry jest testem parametrycznym pozwalajacym na po-
rownanie wartosci Srednich dwéch prob charakteryzujacych si¢ rozktadem normalnym,
jednorodno$cia wariancji oraz zblizong liczebnoscig [141]. W kazdym z wykonanych
testow postawiono hipoteze zerowa, zakladajaca, ze nie ma statystycznie istotnej roznicy
pomiedzy wartoSciami Srednimi z prob:

Hy : py = o, (12.1)

gdzie p; — warto$¢ Srednia z proby pierwszej, Uy — warto$¢ Srednia z proby drugiej. Hipo-
tezg alternatywna zaktada, ze istnieje statystycznie istotna réznica pomigdzy warto$ciami
Srednimi:

Hg @l # o (12.2)

Aby odrzucic (albo nie) hipotez¢ zerowa, konieczne jest porownanie zwrdconej przez test
wartosci p z zatozonym poziomem istotnosci testu, ¢. Jesli p < o, mamy podstawy do
odrzucenia Hy.

Wszystkie obliczenia wykonano przy pomocy oprogramowania QtiPlot. Normalno$¢
rozktadu sprawdzono za pomoca testu Shapiro—Wilka oraz zatozono rownoS¢ wariancji.
Z uwagi na niewielka liczebno$¢ préb moc testow mogta by¢ ograniczona.
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Rozdzial 13

Oddziatywania witaminy C
z dwuwarstwa lipidowa

W tej czesci zostang omOwione uzyskane rezultaty pokazujace mozliwe oddziatywa-
nia pomigdzy witaming C a modelowa btong lipidowa — liposomami. Do tej pory nie
wykonano pelnej charakterystyki takich oddziatywan, z wykorzystaniem techniki ITC
dla tej molekuty. Prezentacje¢ wynikow rozpoczeto od zestawienia danych rzeczywistych
dla pomiaréw z witaming C w formie askorbinianu sodu. Nastepnie poréwnano rezultaty
z danymi uzyskanymi podczas pomiaréw z innymi molekutami m.in. chlorkiem sodu,
czy glukoza w celu wyeliminowania mozliwej interferencji innych czynnikéw na uzy-
skane wyniki. W kolejnym etapie pokazano, jak na oddziatywania pomig¢dzy witaming C
a dwuwarstwa lipidowa wptywa stezenie jondw askorbinowych, sktad i uporzadkowanie
dwuwarstwy lipidowej, oraz pH srodowiska wodnego. Uzyskane wyniki poréwnano z da-
nymi literaturowymi i rezultatami uzyskanymi podczas prowadzonych badan dla innych
molekut o podobnych wtasciwosciach.

W pierwszym etapie sprawdzono, czy pomigdzy modelowa btong lipidowa — liposo-
mami a witaming C zachodza specyficzne oddzialywania. Technika wykorzystana w tej
czgsSci to ITC, ktdra opisano w Rozdziale 8. W pierwszym kroku do 10 mM askorbinianu
sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4) miareczkowano liposomy o st¢zeniu lipidu réwnym
1 mM (wybrany lipid — DOPC). Ze wzglgdu na to, ze w pH 7.4 askorbinian sodu wystg-
puje w formie jonéw sodu oraz giéwnie jonéw askorbinowych [1], w dalszej czgsci pracy
wymiennie stosowane bedzie okreSlenie jony askorbinowe, jesli nie wskazano inaczej.
Reprezentatywny termogram zaprezentowano na Wykresie 13.1. Natomiast dla pomiaru
kontrolnego, czyli miareczkowania liposoméw DOPC o stgzeniu lipidu rownym 1 mM
do buforu (20 mM Hepes, pH 7.4) na Wykresie 13.2. Kazdy z pomiar6w wykonano co
najmniej trzykrotnie, a wyniki obliczen przedstawiono w formie wartosci Sredniej wraz
z odchyleniem standardowym. Podstawowe wielkosci wyznaczone dla kazdego zestawu da-
nych to zmiana entalpii odpowiadajaca pojedynczemu nastrzykowi, entalpia kumulatywna
oraz czas dochodzenia do rownowagi (77 oraz T>). Ponadto, ze wzglgdu na uzyskanie
specyficznego ksztaltu pikdw, co zostanie opisane ponizej, poréwnano jakoSciowo, jak
zmienia si¢ on wraz ze zmiang mierzonych prébek. W przypadku zaprezentowanych
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Wykres 13.1: Termogram prezentujacy dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposoméw
DOPC do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadze-
nia: 25°C, predkos¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objetos¢ nastrzyku: 20 pl.
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Wykres 13.2: Termogram prezentujacy dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomoéw
DOPC do buforu (20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C, predkos¢
obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objetos¢ nastrzyku: 20 pl.
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rezultatéw warto réwniez zwréci¢ uwage na zadany czas pojedynczych nastrzykéw —
wstepnie zarowno pomiary kontrolne, jak i wiasciwe wykonano dla czasu nastrzyku row-
nego 3500 s, jednak po sprawdzeniu, ze w przypadku miareczkowania liposoméw do
buforu nie wystgpuje wydtuzony proces, skrécono czas pomiaréw do 300 s.

Standardowa wielkoS$cia, wyznaczana z danych rzeczywistych uzyskanych podczas
pomiaru ITC, jest ciepto wydzielone albo pochlonigte podczas oddziatywania/reakcji
zachodzacej w komorze pomiarowej, przedstawione jako zmiana entalpii. Wykonanie ope-
racji catkowania pola pod powierzchnia umozliwia wyznaczenie wartoSci zmiany entalpii
(AH), a nastgpnie zmiany entalpii molowej (AHy,o) dla kazdego nastrzyku oraz entalpii
kumulatywnej (AHyum). Wyznaczenie AH dla kazdej z prébek wymaga odjgcia warto$¢
zmiany entalpii odpowiadajacej pomiarom kontrolnym. Ma to na celu wyeliminowanie
sktadowej odpowiadajacej za ciepto rozcienczania poszczegdlnych molekut.

W przypadku pomiaru kontrolnego zmiana entalpii molowej dla pojedynczego na-
strzyku wynosita AH,o; = —1.6 0.2 kJ/mol, natomiast dla pomiaru z jonami askorbino-
wymi AHpo = —52.8 7.3 kJ/mol. Rzad réznicy w warto$ci zmiany entalpii molowe;j
wskazuje na wigksza iloS¢ wydzielonego ciepta podczas pomiaru z jonami askorbino-
wymi, znajdujacymi si¢ w komorze pomiarowej. R6znice w wydzielonym cieple, w formie
entalpii kumulatywnej, zaprezentowano na Wykresie 13.3. Kolorem szarym oznaczono
wartosci dla pomiaru kontrolnego, a czarnym dla pomiaru z jonami askorbinowymi. En-
talpia kumulatywna dla pomiaru kontrolnego przyjmuje warto$¢ AHyym = —341+3 uJ,
natomiast dla jonéw askorbinowych AHyyy, = —10562 2711 wl. Oprécz zauwazalnej
réznicy w wartosciach entalpii kumulatywnej (ponad 30-krotny wzrost wartosci wydzielo-
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Wykres 13.3: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego dla miareczkowania 1 mM
liposoméw DOPC do: buforu 20 mM Hepes pH 7.4 (szary), 10 mM chlorku sodu (granatowy),
10 mM glukozy (czerwony) oraz 10 mM askorbinianu sodu (czarny).



Oddziatywania witaminy C z dwuwarstwa lipidowa 58

1.5+
— 1_
2
>J L
=%
S
O -
TO05¢
oA

1000 1500 2000

Czas [s]

0 500

Wykres 13.4: Termogram prezentujacy dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposoméw
DOPC do 10 mM NacCl (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C,
predkos¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objetos$¢ nastrzyku: 20 pl.

nego ciepla), warto rowniez zwrdci¢ uwage na wigksza warto$¢ niepewnosci pomiarowej
w drugim przypadku. Wzgledne odchylenie standardowe (RSD) w przypadku pomiaru
kontrolnego wynosito RSDygnirola = 1%, natomiast dla pomiaru z jonami askorbinowymi
RSDag = 15%. Pomiary z wykorzystaniem jonéw askorbinowych w pH 7.4 charaktery-
zowaly sig¢ dlugim czasem stabilizacji przed rozpoczeciem pomiaru, oraz trudno$ciami
w ustabilizowaniu metody pod wzgledem prawidlowej linii bazowej 1 powtarzalnoSci.
W tym celu, aby wykluczy¢ mozliwy wplyw innych czynnikéw, ktére mogtyby zaburzyc
wynik lub btednie prowadzi¢ do zalozenia, ze oddzialywanie pomigdzy jonami askor-
binowymi a modelowa btona lipidowa prowadzi do wydzielenia znacznej iloSci ciepta
wzgledem kontroli, wykonano dodatkowe pomiary kontrolne.

Pod uwage zostaty wzigte takie zjawiska jak wiazanie jonéw sodu z btona lipidowa
(miareczkowanie 10 mM NaCl), napgdzana ci§nieniem osmotycznym redystrybucja roz-
puszczalnika pomigdzy fazami wodnymi oddzielonymi btona lipidowa (miareczkowanie
10 mM glukoza), powstanie kwasu dehydroaskorbinowego na skutek utleniania jonéw
askorbinowych (miareczkowanie 1 mM DHA), czy zmiany topologiczne btony lipidowe;j
(pomiar rozktadu wielkosci czastek metoda DLS przed i po pomiarze).

Pomiary technika ITC wykonano w analogiczny sposéb, jak opisano powyzej, przy
zmienionej zawartoSci komory pomiarowej. Termogramy prezentujace dane rzeczywi-
ste dla miareczkowania 1 mM liposoméw DOPC do 10 mM NacCl przedstawiono na
Wykresie 13.4, a do 10 mM glukozy na Wykresie 13.5. W obecno$ci zar6wno jonéw
sodu oraz chloru, jak i glukozy, nie zaobserwowano oddziatywan, charakteryzujacych
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Wykres 13.5: Termogram prezentujacy dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposoméw
DOPC do 10 mM glukozy (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C,
predkos¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objeto$¢ nastrzyku: 20 pl.

si¢ specyficznym ksztattem pikow, jak i1 wartoScia wydzielonego ciepta. W przypadku
oddziatywania pomigdzy jonami sodu a liposomami warto$¢ zmiany entalpii molowe;j
wynosita AHp,o = —3.6 £ 1.1 kJ/mol, natomiast z glukoza AH;,o; = —3.2 + 1.0 kJ/mol.
Wartosci te sa o rzad nizsze od zmiany entalpii molowej dla pomiaru z jonami askorbino-
wymi, a ksztatt pikow jest zblizony do tego uzyskanego dla miareczkowania liposoméw
do buforu. Dodatkowo poréwnano rowniez entalpi¢ kumulatywna, co przedstawiono na
Wykresie 13.3. Mozna wnioskowaé, ze zarowno oddzialywanie jonéw sodu, jak i chloru
z dwuwarstwa lipidowa nie jest wysokoenergetyczne i nie towarzyszy mu znaczne wy-
dzielenie ciepta. ROwniez pomiary z chlorkiem sodu, jak i glukoza pokazaly, ze przeptyw
wody indukowany ciSnieniem osmotycznym nie prowadzi do powstania specyficznego
oddzialywania, a warto$¢ zmiany entalpii molowej jest o rzad nizsza od tej wyznaczonej
dla pomiaréw z jonami askorbinowymi.

W kolejnym kroku wykonano pomiary z wykorzystaniem DHA. Przyktadowy ter-
mogram, w formie pojedynczego nastrzyku, umozliwiajacy lepsze poréwnanie danych
rzeczywistych, przedstawiono na Wykresie 13.6. Panel (a) prezentuje wyniki, ktére przed-
stawiono juz wcze$niej w formie kompletnego termogramu (Wykres 13.1), natomiast na
panelu (b) znajduja si¢ dane rzeczywiste odpowiadajace miareczkowaniu 1 mM liposoméw
do 1 mM DHA. W przypadku tych pomiaréw nie zaobserwowano charakterystycznego
ksztattu na termogramach w poréwnaniu do rezultatéw dotyczacych oddziatywan z jo-
nami askorbinowymi. Warto§¢ zmiany entalpii molowej dla pojedynczego nastrzyku,
po odjeciu odpowiednich wartosci odpowiadajacych pomiarom kontrolnym, wynosita
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Wykres 13.6: Termogram prezentujacy dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposoméw
DOPC do: (a) 10 mM askorbinianu sodu, (b) 1 mM DHA dla pojedynczego nastrzyku. Parame-
try pomiarowe urzadzenia: 25°C, predkos¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objetosé
nastrzyku: 20 pl.

AH 01 = 7.3 £ 2.0 kJ/mol, co rézni si¢ o rzad w poréwnaniu do wartoSci zmiany entalpii
molowej dla oddzialywan z jonami askorbinowymi. Ponadto w tym przypadku dochodzi
do zmiany znaku, co zwigzane jest ze zmiang rodzaju oddzialywan z egzotermicznego na
endotermiczny. Pokazuje to, ze charakter oddziatywan DHA z modelowa dwuwarstwa
lipidowa rézni si¢ od tego, gdy w komorze pomiarowej obecne byty jony askorbinowe.
Pozwala to na wstgpne wyeliminowanie wptywu DHA na uzyskane rezultaty.

W celu wykluczenia mozliwych zmian topologicznych w liposomach w trakcie pomia-
réw ITC, zmierzono z wykorzystaniem techniki DLS Sredni rozktad wielkosci tych struktur
oraz polidyspersyjnosci przed oraz po pomiarze ITC. Zbiorcze wyniki dla wszystkich kom-
binacji sktadu btony lipidowej przedstawiono w Tabeli 13.1. Poréwnujac Sredni rozktad
wielkosSci struktur w prébkach, uwzgledniajac to, ze uzyskane rezultaty odpowiadajg roz-
ktadowi wielkosci o okreslonej szerokosci rozktadu, nie ma statystycznie istotnej réznicy
pomigdzy mierzonymi parametrami przed oraz po pomiarze ITC. Pozwala to stwierdzi¢, ze
nie doszto do zmian, ktére mogtyby wskazywac na agregacje lub destabilizacj¢ liposoméw.

Ze wzgledu na charakterystyczny ksztatt pojedynczych pikow, na Wykresie 13.7 przed-
stawiono pojedynczy nastrzyk odpowiadajacy miareczkowaniu liposoméw do (a) jonéw

Tabela 13.1: Sredni rozktad wielkosci liposoméw (ds;) + szeroko$é rozktadu indeksu polidyspersyj-
nosci oraz polidyspersyjnos¢ (PDI) przed pomiarem I'TC oraz po pomiarze dla liposoméw o réznym
sktadzie lipidowym.

Préobka \ Przed pomiarem \ Po pomiarze
dg [nm] PDI dy; [nm] PDI
DOPC pH 7.4 141 £35 | 0.07 £0.01 | 137 +£43 | 0.09 £ 0.03
DOPC pH 4.2 119 £30 | 0.05+0.03 | 121 £32 | 0.07 £0.01

DOPC + 30% mol chol 128 =34 | 0.07£0.04 | 122 £33 | 0.08 £0.03
DOPC + 15% mol DOPE 129 £ 34 | 0.05£0.01 | 13545 | 0.14 £0.02
DOPC + 15% mol DOPS 119 £31 | 0.09+0.01 | 113 +£36 | 0.13 £0.01

DPPC 25°C 106 £30 | 0.08 £0.02 | 125 +£40 | 0.20 £0.02
DPPC 45°C 110 £32 | 0.10£0.02 | 105+32 | 0.08 £0.01
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Wykres 13.7: Termogramy prezentujace dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposoméw
DOPC do: (a) 10 mM askorbinianu sodu, (b) buforu (20 mM Hepes, pH 7.4) dla pojedynczego
nastrzyku. Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C, predko$¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku:
3500 s, objetos¢ nastrzyku: 20 pl.

askorbinowych oraz (b) buforu. W przypadku panelu (a) mozliwe jest rozréznienie dwoch
procesOw — pierwszego, krétszego, trwajacego 71 = 76 £ 12 s oraz dluzszego trwajacego
Ty = 32714172 s. W przypadku pomiaréw kontrolnych widoczny jest tylko jeden proces,
a czas dochodzenia do réwnowagi pojedynczego nastrzyku przyjmuje wartosci rzgdu czasu
T,. Dlatego na podstawie pomiaréw kontrolnych mozna wnioskowac, ze pierwszy proces
odpowiada cieptu rozciericzenia lub wigzaniu si¢ jonéw askorbinowych z zewngtrzng war-
stwa lipidowa. Drugi — dtuzszy odpowiada redystrybucji jonéw askorbinowych w blonie
lipidowej [15].

Wstepnie wykonane pomiary kalorymetryczne pozwolilty zalozy¢, ze ciepto wydzie-
lone podczas pomiaru wraz z wydtuzonym czasem trwania tego procesu jest zwigzane
z oddzialywaniem pomig¢dzy jonami askorbinowymi a dwuwarstwa lipidowa, lub redy-
strybucja tych jonéw pomigdzy dwoma fazami wodnymi [15]. W oparciu o najnowsze
dane literaturowe, w ktérych wyznaczono eksperymentalnie parametry charakteryzujace
witaming C w kontekscie dyfuzji prostej tej czasteczki przez dwuwarstwe lipidowa [142],
zatozono, ze uzyskane rezultaty, w szczeg6lnoSci powolny drugi proces, moga réwniez
wskazywac na taki transport tej czasteczki przez btong lipidowa. Z tego wzgledu uzyskane
dane z pomiaréw ITC zostaly wykorzystane do wyznaczenia parametrow witaminy C
zwigzanych z transportem przez dwuwarstwe lipidowa — wspoéiczynnika przepuszczal-
nosci (P) oraz wspétczynnika podziatu blona/woda (Kg /w). Przed przejsciem do czesci
opisujacej proces wyznaczenia wymienionych powyzej wielkoSci oméwione zostanie,
jak na mierzone oddzialywanie wptywa dobér odpowiedniego stgzenia lipidéw oraz jo-
néw askorbinowych, sktad dwuwarstwy lipidowej, stopien jej uporzadkowania oraz pH
Srodowiska wodnego.

13.1 Wplyw stezenia lipidu na mierzone oddzialywania

W celu okreslenia, jak na zaprezentowane w poprzedniej czgsci oddziatywania pomig-
dzy jonami askorbinowymi a modelowa btong lipidowa wptywa ich st¢zenie, wykonano
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seri¢ pomiaréw dla réznego stosunku molowego tych dwéch wielkosSci. Z uwagi na
réznorodnos$¢ wykonanych pomiaréw pod wzgledem stezenia lipidow, stg¢zenia jonow
askorbinowych, jak i objetosci nastrzykoéw (ktéra to wptywa na stgzenie lipidu) wybrano
wielkosci, ktére w jednoznaczny sposéb pozwolg iloSciowo poréwnac to, jaki stosunek mo-
lowy jonéw askorbinowych i lipidéw odpowiada okreslonym oddziatywaniom. W tym celu
dla kazdego z pomiaréw wyznaczono koricowy stosunek molowy jonéw askorbinowych
i lipidu (nas/nrip), a doktadne informacje odnosnie stgzenn w kazdym z eksperymentow
zestawiono w Tabeli 13.2. Na Wykresie 13.8 zaprezentowano, jak zmienia si¢ warto$¢
entalpii molowej AH,,,; odpowiadajaca pojedynczemu nastrzykowi w funkcji koiicowego
stosunku molowego jonéw askorbinowych do lipidu w komorze pomiarowej. Na podsta-
wie przedstawionych wynikéw mozna zauwazyc¢, ze istnieje graniczna warto$¢ stosunku
molowego jondéw askorbinowych do czasteczek lipidu. Widoczny jest wzrost wartoSci
entalpii molowej odpowiadajacej pojedynczemu nastrzykowy dla wartosci tego stosunku
wigkszej niz nas/npp > 55.95 (w Tabeli 13.2 symbolem gwiazdki oznaczono wartosci
nas/nrip, dla ktérych wystepuje charakterystyczny ksztatt termogramu). Oznacza to, ze
aby doszto do znacznego wydzielenia ciepta na skutek oddzialywania pomigdzy jonami
askorbinowymi a btong lipidowa, to na jedna czasteczke lipidu musi przypadac co najmnie;j
56 jonéw askorbinowych. Wzrost tego stosunku nie zmienia istotnie statystycznie warto$ci
entalpii molowej. Natomiast dla mniejszego stosunku widoczny jest drastyczny spadek
wartosci tego parametru. Pordwnujac zarowno uzyskane warto$ci entalpii molowej, jak
1 ksztalt widoczny na zaprezentowanych termogramach (Wykres 13.9), mozna zatozy¢, ze
ponizej granicznej wartosci nas/npip zachodzace oddziatywania przypominaja te, ktére
towarzysza pomiarom kontrolnym.

Na Wykresie 13.9 zaprezentowano pojedynczy nastrzyk z termogramow, aby podkre-
§li¢ r6znice w charakterze uzyskanych danych rzeczywistych dla r6znego stosunku jonéw
askorbinowych do lipidu. Panel (a) odpowiada pomiarowi, w ktérym 1 mM liposomy
DOPC byty miareczkowane do 20 mM askorbinianu sodu (nas/npp = 111.9). Widoczny

Tabela 13.2: Zestawienie stgzenia askorbinianu sodu, lipidéw, objetosci nastrzykéw oraz koficowego
stosunku molowego jondéw askorbinowych oraz lipidéw (nas/npip) W komorze pomiarowe;.

Objetosé

Stezenie askorbinianu sodu Stezenie lipidow nastrzyku nas/nLip
1 mM 1 mM 40 pl 4.66
50 mM 50 mM 10 ul 5.59
10 mM 20 mM 20 ul 11.19
1 mM 5 mM 40 ul 23.31
10 mM 50 mM 50 ul 27.97
10 mM 50 mM 50 ul 27.97
1 mM 10 mM 10 wli20 ul 55.95*
1 mM 20 mM 20 ul 111.90*
1 mM 50 mM 40 ul 233.12*
1 mM 50 mM 50 ul 279.75%
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Wykres 13.8: Zmiana entalpii molowej (AHp,o) odpowiadajacej pojedynczemu nastrzykowi w funk-
cji koficowego stosunku jonéw askorbinowych i lipidéw (nas/npip) w komorze pomiarowe;.

jest charakterystyczny ksztalt odpowiadajacy dwom procesom oraz dtugi czas dochodzenia
do réwnowagi. Natomiast na panelu (b), ktéry prezentuje dane rzeczywiste dla miareczko-
wania 10 mM liposoméw DOPC do 20 mM askorbinianu sodu (nas/npp = 11.9) ksztatt,
czas dochodzenia do réwnowagi, jak i wspomniana wczesniej warto$¢ wydzielonego ciepta,
jest zblizona do pomiaréw kontrolnych.

Podsumowujac rezultaty uzyskane w tej czesci pracy pozwolity one wyznaczy¢ gra-
niczny stosunek jonéw askorbinowych do czasteczek lipidu, powyzej ktérego dochodzi
do wysokoenergetycznych oddziatywan. W przypadku pomiaréw w pH 7.4, wynosi on
nas/nrp > 55.95, co oznacza, ze konieczne jest duze stgzenie jonéw askorbinowych, aby

(a) 4 (b)
) %)

S 2f S 2f

= =

5 5

g 1t g1t

S 5 »JKW

0 . 0 -

0 600 1200 1800 2400 3000 0 600 1200 1800 2400 3000
Czas [s] Czas [s]

Wykres 13.9: Termogramy prezentujace dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposoméw
DOPC do: (a) 20 mM askorbinianu sodu, (b) 10 mM liposoméw DOPC do 20 mM askorbinianu
sodu dla pojedynczego nastrzyku (bufor 20 mM Hepes pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia:
25°C, predkos¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objetos$¢ nastrzyku: 20 ul.
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mozna bylo je obserwowaé. Wyznaczenie tej wielko$ci pozwolito dobra¢ odpowiednie
wartosci stezen do dalszych badan.

13.2 Wplyw skladu dwuwarstwy lipidowej na mierzone

oddzialywania

W tej czgSci pomiary przeprowadzono analogicznie jak wczesniej, jednak zmianie
ulegt sktad lipidéw budujacych modelowa dwuwarstwe lipidowa. Na podstawie rezultatow
z poprzedniego podrozdziatu, do pomiar6w wybrano state stgzenie lipidow (cpp = 1 mM),
askorbinianu sodu (cas = 10 mM) oraz objetos¢ nastrzykéw (20 ul). Do badan wybrano
lipidy, ktére stanowig istotng frakcj¢ tych budujacych btong komoérkowa, sa niezbedne do
jej prawidlowego funkcjonowania, a oprécz tego wptywaja na jej wiasciwosci fizykoche-
miczne. W pomiarach wykorzystano nalezacy do grupy steroli cholesterol, ktéry wptywa
na takie parametry btony lipidowej, jak przepuszczalnos¢, czy jej uporzadkowanie [24]
oraz fosfolipidy DOPE 1 DOPS. DOPE charakteryzuje si¢ inng geometria ksztattu od glow-
nego lipidu wykorzystanego w badaniach (DOPC), co wptywa na organizacj¢ dwuwarstwy
lipidowej, natomiast DOPS jest lipidem o ujemnym tadunku, co pozwala okreslié, jak ten
parametr wptynie na mierzone oddziatywania [37].
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Wykres 13.10: Termogramy prezentujace cieplo miareczkowania: (a) 1 mM liposoméw DOPC,
() 1 mM liposoméw DOPC + 30% mol chol, (¢) 1 mM liposoméw DOPC + 15% mol DOPE,
(d) 1 mM DOPC + 15% mol DOPS do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4).
Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C, predkos¢ obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s,
8000 s w przypadku DOPC + 30% mol chol, obj¢tos¢ nastrzyku: 20 pl. Dane zaprezentowane dla
pojedynczego nastrzyku.
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Wyznaczone zostaty takie wielkosci, jak zmiana entalpii molowej odpowiadajaca po-
jedynczemu nastrzykowi, entalpia kumulatywna, czas dochodzenia do rownowagi, jak
1 poréwnano ksztalt pojedynczych pikéw odpowiadajacy pojedynczemu nastrzykowi.
Prezentacj¢ wynikéw rozpoczeto od oméwienia termogramu pokazanego wczesniej dla
podstawowej btony lipidowej wybranej w prowadzonych badaniach — DOPC oraz pomiaru
kontrolnego (Wykres 13.7). Na Wykresie 13.10 zaprezentowano dane rzeczywiste z po-
miaru ITC w postaci pojedynczego nastrzyku dla czterech wariantow sktadu dwuwarstwy
lipidowe;.

W celu ulatwienia analizy oraz poréwnania uzyskanych rezultatow przedstawiono
dane rzeczywiste prezentujace pojedynczy nastrzyk z kazdego pomiaru. Zauwazalna jest
réznica w ksztalcie pikdw na zaprezentowanych termogramach w zaleznosci od sktadu
btony lipidowej. W przypadku obecnosci cholesterolu oraz DOPE w sktadzie dwuwarstwy
lipidowej réznica dotyczy czgsci wykresu odpowiadajacej drugiemu procesowi (dla ktérego
wyznaczono czas 13). Dla prébki z cholesterolem widoczne jest wyptaszczenie tej czesci,
natomiast w przypadku DOPE pojawia si¢ lokalne maksimum, ktére stopniowo dazy do
stanu rownowagi odpowiadajacemu linii bazowej. Najwigksza réznica zauwazalna jest
w przypadku, gdy w btonie lipidowej obecne jest DOPS. Dochodzi do znacznego zaniku
drugiej czgsci procesu. W celu poréwnania ilo§ciowego tych zmian wyznaczono zmiany
entalpii molowej oraz czas dochodzenia do réwnowagi.

Wartos$¢ zmiany entalpii molowej dla podstawowego sktadu btony lipidowej (DOPC)
(AHpo) = —52.8 7.3 kJ/mol) w poréwnaniu do prébki DOPC + 30% mol chol (AH, =
—29.3£5.1 kJ/mol) jest dwukrotnie wyzsza, co wskazuje na to, ze obecnos$¢ tego sterolu

20 |

|
N
o
T
i
-

AHpor [kJ/mol]
|
N
o

T
—
—a—

-80 | = 15%mol DOPE

: = 4.2%mol DOPE

_100 I T T S T T
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

Stosunek molowy n|_|p|D/nAs

Wykres 13.11: Zmiana entalpii molowej w funkcji stosunku molowego titrantu — liposoméw do
substancji znajdujacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposoméw DOPC +
4.2% mol DOPE (bordowy), DOPC + 15% mol DOPE (czerwony).
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w sktadzie btony lipidowej obniza warto$¢ wydzielonego ciepta podczas oddziatywania z jo-
nami askorbinowymi. W przypadku obecnosci DOPE w btonie lipidowej warto$¢ zmiany
entalpii molowej wzrasta wraz z coraz wigksza iloScig moli lipidu w komorze pomiarowe;j.
Z tego wzgledu na Wykresie 13.11 zaprezentowano, jak zmienia si¢ wartoS¢ tej wielkosci
dla dwoch réznych sktadéw: DOPC + 15% mol DOPE oraz DOPE + 4.2% mol DOPE.
Wraz ze zmniejszeniem zawartos§ci DOPE maleje warto$¢ zmiany entalpii molowej, jednak
nawet w przypadku, gdy wynosi ona 4.2% mol, jej warto$¢ zmienia si¢ wraz z iloscia lipidu.
Wartosci tej wielkosci dla poczatkowego etapu pomiaréw sa zblizone do tych odpowiadaja-
cych oddziatywaniom jonéw askorbinowych z btong DOPC, natomiast wraz ze wzrostem
stezenia lipidu w komorze pomiarowej warto$¢ zmiany entalpii molowej maleje i dazy
do wartos$ci, ktéra pojawia si¢ w pomiarach kontrolnych. Wyniki pomiaréw dla btony
DOPC + 15% mol DOPS r6znia si¢ od poprzednich. Warto$¢ zmiany entalpii molowej tylko
dla pierwszego nastrzyku przyjmuje wartosci ujemne (AH,o = —5.7 £2.1 kJ/mol), nato-
miast w przypadku kolejnych wartoSci zmienia si¢ charaktery zachodzacych oddziatywan
w komorze, a Srednia warto$¢ zmiany entalpii molowej wynosi AHp,o) = 4.98 0.8 kJ/mol.
Wynik ten uzyskano po odjg¢ciu odpowiednich wartosci zmiany entalpii dla pomiaréw
kontrolnych, zeby wykluczy¢ wptyw procesu rozcienczania na uzyskane rezultaty.
Nastepnie wyznaczono wartosci czaséw odpowiadajace dwdém procesom opisanym
wczesniej — procesowi poczatkowemu (77) oraz drugiemu, dtuzszemu (7>), co schema-
tycznie zaprezentowano na Rys. 13.1. Dane zestawiono w Tabeli 13.3. Pomigdzy Srednimi
czasami 77 1 T; istnieje statystycznie istotna réznica (N = 3, p < 0.05), a wartosci te r6znig
si¢ od siebie o dwa rzedy dla kazdej z przedstawionych probek. Chcac opisaé réznice
pomiedzy poszczegdlnymi sktadami dwuwarstwy lipidowej, nalezy zwréci¢ uwage, ze Sred-
nia warto$¢ czasu 7> dla btony DOPC rézni si¢ statystycznie istotnie od Srednich wartosci
czasu z pozostatych probek reprezentujacych inny sktad lipidowy btony (N = 3, p < 0.05).
Natomiast czas 7> dla btony DOPC + 30% mol chol jest prawie dwukrotnie dluzszy od
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Rysunek 13.1: Schemat przedstawiajacy obszary na termogramie, ktére postuzyty do wyznaczenia
czaséw Tj oraz T5.
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Tabela 13.3: Wyznaczony czas 77 oraz 75 dla pomiaréw kalorymetrycznych badajacych oddziaty-
wania z jonami askorbinowymi. Wyniki przedstawiono w formie $redniej oraz odchylenia standar-
dowego dla 10 nastrzykéw.

Prébka T [s] \ T; [s]
DOPC pH 7.4 76 £ 12 3271 £ 172
DOPC + 30% mol chol 71 £ 14 6430 + 402
DOPC + 15% mol DOPE 99 + 17 1639 + 125
DOPC + 4.2% mol DOPE 96 £ 11 1657 + 401
DOPC + 15% mol DOPS 137 £19 2064 + 231

czasu dla blony DOPC. W przypadku btony z DOPE, bez wzgledu na stosunek molowy
tego lipidu widoczne jest prawie dwukrotne skrécenie czasu 7>. W przypadku liposoméw,
w ktorych sktadzie znalazt si¢ lipid DOPS, czas T; jest o 23% krétszy niz dla blony DOPC.

W kolejnym kroku poréwnano wartosci entalpii kumulatywnej wyznaczone na pod-
stawie pomiaréw oddzialywan pomigdzy jonami askorbinowymi a btong o réznym skta-
dzie lipidowym. Analiz¢ danych rozpoczeto od wynikéw zaprezentowanych na Wykre-
sie 13.12, gdzie pokazano zmiang entalpii kumulatywnej w funkcji stosunku molowego
(Mipid /nas) dla liposoméw DOPC oraz DOPC + 30% mol chol. Nie zauwazono sta-
tystycznie istotnej réznicy pomigdzy wartoSciami tej wielkosci, dla zaprezentowanych
przypadkéw (N = 3, p > 0.05). Wartos¢ entalpii kumulatywnej zaréwno dla podstawowe;
btony DOPC, jak i tej z cholesterolem jest zblizona i mieSci si¢ w granicach niepewnosci

pomiarowe;j.

0

E
= H
=
2 }
S -5000F
> L
% |
>
E }
>
~ L
-2 -10000 | }
E N
C
(N1

= DOPC
30%mol CHOL
-15000 L
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Stosunek molowy njipia/Nas

Wykres 13.12: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdu-
jacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposoméw: DOPC (czarny), DOPC +
30% mol chol (szary).
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Na Wykresie 13.13 zaprezentowano wyniki dla btony lipidowej DOPC + DOPE
(15% mol oraz 4.2% mol). Wraz ze zwigkszeniem zawartosci DOPE w btonie lipido-
wej zmniejsza si¢ warto$¢ entalpii kumulatywnej. Co wigcej, w przypadku obecnoSci
lipidu DOPE, od okres§lonego stosunku molowego (mipia/nas = 0.028) zanika, obecny
w przypadku btony DOPC, liniowy wzrost wartosci entalpii kumulatywnej w funkcji sto-
sunku molowego. Moze to oznaczaé, ze oddziatywania pomigdzy jonami askorbinowymi
a modelem dwuwarstwy lipidowej, w przypadku obecnosci lipidu DOPE, szybciej zanika
1 konieczne byloby zwigkszenie liczby czasteczek askorbinianu w komorze pomiarowe;.

Na Wykresie 13.14 zaprezentowano zaleznoS$¢ zmiany ciepta kumulatywnego dla btony
DOPC + 15% mol DOPS. Pomimo, ze na wykresie prezentujacym dane rzeczywiste (Wy-
kres 13.10) widoczny jest charakterystyczny ksztatt odpowiadajacy dlugiemu procesowi,
to po uwzglednieniu pomiaréw kontrolnych entalpia kumulatywna przyjmuje niewielkie
dodatnie wielkosci, co wskazuje na zmiang¢ charakteru oddziatywan — z egzotermicznych
na endotermiczne.

Podsumowujac te czg$¢ prowadzonych badan, sktad dwuwarstwy lipidowej wptywa
na oddzialywania wystgpujace pomigdzy jonami askorbinowymi a modelowa btong li-
pidowa. Wykonane pomiary wskazuja na to, ze pojawiaja si¢ istotne réznice w zalezno-
Sci od rodzaju lipidéw, z jakich sktada si¢ dwuwarstwa lipidowa. W przypadku prébki
DOPC + 30% mol chol zauwazono ponad dwukrotne wydtuzenie czasu 7>, co moze by¢
zwiazane z efektem energetycznym wynikajacym z transportu jondw askorbinowych przez
dwuwarstwe lipidowa lub ich redystrybucja w btonie lipidowej. Biorac pod uwage, ze
sterol ten zwigksza sztywnoS$¢ dwuwarstwy lipidowej, co zmniejsza jej przepuszczalno-
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Wykres 13.13: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdu-
jacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposoméw: DOPC (czarny), DOPC +
4.2% mol DOPE (bordowy), DOPC + 15% mol DOPE (czerwony).
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Wykres 13.14: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajduja-
cej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposoméw: DOPC (czarny) oraz DOPC +
15% mol DOPS (granatowy).

Sci dla molekut, taka zmiana w czasie 7, moze wskazywac na wolniejszy transport lub
redystrybucje jondw askorbinowych w tej strukturze.

W przeciwienstwie do powyzszych wynikéw dla cholesterolu, w przypadku pomiaréw
z wykorzystaniem lipidu DOPE widoczne jest dwukrotne zmniejszenie czasu 7, (bez
wzgledu na stezenie DOPE) oraz ponad dwukrotny spadek entalpii kumulatywnej wraz
z zanikiem liniowego wzrostu tej wielkosci w funkcji stosunku molowego njipiq /nas. Lipid
DOPE r67ni si¢ pod wzgledem geometrii od lipidu DOPC, jak i zachowania w Srodowisku
wodnym poniewaz nie tworzy samoistnie lamelarnej dwuwarstwy lipidowej (preferowana
sg struktury odwréconej fazy heksagonalnej) [143]. Jego obecno$¢ w btonie lipidowej,
ktéra makroskopowo tworzy stabilna, lamelarng strukture, prowadzi do lokalnych zmian
w jej uporzadkowaniu powiazanych ze zmiang m.in. rozktadu ci§nieih w dwuwarstwie
lipidowej [143]. Dodatkowo wplywa na mechaniczne i elektryczne wlasciwosci blony
lipidowej, co wraz z obecnoScia grup aminowych w grupach polarnych DOPE umoz-
liwiajacych tworzenie wigzan wodorowych, moze wptywaé na przepuszczalnosci oraz
oddzialywanie btony lipidowej z otaczajacym ja Srodowiskiem [143]. Biorac pod uwage
uzyskane rezultaty, zmiana rozkladu ci$niefi w dwuwarstwie lipidowej w obecnosci DOPE
— zmniejszenie tego parametru w okolicy grup polarnych oraz zwigkszenie w obszarze
hydrofobowych fancuchéw alkilowych moze wplywac na szybsza redystrybucje jondéw
askorbinowych w interfazie.

Ostatni lipid, jaki wykorzystano do sprawdzenia jak wptywa na mierzone oddziatywa-
nia, to ujemnie natadowana DOPS. Rezultaty, jakie uzyskano znacznie r6znig si¢ od pozo-
statych probek o innym sktadzie lipidowym. W przypadku pomiaréw dla DOPC + 15% mol
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DOPS zmienit si¢ charakter oddziatywan, co moze by¢ zwiazane z tym, ze doszio do
absorpcji jonéw askorbinowych na powierzchni ujemnie natadowanej btony lipidowe;.

13.3 Wplyw uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej na
mierzone oddzialywania

W celu okreslenia jak uporzadkowanie dwuwarstwy lipidowej wplywa na oddziaty-
wania pomigdzy jonami askorbinowymi a dwuwarstwa lipidowa, wykonano pomiary ITC
z wykorzystaniem lipidu DPPC. Ze wzgledu na temperature przejscia fazowego tego lipidu
wynoszaca T, = 41.5°C mozliwe bylo przeprowadzenie badan z wykorzystaniem modelu
blony lipidowej w fazie zelowej (25°C) oraz ciekltokrystalicznej (45°C). Mialo to na celu
okresli¢, jak zmienne witasciwoSci btony lipidowej o réznym stopniu uporzadkowania
wplywaja na mozliwe oddziatywania.

Na Wykresie 13.15 zaprezentowano, jak w poprzednich rozdziatach, dane rzeczywi-
ste dla pojedynczych nastrzykow pokazujace charakterystyczny ksztatt. Zaréwno w jed-
nym, jak i drugim przypadku mozna go powiaza¢ z wczeSniej opisanymi procesami —
krétszym zwiazanym z cieplem rozcienczania oraz dluzszym powiazanym z mozliwym
oddziatywaniem jonéw askorbinowych z dwuwarstwa lipidowa. Poréwnujac jako$ciowo
obydwa termogramy, widoczny jest wzrost lokalnego maksimum, odpowiadajacemu dru-
giemu procesowi dla pomiaréw w temperaturze 45°C. Wyznaczona zmiana entalpii mo-
lowej wynosita AHy,o; = —37.3 3.6 kJ/mol dla pomiaré6w w temperaturze 25°C oraz
AHpo1 = 11.0 4 6.4 kJ/mol w temperaturze 45°C. Rezultat uzyskany dla nizszej tempera-
tury jest tego samego rzgdu, co w przypadku pomiaréw z btong DOPC. Mozliwe réznice
moga wynikac¢ z innego sktadu lipidowego, jak i uporzadkowania btony lipidowej. Dwu-
warstwa lipidowa sktadajaca si¢ z lipidow DPPC w temperaturze 25°C znajdowata sig
w fazie zelowej, natomiast z DOPC w fazie ciektokrystaliczne;j.
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Wykres 13.15: Termogramy prezentujace ciepto miareczkowania 1 mM liposoméw DPPC w tempe-
raturze: (a) 25°C, (b) 45°C do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry
pomiarowe urzadzenia: 25°C lub 45°C, predkosé obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s. Dane
zaprezentowane dla pojedynczego nastrzyku.
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W przypadku pomiaréw w temperaturze 45°C, na podstawie wartosci zmiany entalpii
molowej, mozna zatozyc¢, ze mierzone oddziatywania maja charakter endotermiczny. Jed-
nak dane rzeczywiste — ksztatt pojedynczych nastrzykéw, wskazuja na oddziatywanie
analogiczne, jak dla pozostalych pomiaréw, dopiero wyliczone warto$¢ zmiany entalpii
sugeruja, ze proces, jaki zaszedt w komorze rézni si¢ i ma endotermiczny charakter. Wy-
maga to analizy tego, co moglto wptynac na taki rezultat. Oprécz réznic w wilasciwosciach
wystepujacych pomigdzy dwuwarstwa lipidowa w fazie zelowej oraz cieklokrystalicznej,
dochodzi tutaj problem zwiazany ze stabilnoScia askorbinianu sodu w podwyzszonej tem-
peraturze. Zwiazek ten jest niezwykle czuty na warunki Srodowiska i fatwo dochodzi do
jego destabilizacji oraz rozpadu [1]. Widoczne jest to w pomiarach kontrolnych, gdzie do
10 mM askorbinianu sodu miareczkowany byt bufor (20 mM Hepes, pH 7.4) w dwdch roz-
nych temperaturach. Warto$¢ zmiany entalpii molowej na nastrzyk w przypadku pomiaréw
kontrolnych wynosita Hp,q) = —0.17 +0.05 kJ/mol dla 25°C oraz Hy,o = 2.37 £ 0.6 kJ/mol
dla 45°C, co daje ponad dziesigciokrotng r6znicg i znaczaco wptywa na uzyskane rezultaty,
co pokazano réwniez na Wykresie 13.16. Zaprezentowano tutaj zmiang¢ ciepta kumula-
tywnego dla trzech przypadk6w — pomiaréw wstepnych z btona DOPC oraz dwoéch
omawianych w tym rozdziale, czyli z blong DPPC dla dwdéch réznych temperatur. Na
podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze nie ma istotnej réznicy pomig¢dzy
cieptem kumulatywnym dla btony DOPC oraz DPPC w 25°C. W przypadku pomiaréw
w temperaturze 45°C widoczna jest wspomniana zmiana w charakterze oddziatywan, na
co, jak opisano wczesniej, moglta mie€¢ wplyw stabilno$¢ askorbinianu sodu w podwyz-
szonej temperaturze. Biorac pod uwage, ze podczas wykonywania pomiaréw kontrolnych
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Wykres 13.16: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajduja-
cej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposoméw: DOPC (czarny), DPPC 25°C
(ciemnozielony), DPPC 45°C (jasnozielony).
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z jednym z produktéw rozpadu askorbinianu sodu — DHA, uzyskano réwniez wartosci
zmiany entalpii molowej, ktére wskazywaty na oddzialywania endotermiczne i mozliwe
wigzanie z powierzchnig btony lipidowe;.

Podsumowujac uzyskane rezultaty, na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna
stwierdzi¢ jednoznacznie, czy stan uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej ma znacze-
nie w kontekscie mierzonych oddziatywan. Poréwnujac wyniki dla btony DOPC (faza
cieklokrystaliczna) oraz blony DPPC (faza zelowa, pomiar w 25°C) uzyskano zblizone
rezultaty, co pozwala zatozy¢, ze uporzadkowanie hydrofobowej cz¢$¢ dwuwarstwy lipido-
wej z punktu widzenia transportu jonéw askorbinowych nie ma znaczenia, a tym samym
moze wskazywac na to, ze oddziatywania zachodza w interfazie. Wyniki dla pomiaréw
z btong DPPC w temperaturze 45°C, nie sa jednoznaczne pod katem oceny, czy na zmiang
charakteru oddziatywan wptywa uporzadkowanie dwuwarstwy lipidowej, czy mozliwy
rozpad jonéw askorbinowych. W tym przypadku konieczne bytoby rozszerzenie badan
o lipid charakteryzujacy si¢ temperaturg przejscia fazowego, dla ktérej pomiar miescitby
si¢ w mozliwo$ciach technicznych urzadzenia oraz nie wplywat na stabilnosci jonéw
askorbinowych.

13.4 Wplyw pH sSrodowiska wodnego na mierzone oddzia-

lywania

Witamina C w organizmie cztowieka, przy zatozeniu wartosci fizjologicznej pH 7.4,
wystepuje w wigkszoSci w formie jonéw askorbinowych [1]. Aby sprawdzié, czy pH
Srodowiska wodnego wplywa na oddziatywania pomigdzy witaming C a dwuwarstwa
lipidowa, wykonano pomiary dla wartoSci pH réownej pK,; = 4.2. Dla tej wartosci pH
kwas askorbinowy w 47.64% wystepuje w formie uprotonowanej, natomiast w 52.23%
w formie jonéw askorbinowych (wartosci uzyskano przy uzyciu kalkulatora Chemicalize).
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Wykres 13.17: Termogramy prezentujace ciepto miareczkowania: (a) 1 mM liposoméw DOPC
do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4), (b) 0.5 mM liposoméw DOPC
do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 100 mM bufor octanowy, pH 4.2). Parametry pomiarowe
urzadzenia: 25°C, predkos¢ obrotow: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objeto$¢ nastrzyku: 20 ul.
Dane zaprezentowane dla pojedynczego nastrzyku.
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Na Wykresie 13.17 zaprezentowano dane odpowiadajace pojedynczym nastrzykom
dla pomiaréw z wykorzystaniem btony DOPC w pH fizjologicznym oraz réwnym pK;
(pH 4.2). Widoczna jest roznica w ksztalcie termograméw, w przypadku nizszego pH nie
widac tak znacznego lokalnego maksimum i nie sa rozr6znialne dwa procesy widoczne
dla pH 7.4. Pomiary w pH 4.2 wykonano dla dwoéch réznych stosunkéw molowych jonéw
askorbinowych do lipidéw (nas/nrp = 55.9 oraz 111.9) w celu sprawdzenia, czy wyzna-
czona wczesniej graniczna warto$¢ nas/np w nizszym pH oraz dla innego sktadu prébki
pod wzgledem form kwasu askorbinowego bedzie wskazywata na wysokoenergetyczne
oddziatywania. Warto$¢ zmiany entalpii molowej wynosita Hy,q = —0.3 4= 1.2 kJ/mol dla
nas/nrp = 55.9 oraz Hyo = —23.54 £2.7 kJ/mol dla nas /npp = 111.9, co oznacza, ze
aby zaszlo oddziatywanie pomigdzy formami witaminy C obecnymi w komorze pomiaro-
wej a modelowa btona lipidowa, konieczny jest dwa razy wigkszy stosunek nas/nyip. Ze
wzgledu na to, ze dla tej wartoSci pH tylko 50% obecnej formy witaminy C stanowig jony
askorbinowego, a pozostala cz¢s$¢ forma uprotonowana w postaci kwasu askorbinowego
mozna zatozy¢, ze to jony askorbinowe odpowiadaja za zmierzony, znaczny efekt energe-
tyczny w komorze pomiarowej. W celu iloSciowego poréwnania uzyskanych rezultatow
wyznaczono ciepto kumulatywne dla réznego stosunku molowego lipidéw do askorbinianu
sodu, co zestawiono na Wykresie 13.18. Dane na wykresie, dla utatwienia poréwnania,
opisano koficowym stosunkiem molowym askorbinianu sodu do lipidu (nas/npip), ktory
szerzej opisano w Podrozdziale 13.1. Réwniez ten wykres pokazuje, ze w przypadku
pH 4.2 konieczne jest dwa razy wigksze stezenie askorbinianu sodu, aby uzyskac¢ podobna
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Wykres 13.18: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdu-
jacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposoméw: DOPC w pH 7.4 (czarny,
szary) oraz pH 4.2 (bordowy, czerwony).
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warto$¢ ciepta kumulatywnego dla zadanego stosunku jonéw askorbinowych do lipidu, jak
w pH 7.4.

13.5 Poréwnanie mierzonych oddzialywan z innymi mole-
kutami

W celu sprawdzenia, czy uzyskane rezultaty sa charakterystyczne dla oddziatywan
pomigdzy jonami askorbinowymi a btong lipidowa, wykonano dodatkowe pomiary z wy-
korzystaniem innych czasteczek. Wybrano molekuty hydrofilowe, ktére sg transportowane
przez blong komoérkowa na drodze dyfuzji prostej. Pomiary wykonano poprzez miareczko-
wanie liposoméw o okreslonym stezeniu lipidu (DPPC) do komory pomiarowej, w ktorej
znajdowat si¢ roztwér wybranych molekut. Ze wzgledu na hydrofilowy charakter wita-
miny C oraz zalozenie, ze czasteczka ta moze przechodzié przez blong lipidowa na drodze
dyfuzji prostej, do poréwnania wybrano czasteczki o podobnych wiasciwosciach. Para-
metry kazdej z nich, takie jak mas¢ czasteczkowa, logarytm z wspétczynnika podziatu
oktanol/woda (log (Ko /w)), wartos¢ pH odpowiadajaca punktom pK oraz pole powierzchni
polarnej zestawiono w Tabeli 13.4.

Molekuty hydrofilowe oprdcz ich mozliwego transportu przez btong lipidowa wpty-
waja réwniez na wlasciwosci fizykochemiczne tej struktury. Mocznik i glicerol pelnia
rolg czynnikdéw chronigcych btong komérkowa przed dziataniem stresu osmotycznego
poprzez obnizenie potencjatu chemicznego wody, ktéry moze prowadzi¢ do szkodliwych
proceséw takich, jak fuzja bton, wyciekanie zawarto$ci komorki, przejscia fazowe w blo-
nie komdrkowej [149]. Pokazano réwniez, ze obecno$¢ mocznika zapobiega przejSciom
termodynamicznym z fazy ciektokrystalicznej do zelowej blony lipidowej w stanie de-
hydratacji, oraz ze zar6wno mocznik, jak i glicerol stabilizuja bton¢ lipidowa w fazie
cieklokrystalicznej [149]. Natomiast, przy uzyciu modelu opartego o monowarsty lipidowe
pokazano, ze glicerol usztywnia blong¢ lipidowa [150], a glikol propylenowy destabili-
zuje jej lamelarng strukturg w temperaturze powyzej przejscia fazowego [151]. Z tych
wzgledéw wybrano te czasteczki, jako punkt odniesienia do pomiaréw z jonami askorbino-

Tabela 13.4: Zestawienie prezentujace wybrane wlasciwos$ci witaminy C, d-sorbitolu, mocznika,
glicerolu, glikolu propylenowego.

Masa 1.3016 .
Molekuta czasteczkowa log(Ko/w) pK pow1erzcl.1n1
polarne;]

[¢/mol] - - [A?]
Witamina C [144] 176.12 —1.85 42,11.6 107
D-sorbitol [145] 182.17 —2.20 13.9 121
Mocznik [146] 60.06 —2.11 13.6 69
Glicerol [147] 92.09 —1.76 14.4 61
Glikol propylenowy [148] 76.09 —-0.92 14.9 41
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Wykres 13.19: Termogramy prezentujace ciepto miareczkowania: (a) 5 mM liposoméw DPPC
do 10 mM d-sorbitolu, (b) 5 mM liposoméw DPPC do 5 mM mocznika (bufor 20 mM Hepes,
pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C, predkos¢é obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku:
3500 s, objetos¢ nastrzyku: 20 pl. Dane zaprezentowane dla pojedynczego nastrzyku.

wymi. W tej czgs$¢ zaprezentowane zostang wyniki pokazujace oddzialywania pomigdzy
wybranymi czasteczkami a modelowg btong lipidowa — liposomami.

Ze wzgledu na zalozenie, ze charakterystyczny ksztalt prezentowany na wczesniej-
szych termogramach moze by¢ powiazany z oddzialywaniem jonéw askorbinowych i ich
transportem na drodze dyfuzji prostej przez btong lipidowa, poréwnano jak wyglada sygnat
dla innych molekut, ktére charakteryzuja si¢ takim rodzajem transportu. Kazdy z po-
miaréw wykonano zgodnie z procedura, jak dla jonéw askorbinowych, zmieniajac tylko
roztwér w komorze, a gdy bylo to konieczne, stgzenie lipidu lub czasteczek znajdujacych
si¢ w komorze pomiarowej. Na Wykresie 13.19 zaprezentowano dane rzeczywiste dla
miareczkowania 5 mM liposoméw do 10 mM d-sorbitolu (Panel (a)) lub 5 mM mocznika
(Panel (b)). W obydwu przypadkach na termogramach mozna rozr6zni¢ dwa procesy,
jednak sygnat jest mniej intensywny niz w przypadku oddzialywania pomig¢dzy jonami
askorbinowymi a btong lipidowa. W przypadku tych czasteczek dla innych stosunkéw
molowych nie wykazano oddzialywania rdznigcego si¢ statystycznie od pomiaréw kontrol-
nych. Wartos$¢ zmiany entalpii molowej na nastrzyk dla zaprezentowanych danych wyniosta
AH ., = —7.4+£1.9 kJ/mol dla mocznika oraz AH,,; = —2.040.6 kJ/mol dla d-sorbitolu,
co jest wartos$cig o rzad mniejsza niz warto$¢ dla jonéw askorbinowych. Wskazuje to, ze
oddziatywanie pomigdzy tymi czasteczkami a blong lipidowa nie jest poréwnywalne pod
wzgledem energetycznym.

W przypadku oddziatywan pomigdzy blong lipidowa a glicerolem oraz glikolem pro-
pylenowym nie zauwazono analogicznych zmian na termogramie (reprezentatywne dane
zaprezentowano na Wykresie 13.20 oraz 13.21). Pomiary wykonano dla ré6znych stgzen
zaréwno lipidu, jak i glicerolu/glikolu propylenowego w celu sprawdzenia, czy r6zny
stosunek molowy lipidu do wymienionych czasteczek wptynie na rodzaj oddziatywan,
jednak nie zauwazono takiej zmiany. W przypadku zaprezentowanych termograméw wi-
doczny jest standardowy ksztatt piku, na podstawie ktérego nie mozna wyrézni¢ dwéch
procesow, jak w przypadku oddzialywania z jonami askorbinowymi. Warto§¢ zmiany
entalpii przypadajacy na pojedynczy nastrzyk wynosita AHy,, = 0.17 +0.05 kJ/mol dla
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Wykres 13.20: Termogram prezentujacy ciepto miareczkowania 5 mM liposoméw DPPC do 0.5 mM

glicerolu, (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C, predkos¢ obrotéw:
250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objeto$¢ nastrzyku: 20 pl.

glicerolu oraz AHp,,; = 0.024 £0.003 kJ/mol dla glikolu propylenowego, co o dwa rzedy
w przypadku glicerolu, oraz trzy rz¢dy dla glikolu propylenowego rézni si¢ wzgledem
wartoSci uzyskanej dla jonéw askorbinowych. Pomimo, ze dane rzeczywiste w postaci
termogramdéw wskazuja na proces egzotermiczny, po odjeciu odpowiednich wartosci kon-
trolnych wyznaczona warto$¢ zmiany entalpii molowej wskazuje na proces endotermiczny.
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Wykres 13.21: Termogram prezentujacy ciepto miareczkowania 5 mM liposoméw DPPC do 0.4 mM
glikolu propylenowego, (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urzadzenia: 25°C,
predkosé obrotéw: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objetos$¢ nastrzyku: 20 pl.
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Wykres 13.22: Zestawienie zmiany entalpii molowej AH,,,; W funkcji wybranych wiasciwosci
molekut: (a) masy czasteczkowej, (b) logarytmu z wspétczynnika podziatu oktanol/woda (Ko /w),
(c) wartosci pH odpowiadajacej punktom pK,, (d) pola powierzchni polarne;.

Uzyskany rezultat pozwala stwierdzi¢, ze w tym przypadku wystepuja niewielkie oddziaty-
wania z btona lipidowa. Podobienstwo wynikéw dla glikolu propylenowego oraz glicerolu
wynika z podobnej budowy chemicznej tych zwiazkéw oraz ich wptywu na wiasciwosci
dwuwarstwy lipidowe;.

W celu poréwnania uzyskanych wynikéw z pomiaréw ITC na Wykresie 13.22 ze-
stawiono zmiang¢ entalpii molowej w funkcji wybranych wtasciwosci poszczegélnych
molekut, zaprezentowanych w Tabeli 13.4. Zestawienie miato na celu okreslenie, czy
ktéras z wybranych cech molekut moze zosta¢ powiazana z otrzymanymi rezultatami.
Analizujac przygotowane zestawienia w przypadku masy czasteczkowej oraz pola po-
wierzchni polarnej brakuje zaleznosci, ktéra pozwolitaby stwierdzi¢, ze AHy,q jest od nich
zalezna. W przypadku logarytmu z wspotczynnika podziatu oktanol/woda widoczne jest to,
ze wszystkie hydrofilowe molekuly charakteryzuja si¢ mniejsza wartos$cia AH o oprocz
witaminy C. Najciekawszy rezultat uzyskano w przypadku zestawienia AH,, w funkcji
punktéw pK wybranych molekut. Na wykresie zestawiono tylko jedng wartos¢ pK dla wi-
taminy C (pK,; = 4.2), warto réwniez podkresli¢, ze jest ona jedyna z wybranych molekut,
ktéra charakteryzuje si¢ dwoma punktami pK,, a tym samym wigksza réznorodnoscia form
jonowych, jakie tworzy w §rodowisku wodnym. Widoczne jest to, ze AH 1 dla wszystkich
molekut o punkcie pK, > 12 przyjmuje niewielkie wartosSci bliskie zeru. Ze wzgledu na
okreslony wyboér molekut do pomiaréw i brak wynikéw dla petnego przekroju réznorod-
nych czasteczek nie mozna méwic tutaj o korelacji w uzyskanych rezultatach, jednak
wynik ten jest interesujacy i moze stanowi¢ punkt wyjSciowy do przysztych prac ba-
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dawczych otwierajacy mozliwos¢ stworzenia macierzy korelacji pomigdzy parametrami
termodynamicznym uzyskanymi z pomiaréw ITC a wtasciwosciami fizykochemicznymi

molekut.



Rozdzial 14

Wilasciwosci termodynamiczne
dwuwarstwy lipidowej w obecnoSci
witaminy C

Podsumowujac wyniki opisane w poprzednim rozdziale, pokazujace oddzialywania
pomigdzy jonami askorbinowymi a btona lipidowa, konieczne jest zwrdcenie uwagi na
charakterystyczny sygnat zmiany mocy w funkcji czasu, ktéry zaprezentowano w formie
termogramow. Uzyskane rezultaty, w tym wyznaczone wartoSci zmiany entalpii molowej,
jak 1 entalpii kumulatywnej pozwalaja stwierdzié, ze pomigdzy modelowa btong lipidowa
a witaming C dochodzi do wysokoenergetycznych oddziatywan w poréwnaniu do pomia-
réw kontrolnych. Jak wspomniano, wygenerowanie takiego sygnatu moze wskazywac na
redystrybucje tej molekuty w dwuwarstwie lipidowej lub jej transport na drodze dyfuzji
proste;j.

W tym rozdziale zaprezentowana zostanie analiza danych uzyskanych podczas pomiaru
ITC z wykorzystaniem modeli pozwalajacych wyznaczy¢ wielkosci powiazane z oddziaty-
waniem molekut z dwuwarstwg lipidowa — wsp6tczynnik podziatu btona/woda (Kg /w)
oraz wspOtczynnik przepuszczalnosci (P). Po raz pierwszy wykorzystano model [97] do
wyznaczenia wspoétczynnika podziatu blona/woda witaminy C w obecnoSci modelowe;j
dwuwarstwy lipidowej, oraz przeprowadzono analiz¢ danych uzyskanych podczas po-
miaréw ITC z wykorzystaniem modeli kinetycznych w celu wyznaczenia wspétczynnika
przepuszczalnosci (P).

14.1 Wspoétczynnik podziatu

Parametrem, ktéry charakteryzuje oddziatywania pomigdzy molekutq a btong lipidowa
jest wspétczynnik podziatu btona/woda (Kg w). Z wykorzystaniem modelu opisanego
w literaturze [97] mozliwe jest wyznaczenie tej wielko$ci na podstawie danych uzyska-
nych podczas pomiaréw technika I'TC, ktére zaprezentowano w Rozdziale 13. W celu
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wyznaczenia wspotczynnika podziatu blona/woda konieczne jest wykorzystanie zaleznosci
pomiedzy zmiana entalpii kumulatywnej a stezeniem lipidu [97].
Zgodnie z modelem molowy wspétczynnik podziatu Ky, definiowany jest jako:

. (14.1)

- CLCF ,

gdzie cg — stezenie molekut znajdujacych si¢ w blonie lipidowej, cp, — stgzenie lipidow
w prébce, cgp — stezenie molekut w Srodowisku wodnym. Podczas pomiaru liposomy
o okreSlonym stezeniu lipidéw sa wstrzykiwane do roztworu wodnego wybranej czasteczki
(znajdujacego si¢ w komorze pomiarowej) w serii kilkunastu nastrzykéw o wybranej obje-
tosci (zazwyczaj 5-20 pl). Z kazdym nastrzykiem w komorze dochodzi do oddzialtywan
pomiedzy czasteczkami a btong lipidowa, z ktérymi powiazane jest ciepto reakcji (64;).
W idealnej sytuacji wraz z coraz to wigkszg iloScia moli lipidu w komorze ciepto reakcji
powinno male¢ ze wzgledu na coraz to mniejsza liczbg czasteczek, ktére moga zwiazad si¢
z btong [97]. Wykres prezentujacy cieplo reakcji dla kazdego nastrzyku lub ciepta kumula-
tywnego w funkcji stgzenia lipidu (cp) umozliwia wyznaczenie molowego wspoétczynnika
podziatu K, oraz ciepta oddziatywania (AHp). Ponizej znajduje si¢ zaleznoS¢ pomigdzy
kumulatywnym cieptem reakcji a powyzszymi wielkoSciami:

Y 8hy = AHpVkomc (14.2)
k=1

1—|—ch8’

gdzie Vkom — objetos¢ komory pomiarowej (1.014 ml), cOD — stezenie molekut w komorze
pomiarowe;j, c(L) — stezenie lipidéw w komorze po i-tym nastrzyku. Ky, jest powiazany
ze wspotczynnikiem podziatu Kp w poprzez zaleznosc:

K
K, = —2/W (1+C—B) , (14.3)
cw CL

gdzie cw — stezenie molowe wody réwne 55.5 M [97]. Po dopasowaniu Réwnania (14.2)
do danych rzeczywistych prezentujacych entalpi¢ kumulatywna w funkcji stgzenia lipidu
mozliwe jest wyznaczenie Ky,.

Wyznaczenie wspotczynnika podziatu Kg jw z wykorzystaniem przedstawionego po-
wyzej modelu wymagato uzyskania zaleznoSci zmiany entalpii kumulatywnej w funkcji
stezenia lipidu, oraz dopasowania do niej funkcji opisanej przez Réwnanie (14.2). Przy-
ktadowe zalezno$ci dla dwoch wybranych rodzajéw btony — DOPC + 15% mol DOPE
oraz DPPC (pomiar dla 25°C) wraz z dopasowaniem zaprezentowano na Wykresie 14.1.
Wspotezynnik podziatu Kp jw wyznaczono dla jonow askorbinowych w obecnosci btony
lipidowej o r6znym sktadzie, uporzadkowaniu oraz pH Srodowiska wodnego. Rezultaty
zaprezentowano w Tabeli 14.1. Poréwnujac pomigdzy soba warto$ci wyznaczonego wspot-
czynnika podziatu (Kp w) dla prébki z liposomami DOPC z pozostatymi wariantami
pomiarowymi, nie zauwazono statystycznie istotnej réznicy (N = 3, p > 0.05).



Wtasciwosci termodynamiczne dwuwarstwy lipidowej w obecnosci witaminy C 81

-1500 - . ®  Dane eksperymentalne

Dopasowanie -1500 F

® Dane eksperymentalne
Dopasowanie

-3000
-3000
-4500
-4500

-6000
-6000

Ciepto kumulatywne [pJ]
Ciepto kumulatywne [pJ]

-7500
-7500

-9000

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 ~9000
Stezenie lipidu [mM]

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Stezenie lipidu [mM]

(a) (b)

Wykres 14.1: Reprezentatywne wyniki przedstawiajace ciepto kumulatywne w funkcji stezenia
lipidu wraz z dopasowaniem funkcja (Réwnanie (14.2)). Zaleznosci dla (a) ImM liposoméw DOPC
+ 15% mol DOPE, (b) ImM liposoméw DPPC w temperaturze 25°C miareczkowanych do 10 mM
askorbinianu sodu.

Najbardziej istotny wniosek z uzyskanych wynikéw jest taki, ze warto$¢ wspétczynnika
podziatu btona/woda (Kp w) rozni si¢ od danych literaturowych. Wspotczynnika podziatu
oktanol/woda (Ko w) w zaleznosci od metody, jakq zostat wyznaczony przyjmuje wartosci
od —2.86 do —4.4 [17]. Pomimo znacznej rozbieznoSci danych literaturowych wskazuja
one jednoznacznie na wigksze powinowactwo tej molekuty do srodowiska polarnego.
Natomiast wyniki uzyskane w prowadzonych badaniach z wykorzystaniem modelowej
dwuwarstwy lipidowej wskazuja na jej wigksze powinowactwo do Srodowiska niepolar-
nego — btony lipidowej, co znacznie wplywa na zdolnos$¢ do przechodzenia przez btong
lipidowa na drodze dyfuzji prostej. Wynik ten jest interesujacy, poniewaz pozwala postawic
hipotezg, ze witamina C jest kolejnym przyktadem czasteczki, ktora nie spetnia zasady
Overtona. Potwierdzaja to rowniez obliczenia przedstawione w publikacji [17], gdzie
korzystajac z zasady Overtona wyliczono wspéiczynniki przepuszczalnoSci w oparciu
o dostepne w literaturze wartosci wspé6tczynnika podziatu oktanol/woda (Ko w). Zapre-
zentowane rezultaty nie byty zgodne z warto$ciami wspétczynnika przepuszczalnosci wy-
znaczonymi na podstawie danych eksperymentalnych z wykorzystaniem modelowych bton
lipidowych [15, 17]. Uzyskane wyniki moga prowadzi¢ do stwierdzenia, ze wspdiczynnik
podziatu oktanol/woda (Kq /w) nie jest dobrym parametrem w kontekscie oddziatywania

Tabela 14.1: Zestawienie logarytmu ze wsp6tczynnika podziatu, log(Kg w), dla jonéw askorbino-
wych dla liposoméw o réznym sktadzie lipidowym.

Prébka log(Kg /w)

DOPC pH 7.4 33+0.5
DOPC pH 4.2 2.7 +0.6
DOPC + 30% mol chol 294+09
DOPC + 15% mol DOPE 3.34+0.6
DOPC + 4.2% mol DOPE 3.6 0.8
DPPC 25°C 3.1 +£0.7

DPPC 45°C 34407
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wybranych czasteczek z dwuwarstwa lipidowa, i potwierdzi¢ to, ze oktanol nie stanowi
dobrego przyblizenia tej struktury [50].

14.2 Wspélczynnik przepuszczalnoSci

Drugim z parametréw opisujacym zachowanie molekuty w obecnosSci dwuwarstwy
lipidowej jest wspétczynnik przepuszczalnosci (P). Dane uzyskane podczas pomiaru ITC
umozliwily stworzenie modelu, ktéry pozwala na wyznaczenie parametru charakteryzu-
jacego molekule pod wzgledem mozliwego transportu przez blong lipidowa. Charaktery-
styczny ksztatt termogramoéw uzyskany podczas pomiaréw oddzialywan pomigdzy jonami
askorbinowymi a dwuwarstwa lipidowa poréwnano z danymi literaturowymi. W pierw-
szym kroku zweryfikowano, czy istnieje model pozwalajacy na wyznaczenie zmiany
stezenia jonow askorbinowych w funkcji czasu, zwiazanej z ich mozliwym transportem
przez btong lipidowa. Ze wzgledu na brak takiego modelu umozliwiajacego analiz¢ da-
nych ITC, w kroku drugim poréwnano uzyskane charakterystyczne ksztatty termogramow
z danymi literaturowymi. Cata metodyke pozwalajaca na wyznaczenie zmiany stgzenia
jonéw askorbinowych w funkcji czasu stworzono na podstawie modeli kinetycznych,
wykorzystanych do wyznaczenia szybkoSci reakcji enzymatycznych [130-132].

W celu wyznaczenia wspétczynnika przepuszczalnoSci molekuty wykorzystano I Prawo
Ficka opisujace dyfuzje prosta czasteczek:

dc

J=-D%", (14.4)

gdzie D — wspotczynnik dyfuzji, c — stgzenie czasteczek w czasie . Wykonujac odpo-
wiednie podstawienia z wykorzystaniem rownan (3.2) 1 (3.4), otrzymano zalezno$¢:

dm 1 m(t)
—p(en 14.5
dr A (Cout Viip ) ’ ( )

gdzie m(t) — masa czasteczek w czasie ¢, A — powierzchnia btony, P — wspétczynnik
przepuszczalnosci, couy — stezenie na zewnatrz btony, Vj;, — objetos¢ komorki (w tym
przypadku liposomu). Po dalszych przeksztalceniach otrzymano réwnanie w postaci:

PA
dm _ PA (CO‘“ —m(t)) , (14.6)
dt Vlip Vlip

co przyblizono réwnaniem rézniczkowym:

d
3 =alb—x(1)), (14.7)

ktérego rozwigzanie analityczne wyglada nastgpujaco:
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x()=b—Ce ™. (14.8)

Funkcje dang réwnaniem (14.8) mozna nastgpnie dopasowac do danych prezentujacych
zalezno$¢ masy czasteczek od czasu. Nastgpnie, przyréwnujac do siebie rownania (14.6)
i (14.7), mozna wyznaczy¢ wspdtczynnik przepuszczalnosci:

a Vlip
P= . (14.9)
gdzie P — wspotczynnik przepuszczalnosSci, a — wspétczynnik z dopasowania Réwna-
niem (14.8) do danych eksperymentalnych, Vj;, — objetoS¢ komorki (w tym przypadku
modelu blony lipidowej), A — powierzchnia btony. Objetos¢ oraz powierzchni¢ modelowe;j
blony lipidowej, czyli liposoméw, wyznaczono na postawie ponizszych zaleznosci zgodnie
z praca [152]. Zaktadajac sferyczny ksztatt liposoméw, objetosé pojedynczego liposomu
wyrazono wzorem na objgto$¢ sfery:

4
Vip = gm3, (14.10)

gdzie r — promien liposoméw wyznaczony eksperymentalnie poprzez pomiar technika
DLS. Catkowita objetosS¢ liposoméw w probce wyznaczono na podstawie:

Veal = Neal Viip, (14.11)

gdzie N, — calkowita liczba liposoméw w prébce, Vi, — objetos¢ liposomu. Liczbe
liposoméw w prébce wyznaczono z zaleznosci:

N lip

Ney = (14.12)

)
Mipid/liposom

gdzie Nyjp — liczba czasteczek lipidu w probce wyznaczona na podstawie stgzenia molo-
wego lipidu, Mipidriposom — liczba czasteczek lipidu przypadajaca na liposom wyznaczona
zgodnie z:

Artrr +47(r—h)?
Nipid/tiposom = p ( ) : (14.13)

gdzie r — promien liposomu wyznaczony eksperymentalnie, 7 — grubos¢ dwuwarstwy
fosfolipidowej budujacej liposom (przyjeto 7 = 4.37 nm [153]), a — powierzchnia glowy
lipidowej budujacej czasteczke lipidu (przyjeto a = 0.724 nm? [154]).

Wyznaczenie wspoétczynnika przepuszczalnosci poprzez dopasowanie Rownania (14.8)
do danych rzeczywistych wymagato uzyskania zalezno$ci zmiany masy badanej czasteczki
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Rysunek 14.1: Schemat procesu wyznaczenia wspétczynnika przepuszczalnosci w oparciu o dane
rzeczywiste uzyskane podczas pomiaru ITC. Zaprezentowano dane rzeczywiste dla pojedynczego
nastrzyku (po lewej), dane rzeczywiste po procesie dekonwolucji (posrodku), zalezno$¢ zmiany
stezenia w funkcji czasu, uzyskana poprzez opisane w tym rozdziale przeksztalcenia (po prawe;j).

w funkcji czasu. Wykorzystano do tego metode analizy pojedynczych pikow pozwalajaca
na badanie kinetyk reakcji, gléwnie stosowana do reakcji enzymatycznych [130-132].
Na Rys. 14.1 zaprezentowano uproszczony schemat umozliwiajacy wyznaczenie wspot-
czynnika przepuszczalnosci. Po prawej stronie widoczny jest reprezentatywny termogram
dla pojedynczego nastrzyku uzyskany w trakcie badafh oddziatywan jonéw askorbino-
wych z blong lipidowa. Zatozono, ze kazdy z pikow mozna podzieli¢ na dwa procesy —
poczatkowy, krétszy, charakteryzujacy si¢ mniejszym wydzielonym cieplem, odpowiada-
jacy cieptu rozciericzenia oraz drugi, dtuzszy, z odpowiednio wigksza wartoscia ciepla,
wynikajaca z oddziatywan wybranej czasteczki z btona lipidowa [15]. Dalsza analiza
wymagata wyodrebnienia danych odpowiadajacych drugiemu procesowi poprzez dekon-
wolucje. Nastepnie wyznaczono strumien przeplywu masy czasteczek przez blong zgodnie
z réwnaniem:

F(®) = %, (14.14)

co w rezultacie pozwolito na uzyskanie zalezno$ci zaprezentowanej na Rys. 14.1 (lewy
panel). Dopasowanie do niej Réwnania (14.8) i uzyskanie odpowiednich parametréw
umozliwia wyznaczenie wspoiczynnika przepuszczalno$¢ btony na podstawie Réwna-
nia (14.9).

Na Wykresie 14.2 zaprezentowano reprezentatywne zalezno$ci zmiany stezenia w funk-
cji czasu dla dwoch wybranych rodzajow btony wraz z dopasowaniem funkcja (Réwna-
nie (14.8)). Analogiczne zaleznoSci wykreslono dla pozostatych wynikéw, co pozwolito
wyznaczy¢ wspolczynnik przepuszczalnosci dla ré6znego sktadu blony lipidowej, uporzad-
kowania blony lipidowej oraz pH Srodowiska wodnego. W Tabeli 14.2 zaprezentowano
wyznaczone wartosci wspotczynnikéw przepuszczalnosci. Uzyskane rezultaty sa zgodne
co do rzedu z wynikami literaturowymi uzyskanymi dla tego samego rodzaju modelu
btony lipidowej (wykorzystano inng technik¢ pomiarowa oraz przedstawiono wyniki tylko
dla btony zbudowanej z DPPC) [155]. Warto$¢ wspoéiczynnika przepuszczalnoSci w pu-
blikacji [142] dla jonéw askorbinowych wynosita P = 1.1-10~8 cm/s, widoczna jest
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Wykres 14.2: Reprezentatywne wyniki przedstawiajace przeksztatcenie danych rzeczywistych.
Zaleznosci dla pojedynczego nastrzyku odpowiadaja wykresowi: (a) 1 mM liposomy DOPC +
15% mol DOPE, (b) ImM liposomy DPCC w temperaturze 25°C miareczkowane do 10 mM
askorbinianu sodu wraz z dopasowaniem funkcja opisana Réwnaniem (14.8).

réznica jednego rzgdu wzgledem wartoSci wspétczynnika przepuszczalnosci wyznaczonej
w prowadzonych badaniach. Dla kwasu askorbinowego wynosita P =3 - 10712 cm/s [142],
co rozni si¢ o trzy rzegdy wzgledem uzyskanych wynikéw. Jednak wykorzystano tam
inny model dwuwarstwy lipidowej (BLM) oraz znacznie wyzsze stg¢zenia kwasu askorbi-
nowego (100 mM) nie odpowiadajace fizjologicznemu zakresowi stgzenia tej molekuty
w organizmie czlowieka.

Poréwnujac wspétczynnik przepuszczalno$ci wyznaczony dla zaprezentowanych pro-
bek, w przypadku btony DOPC pH 7.4 oraz DOPC + 30% mol chol istnieje statystyczna
réznica (N = 3, p < 0.05) pomigdzy jego warto$ciami. Wspétczynnik przepuszczalno-
$ci dla btony z cholesterolem jest o ponad potowg¢ mniejszy, co wskazuje na wolniejszy
proces transportu przez dwuwarstwe lipidowa. Rezultat ten jest zgodny z danymi lite-
raturowymi, ktére wskazuja, ze obecnos¢ tego sterolu w blonie lipidowej zmniejsza jej
przepuszczalno$¢. W przypadku prébki DOPC + 15% mol DOPE oraz DOPC + 4.2% mol
DOPE widoczne jest trzykrotne zwigkszenie warto$ci wspéiczynnika przepuszczalnosci,
co potwierdza wstgpne wnioski, ktére zostaly opisane w Rozdziale 13. Obecnos$¢ DOPE,
lipidu o innej geometrii, wptywa na przyspieszony proces dyfuzji jonéw askorbinowych.

Dla btony DOPC pH 7.4 oraz btony DPPC (pomiar w temperaturze 25°C) nie ma
statystycznie istotnej r6znicy pomigdzy wartoSciami wspétczynnika przepuszczalnosci

Tabela 14.2: Wspétczynnik przepuszczalnosci P witaminy C dla liposoméw o réznym skladzie
lipidowym.

Prébka Wspétczynnik przepuszczalnosci P [- 107 cm/s]
DOPC pH 7.4 296 £0.42
DOPC pH 4.2 1.99 + 0.41
DOPC + 30% mol chol 1.21 £0.14
DOPC + 15% mol DOPE 6.72 +0.14
DOPC + 4.2% mol DOPE 5.64 +0.14
DPPC 25°C 239 £0.54
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(N =3, p>0.05). W temperaturze 25°C btona lipidowa DOPC znajduje si¢ w fazie
ciektokrystalicznej, natomiast btfona DPPC w fazie zelowej. Inny stopien uporzadkowania
btony lipidowej wraz z jednoczesnym brakiem réznicy w wartoSci wspoétczynnika prze-
puszczalnos$ci moze oznaczaé, ze organizacja czgsci hydrofobowej nie wptywa na proces
oddziatywan witaminy C oraz jej mozliwy transport przez btong lipidowa, a wigksza rolg
odgrywa interfaza.

Podsumowujac rezultaty badan zaprezentowane w tym rozdziale, zaréwno uzyskane
wartoSci wspoétczynnika podziatu btona/woda, jak 1 wspdtczynnika przepuszczalnosci
wskazuja, ze pomigdzy jonami askorbinowymi a dwuwarstwa lipidowa moze dochodzi do
oddziatywan, ktérych rezultatem jest transport jonéw askorbinowych na drodze dyfuzji
prostej. Uzyskana warto§¢ wspdlczynnika podzialu btona/woda witaminy C oznacza
wigksze powinowactwo tej molekuty do interfazy, co pokazano po raz pierwszy. Wartosci
wspotczynnikéw przepuszczalnoSci wyznaczone z wykorzystaniem nowej metody analizy
danych ITC sa zgodne co do rzgdu z danymi literaturowymi, dodatkowo wraz ze zmiang
sktadu dwuwarstwy lipidowej wielkosSci te zmieniaja si¢ w oczekiwany spos6b, zgodny
z wlasciwoSciami poszczeg6lnych lipidéw budujacych dwuwarstwe lipidowa.

14.3 Znaczenie wyznaczonych parametréw termodyna-
micznych w kontekscie transportu witaminy C przez

dwuwarstwe lipidowa

Do tej pory opisy mechanizméw dotyczacych transportu witaminy C przez btong
lipidowa skupialy gtéwnie swoja uwage na transporterach biatkowych. Jednak, jak wska-
zano na poczatku pracy takie podejsScie pozostawia nierozstrzygnigta kwestig tego, jak
dochodzi do wyptywu jonéw askorbinowych z komérki do macierzy zewnatrzkomoérkowe;,
co jest niezbednym procesem do utrzymania okre§lonej dystrybucji tej molekuty w po-
szczegblnych komoérkach [14]. Transportery SVCT1 oraz SVCT2 to gtéwne struktury
umozliwiajace naptyw witaminy C do wnetrza komoérek (z wyjatkiem erytrocytow, gdzie
transport odbywa si¢ tylko poprzez transportery GLUT [3]), 1 utrzymanie jej wewnetrznego
stezenia na okreSlonym poziomie. Jednak mechanizm wyplywu tej molekut nie zostat do
tej pory wyjasniony.

Wykorzystanie dyfuzji prostej, jako procesu, ktéry ttumaczytby wyptyw witaminy C
z komorki nie byto brane pod uwage ze wzgledu na cechy tej molekuty — zbyt duzy
rozmiar, ujemny fadunek jonu askorbinowego oraz wspétczynnik podziatu oktanol/woda,
determinujacy wigksze powinowactwo tej molekuty do czg¢sci polarnej [9]. Uwzgledniajac
to, alternatywne mechanizmy transportu witaminy C przez btong komérkowa do §rodowi-
ska zewnetrznego, jakie zostaly zbadane to m.in. transport przez kanaty anionowe stuzace
do regulowania objeto$¢ komorki, homowymiana pomigdzy jonami askorbinowymi (z ang.
ascorbate-ascorbate homoexchange), transport przez koneksony (rodzaj potaczen szcze-
linowych), heterowymiana pomi¢dzy neuroprzekaznikami — kwasem glutaminowym
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a jonami askorbinowymi (z ang. glutamate-ascorbate heteroexchange) oraz egzocytoza
z wykorzystaniem pecherzykow zawierajacych jony askorbinowe [9].

Wymienione powyzej mozliwe rodzaje transportu witaminy C, thumaczace wyptyw tej
molekut z komérki, wciaz sa badane ze wzgledu na brak wynikéw, ktére potwierdzatyby
dominujaca rolg ktéregos z nich. Rezultaty badan dotyczace roli kanatéw anionowych sa
najbardziej obiecujace, jednak wskazuja na to, ze mniej niz 50% wszystkich jonéw askor-
binowych moze by¢ transportowane w taki sposéb. W przypadku homowymiany pomigdzy
jonami askorbinowymi wciaz nie odkryto transporteréw, ktére posredniczytyby w tym
procesie, a w badaniach nie uwzglgdniono mozliwej roli kanatéw SVCT, ktére moglyby
wptyna¢ na uzyskane rezultaty [9]. Pozostale mechanizmy charakteryzuja si¢ blednymi za-
tozeniami, co pokazano eksperymentalnie (heterowymiana pomigdzy neuroprzekaznikami
— kwasem glutaminowym a jonami askorbinowymi) lub koniecznoscia poszerzenia badan
o dodatkowe modele komdrkowe i techniki eksperymentalne (transport przez koneksony,
egzocytoza z wykorzystaniem pgcherzykéw, zawierajacych jony askorbinowe) [9].

Jak wskazano powyzej, to w jaki spos6b witamina C jest transportowana na zewnatrz
komorki wciaz nie zostato wyjasnione pomimo powstania modeli probujacych wyjasni€ ten
proces. Uzyskane w ramach prowadzonych prac rezultaty, a w szczeg6lnoSci wyznaczone
warto$ci wspotczynnika podzialu btona/woda wskazujace na wigksze powinowactwo
jonéw askorbinowych do dwuwarstwy lipidowej, oraz wspétczynnika przepuszczalnosci
pozwalaja stwierdzi¢, ze transport tej molekuty na drodze dyfuzji prostej moze odgrywaé
istotng role w mozliwym modelu opisujacym homeostaze witaminy C w organizmie
cztowieka.



Rozdzial 15

Fizykochemiczne wlaSciwosci
dwuwarstwy lipidowej w obecnoSci
witaminy C

W tym rozdziale zostana przedstawione wyniki dotyczace tego, jak na wybrane para-
metry fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej wptywa obecno$¢ jonéw askorbinowych.
Wybrane wtasciwosci fizykochemiczne to temperatura przej$cia fazowego, mikrolepko-
Sci dwuwarstwy lipidowej oraz fadunek powierzchniowy. Ze wzgledu na ich specyfike
oprocz bezposredniego wskazania, czy wybrane wlasciwosci ulegaja zmianie pod wpty-
wem oddziatywan z witaming C, dodatkowo mozliwe bedzie odniesienie do transportu
jonoéw askorbinowych przez dwuwarstwe lipidowa. Wykonano rowniez badania z wyko-
rzystaniem molekut, ktérych wyniki dla oddziatywan z btong lipidowa zaprezentowano
w Rozdziale 13. Ma to na celu okreslenie ich wptywu na wybrane wiasciwosci dwuwarstwy
lipidowej w poréwnaniu do mozliwego wplywu jonéw askorbinowych.

15.1 Temperatura przejScia fazowego

W celu okreslenia wptywu witaminy C na witasciwosci fizykochemiczne dwuwar-
stwy lipidowej wyznaczono wielko$ci charakteryzujace termotropowe przejScie fazowe
w btonie lipidowej. Temperatura przejScia fazowego oraz kooperatywnos¢ definiowana
migdzy innymi, jako ilos¢ tanicuchéw alkilowych, ktére jednoczesnie ulegaja przejsciu
fazowemu [138], to parametry pozwalajace w iloSciowy sposéb okresli¢, jak obecnosé
wybranych molekul wptywa na ten proces. Wyznaczenie temperatury przejscia fazowego
(Tw) z wykorzystaniem DLS jest mozliwe dzigki zmianie wiasciwosci optycznych dwuwar-
stwy lipidowej w zaleznoSci od jej uporzadkowania. Przy zalozeniu, ze badane struktury,
w tym wypadku liposomy, nie zmieniaja swojego ksztaltu ani rozmiaru w trakcie pomiaru,
mozliwe jest skorelowanie zmian wiasciwosci optycznych z procesem przejscia fazowego
w blonie lipidowej [106].
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Model pozwalajacy na wyznaczenie temperatury przejsScia fazowego wykorzystuje
jedna z wielkoSci mierzonych w typowym pomiarze DLS. Parametrem tym jest Srednia
liczba zliczen fotonéw na sekunde (z ang. mean count rate) [106], ktéra jest wyznaczana
dla statych parametréw urzadzenia. Oznacza to, ze w przeciwienstwie do standardowego
pomiaru technika DLS, gdzie warto§¢ wzmocnienia (z ang. attenuator) jest zmieniana
w zalezno$ci od zawartoSci probki, w tej metodzie zostata ustawiona stata wartos$¢ tego
parametru, co umozliwito powiazanie zmiany Sredniej liczby zliczen fotonéw na sekundg,
ze zmiang uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej. Zestawienie zmiany tego parametru
w funkcji temperatury prowadzi do uzyskania zaleznoSci zaprezentowanej na Wykre-
sie 15.1, z ktérej mozliwe jest wyznaczenie temperatury przejsScia fazowego, poprzez
dopasowanie funkcja Boltzmanna:

Al —A
Y=t Ay, (15.1)
1+e ™

gdzie y — S$rednia liczba zliczen dla okreslonej temperatury, x — temperatura, A| —
poczatkowa Srednia liczba zliczen fotonéw (dla btony przed przejSciem fazowym), A, —
konicowa Srednia liczba zliczen fotonéw (dla btony po przejsciu fazowym), Ax — szerokos¢
nachylenia, x) — warto$¢ odpowiadajaca temperaturze przejsScia fazowego definiowana
jako:

Al +Ar

> (15.2)

y(x0) =

100t

95+t

90 ¢
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80 ¢
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Rysunek 15.1: Schemat przedstawiajacy funkcje pozwalajaca na wyznaczenie temperatury przejscia
fazowego z wykorzystaniem techniki DLS.
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Modyfikacja Réwnania (15.1) zaprezentowana w [45] pozwala na wyznaczenia T, oraz
parametru B definiowanego jako kooperatywnos¢ przejscia fazowego. Réwnanie ma postac:

by —by+myy—myy

y=bitmy+ 1+ 10807y — /Ty)

(15.3)

gdzie m oraz b to, odpowiednio, wspotczynnik kierunkowy prostej oraz wyraz wolny
funkcji liniowej dopasowanej do danych przed przejSciem fazowym, za$ m, oraz b,
to, odpowiednio, wspétczynnik kierunkowy prostej oraz wyraz wolny funkcji liniowej
dopasowanej do danych po przejsciu fazowym.

Reprezentatywne wyniki przedstawiono na Wykresie 15.1 dla probki kontrolnej z 1i-
posomami DPPC. Korzystajac z modelu opisanego powyzej, mozliwe byto wyznaczenie
temperatury przedprzejsca (1) odpowiadajacej przedprzejsciu fazowemu (Lg — Pp), oraz
temperatury przejscia fazowego (Ty) odpowiadajacej przejsciu fazowemu (Pg — Ly). Dla
pomiaréw kontrolnych, ktérych celem bylo sprawdzenie poprawnosci zastosowanej me-
tody, wyznaczono T i Ty dla liposoméw DPPC, nastgpnie poréwnano uzyskane wartosci
z danymi literaturowymi.

Uzyskane wartosci Tg = 31.6 +0.9°C oraz Ty = 41.3 +0.1°C wraz z wartoScia ko-
operatywnosci B = 1554 £ 75 sa zgodne z danymi literaturowymi [106, 156, 157]. Na
Wykresie 15.2 zaprezentowano przyktadowe dopasowanie Réwnaniem 15.3 do danych
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Wykres 15.1: Przebieg charakterystyki zmiany znormalizowanej Sredniej liczby zliczen w funkcji
temperatury dla zakresu 27-45°C dla 1 mM liposoméw DPPC. Na wykresie oznaczono poszcze-
g6lne stany termodynamiczne btony Lg — faza zelowa, P, — faza ripple phase, L, — faza
cieklokrystaliczna.
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Wykres 15.2: Znormalizowana Srednia liczba zliczert w funkcji temperatury dla 1 mM liposoméw
DPPC wraz z dopasowaniem funkcjg Boltzmanna.

rzeczywistych dla zakresu temperatur 37-45°C. Analogiczne wykresy uzyskano dla li-
posoméw DPPC w obecnosci jonéw askorbinowych, jak i innych molekut. Miato to na
celu poréwnanie, czy obecno$¢ wybranych czasteczek wptywa na uporzadkowanie btony
lipidowej. Dodatkowo dzigki dobraniu r6znego rodzaju molekut hydrofilowych mozliwe
bylo sprawdzenie, czy wptyw jonéw askorbinowych jest do nich poréwnywalny.
Wartos¢ temperatury przejscia fazowego (7y) oraz kooperatywnos¢ (B) wyznaczono
dla wszystkich prébek, co zestawiono w Tabeli 15.1. Poréwnujac T dla prébki kontrolne;j
oraz probki z jonami askorbinowymi, pojawia si¢ statystycznie istotna réznica (N = 3,
p < 0.05), wskazujaca na obnizenie wartosci tej wielkoSci w obecnoSci jonéw askorbi-
nowych. Dodatkowo mozna zaobserwowaé wzrost kooperatywnosci. Dane literaturowe
wskazuja, ze wptyw na zmiang kooperatywno$ci ma gtéwnie oddziatywanie form jono-
wych z dwuwarstwa lipidowa, co w tym przypadku réwniez ma zastosowanie ze wzgledu
na to, ze w pH 7.4 gtéwna forma witaminy C jest jon askorbinowy. Wzrost kooperatyw-
nosci w obecnosci jonéw askorbinowych wskazuje na ich oddziatywanie z dwuwarstwa
lipidowa oraz prawdopodobng lokalizacjg¢ blisko grup polarnych lipidéw [138]. Dodatkowo
na Wykresie 15.3 widoczny jest zanik przedprzejscia fazowego (Lg — Pg) w obecnosci
jonéw askorbinowych. Jako, ze proces ten zwigzany jest z obszarem grup polarnych dwu-
warstwy lipidowej oraz interfazy, wskazuje to na mozliwa interakcj¢ jonéw askorbinowym
z ta czgScig btony lipidowej. Poréwnujac uzyskane wartosci temperatury 7 dla dwuwar-
stwy lipidowej w obecnosci innych molekut w przypadku d-sorbitolu nie stwierdzono
statystycznie istotnej roznicy wzgledem pomiaru kontrolnego (N = 3, p > 0.05), natomiast
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Wykres 15.3: Przebieg charakterystyki zmiany znormalizowanej Sredniej liczby zliczen w funkcji
temperatury dla zakresu 27-45°C dla 1 mM liposoméw DPPC w obecnos$ci 10 mM askorbinianu
sodu. Na wykresie oznaczono poszczegolne stany termodynamiczne btony: L — faza zelowa, Py
— faza ripple phase, L, — faza cieklokrystaliczna.

obecnos¢ glicerolu oraz glikolu propylenowego obnizyty warto$¢ temperatury przejScia
fazowego podobnie, jak dla jonéw askorbinowych. W przypadku kooperatywnosci réznice
dla poszczegblnych molekut sa zblizone do pomiaréw kontrolnych, nie zauwazono wzrostu
tego parametru, tak jak dla jonow askorbinowych. Jako, ze wzrost kooperatywnosci jest
m.in. zwiazany z oddzialywaniami jonéw z dwuwarstwa lipidowa, a wybrane molekuty:
d-sorbitol, glicerol oraz glikol propylenowy maja pK, réwne 14 (doktadne dane znajduja
si¢ w Tabeli 13.4) to brak zmiany tego parametru moze wynikaé z formy, w jakiej si¢
znajdowaty.

Tabela 15.1: Temperatura przej$cia fazowego T, wyznaczona dla prébki kontrolnej — liposoméw
DPPC oraz liposoméw DPPC w obecnosci wybranych molekut. Wielkosci wyznaczono na pod-
stawie trzech niezaleznych pomiaréw i przedstawiono w postaci wartosci Sredniej z odchyleniem
standardowym.

Prébka Ty [°C] \ Kooperatywnosé B
DPPC 41.5+0.1 1554 + 74
10 mM askorbinian sodu 409 + 0.1 2134 +£ 121
10 mM d-sorbitol 41.5+0.2 1411 + 319
10 mM glicerol 409 £0.2 1593 + 668
10 mM glikol propylenowy 40.8 £ 0.1 1366 + 181
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15.2 Plynnos¢ dwuwarstwy lipidowej

Plynno$c¢ btony lipidowej to parametr, na ktéry gtéwny wptyw ma rodzaj tancuchéw al-
kilowych budujacych rdzeii dwuwarstwy lipidowej, stopieni ich nasycenia oraz ich dtugosc,
a jak pokazuja badania réwniez rodzaj grup polarnych [158]. Aby mozliwe bylo okre-
Slenie, jak ta wielkos¢, charakteryzujaca dwuwarstwe lipidowa, zmienia si¢ w obecnoSci
wybranych czasteczek, a szczeg6lnie witaminy C, wykonano pomiary z wykorzystaniem
fluorescencji polaryzacyjne;j.

Wybrana do pomiaréw sonda fluorescencyjna — DPH, charakteryzuje si¢ lokalizacja
w hydrofobowym rdzeniu, ktéry tworza taficuchy alkilowe. Przy zatozeniu, ze sonda znaj-
duje si¢ w ciagtej, jednorodnej blonie tworzacej cienka, hydrofobowa warstwe, mozna
uznac, ze wlasciwosci fizykochemiczne wybranej sondy, w kazdym miejscu blony sa
niezmienne. Wtedy mierzona zmiana anizotropii DPH moze zosta¢ powiazana ze zmiang
potozenia sondy w funkcji czasu, a tym samym z jej ruchliwos$cia i ptynnoscia otaczajacego
ja Srodowiska. Z wykorzystaniem pomiaréw fluorescencji polaryzacyjnej mozliwe jest wy-
znaczenie parametru powiazanego z ptynnoscia btony lipidowej — lokalnej mikrolepkosci
(n) [83]. Parametr ten definiuje si¢ jako:

2.4r
0.362 —r’
gdzie r — anizotropia, wartoS¢ wyznaczona podczas pomiaru, zgodnie z metodyka opisang
w Rozdziale 10.

n= (15.4)
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Wykres 15.4: Zmiana anizotropii dwuwarstwy lipidowej w obecnosci: askorbinianu sodu (czarny),

mocznika (czerwony) oraz d-sorbitolu (bordowy). Pomiary wykonano dla btony DOPC, wyniki
przedstawiono w formie warto$ci §redniej z odchyleniem standardowym dla trzech powtérzen.
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Pomiary wykonano z wykorzystaniem liposoméw DOPC (cpopc = 50 uM), ktére byty
inkubowane z sonda fluroescencyjna (DPH) oraz wybranymi czasteczkami o réznym steze-
niu, tak aby koficowa warto$¢ utamka molowego wynosita od 0 do 0.8. Oprécz okreSlenia,
jak na mikrolepko$¢ dwuwarstwy lipidowej wptywa obecnos¢ jonéw askorbinowych, wy-
konano pomiary dla innych czasteczek, ktérych oddziatywanie z modelowa btona lipidowa
zaprezentowano w Rozdziale 13.

Na Wykresie 15.4 zaprezentowano zmiang anizotropii w funkcji utamka molowego
dla trzech czasteczek: askorbinianu sodu, mocznika oraz d-sorbitolu. W przypadku askor-
binianu sodu widoczny jest spadek anizotropii wraz ze zwigkszajaca si¢ iloScia jondw
askorbinowych. Zaleznos¢ ta charakteryzuje si¢ podobnym przebiegiem dla mocznika oraz
d-sorbitolu. Poréwnujac pomigdzy soba uzyskane wartosci, odpowiadajace anizotropii
probki z jonami askorbinowymi oraz z mocznikiem, wystepuje pomigdzy nimi statystycz-
nie istotna réznica (N = 3, p < 0.05), co wskazuje na to, ze czasteczki te w inny sposob
wplywaja na rdzen dwuwarstwy lipidowej. Podobnie prezentuja si¢ rezultaty poréwnujace
wplyw jonéw askorbinowych oraz d-sorbitolu. Co istotne, poréwnujac wartosci anizotropii
dla prébek z mocznikiem oraz d-sorbitolem to znaczaca statystycznie roznica pomigdzy
nimi pojawia si¢ dopiero dla najwigkszej warto$¢ utamka molowego. Na Wykresie 15.5
zaprezentowano zmiang anizotropii, jednak w tym przypadku oprécz askorbinianu sodu
pokazano wyniki dla glicerolu oraz glikolu propylenowego. Zaréwno w przypadku glice-
rolu, jak i glikolu propylenowego wartosci anizotropii réznig si¢ statystycznie dla kazde;j
warto$ci utamka molowego wzgledem prébki z jonami askorbinowymi (N = 3, p < 0.05).
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Wykres 15.5: Zmiana anizotropii dwuwarstwy lipidowej w obecnosci: askorbinianu sodu (czarny),
glicerolu (granatowy) oraz glikolu propylenowego (niebieski). Pomiary wykonano dla btony DOPC,
wyniki przedstawiono w formie wartosci Sredniej z odchyleniem standardowym dla trzech powt6-
rzen.
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Podobnie jest w przypadku, gdy poréwnano wartosci anizotropii dla prébek z glicerolem
oraz glikolem propylenowym, ktére rowniez rdznig si¢ od siebie statystycznie. Pomimo
tego widoczny jest zblizony przebieg zmian tego parametru dla tych czasteczek w funkcji
utamka molowego. Warto$ci anizotropii rosnie do wartosci utamka molowego réwnej 0.4,
a nastgpnie maleje.

Na podstawie wykonanych pomiaréw technika fluroescencji polaryzacyjnej, z wy-
korzystaniem Rownania (15.4) wyznaczono lokalng mikrolepkos¢ btony lipidowej, co
zestawiono w Tabeli 15.2. Spadek mikrolepkosci najbardziej widoczny jest w przypadku
askorbinianu sodu (A n = 24.8). Zmiana tej wartoSci dla mocznika wynosita An = 9.3,
a An = 14.4 dla d-sorbitolu. W przypadku glicerolu (An = 26.0) oraz glikolu propyleno-
wego (An = 13.9) dochodzi do wzrostu tego parametru dla utamka molowego réwnego
0.4, a nastepnie mikrolepkos¢ maleje 1 wraca do warto$ci poczatkowe;.

Podsumowujac uzyskane rezultaty, obecnos¢ jondw askorbinowych w prébce wpltywa
na anizotropig, a tym samym mikrolepkosci dwuwarstwy lipidowej. Wraz ze wzrostem
ilos¢ moli tej substancji zmniejsza si¢ mikrolepko$¢, a tym samym wzrasta nieuporzad-
kowanie btony i jej ptynnos¢. Podobny efekt uzyskano dla mocznika oraz d-sorbitolu.
W przypadku glicerolu oraz glikolu propylenowego poczatkowo zwigkszajaca si¢ 110S¢
tych czasteczek, zwigksza uporzadkowanie w btonie lipidowej oraz zmniejsza ptynnosé
dwuwarstwy lipidowej, jednak po przekroczeniu okreslonego stosunku mikrolepkos$¢
wraca do warto$ci poczatkowej. Dane literaturowe wskazuja, ze glicerol zwigksza uporzad-
kowanie oraz sztywnoS$¢ bton biologicznych [150]. Por6wnujac wplyw innych czasteczek
na ptynnos¢ blony lipidowej, to w przypadku czasteczek hydrofobowych, takich jak a-to-
koferol, czy amfifilowych, jak pochodna kwasu askorbinowego — estry alkilowe kwasu
askorbinowego zwigkszaja one anizotropi¢ dwuwarstwy lipidowej [159, 160]

Analizujac zmiang anizotropii, a tym samym ptynnosci dwuwarstwy lipidowej, w kon-
tekscie jej przepuszczalnosci, to jak pokazuja badania z wykorzystaniem r6znych molekut
(m.in. mocznika, czy amoniaku) wraz ze wzrostem ptynnosci btony lipidowej zwigksza
si¢ jej przepuszczalno$¢ [161]. Podobny charakter zmiany anizotropii w funkcji rosna-
cego utamka molowego (Wykres 15.4) dla czasteczek kontrolnych (mocznika, d-sorbitolu)
oraz askorbinianu sodu moze by¢ kolejnym parametrem wskazujacym na zdolnos¢ tej

Tabela 15.2: Wyliczone warto$ci mikrolepkosci na podstawie pomiaru anizotropii dla pigciu réznych
czasteczek: askorbinianu sodu, mocznika, d-sorbitolu, glicerolu oraz glikolu propylenowego.

Utamek Mikrolepkosé [cP]
molowy
Askorbinian Mocznik D-sorbitol Glicerol Glikol
sodu propylenowy
0 787 +14 | 787 +14 78.7 +1.4 78.7+ 1.4 787+ 1.4
0.2 62.0+£0.7 | 750+05 | 746+05 | 95.1+£04 87.4+0.3
0.4 63.8+05 | 746+04 | 76.0+0.9 | 105.1+0.2 926+ 14
0.6 59.1+03 | 695£1.8 | 71.1+05 | 81.3£0.9 86.3 £ 0.1
0.8 539+14 | 643£05 | 694+02 | 78.8+04 79.7£ 0.9
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czasteczki do dyfuzji prostej przez blong lipidowa. Dodatkowo uwzgledniajac znana
z literatury wartoS¢ wspoiczynnika podziatu oktanol/woda, wskazujaca na hydrofilowy
charakter witaminy C, nie powinno si¢ obserwowa¢ wptywu tej molekuty na ptynnos¢ dwu-
warstwy lipidowej powiazanej z jej hydrofobowa czgscia. Jednak warto$¢ wspotczynnika
podziatu blona/woda uzyskana w prowadzonych badaniach jest sp6jna z uzyskanymi rezul-
tatami, wskazujacymi na wptyw jonéw askorbinowych na uporzadkowanie hydrofobowego
obszaru dwuwarstwy lipidowe;.

15.3 Ladunek powierzchniowy

W celu okreslenia, jak zmienia si¢ warto$¢ tadunku powierzchniowego btony lipido-
wej w obecnosci jondw askorbinowych wykonano pomiary z wykorzystaniem techniki
elektroforetycznego rozpraszania §wiatla. Umozliwia ona pomiar mobilnosci elektrofore-
tycznej oraz wyznaczenie potencjatu zeta. Mobilnos¢ elektroforetyczna jest powiazana
z tadunkiem efektywnym (Qef), czyli ilosScig tadunkdw, przypadajaca na jedna strukture,
w tym przypadku na jeden liposom, poprzez réwnanie:

He
= e 15.5
Oet 67t Ror (15.5)

gdzie t, — mobilnos¢ elektroforetyczna, 1, — lepkos¢ osrodka, R.f — promien efektywny

badanej struktury, definiowany jako wielko$¢ badanej struktury wraz z warstwa Sterna.
Dla odpowiednio niskich warto$¢ elektrolitéw w probce (10—-100 mM), potencjat zeta

jest dobrym przyblizeniem tadunku powierzchniowego [162]. Do pomiaréw wybrano
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Wykres 15.6: Zmiana potencjatu zeta w funkcji stosunku molowego lipidéw do wybranych czaste-
czek.
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btong lipidowa zbudowana z lipidow DOPC, ktore to sa lipidami obojnaczymi, a wartos¢
potencjatu zeta dla takich liposoméw powinna przyjmowaé warto$¢ zblizong do zera.
Liposomy o okreslonym stezeniu lipidu (cpopc = 1 mM) inkubowano przez trzy godziny
w temperaturze 37°C, a nastgpnie wykonano pomiar. Podobnie, jak w przypadku poprzed-
nich wiasciwosci fizykochemicznych oprécz pomiaréw dla jonéw askorbinowych w celu
poréwnania wybrano inne molekuty. Na Wykresie 15.6 zaprezentowano, jak zmienia si¢
warto$¢ potencjatu zeta w funkcji stosunku molowego lipidéw do okreslonej substancji. Dla
prébki kontrolnej, liposoméw DOPC, uzyskano warto$¢ potencjatu zeta (o = 0.5 +0.2).
Ze wzgledu na to, ze btona liposoméw zbudowana jest z lipidéw o tadunku neutralnym,
warto$¢ potencjatu zeta powinna by¢ bliska zeru. Na mozliwe odchylenia moga wptywac
grupy polarne, polaryzacja wody, jak 1 mozliwe zanieczyszczenia w probce [158, 163].
Gdy w prébee oprécz modelowej blony lipidowej — liposom6w, znajduja si¢ jony askorbi-
nowe, potencjat zeta wzrasta w niewielkim stopniu (Al = 2.1 mV). W przypadku prébki,
gdzie znajduja si¢ jony askorbinowego, warto$¢ potencjatu zeta roSnie wraz ze wzrostem
stosunku molowego, jednak od nyipia/ne; = 50 nastepuje stabilizacja tej wielkosci, co
znajduje takze odzwierciedlenie w niewykryciu statystycznie istotnej r6znicy pomigdzy
$rednimi warto$ciami { dla lipid /ne; = 50 oraz 100 (N = 3, p > 0.05). Analogicznie
prezentuja si¢ rezultaty dla pomiaréw z innymi molekutami. Poréwnujac pomigedzy soba
wartos$ci potencjatu zeta dla prébek z askorbinianem sodu oraz innymi czasteczkami, to dla
kazdej wartosci stosunku molowego mipid /1, pojawiaja sig statystycznie istotne réznice.
Podobnie, jak w przypadku mikrolepkos$ci mozna zauwazy¢, ze wartoSci dla d-sorbitolu
oraz mocznika, jak i glikolu propylenowego oraz glicerolu sa do siebie zblizone. Moze
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Wykres 15.7: Zmiana mobilnoSci elektroforetycznej (o$ lewa) oraz tadunku efektywnego (0§ prawa)
w funkcji stosunku molowego lipidéw do wybranych czasteczek.
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to wynikac z podobnego rodzaju oddziatywan tych czasteczek z btona lipidowa, jak i ich
wiasciwosci.

Wykorzystujac Réwnanie (15.5) wyznaczono warto$¢ tadunku efektywnego, czyli
wielko$¢ okreslajaca, jaka liczba tadunkéw przypada na jeden liposom. Jako promien efek-
tywny wykorzystano zmierzong wartos¢ Srednicy hydrodynamicznej. Biorac pod uwage, ze
warstwe Sterna stanowi kilka warstw czasteczek wody zmierzona warto$¢ Srednicy hydro-
dynamicznej stanowi dobre przyblizenie promienia efektywnego badanej struktury [163].
Wyznaczong warto$¢ tadunku efektywnego oraz zmiang mobilnos¢ elektroforetyczne;j
zaprezentowano na Wykresie 15.7. Zmiana tadunku efektywnego w funkcji stosunku
molowego dla kazdej z molekul przebieg w analogiczny sposob, jak zmiana potencjatu
zeta. W przypadku obecnosci jonéw askorbinowych w prébee ilos¢ tadunkéw efektywnych
ro$nie dwudziestokrotnie wzgledem warto$ci poczatkowe;.

Analogicznie, jak w Rozdziale 13 zaprezentowano zestawienie fadunku efektywnego
w funkcji wybranych wtasciwosci fizykochemicznych molekut, co przedstawiono na Wy-
kresie 15.8. Mozna zaobserwowac, ze wraz ze wzrostem masy czasteczkowej zmniejsza
si¢ 1lo$¢ tadunkéw efektywnych na powierzchni liposoméw, podobng zalezno$¢ mozna
zauwazy¢ w przypadku wartosci logarytmu z wspétczynnika podziatu oktanol/woda. Wraz
ze zmniejszeniem tej wielkosci spada liczba tadunkéw efektywnych. W przypadku punk-
téw pK,, podobnie jak dla zestawien prezentujacych zmiang entalpii molowej w funkcji
tego parametru, cigzko jest ocenié, czy wielko$¢ ta ma znaczenie, ze wzgledu na brak
danych dla catego przekroju osi pH. Na Wykresie 15.9 zestawiono zmiang¢ tadunku efek-
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Wykres 15.8: Zestawienie zmiany tadunku efektywnego Q.r w funkcji wybranych wtasciwosci
molekut: (a) masy czasteczkowej, (b) logarytmu ze wspétczynnika podziatu oktanol/woda (Ko /w),
(c) wartoSci pH odpowiadajacej punktom pK,, (d) pola powierzchni polarne;.
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Wykres 15.9: Zestawienie zmiany tadunku efektywnego Q. w funkcji warto$ci mikrolepkosci
wybranych molekut uzyskanej podczas wykonanych pomiaréw.

tywnego w funkcji wartosci mikrolepkoS$ci, ktéra wyznaczono w trakcie prowadzenia
badan. Widoczny jest wzrost tadunku efektywnego wraz ze wzrostem mikrolepkosci dla
trzech molekul — witaminy C, mocznika oraz d-sorbitolu, co moze wskazywac, ze te
istnieje grupa czasteczek, dla ktorej te parametry sg ze soba skorelowane.

Dodatkowo, aby sprawdzié, czy oprocz zmiany potencjatu zeta obecnos$¢ czasteczek
wptywa na Srednice hydrodynamiczna (Dy) liposoméw, wykonano pomiary technika
DLS. Uzyskane wartoS¢ prezentujace Sredni rozktad wielkoSci liposoméw oraz PDI dla
badanych probek, zestawiono w Tabeli 15.3. Dla prébki kontrolnej, czyli liposoméw DOPC,
Srednica hydrodynamiczna wynosita Dy, = 152 nm, natomiast w obecno$ci askorbinianu
sodu wartos¢ tego parametru spadta do Dy, = 116 nm, co przesuwa rozklad prezentujacy
Srednicg struktur w prébce w strong mniejszych warto$ci wraz ze zwigkszong ilo$cig jonéw
askorbinowych. Podobna zmiana widoczna jest dla pozostatych czasteczek. Zjawisko
to moze wynika¢ z obecnosci jonéw w roztworze, co wptywa na grubo$¢ podwdjnej
warstwy elektrycznej, okreslanej jako dlugos¢ Debay’a [121]. Jednak, w takim przypadku

Tabela 15.3: Rozktad rozmiar6w oraz polidyspersyjnos¢ dla liposoméw w obecnosci réznych
czasteczek. Wynik przedstawiono w formie wartosSci Sredniej z trzech pomiaréw.

Prébka \ Dy, [nm] PDI
Kontrola 152 4+ 35 0.15 £ 0.03
Askorbinian sodu 116 £ 25 0.08 £ 0.01
Mocznik 115 £+ 31 0.09 + 0.01
D-sorbitol 115 £ 27 0.07 £+ 0.01
Glicerol 1154+ 28 0.09 £+ 0.01
Glikol propylenowy 120 £ 26 0.09 + 0.01
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wartos¢ Srednicy hydrodynamicznej powinna zmniejszac si¢ wraz ze wzrostem stgzenia
substancji w prébce, czego nie zaobserwowano. Ze wzgledu na to, ze dzigki pomiarowi
DLS mierzony jest rozktad rozmiaréw, lokalna zmiana Srednicy hydrodynamicznej mogta

zostaé nie zaobserwowana [121].
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Gléwnym celem prowadzonych badan byto okreslenie, jak mozliwe oddzialywania
pomiedzy witaming C a dwuwarstwa lipidowa wptywaja na wlasciwosci fizykochemiczne
btony lipidowej z jednoczesnym odniesieniem uzyskanych rezultatéw do transportu wi-
taminy C przez blong komoérkowa. Na poczatku postawiono trzy tezy badawcze, ktére
stanowily punkt wyjsciowych w prowadzonych badaniach.

Pierwsza czg$¢ pracy prezentujaca wyniki eksperymentalne, potwierdzita teze, ze
pomiedzy witaming C a dwuwarstwa lipidowa zachodza wysokoenergetyczne oddziaty-
wania. Co wigcej, w zaleznosci od sktadu lipidowego oddzialywania te zmieniaja swoja
specyfike. Obecnos¢ cholesterolu wydtuza proces dochodzenia do réwnowagi, a DOPE
przyspiesza z jednoczesnym obnizeniem wartoSci ciepta wydzielonego podczas zacho-
dzacych oddziatywarn. Natomiast obecno$¢ ujemnie natadowanego lipidu DOPS zmienia
charakter mierzonych oddziatywan z egzotermicznych na endotermiczne. Wyniki zapre-
zentowane dla oddziatywan z dwuwarstwa lipidowa o r6znym uporzadkowaniu (w fazie
zelowej oraz ciektokrystalicznej) wskazaly, ze parametr ten nie wptywa na uzyskane
rezultaty. W przypadku zmiennego pH Srodowiska wodnego zmierzono, jak zmieniajq
si¢ oddzialywania w pH fizjologicznym (7.4) oraz rownym punktowi pK, kwasu askor-
binowego (pK,; = 4.2). Wyniki wskazuja, ze gléwna forma witaminy C, ktéra generuje
wysokoenergetyczne oddziatywania sa jony askorbinowe.

Uzyskane rezultaty stanowity podstawe do drugiej czg¢sci badan, w ktérej przy wy-
korzystaniu odpowiednich modeli wyznaczono wspétczynnik podziatu blona/woda oraz
wspotczynnik przepuszczalnosSci dla jonéw askorbinowych. Dzigki specyficznym oddzia-
tywaniom pomigedzy witamina C a dwuwarstwa lipidowa, dane rzeczywiste z pomiaréw
kalorymetrycznych pozwolity na wykorzystanie znanego z literatury modelu stosowanego
do wyznaczenia wspotczynnika podziatu blona/woda oraz stworzenie nowego modelu,
na podstawie zaleznoSci stosowanych w badaniach dotyczacych wyznaczenia kinetyki
reakcji enzymatycznych, pozwalajacego wyznaczy¢ wspolczynnik przepuszczalnoSci.
W przypadku wspdtczynnika podziatu blona/woda uzyskane rezultaty wskazuja na wigk-
sze powinowactwo witaminy C do dwuwarstwy lipidowej niz do §rodowiska wodnego
(log(Ko /w) wynoszacy od 2.7 do 3.6 w zaleznosci od sktadu dwuwarstwy lipidowej), co
jest wynikiem przeciwnym do wartoSci klasycznego wspotczynnika oktanol/woda dla wi-
taminy C, wskazujacym na jej wigksze powinowactwo do Srodowiska wodnego. Uzyskane
rezultaty wspotczynnika przepuszczalnosci sa zgodne, co do rzgdu, z warto$ciami literatu-
rowymi, oraz potwierdzaja wstepne wnioski z czgsci pierwszej dotyczacej wptywu sktadu
dwuwarstwy lipidowej na transport witaminy C. Potwierdza to, ze wyznaczone parametry
termodynamiczne oraz uzyskane dane rzeczywiste z pomiaréw oddzialtywan pomiedzy
witaming C a dwuwarstwa lipidowa umozliwity wyznaczenie wielkosSci charakteryzujacych
transport witaminy C przez btong lipidowa.

Ostatnim celem prowadzonych badan byto okreslenie, czy witamina C wplywa na
wlasciwosci fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej. Wykonano pomiary pozwalajace
stwierdzi¢, czy obecnos¢ tej molekuty zmienia warto$¢ temperatury przejScia fazowego,
mikrolepkosci oraz tadunku powierzchniowego dwuwarstwy lipidowej. Obecnos¢ jonéw
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askorbinowych doprowadzita do zaniku przedprzejscia fazowego oraz w niewielkim stop-
niu obnizyla temperatury przejScia fazowego. Proces ten mozna powiazac¢ z wpltywem
jonéw askorbinowych na interfazg dwuwarstwy lipidowej. Witamina C zmienia ptynnos¢
hydrofobowego obszaru btony lipidowej, co jest interesujacym rezultatem. Znany z litera-
tury hydrofilowy charakter tej molekuty wskazywatby, ze nie powinna ona oddziatywaé
oraz ulega¢ dystrybucji w fazie hydrofobowej. Jednak wynik ten jest spdjny z wyznaczong
wartoscig wspotczynnika podziatu btona/woda, wskazujaca na wigksze powinowactwo
witaminy C do dwuwarstwy lipidowe;.

Podsumowujac powyzsze, w ramach prowadzonych badan sformutowano nastgpujace
wnioski odnoszace si¢ do postawionych tez badawczych:

1. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczku-
jacej potwierdzity wystgpowanie wysokoenergetycznych oddziatywan pomigdzy
witaming C a modelem blony lipidowej, w tym:

* Obecnos¢ cholesterolu, DOPE oraz DOPS w skladzie dwuwarstwy lipidowej
wplywa na mierzone oddzialywania, czego nie zauwazono dla zmiennego
uporzadkowania btony lipidowe;j.

* Réznice w oddziatywaniach w zaleznosci od pH Srodowiska wskazuja, ze za
wysokoenergetyczne oddzialywania odpowiedzialna jest witamina C w formie
jondéw askorbinowych.

2. Uzyskane parametry termodynamiczne z badan kalorymetrycznych umozliwity
wyznaczenie wielko$ci charakteryzujacych transport witaminy C przez dwuwarstwe
lipidowa, w tym:

* Wyznaczono wspoiczynnik podzialu btona/woda dla witaminy C, ktérego
warto$¢ wskazuje na wigksze powinowactwo tej molekuly do Srodowiska
niepolarnego.

* Wyznaczono wspoétczynnik przepuszczalnosci witaminy C przez dwuwarstwe
lipidowa o r6znym sktadzie wykorzystujac nowa metodg¢ analizy danych.

* Obecnos¢ cholesterolu obniza warto$¢ wspoétczynnika przepuszczalnosci, nato-
miast DOPE zwigksza, co jest zgodne z wptywem tych lipidéw na wtasciwosci

btony lipidowe;.

3. Oddziatywania pomigdzy witaming C a dwuwarstwa lipidowa wptywaja na niektore
z jej wlasciwosci fizykochemicznych, a doktadnie;j:

* Wykazano, ze obecnoSci jonéw askorbinowych obniza temperature przejscia
fazowego oraz doprowadza do zaniku przedprzejscia fazowego, co mozna
powiazac z jej wplywem na interfaz¢ dwuwarstwy lipidowe;.

* Witamina C wptywa na ptynno$¢ hydrofobowego obszary btony lipidowej, co
wraz z uzyskang warto$¢ wspotczynnika podziatu blona/woda moze wskazywac
na transport tej molekuly na drodze dyfuzji pasywne;.
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Podsumowanie przeprowadzonych badain wymaga odniesienia si¢ do aktualnego stanu
wiedzy dotyczacego transportu witaminy C przez blong¢ komoérkowa opisanego w Roz-
dziale 1. Opierajac si¢ na poznanych do tej pory modelach opisujacych transport tej
molekuty przez btong komérkowa w organizmie cztowieka, pojawia si¢ klika problema-
tycznych kwestii, ktére nie zostaty wyjasnione. Porownujac warto$¢ stezenia witaminy C
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (40-400 uM [164]) ze stezeniem w wybranych komor-
kach (od 0.05 mM w erytrocytach do 10 mM w neuronach [2]), konieczne jest zwrdcenie
uwagi na to, jak duzy gradient st¢zen wystgpuje pomigdzy przestrzenia zewnatrz- oraz
wewnatrzkomoérkowa. O ile poznane do tej pory i zbadane transportery biatkowe (SVCTI1
oraz SVCT2) odgrywaja kluczowa rolg w procesie przenoszenia witaminy C do wnetrza
komorki, to brak wyjasnienia przeciwstawnego mechanizmu, ktéry przy tak duzych rézni-
cach wartos$¢ stezen, jest konieczny do wygenerowania okreslonego poziomu witaminy C
w wybranych tkankach. W Rozdziale 1 opisano wchianianie jonéw askorbinowych w je-
licie, i zwrdocono uwage na to, ze w modelu opisujacym przepltyw tych jonéw brakuje
elementu dotyczacego procesu wyptywu witaminy C do przestrzeni migdzykomorkowych,
jak 1 wnetrza jelita. Innym przyktadem sa komorki znajdujace si¢ w mézgu. Neurony pro-
dukuja DHA, ktore jest redukowane w astrocytach do jonéw askorbinowych. Nie poznano
do tej pory mechanizmu, ktéry odpowiadatby za wyptyw tych jonéw do przestrzeni zewna-
trzkomoérkowej [14]. Nie mozna tutaj zapomnie€ o transporterach GLUT, ktére réwniez
biorg udziat w posrednim transporcie witaminy C. Jednak, ze wzgledu na niskie stgzenie
DHA we krwi (< 2 uM), nie mozna uzna¢ tego mechanizmu transportu witaminy C za
dominujacy w utrzymaniu jej lokalnej homeostazy [14].

Jak pokazano w prowadzonych badaniach mozliwy mechanizm transportu witaminy C
na drodze dyfuzji prostej, moze by¢ brakujacym elementem w spdjnym opisie transportu
tej molekuty przez btong komérkowa. Do tej pory, ze wzgledu na hydrofilowy charakter
witaminy C nie uwazano, ze transport na drodze dyfuzji prostej przez hydrofobowy rdzen
dwuwarstwy lipidowej moze stanowic istotny wktad w mechanizmy transportu tej cza-
steczki. Jednak, jak pokazano w prowadzonych badaniach, warto$¢ wspétczynnika podziatu
btona/woda rézni si¢ do danych literaturowych (log(Kq yw) 0d 2.7 do 3.6 w zaleznosci od
sktadu dwuwarstwy lipidowej). Ten wynik wraz z pozostatymi rezultatami pokazujacymi,
ze obecnosci witaminy C prowadzi do okreS§lonych oddziatywan z dwuwarstwa lipidowa,
a w szczegdlnosci z jej interfaza, wskazuje na to, ze transport na drodze dyfuzji proste;j
moze by¢ brakujacym elementem modelu opisujacego utrzymanie lokalnej homeostazy
witaminy C, jak pokazano w [14]. Dodatkowo uzyskane rezultaty stanowity punkt wyj-
Sciowy w modelu opisujacym dochodzenie do réwnowagi wewnatrzkomoérkowego stgzenia
jonéw askorbinowych, i jego mozliwej aplikacji w doustnej podazy witaminy C [165].
Pokazuje to istotno$¢ prowadzonych badan oraz wskazuje potencjalne ich zastosowanie.
Dodatkowo metoda izotermicznej kalorymetrii miareczkujacej bedaca gtéwna technika
pomiarowa w prowadzonych badaniach, oraz stworzony model analizy danych moze zosta¢
szeroko zastosowana w charakteryzacji oddziatywan pomigedzy liposomalnymi noSnikami
lekéw (m.in. stosowanymi w szczepionkach mRNA) a strukturami biologicznymi. Takie
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badania sa niezwykle istotne w kontekscie biodostgpnosci, efektywnosci dziatania, jak
1 wystapienia mozliwych dziatan niepozadanych substancji leczniczych.
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Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do sub-
stancji znajdujacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla
liposoméw: DOPC (czarny) oraz DOPC + 15% mol DOPS (granatowy)
Termogramy prezentujace ciepto miareczkowania 1 mM liposoméw
DPPC w temperaturze: (a) 25°C, (b) 45°C do 10 mM askorbinianu sodu
Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do sub-
stancji znajdujacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla
liposoméw: DOPC (czarny), DPPC 25°C (ciemnozielony), DPPC 45°C
(Jasnozielony) . . . . . . ..
Termogramy prezentujace cieplo miareczkowania: (a) 1 mM liposoméw
DOPC do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4), (b)
0.5 mM liposoméw DOPC do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 100 mM
bufor octanowy, pH4.2) . . . . . . . ... L
Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do sub-
stancji znajdujacej si¢ w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu
dla liposoméw: DOPC w pH 7.4 (czarny, szary) oraz pH 4.2 (bordowy,
CZETWONY) . & v v v v e e e e e e e e e e e e e e e e
Termogramy prezentujace cieplo miareczkowania: (a) 5 mM liposomow
DPPC do 10 mM d-sorbitolu, (b) 5 mM liposoméw DPPC do 5 mM
mocznika . ...
Termogram prezentujacy ciepto miareczkowania 5 mM liposoméw DPPC
doO5SmMglicerolu. . . . . . ... ... .
Termogram prezentujacy ciepto miareczkowania 5 mM liposoméw DPPC
do 0.4 mM glikolu propylenowego . . . . . .. ... .. ... ... ..
Zestawienie zmiany entalpii molowej AH o w funkcji wybranych wtasci-
woSsci molekul: (a) masy czasteczkowej, (b) logarytmu z wspo6tczynnika
podziatu oktanol/woda (Ko w), (¢) wartosci pH odpowiadajacej punktom
pKa, (d) pola powierzchnipolarnej . . . . . . . . ... ... ... ...

Reprezentatywne wyniki przedstawiajace ciepto kumulatywne w funkcji
stezenia lipidu wraz z dopasowaniem funkcja (Réwnanie (14.2)) . . . .
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Reprezentatywne wyniki przedstawiajace przeksztalcenie danych rzeczy-
wistych. ZaleznoSci dla pojedynczego nastrzyku odpowiadaja wykresowi:
(a) I mM liposomy DOPC + 15% mol DOPE, (b) 1mM liposomy DPCC
w temperaturze 25°C miareczkowane do 10 mM askorbinianu sodu wraz
z dopasowaniem funkcja opisang Réwnaniem (14.8) . . . . . . . .. ..

Przebieg charakterystyki zmiany znormalizowanej Sredniej liczby zliczen
w funkcji temperatury dla zakresu 27-45°C dla 1 mM liposoméw DPPC
Znormalizowana Srednia liczba zliczen w funkcji temperatury dla 1 mM
liposoméw DPPC wraz z dopasowaniem funkcja Boltzmanna . . . . . .
Przebieg charakterystyki zmiany znormalizowanej Sredniej liczby zliczen
w funkcji temperatury dla zakresu 27-45°C dla 1 mM liposoméw DPPC
w obecnos$ci 10 mM askorbinianusodu . . . . . ... ..o
Zmiana anizotropii dwuwarstwy lipidowej w obecnosci: askorbinianu
sodu (czarny), mocznika (czerwony) oraz d-sorbitolu (bordowy)
Zmiana anizotropii dwuwarstwy lipidowej w obecnoSci: askorbinianu
sodu (czarny), glicerolu (granatowy) oraz glikolu propylenowego (nie-
bieski) . . . . .
Zmiana potencjatu zeta w funkcji stosunku molowego lipidéw do wybra-
nychczasteczek . . . . . . ...
Zmiana mobilnosci elektroforetycznej (0§ lewa) oraz tadunku efektyw-
nego (0§ prawa) w funkcji stosunku molowego lipidéw do wybranych
czasteczek . . . . .. L
Zestawienie zmiany tadunku efektywnego Qs w funkcji wybranych
wlasciwoSci molekut: (a) masy czasteczkowej, (b) logarytmu ze wspot-
czynnika podziatu oktanol/woda (Ko /w), (¢) wartosci pH odpowiadajacej
punktom pK,, (d) pola powierzchni polarnej . . . . . . .. .. ... ..
Zestawienie zmiany tadunku efektywnego Q¢ w funkcji wartosci mikro-
lepkosci wybranych molekut uzyskanej podczas wykonanych pomiaréw
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