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STRESZCZENIE

Alternatywnym sposobem zwiekszenia biernej przepuszczalno$ci bton biologicznych dla czgsteczek biologicznie
aktywnych, w tym lek6w, jest elektroporacja. Pod wptywem pola elektrycznego o odpowiednich parametrach
w fazie lipidowej bton biologicznych pojawiaja si¢ pory. Podatnos¢ blony na elektroporacje zalezy od wielu
czynnikéw, w tym otoczenia komoérki oraz od stanu lipidow tworzacych blony. Wyniki badan doswiadczalnych
oraz teoretycznych dotyczace wplywu wybranych produktow utlenienia lipidow na podatno$¢ blony na
elektroporacj¢ nie prowadza do jednoznacznych konkluzji. Celem niniejszej pracy jest zbadanie wplywu
wszystkich produktéw utlenienia lecytyny jajecznej obecnych w utlenionej lecytynie na przebieg elektroporaciji.
Produkty utlenienia lecytyny zbadano technikg spektroskopii podczerwieni. Pomiary warto$ci parametréw elek-
trycznych i elektroporacyjnych utworzonych bton przeprowadzono za pomoca potencjostatu-galwanostatu
w uktadzie 4-elektrodowym. Porownanie wynikdéw badan z uzyciem bton utworzonych z lecytyny utlenionej oraz
nieutlenionej wykazato spadek warto$ci pojemnosci wiasciwej, wzrost rezystancji oraz stabilno$ci blony zawiera-
jacej produkty utlenionej lecytyny. Uzyskane wyniki badan mogg by¢ przydatne w optymalizacji protokolow
elektroporacyjnych u pacjentoéw szczegdlnie narazonych na czynniki utleniajgce np. wiekszg ekspozycje na UV.

Stowa kluczowe: elektroporacja, utlenienie lipidow, parametry elektroporacyjne

ABSTRACT

An alternative way of increasing the passive permeability of biological membranes to biologically active
molecules, including drugs, is electroporation. Electric field of the relevant parameters applied to biological
membranes creates pores in lipid part of membranes. Membrane susceptibility to electroporation depends on many
factors: external environment of the cell, as well as a condition of membrane lipids. The results of experimental
and theoretical research on influence of selected products of lipid oxidation on membrane susceptibility to
electroporation do not lead to clear conclusions. The aim of this study is to examine the impact of all the products
of oxidation of egg lecithin on the electroporation process. The oxidation of lecithin was examined by infrared
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spectroscopy. Measurements of the electrical membrane characteristics and parameters of electroporation were
performed using a potentiostat-galvanostat in a four-electrode system. Comparison of the results obtained in
experiments performed on oxidized and unoxidized lecithin have revealed a decline in the value of the specific
capacity, an increase in the resistance, and stability of the membrane containing the oxidized lipids. These results
may be useful in optimizing protocols of electroporation for patients, particularly those exposed to oxidizing
agents, e.g. exposure to UV.

Keywords: electroporation, lipids oxidation, parameters of electroporation

1. Wstep
1.1. Elektroporacja

Blona komérkowa stanowi nieprzenikalng barierg dla wielu substancji. Dlatego niektore czasteczki nie
sg w stanie przedosta¢ si¢ do lub z komorek w sposob bierny, a w ich transporcie uczestnicza np. biatka
(transport aktywny, nosnikowy oraz poprzez biatka kanatowe) lub pecherzyki lipidowe (endo- lub
egzocytoza). Alternatywnym sposobem zwigkszania biernej przepuszczalnosci bton dla czasteczek, dla
ktorych btona byta nieprzepuszczalna lub przepuszczalna w niktym stopniu, jest elektroporacja (EP).
Pod wptywem pola elektrycznego o odpowiednich parametrach w fazie lipidowej bton biologicznych
pojawiajg si¢ pory, ktorych wielko$¢ i czas Zycia jest przedmiotem wielu badan. Utworzenie alternatyw-
nej drogi wymiany molekularnej pomiedzy wnetrzem komorki i jej otoczeniem znajduje zastosowanie
w wielu dziedzinach takich jak: biologia, biotechnologia i medycyna [1, 2, 3].

Od lat pigc¢dziesiatych XX wieku wiadomo, ze impulsy elektryczne prowadza do inaktywacji
mikroorganizmow takich jak Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis, Streptococcus
cremoris i Micrococcus radiodurans [4], dlatego elektroporacja moze stanowi¢ alternatywe pasteryzacji
w przemysle spozywczym [5]. Poniewaz EP jest metoda nietermiczng, wigc pozwala na zachowanie
smaku, koloru i struktury danego produktu, jest stosowana gtéwnie do pasteryzacji produktow ciektych
takich jak np. sok pomaranczowy [6]. W przemysle spozywczym stosuje si¢ elektroporacje nieodwra-
calng, ktora znalazta takze zastosowanie w medycynie jako alternatywa dla termicznej ablacji tkanek
(gtéwnie jako narzg¢dzie w chirurgii) przy usuwaniu zmian nowotworowych ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem zmian usytuowanych w okolicach duzych naczyn krwionosnych [7, 8]. Elektroporacja znalazta
takze zastosowanie jako metoda ulatwiajgca fuzje bton lipidowych zaréwno biologicznych, jak
i sztucznych. Proces ten nosi nazwe elektrofuzji. Jego molekularny mechanizm, podobnie jak mecha-
nizm elektroporacji, nie zostal jeszcze doktadnie poznany, jednak metoda ta jest stosowana w wielu
laboratoriach [9, 10] do badania np. warunkéw elektrofuzji komoérek [11, 12, 13].

Terapia genowa stanowi obiecujace narzedzie do walki z chorobami genetycznymi zaréwno
nabytymi, jak wrodzonymi. Polega na wprowadzeniu materiatu genetycznego do komorek organizmu z
dysfunkcjami, ktory pozwolitby na przywrocenie im prawidlowego funkcjonowania. Dotychczas
transfer duzych czasteczek, jak DNA i RNA do komorek byt realizowany za pomoca no$nikow,w tym
wirusowych. EP moze stanowi¢ alternatywna metode dostarczania materiatu genetycznego [14],
poniewaz pole objete terapia jest ograniczone do obszaru wyznaczonego przez elektrody. Dzieki temu
nie powoduje wysokiej odpowiedzi immunologicznej i ma znacznie wigksza wydajnos¢ w pordwnaniu
do metody bazujacej na wektorach wirusowych [15]. Zastosowanie EP w potgczeniu z terapia
fotodynamiczng powoduje minimalizacje efektéw ubocznych dziatania fotouczulaczy, poniewaz przy
terapii taczonej, mozna zmniejszy¢ dawki fotouczulaczy [16, 17].

Innym medycznym zastosowaniem EP jest wprowadzanie lekow przez skore [18, 19]. Badania nad
skutecznos$cia stosowania EP w tym celu byly przeprowadzane zaréwno in vitro, jak i in vivo [20].
Wydajnosc¢ tego procesu zalezy od parametréw impulsu elektroporacyjnego (amplitudy, czestotliwosci,
ksztattu, czasu trwania impulsu) oraz wlasciwosci fizyko-chemicznych leku (tfadunek, lipofilno$¢, masa
czgsteczkowa) [21]. Wydajno$¢ wprowadzania substancji czynnej przez skore mozne by¢ zwigkszona
poprzez taczne stosowanie EP z ultradzwigkami, jonoforezg lub wybranymi zwigzkami chemicznymi
[21, 22, 23]. Mozna zatem przy odpowiednio dobranych parametrach impulsu elektroporacyjnego
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wprowadza¢ do organizmu leki o réznym dziataniu np. przeciwbolowym [24], przeciwzapalnym [23],
anestetycznym [25] czy cytostatycznym [26].

Jednym ze szczegdlnych przypadkow przezskornego dostarczania lekow z udziatem EP jest elektro-
chemioterapia (ECT) [27]. Polega ona na zwigkszeniu skuteczno$ci chemioterapii z wykorzystaniem
np. bleomycyny i cis platyny [28]. Wspomaganie chemioterapii elektroporacja pozwala na zwigkszenie
wydajnosci dziatania leku, a przez to zmniejszenie jego dawek i toksycznych efektow ubocznych. Testy
wykazaly, ze mozna uzyskac¢ nawet 500-krotny wzrost skutecznosci bleomycyny in vitro w porownaniu
do standardowych metod jej wprowadzania [29], co przektada si¢ na niemal 75% wzrostu skutecznosci
tego leku in vivo [27, 30].

Poniewaz zastosowanie EP do docelowego wprowadzania lekéw jest stosunkowo nowym rozwig-
zaniem, ciagle pracuje si¢ nad optymalizacjg parametrow procesu oraz Wykorzystywanego do zabiegow
sprzetu [24, 31, 32]. Opracowania te maja na celu obnizenie dyskomfortu odczuwanego przez pacjenta
w trakcie zabiegu oraz zwigkszenie wydajnosci procesu [33].

Na wydajnos¢ i przebieg elektroporacji ma wptyw wiele czynnikéw, ktore modyfikuja wiasciwosci
dwuwarstw lipidowych. Moga one stabilizowa¢ lub destabilizowa¢ dwuwarstwe, wptywajac w ten
sposob na jej podatnos$¢ na EP. Surfaktanty stosuje si¢ jako modyfikatory wtasciwosci bton lipidowych
robwniez w elektroporacji skory, w celu zwigkszenia wydajnosci procesu [23]. Wykazano, ze C12E8
(glikol polioksyetylenowy), obniza napigcie przebicia bton lipidowych [34] nawet siedmiokrotnie [35].
Nie wszystkie surfaktanty wptywaja w taki sam sposob na wtasciwosci bton lipidowych. To, czy beda
zwigksza¢ czy zmniejsza¢ podatnos¢ blon na EP, zalezy od ich struktury chemicznej. Na przyktad inny
surfaktant P188 (poloxamer) dziata antagonistycznie do wspomnianego juz CI12E8 i podwyzsza
napigcie przebicia dwuwarstw lipidowych [35, 36], obniza ich pojemnos¢ elektryczng i wydtuza czas
odtwarzania ciaglej struktury membrany po elektroporacji [36].

Sktad lipidowy btony ma znaczacy wptyw na jej wlasciwosci i funkcje. Cholesterol obecny w bto-
nach komorkowych zwigksza uporzadkowanie i upakowanie lipidow w czgséci hydrofobowej membra-
ny, zmniejsza jej przepuszczalnos$¢, a tym samym podatnos$¢ na elektroporacje [37, 38]. Ponadto jego
specyficzna budowa (sztywne pierscienie i mata grupa hydrofilowa) determinuje umiejscowienie
cholesterolu w dwuwarstwie, powodujac zmniejszenie $rednicy pora w poréwnaniu do bton bez choles-
terolu [39]. Wykazano takze, ze zawarto$¢ utlenionego cholesterolu w membranach znacznie zwigksza
odporno$¢ bton na EP [45].

Jesli utleniony cholesterol zmniejsza podatnos¢ btony na zmiany w wyniku dziatania pola elektrycz-
nego, to nalezy postawi¢ pytanie, jaki wptyw wywieraja inne produkty utlenienia lipidow tworzacych
btony?

Wyniki symulacji komputerowych metoda Dynamiki Molekularnej sugeruja, ze obecnos¢ produk-
tow utleniania lipidoéw w blonach powoduje zmniejszenie ich grubo$ci, zwiekszenie ich podatnosci na
EP (przez obnizenie napigcia granicznego wywotujace powstanie pora i skrocenie czasu potrzebnego na
jego utworzenie) [40, 41, 42]. Badania przeprowadzone na liniach komérkowych potwierdzaja wzrost
wrazliwo$ci blon na EP w obecnosci utlenionych lipidow [40, 41, 43]. Rowniez badania do§wiadczalne
przeprowadzone na BLM (ang. black lipid membranes — czarne btony lipidowe) osadzonych na podtozu
stalym sugeruja, ze wywolane promieniowaniem UV utlenianie lipidow powoduje powstawanie zmian
w organizacji dwuwarstwy, prowadzace do wytworzenia porow [44].

Oprdécz oméwionych dotychczas czynnikow modyfikujagcych membrany, a przez to majgcych wplyw
na przebieg EP, istotne sa rowniez czynniki fizyczno-chemiczne, takie jak temperatura, pH czy sita
jonowa elektrolitu, w ktorym zawieszone sa linie komérkowe, liposomy lub BLM. Wymienione czyn-
niki maja wptyw na warunki eksperymentalne, ktore determinuja parametry elektroporacyjne bton
lipidowych. Wzrost temperatury powoduje zmiany wlasciwosci mechanicznych blon, obnizajac
napiecie powierzchniowe i zwiekszajgc ich ptynno$¢, doprowadzajac do obnizenia potencjatu przebicia
membran [45]. Réwniez wzrost sity jonowej buforu wptywa obnizajaco na napigcie przebicia bton [45].

1.2. Wplyw utlenienia lipidow na wlasciwosci blon lipidowych

Zainteresowanie procesem utleniania struktur biologicznych oraz sposobami kontrolowania tego
procesu ciaggle wzrasta ze wzgledu na jego znaczenie fizjologiczne, jak i patologiczne [46]. Lipidy sa
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podstawowym budulcem bton biologicznych i warunkujg przebieg wielu procesow fizjologicznych.
Dlatego wystapienie dysfunkcji bton komoérkowych jest kluczowe dla proceséw zyciowych kazdej
komorki. Kontrola zawartosci poszczegolnych rodzajow lipidow w btonach biologicznych warunkuje
prawidtowe funkcjonowanie komorek. Zatem utlenienie lipidow nie powinno by¢ obojetne dla
prawidtowej fizjologii komorek.

Wyniki prac eksperymentalnych oraz uzyskanych technikami symulacji komputerowych przynosza
rozbiezne informacje. Obecno$¢ produktéw utleniania lipidéw w blonach zaburza ich pltynno$¢. Istnieja
prace, w ktérych wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia produktow utlenienia lipidow w btonach ich
plynnos¢ rosnie [47, 48] oraz takie, gdzie wykazano przeciwny efekt [49, 50, 51]. Znane sg takze
doniesienia mowiace, iz obecnos¢ utlenionych lipidow w btonie nie wptywa ani na sposob upakowania
lipidow w dwuwarstwie [52], ani na zmiang jej ptynnosci [53]. Roznice te moga wynika¢ z réznych
sposobow utleniania lipiddw w poszczeg6lnych eksperymentach [54, 55]. Trudno$ci w interpretacji
wynikéw badan prowadzonych na utlenionych btonach biologicznych wynikaja ze ztozono$ci procesu
utlenienia (r6znego czasu przebiegu poszczegélnych jego etapow oraz stabilnos$ci powstatych
produktéw).

Dotychczas mozliwe byto zbadanie wpltywu poszczegdlnych produktow utleniania na wlasciwosci
btony komérkowej, czego dokonat w 2007 r. Wong-Ekkabut z zespotem, na podstawie symulacji kom-
puterowych [55]. Badali jedynie wptyw terminacji tancuchow weglowodorowych grupg aldehydowsg
oraz wodoronadtlenkowa. Okazato sig¢, ze takie utlenienie czasteczek lipidow prowadzi do zmian ich
konformacji i lokalizacji w dwuwarstwie. Utlenione fancuchy zwracaty si¢ w kierunku fazy wodne;j,
a wchodzacy w ich sktad atom tlenu tworzyt wigzania wodorowe z czasteczkami wody. Taka zmiana
konformacyjna lipidéw skutkowata wzrostem $redniego pola powierzchni przypadajacego na jedng
czasteczke lipidu — co prowadzito do zmniejszenia grubosci btony oraz sprzyjato powstawaniu defektow
wodnych i wzrostowi przepuszczalnosci blony dla wody. Efekt ten jest zalezny proporcjonalnie od
stezenia utlenionych lipidow w btonie [55].

Badania do$§wiadczalne — technikg spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS) oraz teoretyczne —
metoda dynamiki molekularnej, wykazaty, ze dodatek utlenionych lipidéw do bton powoduje wzrost
ruchliwosci lipidow zaréwno lokalnie, w obszarze gtow polarnych lipidow, jak i globalnie — wzrost
dyfuzji lateralnej. Stopien tych zmian zalezy od budowy utlenionego lipidu [56]. Obecnosé¢ grup
aldehydowych (koncowe produkty utleniania) w tancuchach weglowodorowych lipidow ma mniejszy
wplyw na zmianeg ruchliwoéci polarnych gtéw lipidowych niz wodoronadtlenkow (poczatkowych
produktéw utleniania), poniewaz grupa aldehydowa jest mniej polarna niz wodoronadtlenkowa.
Powyzsze badania dowodza, ze rozne produkty utlenienia lipidow majg inny wplyw na wlasciwosci
blony i nie nalezy uogo6lnia¢ wnioskow w tym zakresie [57].

Konsekwencja powstawania i wbudowania w membrany produktéw utleniania lipidow jest zaburze-
nie funkcji organizmu, prowadzace do stanéw chorobowych i patologicznych [58, 59], takich jak:
miazdzyca [60, 61, 62, 63] cukrzyca [60, 61] reumatoidalne zapalenie stawow [60, 61], powstawanie
zmian rakowych [64], stany zapalne i choroby neurodegeneracyjne [65] jak choroba Alzheimera [66]
czy choroba Parkinsona [67].

2. Materialy i metody

Badania zostaty przeprowadzone na dwuwarstwowych ptaskich btonach lipidowych (BLM) metoda
Muellera-Rudina [68]. Do badan wykorzystano teflonowe naczynko podzielone cienka §cianka na dwie
komory o pojemnosci 8 ml. W przegrodzie wywiercono otwor o srednicy 1,1 +0,1 mm, w ktorym
w trakcie eksperymentu formowata si¢ BLM. Do zawieszania membran stosowano roztwor lecytyny
w dodekanie i n-heksanie o stezeniu 20 mg/ml. Do wykonania roztworéw stosowano L-o fosfatydylo-
choline (lecytyne jajeczng — Fluka 0 czystosci >99%) oraz jej druga, utleniong w kontakcie z powietrzem
atmosferycznym, posta¢. Utleniona lecytyna zawierala wszystkie naturalne produkty utlenienia. Na
otwor w przegrodzie komory nanoszono roztwor lecytyny w n-heksanie i pozostawiano do odparowania
rozpuszczalnika (60 min). Tak przygotowane naczynko pomiarowe napetniano 0,01M buforem HEPES
0 pH = 7,0 zawierajacym 0,1M KCI. Do tworzenia membran lipidowych wykorzystano roztwor formu-
jacy, ktory stanowit roztwor lecytyny w dodekanie. Krople tego roztworu nanoszono przy uzyciu pipety
na otwér w przegrodzie teflonowej. Po uptywnie kilkunastu minut w otworze powstawata membrana
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w postaci dwuwarstwy lipidowej (p. rys. 1). Proces formowania si¢ dwuwarstwy byl monitorowany
W czasie rzeczywistym poprzez obserwacj¢ wygladu membrany oraz rejestracje jej pojemnosci
elektrycznej.

Obrzeze
Plateau-Gibbsa

(A) (B)

Dwuwarstwa
lipidowa

Rys. 1. Schematyczna prezentacja (A) oraz rzeczywisty obraz (B) btony lipidowej utworzonej w otworze o $rednicy 1 mm
w przegrodzie teflonowej dzielagcej dwie komory

2.1. Potencjostat-galwanostat

Pomiary wartosci parametrow elektrycznych i elektroporacyjnych utworzonych bton przeprowadzono
za pomoca potencjostatu-galwanostatu, ktorego konstrukcje i sposob dziatania opisano w literaturze [69,
70]. Wszystkie pomiary zostaly przeprowadzone w uktadzie 4-elektrodowym (elektrody Ag/AgCl)
zilustrowanym na rysunku 2.

i
CF1 /I‘I/ CE2

RE1 RE2

{'\_‘l

Rys. 2. Komory pomiarowe przedzielone przegroda teflonowa z otworem, w ktérym formowana jest dwuwarstwa lipidowa.
Za pomocy pary elektrod CE1 i CE2 wymuszany jest przeplyw pradu o ustalonej wartosci.
Druga para elektrod RE1 i RE2 stuzy do pomiaru napigcia po obu stronach btony lipidowej

M

Bz

Komora pomiarowa wraz z elektrodami umieszczona zostata w klatce Faradaya w celu uniknigcia
zaktocen. Za pomocg pary elektrod CE1-CE2 wymuszano przeplyw pradu o ustalonych wartosciach,
natomiast para elektrod RE1-RE2 pozwalala rejestrowac zmiany potencjatu w poprzek membrany.
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2.2. Pomiar pojemnosci

Pojemnos¢ elektryczna jest charakterystycznym parametrem BLM, poniewaz dwuwarstwa lipidowa
rozdzielajagca dwa roztwory moze by¢ modelowana jako kondensator. BLM sktada si¢ z trzech warstw
utozonych w kolejnosci hydrofilowa—hydrofobowa—hydrofilowa, réznigcych si¢ warto$cig pojemnosci
elektrycznej. Pojemno$¢ warstw hydrofilowych jest o wiele wigksza od pojemnosci warstw hydrofobo-
wych, dlatego to ona decyduje o wartosci pojemnosci catkowitej BLM [71]. Jesli traktujemy BLM jako
pojedynczy kondensator, jego pojemno$¢ mozna wyznaczy¢ ze wWzoru:

3 EES
d )

C

gdzie:

C— pojemnos¢ catkowita membrany,

& — przenikalno$¢ elektryczna w prozni,

£— efektywna wzgledna przenikalnos$¢ elektryczna membrany,
S — pole powierzchni dwuwarstwy,

d — efektywna grubo$¢ membrany.

Na podstawie zarejestrowanych krzywych zmian pojemnosci BLM w czasie mozna okresli¢ wlasci-
wosci membran i kinetyke ich samoorganizacji w strukture dwuwarstwy. Analiza ksztattu krzywych
zaleznosci zmian pojemnos$ci BLM w funkcji czasu pozwala na podziat procesu formowania si¢ BLM
na kilka etapow (p. rys. 3).

C[nF]

T T T T T T
0 200 400 600
t[s]

Rys. 3. Zmiana pojemnosci btony lipidowej w trakcje formowania dwuwarstwy lipidowej

W opisanych tu eksperymentach przyjmowano, ze dwuwarstwa jest stabilna (proces formowania zostat
ukonczony), jesli zmiana jej pojemnosci w ciagu 60 s nie byta wigksza niz 10 pF [72]. Taka membrana
zostata poddana dalszym badaniom — pomiarom rezystancji i parametrow elektroporacyjnych (napigcie
oraz czas przebicia).

Poniewaz otwoér, w ktorym zawieszana jest BLM nie jest catkowicie wypelniony dwuwarstwag
(pewnag cze$¢ powierzchni otworu zajmuje obrzeze Plateau-Gibbsa), konieczne jest wyznaczenie pojem-
nosci specyficznej BLM (Cp), Ktora jest okreslana jako stosunek pojemnosci catkowitej membrany do
rzeczywistej powierzchni dwuwarstwy zgodnie ze wzorem:
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d (2)
2.3. Pomiar rezystancji

Kolejnym parametrem BLM jest rezystancja elektryczna. Jej warto$¢ waha si¢ w zakresie gigaomow
[70, 73] i podobnie, jak warto$¢ pojemnosci, zalezy od warunkow eksperymentalnych (stosowane
lipidy, rozpuszczalniki, metody formowania BLM). Przedstawienie dwuwarstwy jako réwnolegte
potaczenie rezystancji (Rm) oraz pojemnosci (Cwm) jest prawdziwe dla takich warto$ci natezen pradu,
ktoére nie powoduja powstania porow. Jesli por nie powstanie, napigcie mierzone w poprzek membrany
mozna wyznaczy¢ z zaleznosci (3):

U, =i-R, 3

Zazwyczaj warto$¢ rezystancji jest wyznaczana z wykorzystaniem prawa Ohma poprzez rejestracje
krzywych woltoamperometrycznych i taka metodg stosowano w niniejszej pracy. Krzywe woltoampero-
metryczne byly rejestrowane w uktadzie 4-elektrodowym w zakresie od —50 do 50 mV ze skokiem
napiecia 10 mV/s.

2.4. Parametry elektroporacyjne (napiecie i czas przebicia blony)

Napigcie przebicia (Up) jest rozumiane jako napigcie, przy ktérym powstaje elektropor. Natomiast czas
przebicia (tp) jest to czas, po ktoérym zaszta elektroporacja. Nie nalezy tu myli¢ terminu napigcie przebi-
cia z napigciem, ktére powoduje przerwanie (zniszczenie) BLM. Do wyznaczenia warto$ci parametrow
elektroporacyjnych zastosowano chronopotencjometri¢. Jest to metoda statopradowa polegajaca na
rejestracji zmian potencjatu w czasie przeptywu pradu o statym natezeniu przez badany uktad [73, 74].
Jesli przyjac, ze elektrycznym modelem dwuwarstwy moze by¢ rownolegle potaczenie rezystancji oraz
pojemnosci, t0 rdznica potencjaldéw po obu stronach membrany ros$nie powoli wraz ze wzrostem
natgzenia pradu wymuszonego przez elektrody pradowe, a nastepnie przyjmuje stata wartos¢, zalezna
od rezystancji membrany. Jesli zwigkszy si¢ natezenie pradu ptynacego przez BLM wzro$nie rowniez
warto$¢ napigcia. Wzrost bedzie nastgpowat do czasu przebicia membrany, czyli powstania elektropora.
Jego obecno$¢ w membranie obniza jej rezystancje. Dalsza cze$¢ krzywej (p. rys. 4) obrazuje fluktuacje
srednicy elektropora, co przejawia si¢ w oscylacjach napigcia na membranie. Zbyt wysokie nat¢zenie
pradu powoduje nieodwracalne przebicie membrany czyli zniszczenie jej. W tym przypadku obserwu-
jemy nagly wzrost napigcia do pewnej warto$ci maksymalnej, a nastgpnie spadek napiecia do zera [72].
Zatem odpowiednio dobrane natezenie pradu prowadzi do powstania pojedynczego stabilnego pora, bez
zniszczenia membrany [75, 76]. W takich warunkach nastepuje powolne tadowanie membrany, a pow-
stanie pierwszego pora powoduje nagly spadek potencjatu transblonowego, co uniemozliwia powstawa-
nie kolejnych poréw [73]. Podczas elektroporacji BLM mozna spodziewac si¢ uzyskania jednej z trzech
charakterystycznych krzywych chronopotencjometrycznych. Ich ksztalt zalezy od wielkosci natezenia
pradu stosowanego do elektroporacji [72]. Moment powstania pora i spadku potencjatu jest opisany
przez parametry elektroporacyjne membrany — napigcie (Up) oraz czas przebicia (t,). Parametry te
mozna wyznaczy¢ na podstawie krzywych chronopotencjometrycznych. Rysunek 4 przedstawia typowg
krzywa elektroporacyjng uzyskang podczas opisanych w tym artykule badan. Na wykresie zaznaczono
kluczowe parametry elektroporacyjne. Po powstaniu elektropora na krzywej widoczne sa nieregularne
fluktuacje napigcia transblonowego spowodowane otwieraniem i zamykaniem si¢ powstatego pora [76,
77].
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Rys. 4. Zmiany napig¢cia mierzonego w poprzek dwuwarstwy lipidowe;.
W chwili tp gdy napigcie przyjmuje warto$¢ Up nastepuje utworzenie pora w dwuwarstwie

2.5. Analiza stopnia utlenienia lecytyny

Jedng z metod badania produktow utlenienia lecytyny jest analiza widm spektralnych w zakresie
podczerwieni. Rejestracje¢ widm obu lecytyn, utlenionej oraz nieutlenionej, dokonano za pomoca
spektrofotometru ATR-FTIR NICOLET 6700 Thermo Scientific metoda catkowitego wewnetrznego
odbicia na krysztale diamentowym. Uzyskane widma podlegaty obrébce z wykorzystaniem oprogramo-
wania OMNIC, Excel oraz Origin Pro. Kazda probka byta skanowana stukrotnie (widmo jest wynikiem
usrednienia 100 skanow), a eksperyment powtarzano 3 razy. Widma byty rejestrowane w zakresie od
4000 do 400 cm™ z rozdzielczoécia 4 cm™.

3. Wyniki
3.1. Analiza stanu utlenionej lecytyny

Aby okresli¢ zmiany, ktore zaszty w utlenionej lecytynie poréwnano widma w zakresie podczerwieni
lecytyny nieutlenionej oraz utlenionej. Na podstawie danych literaturowych dokonano identyfikacji
drgan odpowiednich grup atomow w czgsteczce lecytyny (p. tabela 1), ktérych zmiany mogg $wiadczy¢
o0 zaj$ciu procesu utleniania [78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 101, 102].

Rysunek 5 przedstawia widma spektroskopii IR dla obu lecytyn oraz ich réznice (widmo lecytyny
utlenionej minus widmo lecytyny nieutlenionej) w zakresie od 4000 do 400 cm. Strzatkami zaznaczono
kierunek zmian (wzrost amplitudy pasma — strzatka skierowana do gory, obnizenie amplitudy pasma —
strzatka skierowana jest w dot, strzalka w prawo/lewo — przesunigcie pasma odpowiednio w prawo/
lewo) specyficznych pasm obrazujgcych drgania poszczegdlnych atoméw w czgsteczkach lecytyny.
W pasmie 3010 cm™ widoczne sg drgania atomoéw wodoru przytagczonych do atomoéw wegla przy
wigzaniu podwdjnym w konfiguracji Cis w nienasyconych kwasach tluszczowych [92, 94, 95, 96, 103,
104, 105, 106] oraz drganiom atomOw grupy CH. rozciagajacym asymetrycznym odpowiadaja pasma
przy 2921 cm™ [93, 107] i symetrycznym przy 2851 cm™ [82, 85, 92, 93]. Dla drgah asymetrycznych
nastapit zanik (oslabienie) jednego z pasm w widmie lecytyny utlenionej. Podobne zmiany odnotowano
rowniez dla pasm grup —CHs oscylacji asymetrycznych (2958 cm™) [93, 105]. Pasmo drgan
symetrycznych (2871 cm™) grup CHjs nie ulegto przesunieciu. Pordwnanie widm zarejestrowanych dla
lecytyny $wiezej 1 utlenionej pokazato, ze na widmie lecytyny utlenionej, w poréwnaniu do lecytyny
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$wiezej, w zakresie (3750-3150) cm™* odnotowano obecno$é pasma odpowiadajgcego drganiom -O-H
w wodoronadtlenkach (LOOH), pierwotnych produktach utlenienia lipidéw [91, 103]. Wykonanie widm
réznicowych pozwolito oszacowaé wielkosci zmian amplitud drgan w analizowanych pasmach. Oprocz
pomiaru amplitudy dokonano réwniez pomiaru pola powierzchni pod pikiem w opisywanym obszarze
(3750-3150) cm™ oraz wyznaczona zostata jego szeroko$¢ potowkowa. Pole powierzchni pod pikiem
w badanym zakresie jest trzykrotnie wigksze dla probki utlenionej w poroéwnaniu do nieutlenionej
Szerokos¢ potowkowa rowniez ulega powickszeniu W przypadku lecytyny utlenionej. Takie zachowanie
potwierdza powstanie pierwotnych produktéw utleniania lipidéw czyli wodoronadtlenkéw [84, 85, 86,
100].

Tabela 1. Pofozenia pasm (w cm'®), charakter drgan, rodzaj oscylacji (va — drganie rozciagajace, 8a - zginajace i kotyszace,
y - wachlarzowe, s — symetryczne, as - asymetryczne) lecytyny jajecznej w widmach IR.

Whn [cm] Drganie Charakter drgan
3010 va (C-H) stabe

2956 va (CHa3) srednie

2920 va (CH2) bardzo mocne
2871 vs(CHa) $rednie

2851 vs(CH2) mocne
1740/1739 v (C=0) mocne

1645 v (C=0) stabe
1463/1464 3(CH2)n, 5(CHs) $rednie

1439 8(CH2)n, 3(CHs3) $rednie

1415 3 (aCH2) stabe
1375/1376 5(CHa) stabe
1239/1238 yw(CH2) mocne
1168/1169 v (C-0) mocne

1144 v (C-0-C) srednie
1114/1118 v (P=0) $rednie
1092/1090 vs (P=0), v (C-O-C) mocne

1055 v (PO2) bardzo mocne
968/969 v (P-0-C), érednie
720/719 § /rocking (CH2) i (HC=CH) érednie

W przypadku utlenionej lecytyny nastgpita zmiana konfiguracji tancuchow kwasow ttuszczowych
z cis na trans (zmniejszenie amplitudy przy 3010 cm? oraz 720 cm? z jednoczesnym wzrostem
amplitudy przy 968 cm™). Dodatkowo amplituda drgan C=0 dla o, B nienasyconych aldehydéw przy
1740 cm? maleje, co moze oznaczaé, iz doszlo do nasycenia tafcuchow kwasow thuszczowych. Naj-
wiekszy wzrost intensywnos$ci drgan (124%) wystepuje w pasmie obrazujagcym drgania atomow grupy
aldehydowej, znajdujacej si¢ w poblizu wigzan podwojnych C=C. Tak duza zmiana w tym obszarze
widma $wiadczy o tym, ze lecytyna utleniona znajduje si¢ w koncowej fazie utleniania — aldehydy
naleza do koncowych produktéw utlenienia. Wyniki sugeruja rowniez, ze nastapit spadek liczby drgan
zginajacych dla (CHy), oraz rozciagajacych dla CHz, co mogto by¢ spowodowane kilkoma czynnikami:
zmiang konfiguracji fancuchéw z cis na trans, wzrostem nasycenia fancuchéw weglowodorowych lub
przerwaniem wigzan podwojnych. Za zmiang konfiguracji CisS na trans oraz wzrostem nasycenia
tancuchow weglowodorowych w probee przemawia rowniez spadek drgan rozciaggajacych v(C-O-C)
w pasmie 1092 cm? oraz drgan zginajacych 3(CHs) w pasmie 1375 cm™, co $wiadczytoby o zmianie
swobody ruchéw tancuchow weglowodorowych. Powyzsza analiza sugeruje, Ze lecytyna utleniona
znajduje sie w koncowej fazie procesu utleniania [85].
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Rys. 5. Widmo w podczerwieni lecytyn: jajecznej nieutlenionej (czarna linia) oraz utlenionej (czerwona linia).
Kolorem niebieskim oznaczono réznice widma lecytyny utlenionej i nieutlenionej

Poréwnanie wartosci stosunku amplitud dla drgan va(C-H)cis/vasCHs pozwolito sprawdzié¢ czy
tancuchy weglowodorowe uleglty nasyceniu. Skroceniu tancuchow odzwierciedla stosunek amplitud dla
drgan vasCH2/vasCH3 [79, 108]. Wyznaczone wartosci obliczonych stosunkéw obrazujg niewielki wzrost
nasycenia tancuchéw oraz ich skrocenie w probce lecytyny utlenionej w pordwnaniu do $wiezego
odczynnika (p. tabela 2). Skrdcenie tancuchow weglowodorowych wchodzacych w sktad lipidu wigze
si¢ z ich przerwaniem, a to oznaczatoby, ze w sktad probki wchodza nie tylko tancuchy weglowodorowe
przytaczone do glow lipidowych, ale roéwniez weglowodory niebudujace czgsteczek lipidow. Tego typu
zmiany zostaly potwierdzone przez obserwowalny wzrost intensywno$ci drgan rozciagajacych C=0
w pasmie 1711 cm™ w karboksylowej grupie funkcyjnej.

Tabela 2. Stosunki amplitud widm lecytyny jajecznej (eggPC) oraz eggPC utlenionej pozwalajace okresli¢ nastepujace
podczas utleniania zmiany nasycenia oraz dhugosci tancuchow weglowodorowych wchodzacych w sktad lecytyny

orébka Obliczany parametr
Ava(C-H)cis/Avas(CHa) Avas(CH2)/Avas(CHz)
eggPC 0,264 0,234
eggPC utleniona 0,240 0,255

Podsumowujac, w lecytynie utlenionej tancuchy weglowodorowe, wchodzace w sktad lipidu, ulegaja
izomeryzacji z konfiguracji cis na trans oraz zwieksza sie ich stopien nasycenia (zanik wigzan podwoj-
nych). Dochodzi réwniez do skrocenia tancuchow weglowodorowych na skutek przerwania jednego
z wigzan podwojnych. Stad w probee oprocz czasteczek lipidu znajduja si¢ czasteczki weglowodordw,
powstatych w wyniku przerwania fancuchow weglowodorowych w miejscu wystgpienia wigzania
podwaojnego.

3.2.  Parametry elektryczne BLM
3.21. Pojemnos¢
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Wyznaczenie pojemno$ci wlasciwej membrany pozwala na eliminacje wptywu rzeczywistej powierz-
chni dwuwarstwy na uzyskany wynik. Uzyskane wartosci pojemnosci oraz pojemnosci wiasciwej BLM
utworzonej ze $wiezej lecytyny jajecznej oraz utlenionej lecytyny jajecznej zebrano w tabeli 3. Warto$¢
pojemnosci whasciwej dla membran z lecytyny jajecznej jest wyzsza od wartoSci pojemnos$ci whasciwej
bton wykonanych z lecytyny utlenione;.

Tabela 3. Mediana warto$ci pojemnosci elektrycznej (C) oraz pojemnosci wiasciwej (Cm) BLM
utworzonych z lecytyny (eggPC) nieutlenionej oraz utlenionej wyznaczona na zbiorze 34 préb

Mediana Mediana
MAD MAD
prébka C Cnm
[nF] [uF/cm?]
eggPC 2,79 0,28 0,42 0,03
eggPC utleniona 2,43 0,17 0,36 0,03

Pojemnos¢ wlasciwa membrany zalezy gtéwnie od czesci hydrofobowej dwuwarstwy. Zatem obni-
zenie warto$ci pojemnosci membran utlenionych sugeruje, ze zaszly zmiany w tym obszarze blony.
Badania spektroskopowe w zakresie podczerwieni pokazaty, ze w lecytynie utlenionej nastapity zmiany,
polegajace glownie na izomeryzacji wigzan podwojnych z konfiguracji cis w trans, powstaniu wodoro-
nadtlenkow i aldehydowych produktdw utlenienia oraz wzro$cie nasycenia tancuchéw weglowodoro-
wych, a nawet rozpoczetym procesie ich przerywania. W zwigzku z powyzszym BLM stworzone
z lipidow utlenionych powinny mie¢ inne wtasciwosci niz BLM wykonane z lipidéw §wiezych. Opisane
zmiany maja wplyw na upakowanie czasteczek lipidow w dwuwarstwie, wigc i na organizacje czesci
hydrofobowej blony.

Dostepne w literaturze wyniki badan metodami symulacji komputerowych [40, 41, 42, 44, 55, 1009,
110, 111] sugeruja, iz btony lipidowe zawierajace aldehydowe produkty utlenienia lipidéw maja
mniejszg grubo$¢ niz blony z lipidow nieutlenionych (ze wzgledu na wieksza ruchomo$¢ tancuchow
weglowodorowych terminowanych grupa aldehydowa). Jesli potraktowa¢ BLM jako dielektryk konden-
satora, ktdrego pojemno$¢ wilasciwa Cn zalezy wprost proporcjonalnie od statej dielektrycznej oraz
odwrotnie proporcjonalnie od grubosci BLM (réwnanie 2), obnizenie wartoci Cm moze by¢
spowodowane wzrostem grubos$ci membrany lub spadkiem wartosci jej przenikalno$ci dielektrycznej.

3.2.2. Rezystancja

Do parametrow elektrycznych membrany zalicza si¢ rowniez rezystancje BLM. Wartos¢ tego parametru
zostata wyznaczona jako nachylenie krzywych woltoamperometrycznych. Poniewaz wartosci rezys-
tancji badanych membran wykazuja duzg zmienno$¢ wartosci (p. tabela 4), warto dokona¢ podziatu
uzyskanych wynikow na kilka przedziatdéw wartosci.

Tabela 4. Procentowy udzial bton o danej rezystancji w populacji BLM
utworzonych z lecytyny (eggPC) utlenionej oraz nieutlenionej

eggPC eggPC utleniona
Rezystancja BLM Procentowy udziat bton o danej rezystancji
w populacji eksperymentalnej [%]
Kilkaset GQ 100-1000 0,39 0,00
Kilkadziesigt GQ 20-100 10,94 6,57
10° X -
Kilkanascie GQ 10-20 27,73 49,48
Kilka GQ 1-10 52,73 39,10
Kilkaset MQ 100-1000 6,64 4,84
Kilkadziesigt MQ 20-100 0,78 0,00
108 X -
Kilkanascie MQ 10-20 0,39 0,00
Kilka MQ 1-10 0,00 0,00
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Analizujgc wartosci zebrane w tabeli 4, mozna zauwazy¢, ze BLM utworzone z nieutlenionej lecytyny
wykazuja wigksza rozpigtos¢ wartosci rezystancji (od MQ do setek GQ) w porownaniu do BLM
utworzonych z utlenionej lecytyny (do setek MQ do dziesiatkow GQ). Poréwnujac najczesciej obserwo-
wane wartosci rezystancji dla obu typow bton, mozna stwierdzi¢, ze w przypadku lecytyny nieutlenione;j
rezystancje przyjmujg najczgsciej wartosci z przedziatu 1-10 GQ, natomiast dla lecytyny utlenionej
z przedziatu 10-20 GQ. Zatem obecnos$¢ produktow utleniania w btonie powoduje wzrost wartosci jej
rezystancji. Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze produkty utleniania lipidow powoduja stabilizacje
membran (zwigkszenie powtarzalno$ci uzyskiwanych wynikéw dla lecytyny utlenionej).

3.3. Parametry elektroporacyjne BLM (Up i tp)

Dla badanych BLM wyznaczone zostaly takze wartosci napie¢ przebicia Up i czasOw przebicia t,.
Elektroporacj¢ przeprowadzono przy czterech réznych natezeniach pradu 0,2 nA, 0,4 nA, 0,6 nA,
1,0 nA wymuszonego przez elektrody CE1 i CE2 (p. rys.2). Wartosci median napie¢ przebicia oraz
czasOw przebicia zestawiono w tabelach 5 6.

Tabela 5. Poréwnanie median napie¢ przebicia BLM utworzonej z lecytyny utlenionej oraz nieutlenionej
dla czterech warto$ci natezenia pradu wywotujacego elektroporacj¢ w oparciu o 40 préb

Mediana warto$ci napigcia przebicia BLM wykonanych z lecytyny i utlenionej lecytyny w
funkcji natgzenia pola elektrycznego wywotujacego EP
| eggPC eggPC utleniona
mediana | MAD mediana | MAD

[nA] [mV] [mV]

0,2 190,00 27,20 226,20 24,87

04 211,97 20,39 255,60 24,80

0,6 224,33 34,69 272,68 27,30

1,0 232,42 22,42 273,90 16,40

Tabela 6. Poréwnanie median czasow przebicia BLM utworzonych z lecytyny utlenionej oraz nieutlenionej dla czterech
warto$ci pradu wywolujacego elektroporacje w oparciu o 40 prob

Mediana czasu przebicia BLM wykonanych z lecytyny
i utlenionej lecytyny w funkcji natezenia pola elektrycznego wywotujacego EP
eggPC eggPC utleniona
|

mediana MAD mediana MAD

[nA] [s] [s]
0,2 7,42 1,44 6,30 0,50
04 3,38 0,66 3,54 0,38
0,6 2,06 0,42 2,24 0,36
1,0 1,56 0,36 1,36 0,14

Analiza wynikow zebranych w tabeli 5 wskazuje, ze warto$¢ napiecia przebicia wzrasta wraz ze
wzrostem nat¢zenia pradu wywotujacego elektroporacje. Tendencja ta jest niezalezna od tego czy blona
jest wykonana z lipidow utlenionych czy nieutlenionych. Wartosci napigé przebicia BLM wykonanych
z lipidow utlenionych sa zawsze wyzsze od warto$ci napig¢ przebicia BLM wykonanych z lipidow
natywnych. Jest to zgodne z faktem, iz dzigki zmianie konformacji tancuchéw weglowodorowych z cis
na trans wzrasta energia oddziatywan van der Waalsa oraz uporzadkowanie lipidow w dwuwarstwie,
prowadzace do wzrostu jej grubosci. Ponadto wynik ten jest zgodny faktem, iz BLM z lipidéw utlenio-
nych charakteryzujg si¢ wyzszymi warto$ciami rezystancji w stosunku do BLM z lecytyny Swiezej.
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W tabeli 6 zestawiono wartosci czasu przebicia (czas, po ktorym nastepuje utworzenie sie elektro-
pora) dla r6znych warto$ci natgzenia pradu wywolujacego elektroporacje. Analiza wynikoéw wskazuje,
ze czas po ktorym nastepuje przebicie membrany skraca si¢ wraz ze wzrostem nate¢zenia pradu
elektroporacyjnego. W zastosowanym uktadzie i warunkach eksperymentalnych obecno$¢ produktow
peroksydacji nie miata znaczacego wplywu na wartos¢ czasu przebicia BLM.

Podsumowujac, obecnos¢ produktow utlenienia lipidow w blonie lipidowej odpowiada za spadek
warto$ci jej pojemnosci specyficznej. Taki efekt jest wynikiem zwigkszenia grubosci membrany
z jednoczesnym wzrostem jej przenikalnosci dielektrycznej. Fakt ten potwierdza rowniez nieznaczny
wzrost rezystancji blony utworzonej z lecytyny utlenionej w poréwnaniu do BLM wykonanych z lecy-
tyny §wiezej. Mozna to wytlumaczy¢: wzrostem upakowania lipidow w dwuwarstwie (wynikajacego
Z obecnosci weglowodordéw pozostatych w dwuwarstwie po przerwaniu wigzan podwdjnych nienasyco-
nych kwasow thuszczowych), zmiang konfiguracji wigzan podwojnych z cis na trans lub wzrostem
stopnia nasycenia tancuchow weglowodorowych. Dodatkowo obecno$¢ atomoéw tlenu wchodzacych
w sktad wodoronadtlenkdw, jak i grup aldehydowych powoduje wzrost przenikalno$ci dielektrycznej
btony. Zmiany te nie pozostaja bez wplywu na parametry elektroporacyjne bton. Wzrost grubosci BLM
wywotany obecnoscia produktow peroksydacji lipidow powoduje obserwowalny wzrost warto$ci
napi¢¢ przebicia dla ptaskich bton lipidowych. Moze to by¢ spowodowane zwigkszonym stopniem
uporzadkowania lipidow w dwuwarstwie i wzrostem oddzialywan van der Waalsa migdzy tancuchami
weglowodorowymi. Kolejna przyczyna tego efektu moze by¢ powstawanie wigzan wodorowych,
zwigzane z pojawieniem si¢ w cze$ci hydrofobowej grup funkcyjnych charakterystycznych dla
aldehyddow i wodoronadtlenkdw. Natomiast w przeciwienstwie do obserwowanego wplywu na warto$ci
napig¢ przebicia, obecnos¢ produktow peroksydacji lipidow, wydaje si¢ nie mie¢ znaczacego wplywu
na wartosci czasow przebicia BLM.

Uzyskane wyniki badan wptywu obecnosci produktéw utlenienia lipiddw na grubo$é membrany nie
sa zgodne z doniesieniami literaturowymi, sugerujacymi zmniejszenie grubo$ci membrany, spowodo-
wane obecno$cig wybranych aldehydowych i wodoronadtlenkowych produktéw utleniania lipidow.
Niezgodnos¢ ta wynika z faktu, ze w przedstawionym tu uktadzie pomiarowym tworzone membrany
zawieraly wszystkie naturalne produkty utlenienia lipidéw, natomiast w do§wiadczeniach i symulacjach
opisanych w literaturze prace prowadzono na btonach domieszkowanych tylko wybranymi produktami
utlenienia lipidéw. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze obecno$¢ produktéw
utlenienia lipidow w btonie komorkowej wymaga podwyzszenia wartosci napig¢é przebicia stosowanych
np. podczas wprowadzania materiatu genetycznego do linii komorkowych. Ponadto obecno$é¢ produk-
tow utlenienia lipidow w blonach lipidowych zwigksza stabilno$¢ blony, tym samym zmniejsza
podatnos¢ na elektroporacje. Dlatego przed przeprowadzeniem zabiegéw wprowadzania substancji
aktywnych do komorek, wspomaganych elektroporacja, wskazana bytaby ochrona uktadu elektrooporo-
wanego, przed dziataniem czynnikow utleniajacych np. poprzez ograniczenia kontaktu z promienio-
waniem ultrafioletowym.
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