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ABSTRACT

Biomembranes, which are the structural and functional basis of the cells of all
living organisms, have been an extremely interesting research object for biology and
chemistry scientists for years. The multitude of elements constituting the components
of natural lipid membranes, however, is associated with interpretation difficulties
regarding the nature of the processes taking place in them. A useful research object
that is a model of bilamellar biosystems with a significantly simplified composition
and at the same time retaining properties that can be a reference point in relation to
natural membranes are lipid membranes in the form of one or several component
liposomes. It is precisely such systems built of molecules of dipalmitoyl
phosphatidylcholine (DPPC) or dipalmitoyl phosphatidylglycerol (DPPG), and
analogous systems with the addition of cholesterol (Chol), that were the subject of
research in this work.

Near-infrared (NIR) vibrational spectroscopy provides a suitable method for the
study of the hydrated samples. In most cases it can be alternatively adopted instead
of commonly used mid-infrared (MIR) vibrational spectroscopy. This technique was
applied for the first time to identify the spectral changes associated with the
conformational changes in the hydrophobic region of model lipid bilayers.
Trans/gauche isomerization of CH» groups of lipid hydrocarbon chains is
accompanied by characteristic changes in spectral parameters of both v, s CH2 bands
and their first overtones (2vass CHz). The heating of all types of analyzed liposomes
results in main phase transition (Tm) accompanied by trans to gauche isomerization
of CH» groups of lipid hydrocarbon chains. The NIR-spectroscopy was able to
describe in proper way (similar to MIR results) the character of Ty, in studied bilayers.

Keywords: lipid bilayers, liposome, main phase transition, Mid-infrared vibrational
spectroscopy (MIR), Near-infrared vibrational spectroscopy (NIR), Principal Component
Analysis (PCA)

Stowa kluczowe: dwuwarstwa lipidowa, liposom, gtéwne przejscie fazowe,
spektroskopia oscylacyjna w zakresie $redniej podczerwieni (MIR), spektroskopia
oscylacyjna w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR), Analiza Sktadnikow Gléwnych
(PCA)
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AFM — mikroskopia sit atomowych (z ang. Atomic Force Microscopy)

ATR-IR — spektroskopia ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia w podczerwieni (z ang.
Attenuated Total Reflection — Infrared Spectroscopy)

BPF — dwuwarstwowy fosfolipidowy platek (z ang. bilayered phospholipid flake)

Chol — cholesterol

DPPC - dipalmitoilofosfatydylocholina

DPPG — dipalmitoilofosfatydyloglicerol

DSC - r6znicowa kalorymetria skaningowa (z ang. Differential Scanning Calorimetry)

EPR — spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (z ang. Electron
Paramagnetic Resonance Spectroscopy)

FIR — spektroskopia oscylacyjna w zakresie dalekiej podczerwieni (z ang. Far Infrared
Spectroscopy)

FT-ATR-MIR — spektroskopia oscylacyjna ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia

z transformacjg Fouriera w zakresie §redniej podczerwieni (z ang. Fourier Transform Attenuated
Total Reflectance Mid Infrared Spectroscopy)

FTIR-ATR — spektroskopia ostabionego catkowitego wewngtrznego odbicia w podczerwieni

z transformacja Fouriera (z ang. Fourier Transform Infrared — Attenuated Total Reflection
Spectroscopy)

GUYV - (z ang. giant unilamellar vesicles) olbrzymie, jednowarstwowe pgcherzyki lipidowe

o §rednicy > 1 pum

Hj— dwuwymiarowa cylindryczna faza heksagonalna

Hy — dwuwymiarowa odwrocona faza heksagonalna

IR — spektroskopia w zakresie podczerwieni (z ang. Infrared Spectroscopy)

Ly — faza lamelarna ciekta (z ang. lamellar liquid-crystalline phase)

Lpg— faza zelowa uporzadkowana (z ang. lamellar gel phase)

L. — faza lamelarna krystaliczna (z ang. lamellar crystalline phase)

LUV - (z ang. large unilamellar vesicles) duze, jednowarstwowe pecherzyki lipidowe o $rednicy
100-400 nm

MIR — spektroskopia oscylacyjna w zakresie §redniej podczerwieni (z ang. Mid Infrared
Spectroscopy)

NIR — spektroskopia oscylacyjna w zakresie bliskiej podczerwieni (z ang. Near Infrared
Spectroscopy)

MLV - (z ang. multilamellar vesicles) wielowarstwowe pecherzyki lipidowe o §rednicy > 500
nm,

MVYV — (z ang. multivesicular vesicles) wielopgcherzykowe pecherzyki lipidowe o $rednicy > 1
pum

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (z ang. Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy)

OLYV - (z ang. oligolamellar vesicles) kilkuwarstwowe pgcherzyki lipidowe o $rednicy 100-500
nm

Ppg— faza zelowa pomarszczona (z ang. lamellar rippled gel phase)

PCA — analiza gtéwnych sktadowych (z ang. Principal Component Analysis)

Su — krytyczny wspolczynnik upakowania

SUV — (z ang. small unilamellar vesicles) mate, jednowarstwowe pgcherzyki lipidowe o $rednicy
20-100 nm

SEM — skaningowa mikroskopia elektronowa (z ang. Scanning Electron Microscopy)

Twm — temperatura gtdwnego przejscia fazowego

T, — temperatura przedprzejscia

Ts — temperatura subprzejscia
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WPROWADZENIE

Selektywna przepuszczalnos¢ umozliwiajaca transport substancji z udzialem
r6znego rodzaju biatek oraz zapewnienie odrgbnosci i integralnosci obszaréw, w ktorych
zachodza wzajemnie wykluczajace si¢ reakcje chemiczne, stanowia niezwykle istotne
funkcje wszystkich blon biologicznych [1-4]. Badanie na poziomie molekularnym za
pomoca technik pomiarowych 1 analiza uzyskanych rezultatow niezwykle
skomplikowanych strukturalnie uktadéw, jakimi sg naturalnie wystepujace blony,
nastrecza naukowcom wielu problemoéw. Jako rozwigzanie wspomnianego problemu
badawczego w badaniach biochemicznych powszechnie stosuje si¢ modelowe uktady
dwuwarstwowe zwane liposomami [1,5,6].

Dwuwarstwy lipidowe zagregowane w liposomy, bedace modelem naturalnie
wystepujacych bton, sa powszechnie badanymi i analizowanymi uktadami na przestrzeni
ostatnich dziesigcioleci [7-12]. Spektroskopia oscylacyjna ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia z transformacja Fouriera w zakresie sredniej podczerwieni — FT-
ATR-MIR (z ang. Fourier Transform Attenuated Total Reflectance Mid Infrared
Spectroscopy) jest jedng z technik eksperymentalnych stosowanych powszechnie do
badania zar6wno modelowych jak i wystepujacych naturalnie systemow biologicznych
[13-22]. Dane strukturalne, informacje o stopniu i sposobie interakcji
mig¢dzyczasteczkowych a takze modyfikacjach strukturalnych bedacych wynikiem
dziatania czynnika zewnetrznego, np. temperatury, pH, czy stopnia uwodnienia, mozliwe
sa do uzyskania z analizy widm mierzonych metoda FT-ATR-MIR [19,20]. Jednym
z ograniczen przy badaniu uktadéw biologicznych za pomoca wspomnianej metody jest
konieczno$¢ przeprowadzania pomiardow w obecno$ci wody. Problematyczna jest
w konsekwencji wlasciwa interpretacja otrzymanych wynikéw, poniewaz w zakresach
istotnych z punktu widzenia analizy pojawiaja si¢ intensywne sygnaty pochodzace od
drgan grup OH czasteczek wody.

1. BLONY BIOLOGICZNE

Blony biologiczne zapewniaja autonomig¢ i ograniczajg powierzchni¢ zarowno catej
komorki jak i zanurzonych w cytosolu komponentoéw, takich jak jadro komoérkowe,
lizosomy, mitochondria, aparaty Golgiego, chloroplasty, rybosomy etc. gwarantujac
funkcjonalizacj¢ poszczegdlnych organelli o odmiennych sktadach chemicznych (r6zna
warto$¢ pH, swoisty sktad jonow). Z drugiej strony stanowia potprzepuszczalng barierg
umozliwiajac laczno$¢ i wymian¢ substancji migdzy macierza zewnatrzkomorkowa
a wngtrzem komorki. [1-4].

1.1. BUDOWA I FUNKCJIE BLON BIOLOGICZNYCH

Mimo roznorodnosci strukturalnej naturalnych membran, wyrdézni¢ mozna kilka
komponentow charakterystycznych dla wszystkich bton biologicznych [1,2]. Podstawe
ich sktadu stanowia lipidy zagregowane w formie dwuwarstw z catkowicie (integralnie)
lub cze$ciowo (powierzchniowo lub peryferycznie) zanurzonymi w niej biatkami.
W sklad blon biologicznych wchodza réwniez glikoproteiny i glikolipidy, czyli
sacharydy kowalencyjnie przytaczone odpowiednio do biatek lub lipidow [3,5].

Grubos¢ naturalnych dwuwarstw wynosi zazwyczaj od 6 do 10 nm [1], z czego ok.
3 nm przypadajg na wewnetrzng hydrofobowa cz¢s¢ lipidow, zas zewngetrznym hydrofilo-
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wym fragmentom lipidow a takze powierzchniowym oraz peryferycznym biatkom
btonowym przypisuje si¢ grubo§¢ w granicach 2-3 nm dla kazdej z warstw [3]. Schemat
przedstawiajacy struktur¢ blony biologicznej z zaznaczonymi jej elementami
i wyszczegolnionymi fragmentami pokazany zostat na Rysunku 1.

GLIKOPROTEINA
FRAGMENT HYDROFILOWY

2-3NM

FRAGMENT HYDROFOBOWY
—
OK.3 NM

FRAGMENT HYDROFILOWY
2-3NM

KANAL BIALKOWY Biatko CHOLESTEROL i

Rysunek 1. Schemat budowy btony biologicznej z zaznaczonymi grubosciami poszczego6lnych fragmentow
dwuwarstwy

Figure 1.  Scheme of the structure of biological membrane with marked thickness of particular parts of the
bilayer

Z budowa bton biologicznych zwigzane sg $ci§le ich funkcje. Do podstawowych
zaliczy¢ mozna:

v ograniczanie obszaru komorki oraz organelli wewngtrzkomorkowych od
srodowiska zewngtrznego,

v odbieranie i przekazywanie bodzcoOw zewnetrznych a takze w obrebie
komorki,

v pos$redniczenie w wymianie i przetwarzaniu informacji oraz transporcie
jonow i czasteczek,

v'  tworzenie przedziatdéw miedzykomorkowych zapewniajacych integralno$é
roznych obszaréw, egzo- i endocytoza [1-4].

Amfifilowos¢ jest niezwykle istotng cechg strukturalng czgsteczek lipidow
btonowych [1,3,23], ktéra determinuje szereg ich wlasciwosci fizykochemicznych, takich
jak slaba rozpuszczalno$¢ w wodzie a dobra w rozpuszczalnikach niepolarnych
(chloroform, metanol, eter) [24,25]. Strukture amfifilowej molekuty lipidu stanowi czgs$¢
hydrofilowa (tzw. polarna ,,glowa”) oraz fragment hydrofobowy (tzw. apolarny ,,ogon”)
zawierajacy tancuchy weglowodorowe kwasow ttuszczowych.

Bazujac na budowie chemicznej, lipidy blonowe podzieli¢ mozna na cztery glowne
klasy:

v diacylofosfoglicerydy (fosfolipidy)

v diacyloglikoglicerydy (glikolipidy)

v’ sfingolipidy

v’ sterole i ich pochodne [3,26,27].

W niniejszej pracy wykorzystano lipidy z grup fosfolipidoéw i steroli.

Fosfolipidy - strukture czasteczki fosfolipidu tworzy glicerol polaczony trzema
wigzaniami estrowymi, z ktoérych dwa (sn-1 i sn-2 znajdujace si¢ odpowiednio przy
pierwszym i drugim atomie wegla glicerolu) tworzone s3 z tancuchami acylowymi kwa-
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sow tluszczowych, za$ trzecie (sn-3 umiejscowione przy trzecim atomie wegla glicerolu)
z ufosforylowana pochodng alkoholowa [1,3,26-28].

Podstawe niniejszej pracy stanowily badania modelowych bton lipidowych
zbudowanych  z  czasteczek  dipalmitoilofosfatydylocholiny =~ (DPPC)  lub
dipalmitoilofosfatydyloglicerolu (DPPG). Oba z wybranych do analizy fosfoglicerydow
tworza w $rodowisku wodnym struktury dwuwarstwowe i sag powszechnie stosowane
jako modele blon biologicznych, stanowigc dobre odniesienie do wtasciwosci
naturalnych membran [29]. Molekuty pierwszego z wymienionych fosfolipidow
przyjmuja w roztworach wodnych posta¢ zwitterjonow [30-32], za§ drugiego —
naladowanych ujemnie indywiduéw, ktérych tadunek zlokalizowany jest w obszarze
grupy fosforanowej [32,33]. Fragmenty hydrofobowe obu analizowanych fosfolipidow
tworza dwie reszty kwasu palmitynowego polaczone wigzaniami estrowymi
z glicerolowym rdzeniem. Czg$¢ hydrofilowa czasteczek DPPC stanowia grupy
cholinowa oraz fosforanowa przylaczone do rdzenia glicerolu wigzaniem estrowym, za$
grupy glicerolowa i fosforanowa potaczone z rdzeniem glicerolowym za pomoca
wigzania estrowego charakterystyczne sa dla molekut DPPG. Schemat budowy badanych
fosfolipidow z zaznaczonymi charakterystycznymi grupami przedstawiony zostal na
Rysunku 2.
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Rysunek 2. Schemat budowy czasteczek badanych fosfolipidow: A - DPPC (dipalmitoilofosfatydylocholiny);
B - DPPG (dipalmitoilofosfatydyloglicerolu)

Figure 2. Scheme of the structure of the molecules of the studied phospholipids : A — DPPC
(dipalmitoylphosphatidylcholine); B - DPPG (dipalmitoylphosphatidylglycerol)

Sterole — odmienno$¢ budowy czasteczek steroli w pordwnaniu do innych klas
lipidow blonowych ma swoje odzwierciedlenie w nizszym stopniu polarnosci steroli
wzgledem pozostatych. W czasteczce sterolu fragment hydrofilowy wystepuje w postaci
pojedynczej grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ przy atomie C-3 pierwszego pierscienia
bedacego czgécia uktadu cyklopentanoperhydrofenantrenowego. Ugrupowanie to, pod-
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stawione czesto dodatkowo przy atomie C-17 prostym lub rozgalezionym tancuchem
alifatycznym, stanowi cz¢$¢ hydrofobowa molekut steroli [34-37]. Najpowszechniej
wystepujacym w komorkach eukariotycznych zwierzecych sterolem jest cholesterol
(Chol), ktorego domieszki stosowano w niniejszej pracy. Schemat budowy czasteczki
cholesterolu przedstawia Rysunek 3.

PODSTAWIONY UKLAD RESZTA
CYKLOPENTANOPERHYDROFENANTRENOWY HYDROKSYLOWA

A !
[ \/ 1

T I
FRAGMENT FRAGMENT
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Rysunek 3. Schemat budowy czasteczki cholesterolu
Figure 3. Scheme of the structure of cholesterol

Molekuty Chol dzigki lokowaniu pierscieni steroidowych réwnolegle do tancuchoéw
weglowodorowych w hydrofobowym obszarze bton lipidowych oraz oddziatywaniom
grup — OH z resztami estrowymi czgsteczek lipidow btonowych przyjmuja odpowiednia
orientacje¢ w dwuwarstwie fosfolipidowej [31,34-36,38-43]. Amfifilowy charakter
molekut Chol umozliwia im selektywne wbudowywanie si¢ w struktur¢ dwuwarstw, a co
za tym idzie modyfikacj¢ fizykochemicznych wlasciwosci membran, takich jak ptynnosc
czy przepuszczalnos¢ [30,31,36-50]. Wptyw cholesterolu na regulacje ptynnosci
modelowych bton biologicznych zostat poddany analizie w niniejszej pracy.

1.2 WELASCIWOSCI BLON BIOLOGICZNYCH

Niespetna 100 lat temu Gorter i Grendel [51] przeprowadzajac badania czerwonych
krwinek udowodnili dwuwarstwowa organizacje¢ lipidow w naturalnych btonach. Uktad
taki wynika przede wszystkim z amfifilowej struktury lipidow btonowych. Na
bilamelarng forme¢ bton wptyw maja rowniez takie cechy jak ksztalt czy réznorodnosc
grup funkcyjnych budujacych czasteczki lipidow [52].

Na rozwinigcie i uscislenie teorii opisujacej strukturotworcze procesy zachodzace w
btonach biologicznych przyszio poczekaé od odkrycia Gortera i Grendela kolejne 50 lat,
kiedy to Singer i Nicolson [53] zaproponowali, uznawany do dzi$ za najblizszy stanowi
faktycznemu, mobilis in mobili, czyli model ptynnej mozaiki. Jako pierwszy uwzglednia
on mozliwo$¢ wystepowania szeregu stabych, niekowalencyjnych oddziatywan
pomiegdzy biatkowymi i lipidowymi komponentami tworzgcymi naturalne membrany,
takich jak: oddziatywania wodorowe, elektrostatyczne, dipolowe czy Van der Waalsa,
zapewniajacych integralnos¢ sktadnikow blon. Ich istnienie generuje ponadto mozliwos¢
pelnienia przez bialka okreslonych funkcji [1]. Zachodzace pomigdzy polarnymi
fragmentami lipidow oddziatywania elektrostatyczne i wigzania wodorowe oraz
przyciagajace sity Van der Waalsa wystgpujace migdzy tancuchami weglowodorowymi
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hydrofobowych czesci lipidow sa interakcjami pozwalajagcymi na zachowanie
dwuwarstwowej struktury bton [1,5,52,54].

Model plynnej mozaiki przedstawia blony jako ptynne struktury zorientowanych
przestrzennie molekut lipidéw, uformowanych w dwuwarstwy, z asymetrycznie
rozmieszczonymi wewnatrz integralnymi i powierzchniowymi bialkami blonowymi
[1,5]. Model ten zaktada réowniez wystgpowanie w naturalnych membranach szeregu
specyficznych wlasciwosci, takich jak dynamika, plynnos¢, selektywno$¢ czy asymetria,
ktore determinowane sa przez sktad lipidowy bton [52].

Dynamika bton biologicznych zwigzana jest ze znacznym stopniem mobilnosci
budujacych membrang komponentéw. Zanurzone w dwuwarstwie lipidowej, jak
w swoistym ,,rozpuszczalniku”, biatka blonowe posiadaja zdolnos¢ do wykonywania
ruchéw bocznych oraz do rotacji. Spowodowane jest to zrywaniem i tworzeniem si¢
nowych stabych wiazan i oddziatywan z czasteczkami lipidow stanowiacych strukture
membran [1,26]. Z uwagi na wielkosc¢ biatek i hydrofobowy charakter wewnetrznej czgséci
bton niemozliwe jest z kolei przemieszczanie si¢ biatek z jednej strony dwuwarstwy na
druga [1].

W obrebie kazdej z monowarstw tworzacych naturalne membrany zauwazalny jest
rowniez duzy stopien swobody ruchéw molekut lipidoéw — wyrdzniamy dwa rodzaje ich
ruchu:

v' boczne przemieszczanie w obrebie monowarstwy, czyli tak zwana dyfuzja

lateralna — odbywa si¢ w kierunku rownolegtym do ptaszczyzny dwuwarstwy,

v’ rotacja pojedynczej molekuly lipidu — obrot czgsteczek lipidow wokot wilasnej

osi [3,52].

Teoretycznie mozliwe sg rowniez tzw. ruchy flip-flop, czyli przemieszczanie si¢
czasteczek lipidow z jednej monowarstwy do drugiej, jednak translokacja taka z uwagi
na bardzo dlugi czas jej zachodzenia, zwigzany z koniecznoscig niekorzystnego
energetycznie oddziatywania polarnej czgsci lipidu z apolarng czgécia dwuwarstwy, nie
jest procesem, ktory zaobserwowac¢ mozna w czasie rzeczywistym [1,3,5,52].

Tworzenie réznorodnych pod wzglgdem skladu lipidowego struktur a takze
mobilnos¢ amfifilowych molekut determinuja nastgpna z whasciwosci naturalnych
membran, jaka jest ptynnos$¢ [1]. Cecha ta wynika bezposrednio ze sktadu lipidowego,
ktérego modyfikacje, np.: ilosci czy rodzaju tworzacych dwuwarstwe lipidow, generuja
zmiany stopnia ptynnosci blon. Im krétszy tancuch weglowodorowy, tym mniejsza
powierzchnia oddzialywan Van der Waalsa, czego konsekwencja jest spadek stopnia
uporzadkowania i wzrost ptynnosci dwuwarstwy [1-3,55]. Rowniez brak wigzan
nienasyconych w obrebie ogondéw acylowych skutkuje wystgpowaniem stabilnej, gesto
upakowanej struktury dwuwarstwy, wynikajacej z duzej ilosci oddziatywan Van der
Waalsa migdzy tancuchami weglowodorowymi w konformacji trans. Z kolei
wystgpowanie nienasyconych wigzan w hydrofobowym fragmencie dwuwarstwy
powoduje przejscie tancuchow w konformacje gauche, czego efektem jest spadek
Scistego upakowania dwuwarstwy oraz wzrost stopnia jej ptynnosci [1]. Obecnosé Chol
w naturalnych blonach jest kluczowa w procesie regulacji stopnia ich ptynnosci.
Prostopadte wzgledem ptaszczyzny dwuwarstwy wbudowywanie si¢ molekut Chol
w membrang w znacznym stopniu rozluznia jej upakowana strukturg, ale rowniez
czgsciowo hamuje ruchy lipidow, wywotujac ambiwalentny efekt na plynnos¢ bton
[3,31,34-50]. Ptynnos¢ dwuwarstw moze by¢ rowniez regulowana poprzez modyfikacje
struktury hydrofilowych fragmentéw lipidow blonowych. Sita wigzan wodorowych
pojawiajacych si¢ w obrgbie gtowek fosfolipidowych zalezy od rodzaju pochodnej alko-
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holowej estryfikujacej reszte fosforanowa — wzrost ptynnosci dwuwarstwy powodowany
jest przez zwickszenie ilosci fosfatydylocholin w strukturze dwuwarstwy, zas dodatek do
bton fosfatydyloetanoloamin w znacznym stopniu je stabilizuje [31].

Selektywno$¢ membran biologicznych jest $cisle zwigzana z przepuszczalnoscia
przez obszar dwuwarstw okreslonego rodzaju substancji i zalezna od ich wielkosci oraz
stopnia polarno$ci. Niewielki rozmiar oraz brak tadunku takich czasteczek, jak O,, CO,,
N> czy proste weglowodory, pozwala na swobodne przenikanie ich przez dwuwarstwy.
Stosunkowo tatwo pokonywac¢ btong lipidowa moga rowniez mate czasteczki polarne,
takie jak woda czy mocznik. Apolarny rejon dwuwarstw jest jednak fragmentem
ograniczajacym mozliwo$¢ dyfuzji wickszych czasteczek polarnych, np.: glukozy czy
aminokwasow a takze uniemozliwiajacym przenikanie do i z wngtrza komorki jonow,
takich jak: H*, Na*, K*, Ca?*, Cl, HCOs,, HoPOy4. Przemieszczanie tych indywiduéw
poprzez membrany mozliwe jest wylacznie poprzez odpowiednie pompy i kanaly
jonowe, ktorych podstawa strukturalng sg biatka [3,55,56].

Asymetryczno$¢ blony zwigzana jest z nieprzypadkowym rozmieszczeniem lipidow
i biatek w dwuwarstwie [1,3,24]. Silniejsze wigzanie biatek przez zewnetrzng
powierzchni¢ bton biologicznych skutkuje wystepowaniem wigkszej ich ilosci po stronie
macierzy zewnatrzkomorkowej [1]. Réwniez cholesterol, fosfolipidy, takie jak
fosfatydylocholiny i sfingomielina wystepuja w wigkszej ilosci, a wykazujace catkowita
asymetri¢ glikolipidy znajduja si¢ jedynie po zewnetrznej stronie btony. Z kolei
wewnetrzna monowarstwa naturalnych membran bogata jest w fosfatydyloetanoloaminy
i fosfatydyloseryny [1-3,55].

2. LIPOSOMY JAKO MODELE BLON BIOLOGICZNYCH

Opisane wczesniej wilasciwosci amfifilowe czasteczek lipidow determinujg
amfipatyczno$¢ powstajacego ukladu lamelarnego, ktorego zewngtrzne fragmenty
hydrofilowe wchodzg w liczne interakcje z otaczajacymi je czasteczkami wody poprzez
oddziatywania elektrostatyczne i tworzenie wigzan wodorowych. Hydrofobowe wnetrze
dwuwarstwy lipidowej jest izolowane od polarnego $rodowiska [1,5,6]. W celu
zniwelowania niekorzystnych energetycznie oddziatywan tancuchéw weglowodorowych
znajdujacych si¢ na krawegdziach membran z molekutami wody, poprzez zakrzywienie
dwuwarstwy formutuja si¢ struktury kuliste, zwane liposomami. Liposomy sg to
zamknigte, sferyczne pecherzyki posiadajace wewnetrzny rdzen wodny otoczony przez
jedng lub kilka dwuwarstw lipidowych rozmieszczonych wokét niego koncentrycznie
i oddzielonych od siebie przestrzeniami wodnymi [6,57-64]. Schemat budowy liposomu
jednowarstwowego z elementami jego struktury przedstawiono na Rysunku 4.

DL

Rysunek 4. Schemat budowy jednowarstwowego pecherzyka liposomowego
Figure 4.  Scheme of the structure of a unilamellar liposomal vesicle
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Predyspozycja dwuwarstw do organizowania si¢ w struktury kuliste zostata po raz
pierwszy zauwazona przez Banghama [65] w latach 60. ubieglego wieku. Prekursorowi
technologii liposomowej udato si¢ otrzymaé pecherzyki wielowarstwowe [68,77], za$
kilka lat p6zniej, dzieki dlugotrwatemu procesowi sonifikacji lipidow w $rodowisku
wodnym, Papahadjopoloulos [66,67] uzyskat dyspersje liposoméw jednowarstwowych.
Strukturalny i funkcjonalny paralelizm liposoméw do bton biologicznych warunkuje ich
aplikacyjno$¢  jako modeli naturalnych membran —  biokompatybilnych
i biodegradowalnych no$nikéw lekow, biatek btonowych, sond, antygendéw i innych
makromolekut [58-61,68,69].

Rozpatrujac morfologi¢ tworzacych si¢ w roztworach wodnych pecherzykow
liposomowych wyr6zni¢ mozna ich kilka podstawowych rodzajow:

v' SUV — (z ang. small unilamellar vesicles) mate, jednowarstwowe pecherzyki

lipidowe o $rednicy 20-100 nm,

v' LUV - (z ang. large unilamellar vesicles) duze, jednowarstwowe pecherzyki

lipidowe o $rednicy 100-400 nm,

v" GUV - (z ang. giant unilamellar vesicles) olbrzymie, jednowarstwowe

pecherzyki lipidowe o $rednicy > 1 pum,

v" OLV - (z ang. oligolamellar vesicles) kilkuwarstwowe pecherzyki lipidowe

o $rednicy 100-500 nm,
v" MLV - (z ang. multilamellar vesicles) wielowarstwowe pecherzyki lipidowe
o $rednicy > 500 nm,

v" MVV - (z ang. multivesicular vesicles) wielopecherzykowe pecherzyki

lipidowe o $rednicy > 1 um [2,5,6,58,70].

Préby opisania mechanizmu formowania si¢ struktur liposomowych zostaty podjete
wielokrotnie. Juz w latach 80. XX wieku Lasic [71] postulowal, iz bez wzgledu na
zastosowang technike preparacji liposomow, produktem posrednim bgdzie BPF czyli
dwuwarstwowy fosfolipidowy ptatek (z ang. bilayered phospholipid flake). Ze wzgledu
na wysoce niekorzystne energetycznie napigcie na krawedziach dwuwarstwy, BPF
w wyniku dziatania energii krawedzi i energii zaginania plaskiej dwuwarstwy zostaje
uformowany w liposom. Nie jest on jednak uktadem termodynamicznie stabilnym ze
wzgledu na swoja krzywizne. Do powstania liposomow konieczne jest wigc dostarczenie
energii z zewnatrz, na sposob np.: temperatury, wytrzasania, sonifikacji czy ekstruzji
[6,71].

Do powszechnie stosowanych metod preparacji liposoméw nalezg:
uwadnianie cienkiego filmu lipidowego,
dziatanie falami ultradzwigkowymi — sonifikacja,
kalibracja przy pomocy membran o zdefiniowanej $rednicy porow — ekstruzja,
odparowanie technika odwroconych faz,
stosowanie prasy Frencha,
wstrzykiwanie roztworu eterowego lub etanolowego,
dializa detergentowa [6,72-78].

W zalezno$ci od potrzeb, mozliwe jest uzyskanie réznego rodzaju liposomow
dobierajac odpowiednig technike lub taczac kilka metod ich preparacji [71,72].
W niniejszej pracy polaczono uwadnianie cienkiego filmu lipidowego, sonifikacj¢ oraz
ekstruzje. Mozliwymi do kontrolowania na etapie preparacji cechami liposomow sg ich
sktad, struktura oraz wielko$¢ [58-61]. Stosowanie pecherzykoéw lipidowych
utworzonych z lipidow syntetycznych jako modeli naturalnych membran pozwala na ich
wykorzystanie migdzy innymi w medycynie, biologii czy kosmetologii, umozliwiajac:

A VAN N N N NN
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v ksztaltowanie 1 odtwarzanie procesow zachodzacych w naturalnych
membranach,

v badanie wlasciwosci biatek blonowych oraz ich interakcji z otaczajacym je
srodowiskiem lipidowym,

v" kontrolowane modyfikacje sktadu dwuwarstw generujgce zmiany wlasciwosci
modelowych bton,

v’ transport do wnetrza komorek trudno rozpuszczalnych i fatwo utleniajacych sie
w wodzie ingrediencji,

v przenoszenie substancji polarnych (wnetrze liposoméw) oraz apolarnych
(obszar dwuwarstwy),

v' implementowanie substancji bioaktywnych (przeciwcial, gendéw, antygendw,
lekow) do miejsc docelowych — tzw. terapi¢ celowana,

v intensyfikacje odpowiedzi immunologicznej [6,55].

3. PRZEJSCIA FAZOWE MODELOWYCH DWUWARSTW LIPIDOWYCH

Zmiany wilasciwosci fizykochemicznych bton biologicznych generowane s3 przez
czynniki zewnetrzne, tj.: modyfikacje temperatury, pH, cisnienia, dodatek Chol czy
stopienn uwodnienia. Reorganizacje strukturalne membran zachodzace skokowo okreslane
sa mianem przej§¢ fazowych dwuwarstw lipidowych [2,79].

Amfifilowe wlasciwos$ci czasteczek lipidow sa podstawa wystepowania
w tworzonych przez nie ukladach mezomorfizmu liotropowego, czyli procesu
powstawania w obecno$ci rozpuszczalnika (w strukturach biologicznych najczgsciej
wody) ciektych krysztatdow o zroznicowanej morfologii [3,5]. Amfipatycznos¢ molekut
lipidow przejawia si¢ w sktonnosci do tworzenia w roztworach wodnych réznorodnych
liotropowych agregatow, w ktorych polarne fragmenty czasteczek lipidow
wyeksponowane sg ,,na zewnatrz” i zdolne do tworzenia oddziatywan elektrostatycznych
i wigzan wodorowych z otaczajacymi je czasteczkami wody, za$ cze$ci hydrofobowe
ukryte sa ,,w S$rodku” ukladu, co pozwala im na ograniczenie niekorzystnych
energetycznie oddziatywan z grupami hydrofilowymi korpuskut wody. Roznice
strukturalne wchodzacych w sktad blony czasteczek lipidow maja swoje
odzwierciedlenie w zachodzacych w dwuwarstwach zmianach fizykochemicznych.

Polimorfizm termotropowy, czyli determinowana zmiang temperatury zdolnosé¢
agregatow lipidowych do modyfikacji strukturalnych ma swoje podloze w reorganizacji
upakowania, a co za tym idzie, stopnia swobody ruchéow molekut lipidow [2,80].
Naturalnie wystepujace btony, zbudowane w przewazajacej ilosci z fosfolipidow maja
tendencje¢ do tworzenia struktur dwuwarstwowych [5], a migdzy innymi od dlugosci
i stopnia nasycenia tancuchow alifatycznych, jak réwniez od wielkosci i rodzaju
fragmentow hydrofilowych czasteczek lipidow zaleza temperatury, w ktdrych nastgpuje
skokowa zmiana parametréw fizykochemicznych dwuwarstwy zwigzana ze zmiang jej
morfologii i nazywana temperatura przejscia fazowego [3,5,80,81].

Czynnikiem generujacym zachodzenie przejscia fazowego w obregbie dwuwarstwy
lipidowej sa modyfikacje strukturalne pojedynczych molekut wchodzacych w sktad bton.
Wspomniane modyfikacje dotyczy¢ moga temperaturowo-zaleznych zmian
konformacyjnych (przejscia z formy trans do gauche) znajdujacych si¢ w hydrofobowym
obszarze dwuwarstw lancuchow acylowych lub moga by¢ wywolane zmiang stopnia
uwodnienia hydrofilowych fragmentéw membran [2,79-81].

Do opisu faz wystepujacych w dwuwarstwach lipidowych, ktorych istnienie zalezne
jest od temperatury, powszechnie uzywana jest nomenklatura Luzzati’ego [83]. Skokowe
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zmiany parametréw fizykochemicznych zbudowanych z czasteczek DPPC dwuwarstw
generowane wzrostem temperatury badanego ukladu widoczne sa na wykresach
otrzymanych metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej (z ang. Differential Scanning
Calorimetry - DSC) jako trzy odrgbne procesy utozsamiane z trzema przemianami
fazowymi pierwszego rzedu, do ktoérych zaj$cia potrzebne jest dostarczenie energii
z zewnatrz: subprzejSciem, przedprzejsciem 1 glownym przejsciem fazowym
[2,80,84,85].

Wystepowanie dwuwarstw lipidowych w czterech odmiennych morfologicznie
fazach:

v" L. — lamelarnej krystalicznej (z ang. lamellar crystalline phase),

v' L — lamelarnej Zelowej uporzadkowanej (z ang. lamellar gel phase),

v' Pg - lamelarnej zelowej pomarszezonej (z ang. lamellar rippled gel phase),

v' Ly — lamelarnej cieklej (z ang. lamellar liquid-crystalline phase),

Scisle skorelowane jest z temperatura uktadu [86].

W najnizszych temperaturach dwuwarstwa lipidowa przyjmuje faze lamelarna
krystaliczna, zwang rowniez subzelowa. Réwnolegle uporzadkowane, $cisle upakowane,
sztywne, ulozone pod niewielkim katem wzgledem normalnej dwuwarstwy tancuchy
weglowodorowe, w ktorych strukturze wigzania wegiel-wegiel wystepuja w konformacji
all-trans, stabilizowane sg licznymi oddziatywaniami Van der Waalsa [2,5,46,84,87,88].
Sciste upakowanie hydrofilowych cze$ci membrany hamuje wnikanie molekul wody
w glab dwuwarstwy [84]. Ograniczona czestotliwo$é rotacji wzdtuz wigzan C-C a takze
znikoma ruchliwo$¢ tancuchéow alifatycznych wynikajace ze sztywnej, trojskosnej
symetrii upakowania wzrastaja wraz z dostarczeniem do ukladu energii termicznej
[84,87].

Warto$¢ temperatury, w ktorej nastepuje pierwsze przejscie fazowe dwuwarstwy
lipidowej z fazy lamelarnej krystalicznej do fazy lamelarnej zelowej uporzadkowane;j,
czyli tak zwane subprzejicie (z ang. subtransition), zalezna jest od rodzaju lipidu
budujacego membrane [3,5,80]. Nazywana jest ona temperaturg subprzejscia — Ts
[5,84,88]. Proces ten cechuje si¢ wzrostem poziomu hydratacji polarnego obszaru
dwuwarstwy na skutek wnikania molekul wody otaczajacych dwuwarstwe (z ang. bulk
water) do wewnetrznych jej obszarow, gdzie znajduja si¢ ,,zwigzane” czasteczki wody
(z ang. bound water) [89,90]. Jest to mozliwe w efekcie modyfikacji symetrii bocznego
upakowania molekut lipidow oraz zmniejszenia stopnia uporzadkowania lipidéw
w btonie [84,87,89-94]. Domieszkowanie membran pewnymi dodatkami skutkowac
moze zahamowaniem subprzejscia. Do czynnikéw takich naleza Chol, ktorego
ingrediencja na poziomie 20 mol% powoduje zanik tego przejscia fazowego [46,95].

Skutkiem subprzej$cia sa modyfikacje strukturalne prowadzace do pojawienia si¢
fazy lamelarnej zelowej uporzadkowanej, ktora cechuje niewielki wzrost kata nachylenia
fanicuchow weglowodorowych do powierzchni dwuwarstwy oraz zwigkszenie jej
grubosci przy zachowaniu relatywnie wysokiego stopnia upakowania molekut lipidow
w dwuwarstwie [5,87]. Wzmozony zostaje ruch rotacyjny tancuchéw acylowych, za$
wigzania C-C pozostaja wzgledem siebie w konformacji trans [5]. Dalszy wzrost
temperatury prowadzi do zmian w symetrii upakowania czasteczek lipidow
z trojskosnego na ortorombowe [84,91,92].

Temperatura przedprzej$cia (T,) okreslana jest temperatura, w ktorej zachodzi
przejscie fazowe dwuwarstwy lipidowej z fazy lamelarnej zelowej uporzadkowanej do
fazy lamelarnej zelowej pomarszczonej, noszace nazwe przedprzejscia fazowego (z ang.
pretransition). Jest ono spowodowane zwigkszeniem intensywnosci rotacji wzdluz
dtugiej osi tancuchow weglowodorowych czasteczek lipidow [79,84,87,88,96]. Poziom
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hydratacji polarnej czesci blony oraz parametry strukturalne dwuwarstwy ulegaja zmianie
[97,98]. Wystepowanie rowniez tego przejscia fazowego zalezne jest od dodatku do
membran czasteczek Chol. Juz 20 mol% tego sterolu hamuje zachodzenie przedprzejscia
[95].

Wynikiem przedprzej$cia fazowego sa dalsze zmiany w organizacji przestrzennej
bilamelarnie zagregowanych czasteczek lipidow prowadzace do pojawienia si¢ fazy
lamelarnej zelowej pomarszczonej [79,84]. Nastgpuje dalszy wzrost nachylenia
tancuchow acylowych wzgledem normalnej dwuwarstwy oraz zwigkszenie jej grubosci
skutkujace modyfikacja ptaskiej dotad powierzchni w pofaldowana [5,90,97,98]. Wzrasta
poziom hydratacji oraz swobody ruchdéw rotacyjnych hydrofobowych tancuchow,
ktorych wigkszos¢ pozostaje w konformacji trans. W hydrofobowym rejonie
dwuwarstwy powstajg domeny bogate w molekuly zawierajace w strukturze konformery
gauche [97,98]. Wzrost nieuporzadkowania dwuwarstwy skutkuje takze modyfikacja
symetrii upakowania molekut lipidow 2z ortorombowego na heksagonalne
[87,88,90,97,98].

Ponowny wzrost temperatury az do warto$ci zwanej temperaturg gtdwnego przejscia
fazowego (Tm) prowadzi do przemiany dwuwarstwowych agregatéw lipidowych z fazy
lamelarnej zelowej pomarszczonej do fazy lamelarnej cieklej, w nomenklaturze okres§lane
jako gltéwne przejécie fazowe (z ang. main phase transition) [46,79,80,84]. Zachodzace
podczas tej przemiany tak zwane topnienie tancuchdéw weglowodorowych lipidow
zwigzane jest ze zmiang konformacji wigzan C-C z frans na gauche na skutek energii
termicznej dostarczonej do uktadu [2,3,5,82]. Lancuchy alifatyczne bogate w konformery
gauche charakteryzuja si¢ wzrostem czestoéci rotacji wzdluz wigzania wegiel-wegiel.
Skutkuje to znacznym rozluznieniem ciasno upakowanej dotad struktury btony, dzigki
spowodowanemu powstawaniem zagiec¢ tancuchéw ograniczeniu powierzchni interakcji
hydrofobowych, np.: oddzialywan Van der Waalsa [2,3,5,84,99]. Chol w stezeniu 20
mol% znacznie ogranicza kooperatywnos$¢ (rownoczesne modyfikacje catego uktadu)
glownego przejscia fazowego a dodatek 40-50 mol% tego sterolu do membrany skutkuje
zupelnym zanikiem tej przemiany [95]. Warto$¢ temperatury gléwnego przejscia
fazowego zalezy od wielu czynnikéw, do ktorych naleza rodzaj i stezenie lipidu, tadunek
oraz zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych grup polarnych a takze dlugos¢ i stopien
nasycenia tancuchéw weglowodorowych [2,5].

Efektem gtownego przejscia fazowego jest pojawienie si¢ fazy lamelarnej ciekte;j,
ktéra wyrodzniaja:

v’ znaczny w poréwnaniu do  niskotemperaturowych faz  poziom
nieuporzadkowania, powodujacy rozluznienie upakowania membrany, wzrost
stopnia jej uwodnienia oraz poziomu przepuszczalnosci,

v' zwiekszenie stopnia swobody ruchow rotacyjnych czasteczek lipidow,

v wysoki wspotczynnik dyfuzji lateralnej przejawiajgcy sie we wzroscie ptynnosci
btony,

v’ zaburzenie symetrii heksagonalnego upakowania lateralnego [2,5,84,38].

Liczba zagig¢ lancuchow alifatycznych powodowanych wystgpowaniem
w strukturze lipidow konformerow gauche wynosi okoto 4-5 na jeden tancuch
weglowodorowy 1 skutkuje zmniejszeniem ich dlugosci oraz wzrostem zajmowanej
powierzchni [5,84,99]. Molekuty Chol wykazuja ambiwalentny wptyw na ptynnos¢ bton
w zaleznosci od fazy, w ktoérej dwuwarstwa wystepuje. W temperaturach ponizej
gldwnego przejécia fazowego sterol ten uptynnia znajdujaca si¢ w fazie zelowej blone
przez zmniejszenie liczby oddzialywan Van der Waalsa migdzy hydrofobowymi
czgéciami molekul lipidow. W temperaturach powyzej gtdéwnego przejscia fazowego
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Chol usztywnia i uporzadkowuje cieklokrystaliczng struktur¢ membrany poprzez
ograniczenie  mobilnosci  tancuchéw  alifatycznych  [2,5,46,95].  Schemat
determinowanych wzrostem temperatury przej$¢ fazowych dwuwarstwy lipidowej
z zaznaczonymi rodzajami poszczegoélnych faz oraz laczacymi je etapami przemian
fazowych przedstawiony zostal na Rysunku 5.

L. Lg Ps Lo
Ts Tp T,
—_ E— — 5
SUBPRZEJSCIE PRZEDPRZEJSCIE GLOWNE
PRZEJSCIE
FAZOWE

Rysunek 5. Schemat determinowanych wzrostem temperatury przej$¢ fazowych dwuwarstwy lipidowej
Figure 5.  Scheme of temperature-dependent phase transitions of a lipid bilayer

4. METODY BADAWCZE UKEADOW BILAMELARNYCH

Do konwencjonalnych technik eksperymentalnych stosowanych w badaniu
systemow bilamelarnych naleza m.in.: spektroskopia w zakresie podczerwieni (z ang.
Infrared Spectroscopy — IR) [45,47,49,82,87-89,93,100], roznicowa kalorymetria
skaningowa (z ang. Differential Scanning Calorimetry — DSC) [80,96,100-102],
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (z ang. Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy — NMR) [38,40,45,100], spektroskopia fluorescencyjna [96,100],
spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (z ang. Electron
Paramagnetic Resonance Spectroscopy — EPR) [96,100,102-104], spektroskopia Ramana
[101], skaningowa mikroskopia elektronowa (z ang. Scanning Electron Microscopy —
SEM) [66,105], mikroskopia sit atomowych (z ang. Atomic Force Microscopy — AFM)
[106], spektroskopia rozpraszania promieni X (z ang. X-ray Scattering Spectroscopy —
X-ray) [42,91,94,107]. Oprocz technik eksperymentalnych do $ledzenia fluktuacji
biomembran coraz szerzej stosowane sg rowniez badania dynamiki molekularnej
[35,36,50,98,99].

Kazda z wymienionych metod badawczych umozliwia $ledzenie odmiennych
zjawisk zachodzacych w obszarze dwuwarstw lipidowych bedacych wynikiem
modyfikacji parametrow fizykochemicznych (temperatura, pH, stopien uwodnienia)
mierzonych ukladow, czy domieszkowania blon réznymi dodatkami. Kazda posiada
réwniez szereg cech predysponujacych ale rowniez i utrudniajacych jej zastosowanie w
analizie uktadéw blonowych. Wybrane mozliwosci i ograniczenia metod badawczych
stuzacych do pomiaréw modelowych bton lipidowych zebrane zostaty w Tabeli 1 [45,98-
107].

W niniejszej pracy skupiono si¢ na sprawdzeniu, czy stosowang powszechnie w
badaniu modelowych uktadéw blonowych spektroskopie oscylacyjng w zakresie $redniej
podczerwieni (MIR) mozna zastapi¢ nie wykorzystywana do analizy tego rodzaju
systemow spektroskopig w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR). Systemy zbudowane z
molekul dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) lub dipalmitoilofosfatydyloglicerolu
(DPPG), oraz analogiczne uktady z dodatkiem cholesterolu (Chol), stanowily obiekt
badan w niniejszej pracy. Do realizacji celu wykorzystano metody spektroskopowe
wspomagane analiza chemometryczna:
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v technike spektroskopii oscylacyjnej w zakresie $redniej podczerwieni (MIR),
v" technike spektroskopii oscylacyjnej w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR).

Tabela 1. Mozliwosci i ograniczenia metod eksperymentalnych stosowanych do badania modelowych bion
lipidowych[45,98-107]
Table 1. Possibilities and limitations of experimental methods used to study model lipid membranes[45,98-

107]

METODA BADAWCZA

MOZLIWOSCI

OGRANICZENIA

WYZNACZANIE WARTOSCI TEMPERATUR PRZEJSC

BADANIE UKLADOW

DSC FAZOWYCH ORAZ OKRESLANIE STOPNIA ICH
. ZAWIERAJACYCH LOTNE SKEADNIKI
KOOPERATYWNOSCI
MONITOROWANIE MOLEKULARNEGO UPORZADKOWANIA
SPEKTROSKOPIA X § 1 13 31 BADANIE PROSTYCH, JEDNO LUB
ORAZ TYPOW AGREGACJI DZIEKI TECHNIKOM 'H, °C, *'P .
NMR DWUSKLADNIKOWYCH UKLADOW
NMR
SPEKTROSKOPIA ¢ . . KONIECZNOSC STOSOWANIA SOND
SLEDZENIE PROCESU GLOWNEGO PRZEJSCIA FAZOWEGO
FLUORESCENCYJNA FLUORESCENCYJINYCH
WYZNACZANIE PARAMETROW OPISUJACYCH SZEREG o
SPEKTROSKOPIA . . A . KONIECZNOSC STOSOWANIA SOND
WELASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH UKEADOW DZIEKI
EPR . X SPINOWYCH
MONITOROWANIU ROZNYCH OBSZAROW BLONY
ROWNOCZESNE MONITOROWANIE WSZYSTKICH OBSZAROW KONIECZNOSC ELIMINOWANIA Z
SPEKTROSKOPIA IR DWUWARSTWY W FUNKCJI ZMIENNEGO PARAMETRU WIDM PASM POCHODZACYCH Z
(TEMPERATURY, PH, STOPNIA UWODNIENIA) ABSORPCJI CZASTECZEK WODY
SPEKTROSKOPIA PRZEPROWADZANIE POMIAROW UKEADOW W SRODOWISKU STOSUNKOWO NISKA CZULOSC
RAMANA WODNYM APARATURY POMIAROWE]
. . ; BADANIE UKLADOW W FORMIE
SPEKTROSKOPIA WYZNACZANIE PARAMETROW OKRESLAJACYCH STOPIEN o
. . NATYWNEJ — KONIECZNOSC
ROZPRASZANIA X- UPAKOWANIA [ UPORZADKOWANIA EANCUCHOW ) . X )
) WYSTEPOWANIA PROBKI W FORMIE
RAY WEGLOWODOROWYCH
KRYSTALICZNEJ
. PROBKA WYMAGA
AFM PRACA Z NANOSKOPOWA ROZDZIELCZOSCIA

IMMOBILIZOWANIA POWIERZCHNI

Spektroskopia oscylacyjna w zakresach MIR i NIR zastosowana zostata w celu
okre$lenia zmian w stanie konformacyjnym grup CH, tancuchéw lipidowych
stanowigcych hydrofobowy obszar modelowych blon. U podstaw tej techniki lezy
absorbancja promieniowania przez oscylujace molekuty. Wzajemne ruchy atomow
w czasteczkach generuja modyfikacje struktury geometrycznej molekul, tj. zmiany
wielkosci katow, czy dlugosci wigzan miedzy atomami. Selektywne pochtanianie
promieniowania z zakresu 12500-20 cm™! przez czgsteczki skutkuje wzbudzeniem drgan
wigzan migdzy atomami tworzacymi molekuly. Czgstotliwo$¢ promieniowania
w zakresie IR jest bowiem zblizona do czestotliwosci drgan wigzan chemicznych
w czasteczkach zwigzkow organicznych. Warunkiem koniecznym do pojawienia si¢
pasm pochodzacych od drgan wigzan w molekule jest zmiana momentu dipolowego
podczas oscylacji. Obecno$¢ okre$lonych grup funkcyjnych bedacych elementami
sktadowymi molekul, predestynuje wystepowanie w nich drgan, ktére sa podstawg do
pojawiania si¢ na widmach IR tzw. pasm charakterystycznych, potozenie, ksztalt
i intensywnosci ktorych pozwala na wnioskowanie o sktadzie i organizacji czasteczek.

Spektrum dtugosci fali, ktére podczerwien obejmuje podzieli¢ mozna na trzy
obszary:

v' bliska podczerwien (NIR, z ang. Near Infrared Spectroscopy) — 12500-4000 cm™!,
v' érednia podczerwien (MIR, z ang. Mid Infrared Spectroscopy) — 4000-400 cm!,
v' daleka podczerwien (FIR, z ang. Far Infrared Spectroscopy) —400-20 cm™! [13-15].
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Efektem zaabsorbowania przez molekuly promieniowania elektromagnetycznego
z zakresu podczerwieni jest widmo, na ktérym zaobserwowaé mozna szereg pasm
pochodzacych od drgan grup atoméw tworzacych czasteczke, od ktérych masy oraz sity
wigzania zalezy umiejscowienie sygnatu na widmie. W zalezno$ci od wartosci energii
koniecznej do dostarczenia w celu przejscia drgajacego ukladu ze stanu podstawowego
na wzbudzony wyr6zni¢ mozna trzy typy pasm absorbcji:

v’ pasma podstawowe, u podstawy istnienia ktorych lezy transformacja ukladu

oscylacyjnego z poziomu podstawowego na pierwszy poziom wzbudzony.
Pasma te zaobserwowa¢ mozna glownie w zakresie $redniej podczerwieni;

v' pasma nadtonow, ktore widoczne sg podczas przechodzenia uktadu drgajacego
z poziomu podstawowego na drugi i kolejne wyzsze wzbudzone poziomy
energetyczne. Obecnosc¢ tych pasm stwierdza si¢ przewaznie w zakresie bliskiej
podczerwieni;

v/ pasma kombinacyjne sg z kolei wynikiem sumy lub roznicy drgan dwoch
roznych oscylatoréw. Takze one obecne sa najczgsciej w zakresie bliskiej
podczerwieni [13-16].

Zmiany w parametrach spektralnych pasm pochodzacych od drgan grup CH
budujacych czasteczki lipidow, zachodzace pod wplywam dziatania czynnika
zewngtrznego, np. temperatury, umozliwig $ledzenie zmian strukturalnych zachodzacych
w hydrofobowej czg¢éci modelowych btonach lipidowych. Do tego typu pasm zaliczamy
miedzy innymi sygnaly pochodzace od drgan rozciagajacych symetrycznych (vs)
i asymetrycznych (vas) grup metylenowych (CH) i terminalnych metylowych (CHs)
budujacych tancuchy acylowe czasteczek lipidow. Pasma te znajduja si¢ w obszarze
wysokich czestosci zakresu $redniej podczerwieni, a intensywno$¢ pierwszych z nich jest
najwyzsza ze wszystkich pochodzacych od drgan czasteczek fosfolipidow sygnatow. Ich
maksima znajdujg si¢ odpowiednio przy ok. 2920 cm™! dla v,s CHz, 2850 cm! dla vs CHa,
2955 cm™ dla v,s CH; oraz 2870 cm™! dla vs CH; [17,18,93,109]. W przypadku sygnatow
pochodzacych od pierwszych nadtonéw drgan rozciagajacych symetrycznych (2vs)
i asymetrycznych (2v,s) grup metylenowych (CH») budujacych tancuchy weglowodorowe
molekut fosfolipidow, ktdrych wystepowanie zaobserwowac mozna w zakresie bliskiej
podczerwieni, maksima pasm znajduja si¢ przy okoto 5780 cm™! dla 2v,s CH, oraz 5660
cm! dla 2vy CH, [110-112]. Ksztalt i potozenie tych pasm w znacznym stopniu
skorelowane jest z termo- i liotropowym typem fazy zagregowanych fosfolipidow. Na
fragmentach widm IR w zakresie 3000-2800 cm' uktadéw bilamelarnych rejestrowanych
w funkcji wzrastajacej temperatury zaobserwowa¢ mozna szereg modyfikacji
parametrow spektralnych, takich jak: spadek intensywno$ci, wzrost szerokosci
polowkowych oraz przesuni¢cie maksimow pasm v, s CH> w kierunku wyzszych wartosci
liczb falowych [17,18,109]. Analogiczne zmiany potozenia i ksztaltu pasm pochodzacych
od drgan czasteczek bogatych w dlugie fragmenty alifatyczne zaobserwowa¢ mozna
w przypadku sygnatow pochodzacych od 2v; i 2v,s wystepujacych w zakresie 6000-5500
cm’! na widmach IR [110-112]. Zarejestrowane dla stanowigcych obiekt badan uktadow
lipidowych zmiany parametrow spektralnych w wersji graficznej przedstawione zostang
w dalszej czesci pracy.

Spektroskopia oscylacyjna ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia
z transformacja Fouriera w zakresie $redniej podczerwieni — FT-ATR-MIR (z ang.
Fourier Transform Attenuated Total Reflectance Mid Infrared Spectroscopy) jest jedna
z technik eksperymentalnych stosowanych powszechnie do badania zaréwno
modelowych jak i wystgpujacych naturalnie systemoéw biologicznych [13-22]. Dane
strukturalne, informacje o stopniu i sposobie interakcji migdzyczasteczkowych a takze



664 M. KUC, K. CIESLIK-BOCZULA, M. ROSPENK

modyfikacjach strukturalnych bedacych wynikiem dziatania czynnika zewnetrznego, np.
temperatury, pH, czy stopnia uwodnienia, mozliwe sa do uzyskania z analizy widm
mierzonych metodg FT-ATR-MIR [19,20]. Do najwigkszych ograniczen tej metody
podczas badania uktadow biologicznych nalezy konieczno$¢ rejestrowania widm
w Srodowisku wodnym. Nastrecza to wielu probleméw przy interpretacji mierzonych
systemOw z uwagi na pojawiajace si¢ w istotnych, z punktu widzenia analizy, zakresach
pasm o duzej intensywno$ci pochodzacych od drgan grup —OH czasteczek wody.
Cze$ciowe zniwelowanie tej trudnos$ci mozliwe jest dzigki zastosowaniu transformacji
Fouriera (FT), ktéra ulatwia gromadzenie duzej ilosci interferograméw oraz wplywa na
wzrost stosunku sygnal/szum, umozliwiajac rejestrowanie widm o dobrej rozdzielczosci
[19]. Uzyteczne moze okaza¢ si¢ rOwniez zastosowanie tzw. cigzkiej wody — D,0, ktorej
wykorzystanie pozwala na wyeliminowanie pasm pochodzacych od drgan grup —OH
czasteczek H>O.

Spektroskopia oscylacyjna w zakresie NIR jest technika, ktorej zastosowanie przy
badaniu i analizie modyfikacji strukturalnych modelowych bton lipidowych nie bylo
powszechne. W literaturze przed 2014 rokiem (rozpoczgcie niniejszych badan) nie udato
si¢ natrafi¢ na zadng pracg, w ktorej uzyto by techniki spektroskopii oscylacyjnej
w zakresie NIR do badania tego typu systemdéw. Niemniej opierajac si¢ na jej
analogicznym wzgledem metody MIR fizycznym podtozu, bazujacym na wystepowaniu
w analizowanych uktadach drgan grup funkcyjnych w czasteczkach lipidow oraz ich
pierwszych nadtonéw, przypuszcza¢ mozna, iz podobnie jak spektroskopia oscylacyjna
w zakresie $redniej podczerwieni rowniez technika NIR moze okazaé si¢ uzytecznym
narzedziem dostarczajagcym szeregu informacji dotyczacych struktury i wiasciwosci
fizykochemicznych modeli bton biologicznych.

Intensywny rozwoj aparatury pomiarowej zwigzany przede wszystkim ze wzrostem
stopnia ich zautomatyzowania, majacy miejsce na przestrzeni ostatnich dziesigcioleci,
wigze si¢ z konieczno$cig analizy obszernych zbioréow danych doswiadczalnych.
Mnogos$¢ wynikdw w znacznym stopniu ogranicza mozliwos¢ ich eksploracji za pomocg
klasycznych metod analitycznych. Narzedziem pomocnym przy interpretacji
wielowymiarowych danych jest chemometria, u ktorej podstaw leza statystyczne
i matematyczne metody analizy danych, prowadzace do otrzymania szeregu informacji
dotyczacych modyfikacji zachodzacych w badanych uktadach [113-116].

Do gtéwnych celow chemometrii zaliczy¢ mozna:

v' gromadzenie, kompresje, eksploracje oraz wizualizacje danych pomiarowych,

v" modelowanie, kalibracje i kontrole statystyczng procesow,

v Kklasyfikacje, grupowanie i korekcje sygnatow,

v’ identyfikacje i interpretacje wzorcow i trendow [113-115,117,118].

Wyniki pomiaréw przeprowadzanego eksperymentu stanowig najczesciej szeroki
zbiér bedacy rezultatem zbadania szeregu obiektéw. Eksplikacja z wielowymiarowych
danych charakterystyki analizowanych probek oraz ich cech poprzez redukcj¢ wymiaru
jest nadrzgdna intencja stosowania metod chemometrycznych do analizy danych
spektralnych [113,119-121].

Jedna z powszechnie stosowanych metod projekcji danych jest metoda analizy
sktadnikow glownych (z ang. Principal Component Analysis — PCA). Analiza PCA jest
uzytecznym narzgdziem chemometrycznym umozliwiajagcym kompresje
wielowymiarowych danych, bedacych wynikiem np. pomiaréw spektroskopowych,
poprzez zastgpienie wyjsciowych danych jednym lub kilkoma tzw. czynnikami (lub
sktadnikami) gléwnymi (z ang. principal components, PC) czyli liniowymi kombinacjami
zmiennych wyjsciowych, pozostajacymi wzgledem siebie w relacji ortogonalnej i opisu-
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jacymi zasadnicza czgs¢ wariancji danych. Iteracyjny sposéb wyznaczania czynnikow
glownych pozwala na zachowanie przez nie wysokiego stopnia zawartych
w oryginalnych danych informacji przy jednoczesnym zachowaniu maksymalnego
poziomu wariancji poddawanego analizie ukladu. Pierwszy czynnik gléwny (PC1)
wyznaczany jest zgodnie z kierunkiem obejmujacym najwickszy rozrzut obiektéw, a co
za tym idzie opisujacym maksimum catkowitej zmiennosci zachodzacej w badanym
uktadzie. Kazdy kolejny czynnik glowny przedstawia inng, nieopisang przez poprzedni
cz¢$¢ zmiennosci [117,119-121]. Poddanie danych eksperymentalnych szeregowi
procedur przygotowawczych takich jak: odszumianie, korekcja linii bazowe;j,
normalizacja czy centrowanie (usuni¢cie powielanych oraz nieistotnych informacji ze
zbioru widm) ma na celu wyeliminowanie niespecyficznej i niebedacej podstawa
badanego procesu, zmienno$ci [117,119,122,123]. Wyjsciowe dane wygenerowane
W postaci macierzy sa poprzez algorytm PCA poddawane procesowi dekompozycji do
iloczynu dwoch macierzy T i P, czyli macierzy wartosci czynnikowych (z ang. scores)
zawierajacej wspolrzedne obiektéw i macierzy fadunkow czynnikowych (z ang. loadings)
charakteryzujacej parametry, zorientowanych w taki sposob, aby zoptymalizowac
w maksymalnym stopniu opis wariancji danych [122]. Dzigki zastosowaniu metody PCA
mozliwa jest wigc roéwniez graficzna wizualizacja zalezno$ci wigzacych obiekty
i parametry, co ulatwia w znacznym stopniu interpretacj¢ analizowanych danych
[117,119-125]. Wartosci czynnikowe dla kazdego obiektu opisywane sa jako odlegtosé¢
ich prostopadtego rzutu na o§ PC1. Im wigksza wartos$¢ scores, tym wigksza zmienno$¢
wnoszona przez dany obiekt do uktadu. Zblizone wartosci scores dla kilku probek
sugerujg z kolei ich analogiczny wktad w wariancje analizowanego systemu [119,125].
Ladunki czynnikowe kolejnych zmiennych réwne sg cosinusowi kata migdzy osia danego
obiektu a osig PC1. Przyjmuja one zatem wartosci od 1 do -1. WartoSci te sg $cisle zalezne
od wariancji kolejnej zmiennej — im wickszy wplyw zmiennosci na kierunek osi PC1,
tym blizsza jedno$ci warto$¢ tadunku czynnikowego (poniewaz cos kata wynosi 0).
I odwrotnie — im bardziej rownolegle wzglgdem siebie biegng osie zmiennej i PC1, tym
blizsza zeru warto$¢ cos kata migdzy osiami i tym mniejszy wktad w opis zaleznej od
PC1 czgs$ci wariancji ma okre§lona dana — warto$¢ liczby falowej [119,125].

Oparte na zalozeniach statystyki i modelach matematycznych metody
chemometryczne okazujg si¢ by¢ wsparciem i uzupelnieniem technik badawczych,
ktérymi na przestrzeni ostatnich lat probuje si¢ na wielu plaszczyznach analizowaé coraz
bardziej skomplikowane i r6znorodne pod wzgledem strukturalnym oraz funkcjonalnym
systemy [126-129]. Graficzne przedstawienie otrzymanych w wyniku przeprowadzenia
analizy PCA udziatéw wartosci i tadunkow czynnikowych w ogoélnej zmiennosci
badanego uktadu pozwala na uzyskanie szeregu istotnych informacji dotyczacych
ztozonych uktadow, takich jak modyfikowane licznymi parametrami modelowe btony
lipidowe [128,130-133].

W niniejszej pracy metoda PCA zastosowana zostata w celu $ledzenia i interpretacji
monitorowanych przy uzyciu spektroskopii IR modyfikacji strukturalnych
w hydrofobowym obszarze dwuwarstw lipidowych, bedacych skutkiem zmian
temperatury modelowych bton. Do realizacji postawionych celow pracy, konieczna byta
preparacja probek wodnych dyspersji liposomowych, ktérych pomiary prowadzono
w funkcji wzrastajacej temperatury technikami spektroskopii MIR i NIR [134-136].
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4.1. Wspomagana analiza chemometryczng (PCA) spektroskopia FTIR w zakresie
NIR jako alternatywna metoda w badaniu przejs$¢ fazowych modelowych ukladow
blonowych w zakresie MIR

Wigkszo$¢ charakterystycznych pasm wystepujacych w czasteczkach zwigzkow
organicznych, pochodzacych od drgan podstawowych, zwigzanych z przej$ciem
czasteczki z poziomu podstawowego na pierwszy poziom wzbudzony, zaobserwowac
mozna w zakresie MIR. Z kolei przewazajaca cz¢$¢ pierwszych i kolejnych nadtonow
sygnalow pochodzacych od tych drgan, bedacych efektem przechodzenia czasteczki ze
stanu podstawowego na drugi i wyzsze poziomy wzbudzone, oraz tzw. pasma
kombinacyjne wynikajace z naktadania si¢ kilku rodzajow drgan, znalezé mozna
w zakresie NIR [13]. Nadtony powinny podlega¢ analogicznym modyfikacjom
spektralnym, jak odpowiadajace im pasma pochodzace od drgan podstawowych,
poniewaz u ich podloza leza te same rodzaje oscylacji, monitorujace to samo zjawisko
zachodzace w badanym uktadzie [13,16]. Badania w petni uwodnionych bton lipidowych
pozwalaja na lepsze przyblizenie procesow zachodzacych w uktadach modelowych
dwuwarstw do tych majacych miejsce w naturalnie wystepujacych blonach, ktoére
znajduja si¢ we w pelni uwodnionym stanie. Powazny problem eksperymentalny, jaki
w zakresie MIR stanowi silne naktadanie si¢ pasm pochodzacych od grup funkcyjnych
lipidow budujacych blony z szerokim pasmem o wysokiej intensywnosci bgdacym
wynikiem drgan grup —OH czasteczek wody zostaje czgsciowo zniwelowany w zakresie
NIR, gdzie wspomniane pasma sg lepiej rozseparowane. Mozliwos$¢ przeanalizowania
alternatywnego zakresu spektralnego w celu zbadania tego samego procesu
zachodzacego w badanych uktadach pozwolita na optymalne pod wzgledem technicznym
i ekonomicznym dobranie parametréw technicznych przeprowadzanych pomiarow [134-
136].

Badania MIR i NIR modelowych blon DPPC — w pierwszej kolejnosci
przeprowadzono pomiary powszechnie stosowang do badania systemoéw lipidowych
technika FTIR-ATR w zakresie MIR wodnych dyspersji liposomowych DPPC w funkcji
wzrastajacej temperatury. Analizie poddano zakres 3000-2800 cm™!, w ktorym znajduja
si¢ pasma pochodzace od drgan v.ssCH, charakteryzujacych tancuchy weglowodorowe
czasteczek lipidow. W serii zmierzonych w funkcji wzrastajacej temperatury widm,
zgodnie z oczekiwaniami, zauwazono szereg zmian spektralnych: spadek intensywnosci,
wzrost szeroko$ci potdéwkowej oraz przesuni¢cie maksimow pasm v, sCH2 w kierunku
wyzszych wartosci liczb falowych. Modyfikacje te s3 wynikiem zmian konformacyjnych
wzdhuiz wigzan C-C w tancuchach alifatycznych z konformacji trans do gauche
i zwigzanego z tym przej$cia fazowego dwuwarstwy z uporzadkowanej fazy zelowej do
rozluznionej fazy cieklokrystalicznej. Fakt ten jest potwierdzony licznymi
eksperymentami opisanymi w literaturze [18,130-133,137-140].

W kolejnym kroku po raz pierwszy miato miejsce poddanie dyspersji liposomowych
DPPC pomiarom spektroskopowym w zakresie NIR w celu analizy sygnatow
pochodzacych od drgan 2v,s grup CH, lipidowych tancuchéw alifatycznych
i sprawdzenie stopnia korelacji pomi¢dzy wynikami otrzymanymi dla zakresow MIR
i NIR [13,110,134]. Zauwazono, iz takze w przypadku analizy zakresu NIR na
zmierzonych w funkcji temperatury widmach widoczne sg analogiczne modyfikacje
spektralne badanych sygnalow, czyli obnizenie intensywnosci, poszerzenie i wysoko-
czesto$ciowe przesuniecie maksiméw pasm pochodzacych od drgan 2vs (z 5775 cm
w fazie zelowej, do 5785 cm™ w fazie cieklokrystalicznej) i 2vas (z 5662 cm™ w fazie
zelowej, do 5672 cm™! w fazie cieklokrystalicznej) grup CH, lancuchéw weglowodoro-
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wych czasteczek lipidow [110,134]. Temperaturowe ewolucje widm FT-IR zmierzonych
w zakresie MIR i NIR obejmujacych odpowiednio pasma vas sSCH> i vas sSCH3 oraz 2v,s sCHa
i 2vassCHs dla wodnych dyspersji liposomowych DPPC przedstawione zostaly na
Rysunku 6.
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Rysunek 6. Temperaturowo-zalezne zmiany spektralne na widmach w zakresach MIR i NIR, pozwalajace na
monitorowanie procesu przejscia fazowego w systemach lipidowych DPPC

Figure 6. Temperature-dependent spectral changes in spectra in the MIR and NIR ranges, allowing the
monitoring of the phase transition in lipid DPPC systems

Przypisania pasm zaprezentowanych powyzej dokonano w oparciu o dane
literaturowe [110-112] dotyczace uktadoéw lipidowych oraz innych czasteczek zwiazkow
organicznych, zawierajacych w swojej budowie rozne fragmenty alifatyczne. Podobnie
jak w spotykanych w literaturze przyktadach, réwniez w badanych btonach DPPC,
zarbwno w zakresie MIR jak i NIR, intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od drgan
rozciaggajacych asymetrycznych CH; jest wigksza, niz dla pasma drgan rozciagajacych
symetrycznych CH; [110-112]. Pasma o niewielkiej intensywnosci przy 5859 1 5832 cm-
! przypisano odpowiednio pierwszym nadtonom drgan rozciggajacych asymetrycznych
i symetrycznych terminalnych grup CHs wchodzacych w sklad tancuchow
weglowodorowych molekut lipidéw. Zgodne z danymi literaturowymi [110,141], nieco
zmodyfikowane wzgledem zakresu MIR, wzajemne potozenie pasm pochodzacych od
drgan 2v.sCH> oraz 2veCHs zostalo rowniez zaobserwowane w przypadku
analizowanych systemow lipidowych, a ilo$¢ grup metylenowych (15) i metylowych (1)
w szesnastoweglowych tancuchach alifatycznych czasteczek badanych lipidow ma swoje
odzwierciedlenie w intensywnosci sygnatow.

Proces gtownego przejscia fazowego, czyli wynikajaca ze zmiany konformacji
wigzan (frans-gauche) migdzy atomami wegla w tancuchach alifatycznych czasteczek
lipidow modyfikacja strukturalna dwuwarstwy ze §ci$le upakowanej, uporzadkowanej
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(faza zelowa) do bardziej ptynnej i rozluznionej (faza ciektokrystaliczna) znajduje swoje
odzwierciedlenie w zmianie opisanych powyzej parametrow spektralnych widm
modulowanych temperaturg ukladow liposomowych. Obie przedstawione metody
pomiarowe opierajace si¢ na analizie odmiennych zakresow spektralnych daja spojne
wyniki: ewolucja potozenia i ksztattu pasm 2v.sCH> byla analogiczna z kierunkiem
zmian polozenia i ksztaltu pasm vas sCHo.

Uzycie narzgdzi chemometrycznych w kolejnym kroku analizy umozliwito
uzyskanie z wyzszg dokladnoscia wigkszej ilosci informacji o modyfikacjach
strukturalnych zwigzanych z obserwowanymi na widmach zmianami spektralnymi.
W przypadku analizowanych uktadéw informacji takich dostarczyla, pozwalajaca na
redukcje wielowymiarowosci danych, analiza czynnikow gtéwnych (PCA).

Analiza PCA widm modelowych blon DPPC zmierzonych w zakresach MIR i NIR
— modele PCA zostaly sporzadzone oddzielnie dla kazdego z poddanych analizie
zakresow. W obu przypadkach przewazajaca czes¢ (MIR: 99,52%, NIR: 87,83%)
obserwowanych na widmach absorpcyjnych zmienno$ci zachodzacych w uktadzie
przypisano jednemu, gldwnemu procesowi zwigzanemu ze zmiang temperatury. Za
pozostaty udzial w catkowitej zmiennosci absorbancji odpowiadaja nie tylko
obserwowane na widmach szumy, ale réwniez inne losowe zmiany absorbancji zwigzane
z nieoptymalng korekcja linii bazowej oraz odjeciem widma wody od widma badanej
dyspersji liposomowej. Na widmach mierzonych technika FT-IR wszystkich opisanych
w tej pracy rodzajow ukladéw blonowych pojawialy si¢ incydentalne modyfikacje
absorbancji o analogicznym podtozu. Obliczenia modelu PCA przeprowadzone zostaty
na macierzy stworzonej z mierzonych w funkcji temperatury widm liposoméw DPPC.
W rejonie $redniej podczerwieni analizie PCA poddano zakres 3000-2800 cm'!, za$
w rejonie bliskiej podczerwieni zakres 5940-5555 cm™.

Konstruowanie modelu PCA, na ktorego podstawie wyznaczone zostaly udziaty
poszczegolnych czynnikow w catkowitej zmiennosci absorbancji w uktadzie, sktadato sig
z kilku krokow, majacych na celu wyeksponowanie maksymalnej ilosci informacji
z danych wyjsciowych. I tak dzigki odpowiedniej projekcji danych otrzymano dla
zakresow MIR 1 NIR wykresy wartosci czynnikowych, na ktorych graficznie
zilustrowane zostaly korelacje pomiedzy mierzonymi w kolejnych temperaturach
widmami. Wykresy te przedstawione zostaly na Rysunku 7.
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Rysunek 7. Sigmoidalny ksztalt wykresu wartosci czynnikowych PC1 w funkeji temperatury liposomow
DPPC mierzonych technika spektroskopii oscylacyjnej w zakresach MIR i NIR

Figure 7. Sigmoidal shape of the plot of scores on PC1 as a function of the temperature of DPPC liposomes
measured by vibrational spectroscopy in the MIR and NIR ranges

Zaprezentowane na Rysunku 7 wykresy przedstawiaja krzywe sigmoidalne
wygenerowane przez dopasowanie funkcji do otrzymanych w analizie PCA punktow
uktadajacych si¢ specyficznie na plaszczyznie wartosci czynnikowe — temperatura.
Zblizonym warto$ciom czynnikowym dla czynnika pierwszego przypisuje si¢ znaczne
podobienstwo opisywanych przez nie widm. Z kolei duza zmiana wartosci
czynnikowych, odczytywana jest jako tozsama z widmami znacznie si¢ od siebie
réznigcymi [130]. Rownocze$nie z wykresami wartosci czynnikowych w funkcji
temperatury, wygenerowane zostaty wykresy tadunkéow czynnikowych w funkcji liczby
falowej, ktore pokazujg odpowiadajgca udziatlowi czynnika pierwszego, zmiang
absorbancji przy poszczegdlnych wartosciach liczb falowych w analizowanym zakresie
spektralnym w catkowitej zmienno$ci spektralnej uktadu. Duza warto$¢ tadunku
czynnikowego oznacza, iz zmiany absorbancji przy danej wartosci liczby falowej maja
znaczny wktad w zachodzacy w uktadzie proces [125]. Ladunki czynnikowe wskazujace,
przy jakich warto$ciach liczb falowych na widmach absorpcyjnych w zakresach MIR
i NIR zaobserwowa¢ mozna najwigksze zmiany odpowiednio w fazie zelowej
i cieklokrystalicznej, zaprezentowane zostaly na Rysunku 8.
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Rysunek 8. Wykres tadunkéw czynnikowych PC1 w funkcji liczby falowej liposoméw DPPC mierzonych
w zakresach MIR i NIR

Figure 8.  Plot of the loadings on PCI in the function of wavenumber of DPPC liposomes measured in the
MIR and NIR ranges

Sigmoidalny ksztalt obu, tzn. wygenerowanych dla zakres6w MIR i NIR, wykresow
wartosci czynnikowych w funkcji temperatury jest charakterystyczny dla uktadow
lipidowych, w ktorych zachodzi zjawisko gtéwnego przejscia fazowego [130]. Ujemne
warto$ci czynnikowe opisuja dwuwarstwe w fazie zelowej, za§ dodatnie przypisywane sa
btonie w stanie ciektokrystalicznym, co mozna bylo stwierdzi¢ poréwnujac zaleznosci
warto$ci czynnikowych z odpowiadajagcymi im zmianami na wykresach tadunkow
czynnikowych. Z miejsca przegigcia krzywej sigmoidalnej, okreslajacego, miedzy
ktérymi mierzonymi w funkcji temperatury widmami wystepuja najwicksze roznice
spektralne, wyznaczone zostaly warto$ci temperatur gldéwnych przejs¢ fazowych, ktére
wynoszg odpowiednio: dla regionu MIR: T, = 41,2 °C, dla NIR: Tp, = 40,4 °C. Wartos$ci
te sg do siebie zblizone i zgodne z danymi literaturowymi [130,142,143].

Wygenerowane wykresy tadunkow czynnikowych w funkcji liczby falowej dla obu
studiowanych  rejonow  spektralnych  pozwolity na charakterystyke stanu
konformacyjnego badanej blony w obu fazach oraz okreslenie kierunku zmian
konformacyjnych ~ zachodzacych  podczas  glownego  przejscia  fazowego.
W niskotemperaturowe;j fazie zelowej tadunki czynnikowe posiadaty charakterystyczne
dla bogatej w konformery trans fazy zelowej ujemne wartosci, ktorych maksima
zlokalizowane byly w pozycjach odpowiednio dla rejonu MIR 2850 i 2917 cm™', a dla
rejonu NIR 5662 i 5775 cm’!. Z kolei nieuporzagdkowang, wysokotemperaturowg faze
cieklokrystaliczng cechuje wystepowanie dodatnich maksimow tadunkéw czynnikowych
przy wartosciach liczb falowych wtasciwych wystepowaniu sygnatow w rejonie MIR
285312923 cm™ i NIR 567215785 cm™!, bedacych nastgpstwem drganh rozciggajacych
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symetrycznych i asymetrycznych grup metylenowych lancuchow weglowodorowych,
w ktorych zaobserwowa¢ mozna pojawienie si¢ migdzy atomami wegla wigzan
w konformacji gauche. Rowniez pojawienie si¢ mato intensywnych maksimow tadunkow
czynnikowych przy warto$ciach liczb falowych odpowiadajacych pasmom
podstawowym i pierwszym nadtonom drgan va.ss terminalnych grup CHz w tancuchach
alifatycznych czasteczek lipidow sugeruje znaczne rozluznienie struktury bilamelarnej
w fazie cieklokrystalicznej, dzigki ktorym mozliwe s3 intensywne ruchy konformacyjne
w obrgbie koncowych fragmentéw tancuchow alifatycznych molekut budujacych
dwuwarstwe [82,130]. Wszystkie powyzsze rozwazania prowadza do konkluzji, iz
wygenerowany w analizie PCA pierwszy czynnik (PC1) zarowno w przypadku regionu
MIR jak i NIR opisuje ten sam proces — gtdéwne przejscie fazowe bton DPPC.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz technika NIR moze by¢ z powodzeniem stosowana
do s$ledzenia procesu glownego przej$cia fazowego i innych temperaturowo-zaleznych
zmian w wodnych dyspersjach liposomowych, jako metoda alternatywna do stosowanej
powszechnie w badaniach tego typu systemow spektroskopii oscylacyjnej w zakresie
MIR.

Badania NIR modelowych blon DPPG — oprocz najpowszechniej wystepujacych
w wigkszosci zywych komorek lipidow zwitterjonowych, jak np. fosfatydylocholin,
istotne znaczenie dla struktury i funkcji maja rowniez, zawierajagce si¢ w mniejszym
procencie catkowitej ilosci lipidow btonowych, lipidy ujemnie natadowane, do ktérych
zaliczy¢é mozna miedzy innymi fosfatydyloglicerole [144-146]. Budowa i funkcje
biologiczne wielu enzymoéw, biatkowych kanalow jonowych (np. potasowych) czy
receptorow (np. acetylocholinowych) sa czesto utrzymywane i modulowane przez
oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie natadowanymi lipidami btonowymi [ 147-150].

Modelowe dwuwarstwy DPPG studiowano z pomoca spektroskopii NIR a analizie
poddano pasma pochodzace od drgan 2v.s grup CH: budujacych tancuchy
weglowodorowe czasteczek lipidow [13,110,135]. Na zmierzonych metodg NIR
w funkcji temperatury widmach blon DPPG zaobserwowano szereg modyfikacji
spektralnych badanych sygnatow, takich jak: spadek intensywnosci, wzrost szerokos$ci
potowkowej i batochromowe przesunigcie maksimoéw pasm pochodzgcych od drgan 2v,
(5775 cm! w fazie zelowej, 5785 cm! w fazie cieklokrystalicznej) i 2vs (5662 cm’!
w fazie zelowej, 5672 cm’' w fazie cieklokrystalicznej) grup CH, taficuchow
alifatycznych molekut lipidow [110,135]. Temperaturowo-zalezne modyfikacje
fragmentow widm NIR zawierajacych pierwsze nadtony pochodzace od drgan
rozciggajacych symetrycznych i asymetrycznych grup metylenowych w tancuchach
alifatycznych czasteczek lipidow niedomieszkowanych dyspers;ji liposomowych DPPG
pokazano na Rysunku 9.

Uktad pasm begdacych efektem drgan grup metylowych i metylenowych czasteczek
DPPG jest taki sam, jak w przypadku molekut DPPC. Powodem tego moze by¢ migdzy
innymi fakt, iz hydrofobowy fragment obu poddanych analizie lipidow jest identyczny.
Uzyskanie szczegdtowych danych dotyczacych zachodzacych w analizowanym uktadzie
modyfikacji strukturalnych generujacych zmiany spektralne na zmierzonych w funkcji
temperatury widmach NIR, mozliwe bylo dzigki zastosowaniu analizy PCA. Jej
przeprowadzenie pozwolito na §ledzenie procesu gtownego przejscia fazowego bton
DPPQG, bedacego konsekwencja modyfikacji konformacyjnych trans/gauche w obrgbie
wigzan C-C tancuchow weglowodorowych molekut lipidow, warunkujace przejscie
fazowe dwuwarstwy DPPG =z fazy zelowej charakteryzujacej si¢ znacznym
uporzadkowaniem i $cistym upakowaniem do fazy cieklokrystalicznej, ktora cechuje
bardziej ptynna i rozluzniona struktura.
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Rysunek 9. Temperaturowo-zalezne zmiany spektralne na widmach w zakresie NIR, pozwalajace na
monitorowanie procesu przejscia fazowego w systemach lipidowych DPPG

Figure 9.  Temperature-dependent spectral changes in spectra in the NIR range, allowing the monitoring of
the phase transition in lipid DPPG systems

Analiza PCA widm modelowych blon DPPG zmierzonych w zakresie NIR — model
PCA wyliczony zostat dla analizowanego zakresu spektralnego, w ktorym dokonano
pomiaréow niedomieszkowanych bilamelarnych uktadow DPPG w funkcji wzrastajacej
temperatury. Przewazajaca czgs$¢ (84,91%) pojawiajacych si¢ na widmach zmian
absorbancji w uktadzie odpowiada gléwnemu procesowi strukturalnemu generowanemu
zmiang temperatury. Reszte wkladu w calkowita zmienno$¢ absorbancji miaty
zauwazalne na widmach szumy a takze pozostate, losowe zmiany absorbancji wynikajace
z nieprecyzyjnego odjecia widm wody od widm dyspersji liposomowych lub nieidealnej
korekcja linii bazowej. Analogicznie jak dla czystych liposomoéw DPPC, takze dla
ujemnie natadowanych liposoméw DPPG obliczenie modelu PCA wykonano na
macierzy uzyskanej z polaczenia mierzonych w funkcji temperatury widm, w zakresie
5940-5555 cm’!. Korelacje pomigdzy mierzonymi w kolejnych temperaturach widmami
przedstawione zostaly jako zalezno§¢ wartosci czynnikowych od temperatury na
Rysunku 10.
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Rysunek 10. Sigmoidalny ksztatt wykresu wartosci czynnikowych PC1 w funkcji temperatury liposomow
DPPG mierzonych technika spektroskopii oscylacyjnej w zakresie NIR

Figure 10.  Sigmoidal shape of the plot of scores on PC1 as a function of the temperature of DPPG liposomes
measured by vibrational spectroscopy in the NIR range

Skonstruowanie modelu PCA umozliwilo monitorowanie przebiegu procesu
zachodzacego w poddawanych analizie blonach DPPG. Przedstawiony powyzej wykres
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wartosci czynnikowych w funkcji temperatury pozwala wnioskowaé¢ o podobienstwie
(zblizone wartosci czynnikowe) badz odmiennosci (odlegte wartosci czynnikowe)
migdzy charakteryzowanymi przez nie widmami. Znaczna zmiana wartosci
czynnikowych, $wiadczy o znacznym wkladzie poszczegdlnych widm w zmiennos¢
absorbancji opisanej za pomoca czynnika pierwszego. Obok wykresu wartosci
czynnikowych w funkcji temperatury, w toku analizy PCA wygenerowano rowniez
wykres fadunkow czynnikowych w funkcji liczby falowej, ktory dla czynnika pierwszego
(PC1), ilustruje udziat zmian absorbancji w analizowanym zakresie spektralnym
wynikajacych z modyfikacji strukturalnych wywotanych zajsciem procesu gtownego
przejscia fazowego. Na Rysunku 11 pokazane zostaly tadunki czynnikowe w funkcji
liczb falowych. Na wykresie tym zaobserwowa¢ mozna, przy jakich wartosciach liczb
falowych na widmach absorpcyjnych dostrzegalne sg najwigksze zmiany odpowiednio
w fazie zelowej i cieklokrystaliczne;.
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Rysunek 11. Wykres tadunkéw czynnikowych PC1 w funkcji liczby falowej liposoméw DPPG mierzonych
w zakresie NIR

Figure 11.  Plot of the loadings on PC1 in the function of wavenumber of DPPG liposomes measured in the
NIR range

Analiza PCA umozliwita otrzymanie dla niskotemperaturowej fazy zelowej
maksimum tadunkéw czynnikowych o ujemnej wartosci zlokalizowanym w pozycji
charakterystycznej (5775 cm™) dla pasma pochodzacego od pierwszego nadtonu drgan
rozciggajacych asymetrycznych grup CH, tancuchow alifatycznych znajdujacych sie
w konformacji trans. Nieuporzadkowanga, wysokotemperaturowg faze ciektokrystaliczng
cechuje za$§ wystgpowanie dodatnich maksimow tadunkéw czynnikowych przy
wartosciach liczb falowych wlasciwych wystgpowaniu sygnatow odpowiednio przy 5672
i 5785 cm!, bedgcych nastepstwem pierwszego nadtonu dla drgan rozciggajacych
symetrycznych i asymetrycznych grup metylenowych tancuchow weglowodorowych,
w ktorych zaobserwowa¢ mozna pojawienie si¢ migdzy atomami wegla wigzan
w konformacji gauche. Rowniez powstawanie dodatnich maksiméw tadunkow
czynnikowych przy wartosciach liczb falowych odpowiadajacych sygnatom pierwszych
nadtondéw drgan 2vs,s terminalnych grup CHj tancuchéow weglowodorowych molekut
lipidow dowodzi, ze w uktadzie nastgpuje rozluznienie struktury bilamelarnej w fazie
ciektokrystalicznej, dzigki ktoremu mozliwe s3a ruchy konformacyjne w obrgbie
koncowych odcinkéw tancuchéw alifatycznych czasteczek budujacych dwuwarstwe
[82,130]. O zachodzeniu zjawiska gléwnego przejscia fazowego w badanym uktadzie
lipidowym $wiadczy rowniez charakterystyczny, sigmoidalny ksztalt wykresu wartosci
czynnikowych w funkcji temperatury [130]. Uporzadkowang dwuwarstwe w fazie zelo-
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wej obrazuja ujemne wartosci czynnikowe, z kolei rozluZnionej btonie w fazie
ciektokrystalicznej odpowiadaja dodatnie wartosci czynnikowe. Temperatura gtdéwnego
przejscia fazowego analizowanego systemu bilamelarnego wyznaczona zostata
w miejscu przegiecia krzywej sigmoidalnej, ktore tozsame jest z najwigkszymi zmianami
parametrow spektralnych miedzy kolejnymi widmami mierzonymi w funkcji
temperatury. Tak wyznaczona warto$¢ Tm = 40,3 °C, co jest zgodne z danymi
literaturowymi [33,45,96,142,143,151-153]. Przeprowadzone badania modelowych bton
ujemnie natadowanych molekul DPPG i ich interpretacja pozwalaja postulowaé, ze
otrzymany w analizie PCA pierwszy czynnik opisuje ten sam proces, ktory zachodzi
rowniez w zwitterjonowych dwuwarstwach zbudowanych z czasteczek DPPC, czyli
glowne przejscie fazowe.

Badania NIR modelowych blon DPPC/Chol — cholesterol, jak juz wspominano, jest
jednym ze steroli wchodzacych w sktad bton biologicznych. Jego czasteczki maja
zdolno$¢ do wbudowywania si¢ w okreslone miejsce dwuwarstw lipidowych [34-44].
Istotng jego funkcja jest zdolno$¢ do modyfikowania wiasciwosci fizykochemicznych
dwuwarstw lipidowych. Wplyw stezenia cholesterolu na rozluzZnienie btony w fazie
zelowej, jej usztywnienie w fazie ciektokrystalicznej i wynikajacy z tego faktu spadek
kooperatywnosci a finalnie zupetny zanik przej$cia fazowego modelowych dwuwarstw,
jest powszechnie znany [37,38,45-51,154-156]. St¢zenie Chol zostatlo odpowiednio
dobrane tak, aby przejscie fazowe bylo nadal obserwowalne, podczas gdy jego
kooperatywnosc¢ zostata znacznie obnizona [34,38,45-51].

Badania rozpoczgto od pomiaré6w modelowych bton lipidowych DPPC
domieszkowanych Chol w stgzeniu 10 mol%. Pomiaréw dyspersji liposomowych
DPPC/Chol w funkcji temperatury dokonano wykorzystujac spektroskopie NIR.
Charakterystyke modyfikacji strukturalnych zachodzacych w analizowanym uktadzie
oparto o zmiany spektralne pasm pochodzacych od drgan 2v,ss grup CH, budujacych
tancuchy acylowe molekut lipidow [13,110,136]. Zmiany te przejawiaty si¢ jako spadek
intensywnos$ci, wzrost szerokosci potdwkowej i przesuni¢cie w kierunku wyzszych
wartosci liczb falowych maksimow pasm pochodzacych od drgan 2vas (5775 cm™ w fazie
zelowej, 5785 cm’! w fazie ciektokrystalicznej) i 2vs (5662 cm™ w fazie zelowej, 5672
cm™' w fazie cieklokrystalicznej) grup CH, lancuchéw weglowodorowych czgsteczek
lipidow [110,136]. Rysunek 12 przedstawia spowodowane wzrostem temperatury
zmiany spektralne na fragmentach widm NIR obejmujacych pierwsze nadtony drgan
rozciggajagcych  symetrycznych 1 asymetrycznych  grup CH, tancuchéw
weglowodorowych czgsteczek DPPC w uktadach DPPC/Chol.

Réwniez na powyzszym rysunku widoczny jest charakterystyczny dla fosfolipidow
uktad pasm bedacy konsekwencja drgan grup CH, i CHs tancuchow alifatycznych
w czasteczkach lipidow. Na temperaturowo-zalezng ewolucje sygnalow sktada si¢ spadek
intensywno$ci, wzrost szerokosci poldwkowej oraz ich wysoko-czestosciowe
przesunigcie. Podtoza takich modyfikacji parametrow spektralnych dopatrywac sig
nalezy w wynikajacym ze wzrostu temperatury przyroscie populacji konformerow
gauche wiazan migdzy grupami CH, znajdujacymi si¢ w obrgbie tancuchow
weglowodorowych czasteczek lipidow. Stad wniosek, iz zwigkszenie temperatury
w blonach DPPC/Chol skutkuje zachodzeniem  glownego przejscia fazowego
(uporzadkowana faza zelowa -> rozluzniona faza cieklokrystaliczna) zwigzanego
z izomeryzacja trans/gauche wigzanh C-C w acylowych lancuchach lipidowych.
Przeprowadzona na zmierzonych technika NIR w funkcji wzrastajacej temperatury
widmach dyspersji liposomowych DPPC/Chol analiza PCA potwierdzita te
przypuszczenia oraz dostarczyta kompleksowych informacji dotyczgcych zmian spektra-
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Inych, u ktorych podloza leza modyfikacje strukturalne majace miejsce w studiowanym
uktadzie.
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Rysunek 12. Temperaturowo-zalezne zmiany spektralne na widmach w zakresie NIR, pozwalajace na
monitorowanie procesu przejscia fazowego w systemach lipidowych DPPC/Chol

Figure 12.  Temperature-dependent spectral changes in spectra in the NIR range, allowing the monitoring of
the phase transition in lipid DPPC/Chol systems

Analiza PCA widm modelowych bton DPPC/Chol zmierzonych w zakresie NIR —
mierzone w zakresie NIR w funkcji temperatury widma bilamelarnych uktadow
DPPC/Chol poddane zostaty analizie PCA, ktéra umozliwita wygenerowanie modelu
opisujacego fluktuacje charakteryzowanego systemu. Zachodzacy w ukladzie
temperaturowo-zalezny proces, ktdrego przebieg monitorowano, generowat dominujacy
procent (85,28 %) widocznych na widmach absorpcyjnych zmiennosci. U podtoza reszty
catkowitej zmienno$ci absorbancji leza takie zjawiska, jak przypadkowe zmiany
absorbancji wynikajace z niedoktadnej korekeji linii bazowej, czy nieidealnego odjgcia
widma wody od widma liposoméw, a takze widoczne na widmach szumy.
Zarejestrowane w funkcji wzrastajacej temperatury widma dyspersji liposomowe;j
DPPC/Chol stanowity sktadowe macierzy, ktora postuzyta do obliczenia modelu PCA.
Analizie PCA poddano zakres 5940-5555 cm™.

Analogicznie jak w przypadku modeli PCA sporzadzanych dla wczesniej
analizowanych ukladow, réwniez w przypadku modelowych bton DPPC/Chol
wyznaczenie udziatow poszczegdlnych czynnikow w catkowitej zmiennosci absorbancji
w systemie doprowadzito do otrzymania maksymalnej iloSci informacji z danych
wyjsciowych. Optymalna projekcja danych umozliwita uzyskanie wykresu wartosci
czynnikowych, obrazujacego wzajemne powigzania migdzy widmami NIR
zarejestrowanymi w funkcji wzrastajacej temperatury. Rysunek 13 ilustruje opisane
wyzej korelacje.
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Rysunek 13. Sigmoidalny ksztatt wykresu wartosci czynnikowych PC1 w funkcji temperatury liposomow
DPPC/Chol mierzonych technikg spektroskopii oscylacyjnej w zakresie NIR

Figure 13. Sigmoidal shape of the plot of scores on PCI as a function of the temperature of DPPC/Chol
liposomes measured by vibrational spectroscopy in the NIR range

Charakterystyczna relacja miedzy uzyskanymi z analizy PCA punktami
odpowiadajagcymi wartosciom czynnikowym otrzymanym dla widm mierzonych
w kolejnych temperaturach, pozwolita na dopasowanie do ich przebiegu krzywej, ktora
ma ksztalt sigmoidalny. Ze zblizonymi warto§ciami czynnikowymi dla czynnika
pierwszego utozsamiany jest paralelizm widm przez nie charakteryzowanych. Znaczna
zmiana wartosci czynnikowych cechuje z kolei widma zdecydowanie si¢ od siebie
roznigce.

Oprécz wykresu warto$ci czynnikowych w funkcji temperatury, z analizy PCA
uzyskano takze wykres tadunkow czynnikowych w funkcji liczby falowej. Wykres ten
przedstawia modyfikacje absorbancji przy kolejnych wartoéciach liczb falowych
w poddanym analizie zakresie spektralnym, ktoéra odpowiada udzialowi czynnika
pierwszego w catkowitej zmiennosci spektralnej uktadu. Znaczna warto$¢ tadunku
czynnikowego sugeruje duzy udziat zmian absorbancji przy danej wartosci liczby falowej
W proces majacy miejsce w badanym systemie. Na Rysunku 14 przedstawiono wykres
tadunkéw czynnikowych, na ktérym zilustrowane zostato, przy jakich wartosciach liczb
falowych na widmach absorpcyjnych NIR zauwazalne sa najwigksze zmiany
odpowiednio w fazie zelowej i ciektokrystaliczne;j.



ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII OSCYLACYJINEJ W ZAKRESIE NIR 677

NIR 2v,CH, gguche

o1 |
2v,.CH, gauche

2v, ,,CH,

Faza
ciekiokrystaliczna

01 |-

tadunki czynnikowe PC1 (85,26 %)
T
&
o
z
H

02 |

2v,.CH, trans Liposomy DPPC/Chol

L .
5950 5850 5750 5650 5550
Liczba falowa [cm]

Rysunek 14. Wykres fadunkéw czynnikowych PC1 w funkcji liczby falowej liposoméw DPPC/Chol
mierzonych w zakresie NIR

Figure 14.  Plot of the loadings on PC1 in the function of wavenumber of DPPC/Chol liposomes measured
in the NIR range

Sigmoidalny ksztalt wykresu wartosci czynnikowych w funkcji temperatury jest
typowym dla tego rodzaju systemow efektem majacego miejsce w studiowanym uktadzie
lipidowym DPPC/Chol procesu gléwnego przejscia fazowego. Ujemne wartosci
czynnikowe charakteryzuja modelowa blon¢ w niskotemperaturowej fazie zelowe;.
Dodatnie utozsamiane sa z kolei z wysokotemperaturowym stanem ciektokrystalicznym
dwuwarstwy. Stwierdzenie to opiera si¢ na poroéwnaniu zaleznoSci wartosci
czynnikowych z adekwatnymi zmianami na wykresach tadunkéw czynnikowych. Ksztatt
przebiegu krzywej wartosci czynnikowych w funkcji temperatury dla lipidowych
systemow DPPC/Chol jest jednak znacznie bardziej ,,ptaski” i nie tak ,,skokowy”, jak
mialo to miejsce w przypadku analogicznego wykresu niedomieszkowanych
cholesterolem czystych blon DPPC. Podloza takiego efektu doszukiwaé si¢ nalezy we
wspomnianym juz w niniejszej pracy spadku kooperatywnosci gldéwnego przejscia
fazowego determinowanego przez obecnos¢ w strukturze bton lipidowych molekut Chol
[34,37,38,45-51]. Do wyznaczenia wartosci temperatury glownego przejscia fazowego
postuzylo zlokalizowanie miejsca przegigcia krzywej sigmoidalnej, determinujace
réwnoczesnie, migdzy ktéorymi mierzonymi w funkcji temperatury widmami pojawiaja
si¢ najwicksze roéznice spektralne. Dla uktadu DPPC/Chol wartos$¢ ta wynosita Tr, = 40,3
°C i korelowala z danymi literaturowymi [142,143].

Wykresy tadunkéw czynnikowych w funkeji liczby falowej dla poddanego analizie
zakresu spektralnego umozliwity przeprowadzenie analizy stanu konformacyjnego
modelowej dwuwarstwy DPPC/Chol w kazdej z faz oraz ustalenie kierunku modyfikacji
stanu konformacyjnego obserwowanych w trakcie trwania procesu gléwnego przejécia
fazowego. Niskotemperaturowa faze zelowg cechowalo wystepowanie tadunkow
czynnikowych z maksimami zlokalizowanymi w pozycjach 5662 i 5775 cm™!, majacych
wartosci ujemne utozsamiane ze znaczng liczebno$cia konformeroéw trans. Zas dla
wysokotemperaturowej fazy cieklokrystalicznej charakterystyczna jest obecnos¢
dodatnich maksiméw tadunkéw czynnikowych przy wartosciach liczb falowych 5672
15785 cm’!. Sg one efektem drgan rozciggajacych symetrycznych i asymetrycznych grup
metylenowych tancuchow weglowodorowych bogatych w wiazania w konformacji
gauche migdzy atomami wegla.
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Kolejnym dowodem na rozluznienie struktury dwuwarstwowej w fazie
ciektokrystalicznej i wynikajace z tego wzmozone ruchy konformacyjne w obszarze
koncowych fragmentow tancuchow alifatycznych czasteczek tworzacych blong, jest
pojawienie si¢ maksimow tadunkéw czynnikowych o niewielkiej intensywnos$ci przy
warto$ciach liczb falowych odpowiadajacym drganiom 2v,s terminalnych grup CHjs
[82,279]. Podsumowujac — w inkorporowanych czasteczkami Chol modelowych btonach
DPPC, podobnie, jak w przypadku czystych dyspersji liposomowych DPPC zachodzi
temperaturowo-zalezny proces gldwnego przejscia fazowego, ktéry zdefiniowany zostat
dzieki otrzymanemu w analizie PCA pierwszemu czynnikowi gtéwnemu (PC1).

Badania NIR modelowych blon DPPG/Chol — do uzyskania pelnego obrazu
dotyczacego poziomu oddziatywania molekut Chol na poddane analizie uktady blonowe,
przeprowadzono analogiczne, jak dla oboje¢tnych blon DPPC/Chol badania posiadajacych
ujemny tadunek w hydrofilowym obszarze dwuwarstwy systeméw DPPG/Chol.
W poddanym analizie uktadzie DPPG/Chol udzial molowy cholesterolu wynosit 10
mol%. Pomiary przy pomocy spektroskopii NIR przeprowadzone zostaly w funkcji
temperatury na dyspersjach liposomowych DPPG/Chol. Analizowano zachodzace
w obrebie hydrofobowych fragmentéw dwuwarstw lipidowych modyfikacje strukturalne,
ktérych odzwierciedlenie spektralne znalez¢é mozna w interpretacji zmian parametrow
pasm pochodzacych od drgan 2v.ss CH> [13,110]. Ewolucje spektralne wspomnianych
sygnalow opieraly si¢ na spadku ich intensywnoS$ci, wzroscie szerokosci polowkowej
oraz wysoko-czestosciowym przesuni¢ciom maksiméw pasm pochodzacych od drgan
2vas (5775 cm’! w fazie zelowej, 5785 cm™ w fazie cieklokrystalicznej) i 2vs (5662 cm’!
w fazie zelowej, 5672 cm™! w fazie ciektokrystalicznej) grup CHa taficuchéw acylowych
czasteczek lipidow tworzacych modelowe btony lipidowe [110]. Zalezne od temperatury
modyfikacje rejonow widm NIR zawierajacych pierwsze nadtony drgan rozciagajacych
symetrycznych i asymetrycznych grup metylenowych w fancuchach alifatycznych
molekut DPPG ukladéw liposomowych DPPG/Chol, ilustrujacych reorganizacje
hydrofobowego obszaru analizowanych dwuwarstw, przedstawione zostaly na Rysunku
15.
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Rysunek 15. Temperaturowo-zalezne zmiany spektralne na widmach w zakresie NIR, pozwalajace na
monitorowanie procesu przejscia fazowego w systemach lipidowych DPPG/Chol

Figure 15.  Temperature-dependent spectral changes in spectra in the NIR range, allowing the monitoring of
the phase transition in lipid DPPG/Chol systems

Okreslona konfiguracja sygnatéw bedaca nastgpstwem drgan grup metylenowych
i metylowych w tancuchach weglowodorowych molekut lipidow zilustrowana zostata na
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powyzszym rysunku. Modyfikacje spektralne wynikajace z podwyzszenia temperatury
uktadu podczas pomiardow sa skorelowane ze wzrostem udziatu konformeréw gauche
w wigzaniach C-C w obrebie hydrofobowego obszaru dwuwarstw DPPG/Chol. Analiza
PCA wspomnianego zakresu pozwolita na otrzymanie wyczerpujacych informacji
odnos$nie molekularnego podloza zachodzacych w ukladzie zmian. Powigzano je
z glownym przejsciem fazowym modelowych dwuwarstw DPPG/Chol z uporzadkowanej
fazy zelowej do rozluznionej fazy ciekltokrystalicznej bgdacego rezultatem izomeryzacji
trans/gauche grup CH, tancuchow weglowodorowych czasteczek lipidow analizowanych
bton.

Analiza PCA widm modelowych blon DPPG/Chol zmierzonych w zakresie NIR —
przeprowadzona zostata na zakresie spektralnym monitorujacym temperaturowo-zalezne
modyfikacje w ukladzie DPPG/Chol. Dominujaca sktadowa (87,20 %) widocznych na
widmach NIR zmienno$ci w analizowanym systemie determinowana jest zachodzeniem
pod wplywem wzrostu temperatury gtownego procesu strukturalnego. Na catkowita
zmienno$¢ absorbancji odpowiadaja poza tym dostrzegalne na widmach losowe
modyfikacje absorbancji, ktérych podlozem sa nieidealne odjecie widm wody od widm
dyspersji liposomowych oraz nieprecyzyjna korekcja linii bazowej jak rowniez
dostrzegalne na widmach szumy. Macierz otrzymana dzigki potaczeniu zarejestrowanych
w funkcji temperatury fragmentow widm NIR w zakresie 5940-5555 cm™! postuzyta do
obliczenia modelu PCA. Korelacje pomi¢dzy widmami w kolejnych temperaturach
zaprezentowano na Rysunku 16 jako zalezno$¢ wartosci czynnikowych w funkcji
temperatury.
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Rysunek 16. Sigmoidalny ksztalt wykresu wartosci czynnikowych PC1 w funkcji temperatury liposomow
DPPG/Chol mierzonych technika spektroskopii oscylacyjnej w zakresie NIR

Figure 16.  Sigmoidal shape of the plot of scores on PCI as a function of the temperature of DPPG/Chol
liposomes measured by vibrational spectroscopy in the NIR range

Monitorowanie przebiegu procesu majacego miejsce w studiowanych modelowych
btonach DPPG/Chol mozliwe byto dzigki stworzeniu modelu PCA. Zaprezentowany na
Rysunku 16 wykres warto$ci czynnikowych w funkcji temperatury charakteryzuje
poziom podobienstwa ilustrowanych przez nie widm. Przebieg punktow definiujacych
wartosci czynnikowe w kolejnych temperaturach ma charakterystyczny dla uktadéw
lipidowych sigmoidalny ksztalt. Z analizy PCA otrzymano réwniez wykres wartosci
fadunkéw czynnikowych w funkcji liczby falowej. Obrazuje on zmiany absorbancji przy
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okreslonych wartoéciach liczb falowych w badanym zakresie spektralnym
determinowane zmianami strukturalnymi zwigzanymi z przebiegiem procesu gtownego
przejscia fazowego. Rysunek 17 przedstawia wykres tadunkow czynnikowych w funkcji
liczb falowych, na ktérym zauwazy¢ mozna, przy jakich wartosciach liczb falowych na
widmach NIR pojawiaja si¢ najwigksze zmiany odpowiednio dla fazy zelowej oraz
ciektokrystalicznej.
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Rysunek 17. Wykres tadunkéow czynnikowych PCl w funkcji liczby falowej liposomoéw DPPG/Chol
mierzonych w zakresie NIR

Figure 17. Plot of the loadings on PClin the function of wavenumber of DPPG/Chol liposomes measured in
the NIR range

Przeprowadzenie analizy PCA pozwolilo na okreslenie rodzaju zachodzacego
w badanym uktadzie DPPG/Chol procesu. Przebieg wykresu wartosci czynnikowych
wyznaczanych w funkcji wzrastajacej temperatury ma typowy dla uktadéw modelowych
dwuwarstw fosfolipidowych, sigmoidalny ksztalt, wynikajacy z zachodzacego w nim
procesu glownego przejscia fazowego. Ujemne wartosci czynnikowe cechuja
niskotemperaturowa fazg zelowa modelowej btony DPPG/Chol, za$ dodatnie
odzwierciedlaja wysokotemperaturowy stan cieklokrystaliczny bilamelarnego systemu.
Podstawg do wysnucia takiego wniosku sg relacje migdzy wykresem warto$ci
czynnikowych i wykresem tadunkow czynnikowych.

Analogicznie jak dla uktadow DPPC/Chol, rowniez w przypadku domieszkowanych
cholesterolem ujemnie natadowanych bton DPPG zauwazalny jest ,,splaszczony” ksztalt
krzywej wartosci czynnikowych w funkcji temperatury w stosunku do czystych
dwuwarstw  DPPG. Widoczny spadek kooperatywnosci przejscia fazowego
zachodzacego w modelowych btonach DPPG/Chol wynika z wystgpowania czasteczek
cholesterolu w strukturze analizowanych systemow [34,37,38,45-51]. Wyznaczenie
wartosci temperatury gldéwnego przejscia fazowego Uktadu DPPG/Chol mozliwe byto
dzieki zlokalizowaniu miejsca przegigcia krzywej sigmoidalnej definiujacego, miedzy
ktérymi widmami rejestrowanymi w funkcji temperatury widoczne sg najwigksze zmiany
parametréw spektralnych. Otrzymana warto$§¢ Tm = 40,5 °C, jest zgodna ze znanymi
danymi literaturowymi [142,143].

Klasyfikacja stanu konformacyjnego modelowej blony DPPG/Chol odpowiednio
w fazie zelowej i cieklokrystalicznej a takze okreslenie tendencji jego zmian
wynikajacych z faktu zachodzenia procesu glownego przejscia fazowego mozliwe bylo
dzigki analizie wykresow tadunkéw czynnikowych w funkcji liczby falowej
charakteryzowanego zakresu spektralnego. Niskotemperaturowa faza zelowa okreslona
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zostala przez ujemne wartosci tadunkéw czynnikowych z maksimum w pozycji 5775 cm”
!, za ktore odpowiada znaczna ilo$¢ konformerow trans. Z kolei wysokotemperaturowej
fazie cieklokrystalicznej odpowiada obecno$¢ dodatnich maksimow tadunkow
czynnikowych przy warto$ciach liczb falowych 5672 i 5785 cm™'. Maksima te sg
konsekwencjg drgan rozciggajacych symetrycznych i asymetrycznych grup CH,
fancuchow alifatycznych bogatych w konformery gauche migdzy atomami wegla
[82,136]. Ilustrowany przez otrzymany z analizy PCA pierwszy czynnik glowny,
potwierdza, iz proces gtdéwnego przejscia fazowego zachodzi pod wplywem wzrostu
temperatury w uktadzie DPPG/Chol, analogicznie, jak w niedomieszkowanych
molekutami cholesterolu ujemnie natadowanych dwuwarstw DPPG.

UWAGI KONCOWE

W prezentowanych badaniach zastosowano po raz pierwszy analiz¢ pierwszych
nadtonow drgan rozciaggajacych symetrycznych i asymetrycznych grup CH» fancuchow
weglowodorowych czgsteczek lipidow budujacych struktury dwuwarstwowe do
okreslenia przej$¢ fazowych majacych miejsce w strukturach liposomowych. Podloza
strukturalnego wspomnianych przejs¢ fazowych upatrywaé nalezy w modyfikacjach
konformacyjnych trans/gauche wigzan miedzy atomami wegla w tancuchach
weglowodorowych  stanowigcych  hydrofobowa czg§¢ poddawanych analizie
modelowych bton lipidowych. Ewolucja parametrow spektralnych zaré6wno dla drgan vs
i vas grup CH, tancuchow weglowodorowych czasteczek lipidow jak i ich pierwszych
nadtonéw przebiegata w sposdb analogiczny. Wykazano zatem, ze metoda spektroskopii
oscylacyjnej w zakresie NIR moze z powodzeniem stanowi¢ alternatywe stosowanej
powszechnie techniki FT-IR w zakresie MIR, gdy np. istnieja techniczne przeszkody
uniemozliwiajgce zastosowanie tej drugie;j.

Analiza widm zmierzonych dla uktadow blonowych technika spektroskopii
oscylacyjnej w zakresie NIR w funkcji wzrastajacej temperatury umozliwita
zaobserwowanie ewolucji szeregu parametrow spektralnych tj. spadek intensywnosci,
wzrost szeroko$ci polowkowej oraz przesunigcie w kierunku wyzszych wartosci liczb
falowych maksimow pasm pochodzacych od drgan 2vs i 2v, grup CH, lancuchow
weglowodorowych czasteczek lipidow. Dzieki zastosowaniu analizy PCA mozliwe bylo
wyodrebnienie obszar6w na widmach absorpcyjnych, w ktorych pod wpltywem
temperatury zaobserwowano najwieksze zmiany parametréw spektralnych odpowiednio
w fazie zelowej i cieklokrystalicznej badanej btony. Analiza PCA pozwolila réwniez na
uzyskanie informacji na temat ewolucji procesu gtownego przejécia fazowego, ktory ma
miejsce w hydrofobowym obszarze dwuwarstw lipidowych, a takze na okreslenie
wartosci temperatur gtdwnego przejscia fazowego dla wszystkich mierzonych uktadoéw
btonowych.

Poréwnanie fosfolipidow charakteryzujacych si¢ odmiennymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi miato na celu na uzyskanie wielostronnego i przez to bardziej
obiektywnego obrazu zjawisk obserwowanych w modelowych btonach lipidowych oraz
odniesienie ich do tych majacych miejsce w réznych obszarach naturalnych dwuwarstw.
Realizacja postawionego w niniejszym eksperymencie zadania byla mozliwa dzigki
wykorzystaniu techniki spektroskopii oscylacyjnej w zakresie $redniej podczerwieni
(MIR) i bliskiej podczerwieni (NIR), w funkcji wzrastajacej temperatury, wspomagane;j,
w celu wyodrebnienie specyficznej wariancji wywotanej badanym efektem, analiza
chemometryczng PCA. Spektroskopia FT-IR w zakresie NIR zastosowana zostata po raz
pierwszy do monitorowania modyfikacji zachodzacych w hydrofobowym rejonie mode-
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lowych dwuwarstw lipidowych. Wykazano, iz z powodzeniem moze ona stanowi¢
alternatywe¢ do uzywanej powszechnie w badaniu tego rodzaju uktadéow techniki FT-IR
w zakresie MIR.
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