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Wykaz stosowanych skrotow i symboli

Wykaz stosowanych skr6tow i symboli:

PL - fosfolipidy

PC - fosfatydylocholina

PE - fosfatydyloetanoloamina

PS - fosfatydyloseryna

PI -fosfatydoinozytol

PA - kwas fosfatydowy

DAG - diacyloglicerol

DMPA - 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosforan

DPPA - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosforan

DMPG - 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerol
DPPG - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerol
DPPE - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3--fosfoetanoloamina
DOPE - 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina
DPPC - 1,2-dipalmitoilo- sn-glicero-3-fosfocholina
POPC - 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
DPPS - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna

DPPI - 1,2-dipalmitoilo- sn-glicero-3- fosfoinozytol
Sph/SM - Sfingomielina jaja kurzego

C16SM - N-palmitoilo sfingomielina

Chol - cholesterol

GM, GD - gangliozydy

PGA, PKB - prostaglandyny

Cer - ceramid

GalCer - galaktozyloceramid

GlcCer glukozyloceramidy

ATLs - syntetyczne lipidy antynowotworowe

ALP - alkilolizofosfolipid

APC - alkilofosfolipid

LPC - lizofosfatydylocholina

ET-18-OCHj; - edelfozyna

HePC - heksadecylfosfocholina (miltefozyna)

OcPC - oktadecylfosfocholina

ErPC - erucylfosfocholina

ErPC3- eryfuzyna

SMS - syntaza sfingomieliny

CoA - koenzym A

HMG-CoA - hydroksymetyloglutarylo-koenzym A
NADPH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy w formie zredukowanej
NAD* - forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
FAD - forma utleniona dinukleotydy flawinoadeninowego
ATP - adenozynotrifosforan

CTP - cytydynotrifosforan

ADP - adenozynodifosforan

CTP - trifosforan cytydyny

CMP - cytydynomonofosforan

GDNF - czynnik neurotroficzny pochodzenia glejowego
IgE - immunoglobulina E



Wykaz stosowanych skrotow i symboli

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenem
PKA/ CAPK - kinaza biatkowa A

PKB/AKkt - kinaza biatkowa B

PKC - kinaza biatkowa C

PKD - kinaza biatkowa D

PLC - fosfolipaza C

PLD - fosfolipaza D

PIP2- 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu

PIP3- 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu

PI3K - kinaza fosfoinozytydu

ACP - biatkowy nosnik grup acylowych

mTOR - kinaza kontrolujaca cykl komérkowy
Fas/CD95 - receptor $mierci komoérkowej

FasL/CD95L - ligand receptora $émierci komérkowej
ROS - stres oksydacyjny

Ras/Raf/MAPK/ERK oraz PI3K/PKB/Act - - antyapoptyczne szlaki sygnalizacji
Ras i Ras - biatka uczestniczace w przekazywaniu sygnalow
Gaqn1, podjednostka biatka G aktywujaca fosfolipaze C
DISC - kompleks sygnalizujacy apoptoze

SAPK/JNK - kinazy biatkowe aktywowane stresem
ER - retikulum endoplazmatyczne

DRM - blona odporna na detergenty

DIG - nierozpuszczalna w detergentach btona bogata w glikolipidy
DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy

CT - toksyna cholery

chol:PL - stosunek cholesterolu do fosfolipidow

I, -faza cieczy uporzadkowanej

li_faza cieczy nieuporzadkowanej

D - wspélczynnik dufuzji

EPR - elektronowy rezonan paramagnetyczny

KB - linia komérkowa raka naskérkowego

HepG2 - ludzka linia komérkowa raka watroby

CHO - linia komoérkowa jajnika chomika chiriskiego

® - praca

s - powierzchnia

F - energia swobodna

G - entalpia swobodna

U-energia wewnetrzna

T - temperatura

Tm - temperatura przejscia fazowego

V - objetos¢

¥ - napiecie powierzchniowe

Yo - napiecie powierzchniowe rozpuszczalnika

BAM - mikroskopia kata Brewstera

7T - ci$nienie powierzchniowe

TLeon - CiSnienie zalamania monowarstwy

712 - ci$nienie powierzchniowe mieszanej monowarstwy
Cs - Scisliwosc

Cs - modut Scisliwosci



Wykaz stosowanych skrotow i symboli

Csmax — maksymalna warto$¢ modutu Scisliwosci

p - ciSnienie zewnetrzne

k - stala Boltzmana

G - stan gazowy monowarstwy

L; - stan ciekly rozprezony monowarstwy

L - stan ciekly monowarstwy

L, - stan ciekly skondensowany monowarstwy

I - stan przejSciowy monowarstwy

S - stan staly monowarstwy

CS - stan staly skondensowany monowarstwy

LS - stan nadciekly monowarstwy

Xi - utamek molowy

A - powierzchnia przypadajaca na czgsteczke w monowarstwie

Aj - powierzchnia graniczna

Aj; - $rednia powierzchnia przypadajgca na czasteczke w mieszanej monowarstwie
Acon - powierzchnia przypadajaca na czasteczke przy zalamaniu monowarstwy
Aex - powierzchnia nadmiarowa

AGex - zmiana nadmiarowej entalpii swobodnej mieszania

AGM - zmiana catkowitej entalpii swobodnej mieszania

AGld - zmiana entalpii swobodnej uktadu idealnego

Na - liczba Avogadro

R - stala gazowa

NN - ponachylenie czasteczek w kierunku najblizszego sasiada

NNN - ponachylenie czasteczek w kierunku nastepnego najblizszego sasiada
d - odlegtosci miedzy liniami w dwuwymiarowej sieci krystalicznej

20,y -horyzontalna skltagdowa kata rozpraszania

Q.y - wektor rozpraszania w plaszczyznie monowarstwy

Q. - wektor rozpraszania w w kierunku z

L,y - dlugos¢ koherentna w plaszczyznie monowarstwy

L.- dtugos¢ koherentna w kierunku z



Cel pracy

Cel pracy

Pomimo, ze pierwsze zwigzki z grupy alkilofosfocholin (APCs) zostaly
zsyntezowane juz w latach 80-tych XX wieku, do dnia dzisiejszego nie udato si¢ poznac
mechanizmu ich wysokiej selektywnosci. Zwiazki te dzialaja jedynie na komorki
zmienione nowotworowo, indukujagc w nich proces zaprogramowanej $mierci
(apoptozy), jednakze nie wywoluja takiego efektu w stosunku do komoérek zdrowych.
Antyneoplastyczne dziatanie alkilofosfocholin wynika z ich powinowactwa do btony
komérkowej. Mianowicie, wbudowujac si¢ w nig, zmieniajq jej wlasciwosci biofizyczne,
w wyniku czego dochodzi do modulacji proceséw zyciowych komoérki. Dotychczas w
literaturze opisano mozliwe sposoby dziatania tych lekéw bezposrednio po ich
przedostaniu si¢ do wnetrza komorki, nadal jednak nie jest jasne, dlaczego leki te
pozostawiaja komoérki zdrowe w stanie niezmienionym. Aby wiec poznaé¢ dokladny
sposob ich dziatania, konieczne jest zbadanie mechanizméw inkorporacji APCs do

wnetrza komorki oraz okreslenie - na poziomie btony - miejsc wiazacych te leki.

Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie termodynamicznej charakterystyki
oddzialywan syntetycznych lipidéw antynowotworowych z grupy APCs z gléwnymi
lipidami blonowymi w ukladach modelowych. Modyfikacja oddzialywarn w warstwie
lipidowej na skutek dziatania APCs moze bowiem dostarczy¢ istotnych informacji na
temat powinowactwa tej grupy lekéw do konkretnych lipidowych sktadnikéw bion
poprzez zbadanie ich wzajemnych oddzialywan. Do badan oddzialywarnn APCs ze
sktadnikami biomembran wybrano trzy alkilofosfocholiny posiadajace ta sama grupe
polarna, natomiast réznigce si¢ miedzy soba dlugoscia apolarnego taricucha: HePC
(C16), OcPC (C18), ErPC (C22 z jednym podwdéjnym wigzaniem pomiedzy 13 a 14
atomem wegla). Jako lipidy blonowe wybrano: cholesterol - bedacy podstawowym
sterolem bton komérek ssakéw, DPPC i POPC - bedace przedstawicielami fosfolipidéw
blonowych (odpowiednio nasyconych i nienasyconych), a takze dwa sfingolipidy:
sfingomieline oraz gangliozyd GM1. Sfingomieling wybrano z uwagi na fakt, iz obok
cholesterolu stanowi gléowny skladnik tratw lipidowych, natomiast gangliozyd wybrano
z powodu jego nadekspresji w komérkach nowotworowych w poréwnaniu do komoérek

zdrowych.



Cel pracy

Podstawowa metoda wybrang do zbadania oddziatywania pomiedzy wybranymi
APCs a skladnikami bton biologicznych jest technika monowarstw Langmuira, bedaca
doskonalym narzedziem umozliwiajacym analize interakcji pomiedzy zwigzkami o

charakterze amfifilowym.

W  ramach niniejszej pracy przeprowadzono badania monowarstw
jedno - i wieloskladnikowych: APCs/lipid blonowy, APCs/raft lipidowy,
APCs/btona komoérkowa w szerokim zakresie sktadu i ci$nien
powierzchniowych.  Oczekuje sie, ze doglebna analiza termodynamiczna
tych ukladéw pozwoli okresli¢ role poszczegélnych lipidéw w procesie selektywnej
inkorporacji lekéw do komorek nowotworowych. Wyniki eksperymentéw objetych
niniejszaq rozprawq oprocz interesujacych aspektéw poznawczych maja takze znaczenie
praktyczne w zwiazku z ich potencjalnym zastosowaniem w medycynie. Zaklada sie, ze
opisanie réznic w aktywnosci biologicznej poszczegdélnych APCs moze w przysztosci
przyczyni¢ sie do zaprojektowania i zsyntezowania innych pochodnych o

jeszcze wyzszej skutecznosci i obnizonym dziataniu ubocznym.



Czesc literaturowa: Btony biologiczne

L. CzeS¢ teoretyczna
I.1. Blony biologiczne

Btony biologiczne sg nie tylko fizycznymi granicami oddzielajgcymi komoérki od
srodowiska zewnetrznego (Alberts i wsp., 2009), lecz te w pelni wyspecjalizowane
lipidowo-biatkowe struktury pelnia w organizmach wiele réznorodnych funkgji (Tekpli,
2013). Dzialaja jak polprzepuszczalne selektywne sita umozliwiajace transport wielu
niezbednych substancji oraz lekéw. Ich role potwierdzono réwniez w procesie
transdukcji sygnatu (Simons i Ikonen, 1997; Shi i Massague, 2003; Suzuki, 2012).
Funkcyjnos¢ blony &cisle zalezy od typu komorki oraz rodzaju i wzajemnych proporcji
budujacych ja lipidéw, biatek i cukrow (Berg i wsp., 2011). Niniejszy rozdziat
poswiecony jest gléwnie lipidom blonowym i modulowaniu przez te skladniki
wladciwodci fizykochemicznych bton komoérkowych. W dalszej czesci sekcji oméwione
zostang zmiany strukturalne zachodzace w komoérkach na skutek procesu

nowotworzenia.

I.1.1. Rys historyczny

Teoria dotyczaca struktury oraz sktadu bton biologicznych rozwijala sie przez
ponad wiek. Pierwszy istnienie blon komérkowych zapostulowal w 1855 Nageli
obserwujac wnikanie barwnikéw do zdrowych i uszkodzonych komérek roslinnych
(Ling, 2007). W 1897 roku Pfeffer sformutowat wniosek, ze kazda komorka otoczona jest
potprzepuszczalng btong komoérkowa, ktéra reguluje transport wody oraz substancji
polarnych (Ling, 2007). Z kolei na lipidy jako gltéwny skladnik bton biologicznych
wskazal Overton. Zauwazy! on, ze komorki roslinne i zwierzece sa podobne do siebie w
swoich wlasciwosciach przepuszczalnosci. Wyniki przeprowadzonego przez niego
eksperymentu pokazaly, ze zwiazki o charakterze hydrofobowym latwiej przenikaja
przez blone, zatem jej skladniki musza wykazywac cechy swoiste dla ttuszczy (Overton,
1899; Edidin, 2003). W roku 1925 Gorter i Grendel wykorzystujac technike monowarstw
Langmuira dowiedli, ze utworzona na powierzchni wody lipidowa monowarstwa
charakteryzuje sie¢ dwa razy wieksza powierzchnia od powierzchni krwinek

czerwonych, z ktérych lipidy te zostaly wyekstrahowane. W oparciu o uzyskane wyniki
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przedstawili oni pierwszy model btony biologicznej jako biwarstwy lipidowej (Gorter i
Grendel, 1925). Kolejny poglad na budowe blony biologicznej - znany jako model
Davsona - Daniellego - Robertsona (DDR) - uwzglednia dodatkowo obecnos¢ biatek.
Wedlug tego modelu lipidy uformowane sa w dwuwarstwe otoczona laricuchami
unieruchomionych biatek (Davson i Danielli, 1952) - rys. 1 a. Poglad ten uwiarygodnity

zdjecia wykonane przez Robertsona przy uzyciu mikroskopu elektronowego (Robertson,

AT
W & Fu

Rys. I.1. Koncepcje dotyczqgce budowy btony biologicznej a) model Davsona — Daniellego — Robertsona
(DDR) b) model Bensona c) wczesny model ptynnej mozaiki; na pomarariczowo zaznaczono biatka - na
podstawie (Singer, 2004);

Mimo duzych ograniczen (model ten nie rozstrzyga m.in. transportu przez btone jonéw
i czasteczek wody) koncepcja DDR przetrwata az do roku 1966, kiedy to Benson
przedstawil swo6j pomyst na budowe biomembrany. Wedlug niego blone biologiczna
tworza lipoproteinowe podjednostki, w ktérych taficuchy polipeptydowe splecione sa z
taricuchami weglowodorowymi kwaséw ttuszczowych i wypelniaja wnetrze membrany,
natomiast grupy polarne lipidéw i jonowe reszty biatek znajduja si¢ w kontakcie z woda
na dwoéch powierzchniach btony (Benson, 1966) - rys. 1.1 b. W tym samym roku ukazat
sie¢ artykul prezentujacy wczesny poglad na mozaikowa strukture blony, w ktérym
biatka i lipidy rozmieszczone s3 w znacznym stopniu niezaleznie od siebie - rys. 1.1 c
(Lenard i Singer, 1966). Brak bylo jednak dowoddéw potwierdzajacych stusznosé tego
modelu, gléwnie dlatego, iz nie udalo sie wyizolowaé¢ zadnych bialek btonowych
(Singer, 2004). Dopiero badania przeprowadzone przez da Silva i Brantona metoda
kriorytnictwa z uzyciem mikroskopii elektronowej potwierdzily obecnosé¢ gteboko
osadzonych w blonie biatek (tzw. bialek integralnych) rozmieszczonych mozaikowo w
podwdjnej warstwie lipidowej (da Silva i Branton, 1970). Rok pdzniej Bretscher
postugujac sie technika znakowania chemicznego potwierdzil istnienie biatek

powierzchniowych w blonach erytrocytow (Bretscher, 1971). Wszystkie powyzsze
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wyniki zostaly zebrane i opracowane przez Singera, a potwierdzona eksperymentalnie
obecnoé¢ biatek integralnych odréznia model plynnej mozaiki od innych
prezentowanych wczesniej pogladéw na temat struktury bton biologicznych (rys. 1.2).
Zgodnie z tym modelem blona komoérkowa jest struktura plynna, dynamiczng oraz

jednorodng (Singer i Nicolson, 1972).

f :
Reszty Hydrofilowa czes¢ (glowa) lipidow
cukrowe Hydrofobowa czes¢

(tancuch) lipidow

: ‘o.'%‘;;

Biatka integralne Biatko powierzchniowe

Cholesterol

Rys. 1.2. Model ptynnej mozaiki wg Singera i Nicolsona

P6zZniejsze badania pokazaly jednak, ze struktura bton nie jest catkowicie homogeniczna.
Wyniki eksperymentéw wskazaly na istnienie niejednorodnosci, zaréwno w
plaszczyznie blony (tzw. tratw lipidowych) (Simons i Ikonen, 1997), jak i w kierunku do
niej prostopadlym (wykazano bowiem zwigzana z odmiennym skladem lipidowym
poszczegdlnych warstw blony asymetrycznos¢ jej budowy (van Meer i wsp., 2008)).
Zagadnienia te oméwione sa bardziej szczegétowo w dalszej czesci pracy (podrozdziaty

113i114)
I.1.2. Lipidy blonowe

Lipidy sa grupa zwiazkéw o zréznicowanej budowie, ktérych wspoélng cecha jest
staba rozpuszczalnosé lub calkowita nierozpuszczalno$¢ w wodzie, natomiast bardzo
dobra rozpuszczalno$¢ w substancjach niepolarnych, takich jak chloroform, benzen i
etanol (Callegarin i wsp., 1997). Wedtug Bloor'a wszystkie lipidy mozna podzieli¢ na
trzy grupy: lipidy proste, lipidy zlozone oraz pochodne lipidéw (Bloor, 1920).

Szczegotowy podziat tych zwigzkéw zaprezentowany jest w tab. I.1.
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Grupa Przyklad
Oleje roslin Olej z awokado,
@ olej sojowy
§ Trojglicerydy Oleje Oleje zwierzece Olej z kolenia
= czarnego, olej z
:E watroby rekina
A
- Ttuszcze Z kakaowca, maslo shea
Woski Wosk pszczeli
kwasy fosfatydowe DMPA, DPPA
Fosfatydyloglicerole DMPG, DPPG
difosfatydyloglicerole
fosfatydyloetanoloaminy DOPE, DPPE
‘é’ Fosfolipidy fosfatydylocholiny DPPC, POPC
E fosfatydyloseryny DPPS
_g fosfatydyloinozytole DPPI
E" Fosfanowe analogi
Sfingolipidy sfingofosfolipidy sfingomieliny Sph, C165SM
sfingoglikolipidy GM;, GM,, GM3, GM,, GD;
Glikolipidy
Sulfolipidy sulfogalaktolipidy
Steroidy sterole i estry steroli Chol, ergosterol
Sterylglikozydy i
acylsterylglikozydy
.‘é siarczany steroli
é“ kwasy zoétciowe i ich koniugaty
g Witaminy A Karetonoidy, retinol
_§ rozpuszczalne w D Ergo kalcyferol
A~ ttuszczach E Karetonoidy, retinol
K Ky, Ko
Prostaglandyny PGA, PGA,, PGB

Tab. 1.1. Podziat lipidow

Lipidy wchodzace w sklad blony biologicznej cechuje wynikajaca z ich

specyficznej budowy amfipatycznos¢: ich czasteczki zawieraja zaréwno polarne glowy

jaki i hydrofobowe, przewaznie dtugie, weglowodorowe laricuchy, pochodzace gtéwnie
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od kwaséw tluszczowych i alkoholi. Dzieki temu wykazuja zdolnoé¢ do formowania
stabilnej termodynamicznie struktury dwuwarstwy, stanowigcej macierz dla protein
btonowych (Dowhan i Bogdanov, 2002). Czasteczki lipidow moga rézni¢ sie od siebie
zaréwno liczba taricuchéw weglowodorowych, ich dlugoscia, jak i stopniem nasycenia
(Zhao i Feng, 2004). Powszechnie wiadomo, Ze im wiecej taficuchow posiadaja lipidy i
im sa one dluzsze, tym mniej plynna jest blona. Wzrasta tez temperatura przejscia
tazowego, a zatem rosnie stabilnoé¢ dwuwarstwy (Chapman i Urbina, 1974; Yokoyama i
wsp., 2010). Obecnos$¢ wigzan nienasyconych powoduje natomiast boczne skrecanie
tanncuchow weglowodorowych, przez co zajmuja one - w odniesieniu do taricuchéw
prostych - wzglednie wiecej miejsca i zmniejszaja upakowanie btony (Yamamura i Saito,
2011). Blony biologiczne powinny w zakresie temperatur Srodowiska utrzymywac
charakter plynny, dlatego tez w lipidach blonowych jeden z tancuchoéw posiada

przewaznie co najmniej jedno wigzanie nienasycone (Murray i wsp, 2012).

Lipidy blonowe budujace blony ssakéw mozna podzieli¢ na 3 grupy: fosfolipidy
(PL), sfingolipidy oraz sterole (Berg i wsp., 2011).

Fosfolipidy stanowia najliczniejsza grupe lipidéw membranowych. W
surfaktantach ptucnych moga stanowic¢ nawet 90% sktadu (Veldhuizen i wsp., 1998; Yu i
Possmayer, 2003). W organizmie poza funkcjami czysto strukturalnymi pelnia wiele
innych, istotnych z biologicznego punktu widzenia zadan (Yeagle, 1989; Dowhan and
Bogdanov, 2002) m.in. biora udzial w przemianach cholesterolu (Berg i wsp., 2011),
uczestnicza w transporcie czynnym i biernym (Cullis i wsp., 1980, Prasad i Kumar, 2005)
oraz stanowia istotne ogniwo w laricuchu przekazu informacji (Zeisel, 1993). Szkielet
tych zwigzkéw stanowi glicerol, do ktérego wigzaniami estrowymi przylaczone sa dwa
nierozgalezione taficuchy kwaséw tluszczowych (zazwyczaj o parzystej liczbie atomoéw
wegla w przedziale 16-18) oraz ortofosforan zestryfikowany w pozycji 3 z grupa -OH
odpowiedniego alkoholu (Berg i wsp., 2011). W lipidach blonowych alkoholem moze
by¢ etanoloamina (moéwi sie wtedy o fosfatydyloetanoloaminie), cholina
(fostatydylocholina), inozytol (fosfatydyloinozytol), seryna (fosfatydyloseryna), badz
glicerol (fosfatydyloglicerol) (Holthuis i Levine, 2005).
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Przedstawicielami glicerofosfolipidéw bton biologicznych sa 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-
3- fosfocholina (DPPC) oraz 1-palmitoilo-2- oleoilo-sn-glicero-3- fosfocholina (POPC) -
rys. 1.3

Rys. 1.3. Struktura czgsteczek a) DPPC b) POPC

Czasteczka DPPC zbudowana jest ze szkieletu glicerolowego, do ktérego
przylaczone sa dwa nasycone faricuchy kwasu palmitynowego, ortofosforan i cholina. W
czasteczce POPC jeden 2z lancuchéw kwasu palmitynowego zastgpiony jest
nienasyconym faricuchem kwasu oleinowego w konformacji cis. Dwa estry karbonylowe
w obszarze miedzyfazowym tych fosfocholin decyduja o tym, ze czasteczki te

funkcjonuja jako akceptory wodoréw (Berenholtz i Thompson, 1999).

DPPC i POPC sa zwigzkami aktywnymi powierzchniowo. Fosfoglicerydy te stanowia
podstawowy komponent surfaktantu ptucnego (Tonks i wsp., 2001; Veldhuizen i wsp.,
1998). Wykazano, ze DPPC zmniejsza napiecie powierzchniowe miedzy tkanka ptucna a
gazami, zapobiegajac tym samym zlepianiu sie pecherzykéw plucnych. Za regulacje
napiecia powierzchniowego w plucach odpowiadaja najprawdopodobniej przejécia
fazowe fosfolipidéw (Dunkan i Larson, 2008). Wyniki eksperymentéw wskazuja takze

na udziat DPPC w odpowiedzi immunologicznej organizmu (Tonks i wsp., 2001).

Druga klase lipidéw blonowych stanowia sfingolipidy. Zwiazki te w miejscu
glicerolu obecnego w fosfolipidach posiadaja sfingozyne, ktoérej grupa hydroksylowa
zestryfikowana jest przez alkohol. Reszta kwasu tluszczowego (przewaznie

lignocerynowego, stearynowego, palmitynowego, lub nerwonowego (O'Brien and

11
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Rouser, 1964)) taczy sie z grupa aminowgq sfingozyny wigzaniem amidowym, tworzac
ceramid. 18-weglowy taficuch weglowodorowy sfingozyny posiada w swojej strukturze
pomiedzy 4 a 5 weglem podwoéjne wigzanie o konformacji trans nadajace czasteczce
charakter nienasycony (Merrill i wsp., 1997). Znanych jest ok. 300 rodzajow
sfingolipidéw (Levade i wsp., 2001). W zaleznosci od typu wiazania grupy
hydrofobowej oraz jej charakteru sfingolipidy dzieli si¢ na kilka podklas (Landha, 2000).
Najpopularniejsza z nich s zawierajace choline sfingomieliny (Sph) (rys. 1.4). Posiadaja
one te samg grupe polarng co fosfocholiny, réznig sie jednak od nich znacznie
wladciwosciami fizykochemicznymi. Réznica ta wynika z odmiennej budowy czeéci
hydrofobowej oraz miedzyfazowej. Sfingomieliny w swojej czeéci miedzyfazowej
posiadaja bowiem wolna grupe hydroksylowa (przy Cs) oraz amidowq (pomiedzy
taricuchem acylowym a C: sfingozyny). Obecnos¢ tych grup funkcjonujacych jako
donory i akceptory wodoru, sprawia, ze Sph jest zdolna do tworzenia wigzan
wodorowych. Z kolei grupa karbonylowa stuzy jedynie jako akceptor wodoru

(Berenholtz i Thompson, 1999).

Rys. 1.4. Struktura czgsteczki sfingomieliny (Sph) jaja kurzego

Sfingomieliny nazwe swa zawdzieczaja tkance nerwowej, z ktérej pierwotnie
zostaly wyizolowane. Pozostawia to btedne przeSwiadczenie o obecnosci tych lipidow
tylko w obrebie tej tkanki. W rzeczywistosci czasteczki te wystepuja we wszystkich
tkankach ssakéw, a ich zawarto$¢ w btonach komérkowych waha si¢ w przedziale od
2% do 15 % i uwarunkowana jest typem komoérki (Merrill i wsp., 1997; Slotte i Ramsted,
2007). Wyzsze stezenia Sph stwierdzono w soczewkach ocznych (Deeley i wsp., 2010),
erytrocytach oraz w tkance uktadu nerwowego, gdzie stanowia gtéwny budulec ostonek
mielinowych (Ramsted i Slotte, 2002). Obecnoé¢ Sph zaobserwowano takze w btonie
jadrowej i mitochondrialnej. W $rodowisku jadrowym stanowia one gléwne Zrédio
ceramidu, ktérego uwolnienie powoduje indukcje apoptycznych kaskad jadrowych oraz

inicjuje procesy metaboliczne (Ledeen i Wu, 2006). Sph wystepujace w blonie
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mitochondrialnej zaangazowane sa3 w komunikacje wewnatrzkomérkowa wplywajac
tym samym na aktywacje procesu zaprogramowanej $mierci komoérki (Birbes i wsp.,

2001).

Kolejna podklase sfingolipidéow stanowia sfingoglikolipidy, ktérych budowa
réwniez oparta jest na sfingozynie, ale zamiast ufosforylowanej grupy glowy zawieraja
skladnik weglowodanowy w postaci jednej lub kilku reszt cukrowych. Wsréd
glikosfingolipidow wyréznia sie sfingoglikolipidy obojetne (galaktozyloceramidy
(GalCer) - wystepujace w duzych ilosciach w tkance nerwowej (gléwnie w moézgu) i
glukozyloceramidy (GlcCer) - obecne w tkankach pozanerwowych), sfingoglikolipidy
kwasne zawierajace sulfatydy oraz najbardziej zlozone - gangliozydy (GM). Ostatnie
charakteryzuja sie obecnoscia w swojej czasteczce jednej lub kilku reszt kwasu sialowego
(Murray i wsp., 2012). GM wystepuja przewaznie w komorkach nerwowych (ok. 5-10%
masy wszystkich wystepujacych tam lipidow (Frey i wsp., 2008)). W pozostalych
tkankach GM obecne sa w ilosciach $ladowych w zewnetrznej warstwie blony
komoérkowej (Reed i Shipley, 1996). GM pelnia w organizmie wiele waznych rél, m.in.
uczestnicza w rozpoznaniu komoérkowym, adhezji, interakcjach z biatkami
zewnatrzkomérkowymi. GM moduluja wzrost komérkowy oraz stanowia receptory dla
takich hormonéw jak insulina czy integryna (Bremer i wsp., 1986; Singh i wsp.; 2000;
Menke i wsp., 2002), ktére sa markerami nowotworowymi (Battula i wsp., 2012).
Gangliozyd GM; (rys. I.5.) - najpopularniejszy z tej grupy sfingoglikolipidéw - znany jest
jako receptor dla toksyn bakteryjnych, w tym toksyny cholery (Miller i wsp., 2004).

Rys. 1.5 Struktura czqsteczki gangliozydu GM;

Potwierdzono réwniez wplyw sfingomielin i gangliozydéw na uporzadkowanie
btony, w wyniku tworzenia wraz z cholesterolem charakterystycznych domen zwanych
raftami lipidowymi, ktére oméwione zostana w dalszej czesci pracy (Simons i Ikonen,

1997).

13



14

Czesc literaturowa: Bfony biologiczne

Kolejna klase lipidow blonowych stanowig sterole. Koronnym ich
przedstawicielem w btonach biologicznych ssakéw jest cholesterol (Chol). Zwiazek ten
cechuje determinujaca sztywno$¢ molekuly budowa pierécieniowa. Cztery
weglowodorowe pierScienie tworza rdzen czasteczki, do ktérego z jednej strony
przylaczona jest grupa hydroksylowa (stanowigca czeé¢ hydrofilowsa), za$ z drugiej -

dtugotanicuchowy kwas ttuszczowy (Berg i wsp., 2011; Murray i wsp., 2012) (rys. L.6).

Rys. 1.1. Struktura czgsteczki cholesterolu

Cholesterol jest molekula kluczowa zaréwno dla wzrostu, jak i rozwoju komoérek
eukariotycznych (Russel, 1992). Najwieksza jego akumulacja wystepuje w zewnetrznych
btonach komoérkowych (Lange i wsp., 1989). Znikome ilosci tego sterolu znajduja sie
réwniez w btonach organelli komérkowych (m.in. ER oraz aparatu Golgi'ego (Bretscher i
Munro, 1993), jak réwniez w blonie otaczajacej jadro (Albi i wsp., 1997)). Zawartosé
cholesterolu komoérkowego w organizmie jest wynikiem réwnowagi pomiedzy
swoistymi dla komérki mechanizmami metabolicznymi, a jego regulowang dystrybucja.
Wszelkie, nawet niewielkie odstepstwa moga prowadzi¢ do zmian chorobowych, w tym
procesu nowotworzenia (Freeman i Solomon, 2004). Cholesterol jest prekursorem
hormonéw steroidowych, witaminy D i soli zélciowych (Russel, 1992). Sterol ten bierze
udzial w procesie adhezji (Norman i wsp., 2010). Znany jest rowniez wplyw cholesterolu
na szlaki transdukcji sygnatu (Incardona i Eaton, 2000). Wyniki przedstawione w pracy
Maccarone wskazuja natomiast na role cholesterolu w procesie indukcji apoptozy w
komérkach biataczki erytroblastycznej (Maccarone i wsp., 1998). Od dawna wiadomo, ze
cholesterol reguluje organizacje i plynnos¢ blon biologicznych: wbudowujac sie w
membrane réwnolegle do laricuchéw weglowodorowych fosfolipidéw ogranicza ich
ruchy boczne i moduluje dyfuzje boczna (Mouritsen i Jorgensen, 1994; Pucadyil i

Chattopadhyay, 2006). Poprzez porzadkowanie organizacji biomembrany sterol ten
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zmniejsza jej przepuszczalno$¢ bierng, co z kolei powoduje wzrost jej mechanicznej

wytrzymatosci (Carnescu i Luchian, 2005).

I.1.2.1. Metabolizm lipidow

Wiele fizykochemicznych wtasciwosci bton biologicznych uwarunkowanych jest
przez skomplikowany metabolizm lipidéw, na ktoéry sktadaja sie szlaki anaboliczne,
prowadzace do biosyntezy tych zwiazkéw, oraz szlaki kataboliczne, na drodze ktérych
lipidy sa rozktadane (Sprecher 2005; van Meer i wsp., 2008). Mechanizm metaboliczny
lipidéw jest skompartymentyzowany - komoérki posiadaja pewne zdefiniowane obszary
w ktérych zachodza poszczegélne etapy syntezy i rozpadu: lipogeneza zachodzi w
cytozolu i siateczce srédplazmatycznej, a proces utleniania w macierzy mitochondrialnej

(Murray i wsp., 2012; van Meer i wsp., 2008).

Jednostki budujace czasteczki fosfolipidéw (kwasy ttuszczowe i glicerol) - moga
by¢ dostarczone z zewnatrz wraz z pokarmem albo zsyntezowane w komorce (Berg i
wsp., 2011). Kwasy tluszczowe syntezowane sa w cytozolu. Zwigzek ten, bedacy
produktem degradacji weglowodanéw i bialek, musi zosta¢ przetransportowany z
mitochondriéow do cytozolu, gdzie obecne sa specyficzne syntetazy niezbedne do
procesu  biosyntezy. Poniewaz wewnetrzna blona  mitochondrialna jest
nieprzepuszczalna dla acetylo-CoA, czasteczka ta kondensuje ze szczawiooctanem
tworzac cytrynian, ktéry przenika do cytozolu, gdzie rozpada sie na substraty
podstawowe (Murray i wsp., 2012; Santos i Schulze, 2012). W komoérkach ssakow
wyzszych, enzymy uczestniczace w syntezie zebrane sa3 w kompleks bialkowy, bedacy
dimerem zbudowanym z dwéch identycznych podjednostek i zawierajacy ACP. Ten
polipeptydowy kompleks, w skiad ktéorego wchodzi 7 aktywnych enzymoéw
przeprowadza synteze od poczatku do korica (Menendez i Lupu, 2004; Berg i wsp.,
2011).

Pierwszym etapem syntezy kwaséw tluszczowych jest wytworzenie melonylo-CoA z
udzialem karboksylazy Co-A (Berg i wsp., 2011, Podkowinski i Dworak, 2011).
Nastepnie zaré6wno melanylo-CoA jak i acetylo-CoA zostaja przeksztalcone w swoje
APC-pochodne i ulegaja kondensacji. Czynnikiem redukujacym jest wodér pochodzacy
z NADPH (Gibbons, 2003). W przypadku kwaséw tluszczowych o nieparzystej liczbie

atomow wegla czasteczka wyjéciowa w syntezie w miejscu melanylo-ACP jest

15
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prioponylo-ACP (Murray i wsp., 2012). W kolejnych etapach nastepuje wydluzanie
tanicucha, podczas ktérego syntaza kwasu tluszczowego katalizuje utworzenie
palmitynianu. Dalsza elongacja zachodzi juz w cytozolowej warstwie blon ER. W
biosyntezie kwaséw nienasyconych uczestnicza dodatkowo specjalistyczne uklady
enzymatyczne, tzw. desaturazy, odpowiedzialne za wprowadzanie do czasteczek
wigzan podwojnych (Uttaro, 2006). Komorki ssakéw sa w stanie syntezowaé tylko
kwasy ttuszczowe z wigzaniem podwdjnym znajdujgcym sie nie dalej niz przy weglu
C9, pozostale kwasy musza wiec byé dostarczane do organizmu egzogennie (z

pokarmem) (Berg i wsp., 2011).

Glicerofosfolipidy tworzone sa z 3-fosfoglicerolu. Przed rozpoczeciem procesu
syntezy zaréwno glicerol jak i kwasy tluszczowe musza zosta¢ aktywowane przez ATP.
Kwasy tluszczowe aktywowane sa do acylo-CoA przez syntetazy acylo-CoA, natomiast
glicerol aktywowany jest przez kinaze glicerolowa do sn-3-glicerofosforanu (Murray i
wsp., 2012; Bonet i wsp., 2012). Dwie czasteczki acylo-CoA wiaza sie z glicero-3-
fosforanem dajac fosfatydan. Zwigzek ten jest punktem wyjécia do syntezy PIL
Fosfatydan pod wplywem fosfohydrolazy fosfatydanowej moze zostaé¢ przeksztalcony
do 1,2-diacyloglicerolu. Czasteczka ta stuzy z kolei jako baza wyjéciowa do syntezy PC i
PE (Murray i wsp., 2012). Przed polaczeniem pochodzacych gléwnie z diety choliny i
etanoloaminy z 1,2-diacyloglicerolem, dochodzi do ich aktywacji. W pierwszej kolejnosci
nastepuje fosforylacja czasteczek alkoholi z ATP, a nastepnie polaczenie z
cytydynotrifosforanem (CTP). W formach CTP czasteczki zostaja przeniesione na 1,2-
diacyloglicerol (Wong i wsp., 2000, Murray i wsp., 2012). Koricowy etap syntezy moze
zachodzi¢ zaréwno w ER jak i w aparacie Golgi'ego (van Meer i wsp., 2008). PS powstaje
z kolei na drodze wymiany etanoloaminy z seryng w czasteczce PE (Murray i wsp.,

2012). Poszczegolne szlaki syntezy PC przedstawia rys. 1.7.
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Rys. 1.2. Synteza fosfatydylocholiny

Baza dla sfingolipidow jest ceramid (Cer) tworzony w siateczce
srodplazmatycznej na drodze syntezy CoA-pochodnych dlugotaiicuchowych kwaséw
tluszczowych ze sfingozyna (Gault i wsp., 2010). Sph powstaje w wyniku podstawienia
konicowej grupy hydroksylowej Cer przez fosfocholing, pochodzaca z PC. Proces ten
zachodzi w aparacie Golgi’ego, skad Sph transportowana jest do blony plazmatycznej
(van Meer i wsp., 2008). W aparacie Golgi'ego zachodzi réwniez proces syntezy
gangliozydéw. Powstaja one przez dodawanie do ceramidu zaktywowanych reszt
cukrowych  oraz  kwasu  sialowego  (N-acetyloneuraminianu  badZz  N-

glikolilomeuraminianu) (Gault i wsp., 2010, Murray i wsp., 2012) .

Cholesterol moze by¢ przyjmowany z diety, albo syntezowany w komorkach
(gtéwnie watroby) (Russel, 1992). Sterol ten calo$ciowo tworzony jest z acetylo-CoA
(Murray i wsp., 2012). Pierwszym i kluczowym etapem biosyntezy cholesterolu jest
synteza mewalonianu, ktéry nastepnie przeksztalcany jest w pirofosforan izopentanylu.
Ten z kolei kondensuje ze swoim izomerem tworzac pirofosforan geranylu. W wyniku
kondensacji tej czasteczki z czasteczka pirofosforanu izopentanylu tworzy sie
pietnastoweglowy pirofosforan fernezylu. Zwiazek ten 1aczy sie z druga identyczna
czasteczka dajac skwalen, ktéry ulega nastepnie procesowi cyklizacji z udziatem tlenu
molekularnego, w wyniku czego powstaje lanosterol. Ostatni etap biosyntezy
cholesterolu opiera si¢ na modyfikacji zar6wno pierscienia steroidowego jak i taricucha
bocznego czasteczki lanosterolu, w konsekwencji czego tworzy sie czasteczka
cholesterolu {Murray i wsp., 2012; Russel, 1992; Freeman i Solomon, 2004). Powyzsza

synteza zachodzi w ER i jest kontrolowana przez regulacje reduktazy HMG-CoA, ktorej
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aktywnos$¢ zalezy od iloéci cholesterolu dostarczonego z zewnatrz wraz z pokarmem

(Murray i wsp., 2012).

Katabolizm lipidéw nie jest procesem odwrotnym do ich syntezy (Berg i wsp.,
2011). Kazda podjednostka czasteczek glicerofosfolipidow i sfingolipidow na skutek
obecnosci réznych enzymoéw ulega degradacji z inng szybkoscig (Murray i wsp., 2012).
Podstawowym produktem katabolizmu sfingolipidéw jest pochodzaca z rozkladu
ceramid6éw sfingozyna (Morel i Braun, 1976). Rozklad gangliozydéw zachodzi wewnatrz
lizosoméw na drodze systematycznego odcinania reszt cukrowych (Wilkening i wsp.,
2000; Schultze i wsp., 2008). Z kolei cholesterol w watrobie przeksztalcany jest w cholilo-
CoA, ktory nastepnie reaguje z glicyna lub tauryna dajac kwasy zoétciowe. W tej postaci
jest on wydalany z organizmu (Murray i wsp., 2001; Russel 1992). Rozktad fosfolipidéw
katalizowany jest przez enzymy z grypy hydrolaz - fosfolipazy. Ich zadaniem jest
degradacja fosfolipidow do ich skladnikéw podstawowych tj. kwasoéw ttuszczowych i
glicerolu. Na rys. 1.8. przedstawiono rozpad PC. Wéréd fosfolipaz - przy pomocy
ktérych PC ulegaja enzymatycznej hydrolizie -rozréznia sie acylohydrolazy (fosfolipazy)
A1 i Ay, ktérych zadaniem jest hydroliza wigzan estrowych (odpowiednio sn-1 i sn-2),
fosfolipaze B katalizujaca proces hydrolizy grup acylowych, fosfolipiaze C rozkladajaca
wigzanie estrowe w pozycji 3 oraz fosfolipaze D odpowiadajaca za uwolnienie PA i
choliny. Dziatanie fosfolipiazy A> powoduje wytworzenie wolnego kwasu ttuszczowego

i lizofosfolipidu ( He i Li, 2007; Murray i wsp., 2012).
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Uwolniony w wyniku dzialania lipaz glicerol ulega procesowi fosforylacji i
utlenienia do fosforanu dihydroksyacetonu i w dalszej kolejnosci na drodze izomeryzacji
przeksztalcany jest w aldehyd 3-fosfoglicerynowy. W takiej postaci wchodzi na szlak

przemian glikolizy i cyklu pentozowego (Murray i wsp., 2012).

Przed rozpoczeciem wlasciwych mechanizméw katabolicznych wolne kwasy
tluszczowe musza w obecnosci ATP ulec aktywacji (Berg i wsp., 2001). Proces ten
zachodzi na zewnetrznej btonie mitochondrialnej (van Meer i wsp., 2008). Przemiane
kwasu ttuszczowego do acylo-CoA katalizuje tiokinaza (syntetaza acylo-CoA). Zaréwno
acylo-CoA jak i kwasy tluszczowe zawierajace w swoich taficuchach ponad 10 atoméw
wegla nie moga przenikac¢ przez wewnetrzng blone mitochondrialng. Przeksztalcaja sie
one w acylokarnityne, ktéra z wudzialem nos$nikéw przenika do macierzy
mitochondrialnej, gdzie uwalniana jest karnityna. Procesowi temu towarzyszy
przeniesienie grupy acylowej z powrotem na Co-A. Proces (-oksydacji, zachodzacy w
obecnoéci specjalistycznego ukltadu enzymoéw (-oksydacji (w sklad ktérego wchodzi 8
ré6znych enzyméw) polega na porzadkowym odczepianiu reszt dwuweglowych w
postaci acetylo-CoA od tancuchow kwaséw tluszczowych, poczawszy od korica
karbonylowego. Kazdy cykl odczepienia reszty dwuweglowej przebiega w 4 etapach
(utlenienie, uwodnienie, utlenienie, tioliza), dajac w ostatnim cyklu dwie czasteczki
acetylo-CoA. W kazdym etapie cyklu utleniania uczestniczy pochodna acylo-CoA, a
kazdy krok jest katalizowany przez inne enzymy wykorzystujace NAD* i FAD, efektem
czego jest powstanie ATP (Eaton i wsp. 1996; Bartlett i Eaton, 2004; Berg i wsp., 2001,
Murray i wsp., 2012). Caltkowite utlenienie palmitynianu prowadzi do wytworzenia 108
czasteczek ATP, z czego 2 czasteczki zuzywane s3 w procesie wspomnianej aktywacji
kwasu tluszczowego (Berg i wsp., 2001). W przypadku kwaséw ttuszczowych
posiadajacych nieparzysta liczbe atoméw wegla produktem koficowym ostatniego cyklu
B-oksydacji obok acetylo-CoA jest proponylo-CoA, ktéry przeksztalcany jest w
bursztynylo-CoA (Murray i wsp., 2012). Aby utleni¢ kwasy zawierajace wigzania
nienasycone dodatkowo wymagana jest obecnos¢ dwoch enzymoéw: izomerazy i
reduktazy (Leyton i wsp., van Weeghel i wsp., 2012). W kolejnych etapach reszta
acetylowa ulega dalszemu utlenieniu, natomiast koenzym - redukcji w cyklu kwasu
cytrynowego, bedacego konicowym szlakiem metabolizmu lipidéw (Murray i wsp.,

2012). Jesli ilos¢ czagsteczek acetylo-CoA przewyzsza iloé¢ czasteczek potrzebnych w
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cyklu kwasu cytrynowego - co ma miejsce w warunkach gtodu lub cukrzycy - sa one w
procesie ketogenezy przeksztalcane w tzw. ciatka ketonowe (acetooctan, aceton i D-3-

hydroksymaslan) (Murray i wsp., 2012; Cotter i wsp., 2011).

Zaburzenie metabolizmu lipidéw obserwowane jest przy wielu zmianach
patologicznych. Nieprawidlowosci w syntezie i utlenianiu kwaséw ttuszczowych moga
prowadzi¢ do niedocukrzenia, hipoketonemii, choréb zwigzanych z niewydolnoscia
ukladu oddechowego, jak réwniez do stwardnienia rozsianego i choréb z grupy
sfingolipidoz. Zbyt duze stezenie cholesterolu kojarzone jest z kolei z powstawaniem

zmian miazdzycowych (Savage i wsp. 2008; Murray i wsp., 2012).
1.1.2.2. Wplyw lipidéw na uporzadkowanie blony

Wtiasciwoséci  fizykochemiczne  blon  biologicznych w  duzej mierze
zdeterminowane sa przez wtasciwosci budujacych je lipidéw. (Feigenson ,2007; Eeman i
Deleu, 2010). Lipidy blonowe w temperaturze fizjologicznej moga wystepowaé w
jednym z kilku stanéw fizycznych, opisanych zwyczajowo przez wspoélczynnik

uporzadkowania taricucha alkilowego (S), oraz przez wspoétczynnik dyfuzji (D).
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Rys. I.4. a) Glowne fazy blony biologicznej b) Diagram fazowy otrzymany dla uktadu DOPC/Chol/DSPC

Liczne eksperymenty oraz modelowanie molekularne wskazuja, ze btony
biologiczne najczesciej wystepuja w stanie cieklokrystalicznym I; (charakteryzujacym sie
niska wartoscia S oraz szybkim wspolczynnikiem dyfuzji rzedu 1 pm?/s), stanie
zelowym s, (0 wysokiej wartosci S oraz niskiej wartoéci D (ok. 103 pm?2/s)) oraz stanie
cieczy uporzadkowanej I, (wysoka warto$¢ S oraz wysoka wartosé¢ D (ok. 1 pm?2/s)) (van
Meer i wsp., 2008) (rys. 1.9 a). Typ fazy zalezy $cisle od struktury lipidéw oraz ich

wzajemnych proporcji. Udowodniono, ze obecnos¢ steroli zwieksza uporzadkowanie
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struktury (Eeman i Deleu, 2010). Rys. I. 9 b prezentuje wzorcowy diagram fazowy

otrzymany dla mieszaniny trzech lipidéw: cholesterolu, DOPC i DSPC.

Na zachowanie sie lipidéw w dwuwarstwie lipidowej wplywa réwniez rodzaj
polarnej glowy. Fosfolipidy o matych grupach polarnych (takie jak PA) tworza fazy
bardziej uporzadkowane, natomiast fosfolipidy charakteryzujace sie duzymi grupami
polarnymi (np. PC), umozliwiajacymi boczne ruchy i wyginanie taficuchéw
weglowodorowych preferuja tworzenie bardziej ptynnych struktur. Przejécia fazowe
pomiedzy kolejnymi stanami fizycznymi btony zachodza przy pewnej okreslonej dla
kazdego typu lipidéw temperaturze, zwanej temperatura przejécia fazowego (Tm), ktéra
mozna okresli¢ przy zastosowaniu metod kalorymetrii skaningowej. Charakter faz
zalezy réwniez od sity jonowej i pH §rodowiska, w ktérym znajduja sie lipidy (Murray i

wsp., 2012, Eeman i Deleu, 2010).

I.1.3. Tratwy (rafty) lipidowe

Pierwotnie w modelu plynnej mozaiki zakladano, ze blona biologiczna jest
homogeniczna mieszaning lipidow i bialek, a jej skladniki moga sie swobodnie
przemieszcza¢é w obrebie kazdej z warstw (Singel i Nicolson, 1972). Badania
przeprowadzone w oparciu o uporzadkowanie konformacyjne lipidéw oraz réznice w
ich kroétkozasiegowej translacji wykazaly jednak, ze w blonie biologicznej wystepuja
pewne zorganizowane pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym przestrzenie,
ktére nazwano tratwami (raftami) lipidowymi (Simons i Ikonen, 1997; Simons i Gerl,
2010). Zbudowane sa one z powigzanych bocznie sfingolipidow (gtéwnie sfingomielin i
glikosfingolipidéw) o przewadze prostych taricuchéw weglowodorowych, a wszelkie
wolne przestrzenie pomiedzy czasteczkami wypelnia cholesterol (Simons i Ikonen, 1997;
Simons i Toomre, 2000). Silne oddzialtywania pomiedzy molekutami budujacymi tratwy
czynig je strukturami SciSle upakowanymi. Wspoélczesnie przyjmuje sie, ze blony sa
strukturami heterogenicznymi, zlozonymi z dwéch faz: tzw. ,fazy cieczy
uporzadkowanej” (I, na ktéra skladaja sie owe sfingolipidowo-cholesterolowe
mikroregiony oraz z ,fazy cieczy nieuporzadkowanej” (l;) utworzonej gléwnie przez
glicerofosfolipidy posiadajace zaréwno nasycone, jak i nienasycone taricuchy

weglowodorowe (Brown and London, 1998).
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Tratwy lipidowe s strukturami niezwykle dynamicznymi z czasem zycia od 102
(Kusumi i wsp., 2004) do 10° sekundy (Pralle i wsp., 2000). Rozmiar pojedynczej domeny
waha si¢ w przedziale od 10 do 200 nm (Pike, 2006). Matle tratwy moga laczy¢ sie
tworzac duze skupiska o érednicy przewyzszajacej setki nm (Schroeder i wsp., 2007).
Tratwy lipidowe moga wiaza¢ wybrane bialka, a mechanizmy i miejsce ich wigzania
zaleza przewaznie od rodzaju tych czasteczek, np. GPIl-zakotwiczone proteiny
akumuluja sie do zewnetrznej warstwy biomembrany, natomiast podwojnie acylowane
tyrazynowe kinazy z rodziny Src przylaczane sa do cytoplazmatycznej warstwy btony
(Simons i Ikonen, 1997). Obydwa procesy zachodza na skutek modyfikacji lipidéw
blonowych. W  tratwach lipidowych potwierdzono tez obecnoé¢ biatek
transmembranowych, dzielacych domeny na podobszary. Bialka te czesto wigza sie z
tratwami na krotki okres, przez wiekszos¢ czasu pozostajac poza ich obszarem (Simons i
Toomre, 2000). Jedna z podgrup raft lipidowych stanowia kaweole, po raz pierwszy
scharakteryzowane juz w latach 50-tych XIX wieku. Powstaja one bezposrednio z raft
lipidowych przez polimeryzacje kaweoliny - integralnego biatka wigzacego cholesterol.
Kaweole charakteryzuje wklesto-wypukly ksztatt. Ich wystepowanie zalezy od rodzaju
danej komorki (rys. 1.10). Przykladowo, w blonie neuronéw w ogoélne nie stwierdzono

formowania sie tych struktur (Brown and London, 1998; Razani i wsp. 2002).
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Rys. 1.5 Model organizacji tratw lipidowych i kaweoli w blonie biologicznej
(Simons i Ikonen, 1997)

Historycznie tratwy lipidowe zostaly zidentyfikowane jako struktury o niskiej
gestosci i nierozpuszczalnosci w niejonowym detergencie jakim jest 1% Tryton X-100 w
temperaturze 4°C (Simons i Ikonen, 1997). Tradycyjny sposéb uzyskiwania tych domen
opiera sie na scrappingu komérek do zimnego Trytonu X-100, a nastepnie homogenizacji

lizatu. Poniewaz silne oddzialywania pomiedzy skladnikami tratw utrudniaja dziatanie
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rozpuszczalnika, procedura ta pozwala na wyizolowanie ich z glicerofosfolipidowego
otoczenia. Uzyskane w ten sposéb frakcje blonowe zawierajace poza sfingolipidami i
cholesterolem réwniez biatka nazwane zostaly blonami odpornymi na detergenty
(DRMs - detergent-resistant membranes) badZ nierozpuszczalnymi w detergentach
btonami bogatymi w glikolipidy (DIGs - ang. detergent-insoluble, glycosphingolipids-
enriched membranes) (Pike, 2003). Najpowazniejszym problemem zwigzanym z ekstrakcja
Trytonem X-100 jest nieznana wewnatrzkomérkowa lokalizacja DRMs (Simons i Ikonen,
1997). Obecnie poza 1% Trytonem X-100 do izolacji raft z otoczenia stosuje si¢ inne
detergenty (np. NP-40, Lubrol), jak rowniez preparatyke wolna od detergentéw (m.in.
liza catlych komoérek w buforze weglanu sodu lub izotonicznym buforze sacharozy)
(Pike, 2003). Wspolczesnie istnieje jeszcze kilka innych metod pozwalajacych na
identyfikacje raft lipidowych, m.in. techniki wykorzystujagce mikroskopie

immunocytochemiczng (Harder i wsp., 1998, Janes i wsp. 1999).

Rozne techniki pozyskiwania tratw prowadza do uzyskiwania frakeji r6znigcych
sie skladem. Frakcje uzyskane bez uzycia detergentéw wykazuja w poréwnaniu do
DRMs wieksza zawartoé¢ glicerofosfolipidéw. Badania przeprowadzone przez Pike
pokazuja, ze niedetergentowe tratwy posiadaja taki sam procent lipidow (40%) o
wigzaniach nasyconych (lub jednym nienasyconym) jak lipidy z calej objetosci btony,
natomiast w przypadku DRMs iloé¢ ta wynosi w przyblizeniu 60%. Co ciekawe, badania
na tratwach lipidowych pozyskanych bezdetergentowo z komérek linii KB pokazaty, ze
sa one wzbogacone w fosfolipidy anionowe, PE oraz plazmalogeny etanoloaminy
zawierajace reszty kwasu arachidonowego. Zwigzkéw tych, charakterystycznych dla
cytoplazmatycznej strony btony nie obserwuje sie natomiast w DRMs. Wedtug Pike'a
znalezienie w tratwach wyraZnej reprezentacji lipidow wewnetrznej warstwy membrany
Swiadczy¢ moze o biwarstwowym charakterze raft. R6znice w skladzie poszczegolnych
frakcji sugeruja bowiem, iz traktowanie blon biologicznych detergentem, moze

powodowac selektywne wyodrebnianie warstwy zewnetrznej (Pike, 2003).

Tratwy lipidowe powstaja w aparacie Golgi'ego, gdzie syntezowane sa
sfingolipidy i gdzie trafia syntezowany wczesniej w ER cholesterol. Stamtad
transportowane sa do blony komérkowej, skad moga ulega¢ endocytozie (Simons i
Toomre, 2000). Biofizyczne mechanizmy, dzigeki ktérym komorki regulujg rozmiar,

trwalo$¢ i przestrzenna lokalizacje tych domen sa stabo poznane. Istnieje kilka modeli

23



24

Czesc literaturowa: Bfony biologiczne

opisujacych te zjawiska. Wedlug Yethireja i Weisshaara wielkoé¢ oraz przestrzenne
usytuowanie tratw determinowane jest przez biatka (Yethirej i Weisshaar, 2007). Inny
model opiera sie na zalozeniu, ze dystrybucja i dynamika tratw kontrolowana jest przez
przestrzenne zréznicowanie cholesterolu i oddziatywania lipid - lipid (Gémez i wsp.,

2008).

Tratwy lipidowe, stanowigce domeny sfingolipidowo-cholesterolowe uczestnicza
w wielu waznych procesach komoérkowych. Potwierdzono ich udzial w sortowaniu
biatek (Simons i Ikonen, 1997) oraz transporcie membranowym, m.in. biatek
zsyntezowanych w sieci trans aparatu Golgi'ego do blony biologicznej (Hanzal-Bayer i
Hancock, 2007; Surma i wsp., 2012). Jedna z lepiej opisanych funkgji tratw lipidowych,
zwigzanych z obecnoscig w nich réznych typéw bialek jest udziat w transdukgji sygnatu.
Wedlug Simons’a i Toomre’a tratwy stanowig dla danych receptoréw specyficzne
platformy, a aktywacja nastepuje na drodze wigzania ligandu. Aby polaczenie
receptor/ligand mialo miejsce niekiedy potrzebna jest oligomeryzacja receptoréw.
Aktywacja moze nastapi¢ réwniez w wyniku krzyzowego oddzialywania bialek
zwigzanych z réznymi tratwami. Wigze sie to dodatkowo ze wzmocnieniem sygnatu.
Przykladami receptoréw bioracych udzial w transdukcji sygnatu i powigzanych z
tratwami lipidowymi sg receptory T-komorek, czynnik neurotroficzny pochodzenia
glejowego (GDNF) i biatko Fc.RI. Ostatni z wymienionych receptoréw powoduje
redystrybucje skladnikéw tratw, gltéwnie gangliozydéw, a jego laczenie sie z
immunoglobuling E (IgE) skorelowane jest z iloscig cholesterolu blonowego i powoduje

uaktywnienie proceséw immunologicznej odpowiedzi komorki (Simons i Toomre, 2000).

Wedlug Pike’a tratwy odgrywaja zaréwno pozytywna jak i negatywna role w
procesie przekazywania sygnaléw. taczac sie w wieksze skupiska, umozliwiaja
mieszanie komponentéw poszczegolnych tratw, zwiekszajac prawdopodobieristwo
aktywacji szlaku transdukcji sygnatu. Z drugiej jednak strony maja zdolnoé¢ do
przestrzennej segregacji oddziatywan skladnikéw i blokowania danych receptoréw
(Pike, 2003). Kolejng wazna funkcja tratw lipidowych jest udzial w aktywagji
zaprogramowanej $mierci komoérki przez zewnetrzny (receptorowy) szlak apoptyczny
(Mollinedo i Gajate, 2006). Przekazanie sygnalu nastepuje przez zwigzanie sie
zakotwiczonego w raftach receptora $mierci Fas (ktérym moze by¢ biatko CD95) z Fas

ligandem (FasL). Ekspresja sfingomieliny obecnej w tratwach lipidowych sprzyja
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tworzeniu sie DISC, aktywacji kaspaz, wydajnemu 1aczeniu si¢ Fas z tratwami oraz ich
wzajemnemu grupowaniu (Miyaji i wsp., 2005). Selektywna reorganizacja tratw
lipidowych, prowadzaca do przemieszczania sie wielu kluczowych w procesie apoptozy
biatek czyni z tratw swoistych , kontroleréw $mierci”. Liczne badania wskazuja na to, ze
ceramidy i sfingomielinazy wzmacniaja sygnal na poziomie blony. Warunkiem
niezbednym okazuje sie wzajemne potaczenie Fas/FasL ( Garcia i wsp., 2003; Mollinedo

i Gajate, 2006).

Domeny lipidowe moga tez stanowi¢ swego rodzaju komoérkowe ,wejscia” i
~wyjsécia” dla chorobotwoérczych drobnoustrojow i toksyn, takich jak wirus grypy, odry
czy toksyny cholery (CT) (Simons i Ehehalt, 2002). Wiele rodzajéw patogenéw rozwineto
zdolnoé¢ angazowania tratw lipidowych do przejecia kontroli nad komoérkami
gospodarza i propagacji zmian chorobowych. Wirus HIV wchodzi do komoérek
nablonkowych wtlasnie przez rafty lipidowe, na drodze endocytozy i transcytozy,
natomiast mozliwe wyjscie wirusa nastepuje przez proces selektywnego paczkowania
(Carter i wsp., 2009). CT wnika do komorek gospodarza przez zwigzanie receptora
zlokalizowanego w tratwach, a proces ten do internalizacji wymaga obecnosci
cholesterolu. Wykorzystanie filipin, wigzacych cholesterol blokuje wejscie wirusa
(Orlandi i Fishman, 1998). Receptorem dla CT wedlug Wolfa, moze by¢ zwigzany w
tratwach gangliozyd GM; (Wolf i wsp., 2002). Rafty stanowia tez wazne ogniowo na

réznych etapach cyklu replikacji wiruséw w komérkach gospodarza (Ono i Freed, 2005).

I.1.4. Asymetria lipidowa bton komérkowych

Cecha charakterystyczna bton biologicznych jest ich asymetria strukturalna i
funkcjonalna. Zréznicowanie przestrzenne dotyczy zaréwno lipidéow, biatek jak i
weglowodanéw (Berg i wsp., 2011). W blonie retikulum endoplazmatycznego
fosfolipidy roztozone sa symetrycznie, podczas gdy dla pozostatych bton biologicznych
(aparatu Golgiego, plazmatycznych i endosomalnych) typowa jest asymetryczna
dystrybucja tych zwigzkéw (van Meer i wsp., 2008). Najwyrazniej asymetria rysuje sie¢ w
komoérkach erytrocytéow (Devaoux i Zachowski, 1993). Rys. 1.11. przedstawia schemat
odpowiadajacy zewnetrznej i wewnetrznej dystrybugji lipidéw w blonie komoérkowej

erytrocytow czlowieka.
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Rys. 1.6. Asymetria fosfolipidéw w blonie erytrocytow

W blonie plazmatycznej komoérek eukariotycznych aminofosfolipidy - takie jak
PSi PE - wystepuja gtdwnie po stronie cytozolowej dwuwarstwy, natomiast PC oraz Sph
zlokalizowane s3 w warstwie zewnetrznej biomembrany. W synaptycznych blonach
komoérkowych nie stwierdzono w ogoéle obecnosci Sph po ich wewnetrznej stronie
(Wood i wsp., 2011). Mniejsze lipidy (PI oraz PA) tworza przewaznie warstwe
wewnetrzng, natomiast wszystkie lipidy z przylaczonymi resztami cukrowymi
umiejscowione sa zawsze po niecytozolowej stronie blony. Podzial ten jest
charakterystyczny dla wszystkich komoérek eukariotycznych, zmieniaja sie tylko ich

wzajemne proporcje (Devaux i Zachowski, 1993).

Asymetria fosfolipidow jest dla wielu rodzajow blon komodrkowych
jednoznacznie opisana, natomiast wyniki dotyczace rozmieszczenia cholesterolu sg
sprzeczne. Wczesne dane uzyskane dla erytrocytéw wskazywaly na wieksza zawartosé
cholesterolu w zewnetrznej warstwie blony (Fischer, 1976). Niekt6rzy autorzy postuluja
natomiast rownomierne rozmieszczenie tego sterolu pomiedzy dwie warstwy blony
komérkowej (Blau i Bittmann 1978; Miiller i Herrmann 2002), inni sugeruja jego
przewage (ok. 78%) po wewnetrznej stronie blony (Schroeder i wsp., 1991). Ostatnie
dane otrzymane przy pomocy metod fluorescencyjnych dla komérek linii CHO
potwierdzajg, ze 60-70% steroli zgromadzonych jest w warstwie cytozolowej (Mondal i
wsp., 2009). Trudnoé¢ z okresleniem dystrybucji cholesterolu wynika z krétkiego czasu
przeskoku czasteczki sterolu pomiedzy warstwami btony (gérna granica stalej czasowej

dla tego ruchu wynosi w temperaturze 37°C okoto 1 sekunde (Steck i wsp., 2002)).

Asymetrie lipidow warunkuja pierwotnie procesy zachodzace na szlaku ich

biosyntezy, a za jej utrzymanie odpowiada wiele czynnikéw, do ktérych zalicza sie
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biofizyczne wlasciwosci czasteczek, determinujace ich zdolno$¢ do przekraczania
dwuwarstwy w sposéb spontaniczny, mechanizmy retencyjne odpowiadajace za
putapkowanie lipidéw w jednej z dwéch warstw oraz obecnos¢ licznych transporterow
wspierajacych translokacje lipidow tzw. flipaz i flopaz (van Meer i wsp., 2008). Flipazy
sa przekaznikami przenoszacymi lipidy na warstwe wewnetrzna, flopazy - w kierunku
przeciwnym (Daleke, 2007). Dla sfingomielin i glikosfingolipidéw asymetria w btonie
aparatu Golgi'ego jest uzyskiwana poprzez wprowadzenie lipidow tylko do jednej
warstwy biomembrany i utrzymywanie ich stalego poziomu w obrebie tej warstwy (van

Meer i wsp., 2008).

Asymetryczne rozmieszczenie lipidow ma wazne konsekwencje funkcjonalne.
Jedna z nich jest rézna plynnoé¢ poszczegélnych warstw biomembrany. Warstwy
zawierajace wiecej steroli utrzymuja wieksza sztywnosé¢. Duze ilosci cholesterolu w
cytozolowej warstwie, moga réwniez odpowiada¢ za powstawanie w jej obrebie
uporzadkowanych struktur sktadajacych sie z cholesterolu i PC, odpowiadajacych
cholesterolowo-sfingomielinowym domenom w zewnetrznej warstwie (Mondal i wsp.,
2009). Transmembranowe rozmieszczenie lipidéw przyczynia sie réwniez do réznicy
wypadkowego tadunku obydwu warstw. PS oraz Pl generuja ujemny ladunek
cytozolowej warstwy bton biologicznych, podczas gdy zewnetrzna strona biomembrany
ma przewaznie charakter obojetny badZz zwitterjonowy. Separacja tadunku
spowodowana asymetria dystrybucji fosfolipidéw zostala zastosowana do
wytlumaczenia mechanizmu dzialania niektérych kationowych i anionowych lekéw
posiadajacych mechanizm dzialania na poziomie blonowym (Scheetz i Singer, 1976;

Sweet i wsp., 1987).

Utrzymanie asymetrycznoéci blony jest bardzo istotne dla wielu proceséw
komoérkowych (Ikeda i wsp., 2006). Najwyrazniejszym efektem zalamania sie asymetrii
lipidéw jest przemieszczenie PS na powierzchnie komoérki. Wyeksponowanie PS na
zewnatrz blony, prowadzi do zwigkszenia przyczepnosci komorek, aktywacji procesow
krzepniecia i p6Zniejszego tworzenia trombiny (Bevers i Williamson, 2010).
Eksternalizacja PS obserwowana jest w procesie zaprogramowanej $mierci komorki.
Przemieszczenie sie tego glicerofosfolipidu na powierzchnie komoérki stanowi dla
makrofagéw sygnal do usuniecia apoptycznej komorki na drodze fagocytozy. Proces ten

zachodzi czesto zanim uwidocznia sie jakiekolwiek inne zmiany morfologiczne
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zwigzane ze $miercia komorki (Schlegel i Williamson, 2001). Cho¢ z jednej strony
powyzsze procesy sa niezbedne do prawidtowego rozwoju komorki i zachodzi¢ moga
takze w warunkach normalnych, to nieregulowana utrata asymetrii PS przyczynia sie do
zmian w funkcjonowaniu komorek i obserwowana jest przy wielu zmianach
patologicznych, takich jak choroby ukladu krazenia (np. zakrzepica), udar mézgu oraz
cukrzyca (Daleke, 2003). Wymuszona zmiana polozenia lipidéw przeklada sie takze na
zmiany w funkcjonowaniu wielu biatek enzymatycznych zwigzanych z lipidami,

powodujac zaburzenia m.in. w transdukcji sygnatu (Verkleji i Post, 2000).
I.1.5. Réznice w skladzie blon komérek zdrowych i nowotworowych

Szereg przeprowadzonych badant wskazuje na istnienie znaczacej korelacji
pomiedzy plynnoscia blony a stopniem zmian nowotworowych komérki (Inbar, 1976;
Kojima, 1993; Sok i wsp., 1999). Juz w latach 70-tych XX wieku zaleznosci te staly sie
przedmiotem uwagi szeregu grup badawczych. Pomiary mikroskopowej lepkosci bton
biologicznych komérek bialaczki przeprowadzone przez Inbar’a i Shinitzky ego
pokazaty, ze lepkoé¢ zdrowych leukocytéw jest dwa razy wieksza od lepkosci bton
komoérek nowotworowych (Inbar i Shinitzky, 1974). Jako, ze lepkos¢ powigzana jest
odwrotnie proporcjonalnie z plynnoscia, wysunieto wniosek, ze blony komoérek
zmienionych nowotworowo sa bardziej plynne niz ich zdrowe odpowiedniki. Po
zestawieniu tych danych z analiza skladu lipidowego blon biologicznych, mniejsza
lepkos¢ bton komoérek patologicznych przypisano nizszemu stosunkowi cholesterolu do
fosfolipidéw (Chol:PL), wynikajacemu ze spadku zawartosci sterolu w btonach komérek
zmienionych nowotworowo. Przykladowo, dla btony biologicznej zdrowych leukocytéow
stosunek ten wynosi 0,6-0,7, podczas gdy w przypadku ostrej biataczki spada do
wartosci 0,25 (Tsuchiya i wsp., 2002). Kolejne badania pokazaly, ze zaleznos¢ ta nie jest
ograniczona tylko do komoérek leukocytéw, ale przeklada sie na inne nowotwory (Sok i
wsp., 1999; Nakazawa i wsp., 1989; Rybczyriska i wsp., 2001; Berra i wsp. 1994; Koijma
1993). Czeé¢ autoréw donosi jednak, ze dla pojedynczych przypadkéw (m.in. dla
niektérych nowotworéw ztosliwych mézgu) ptynnoéé bton komoérek patologicznych jest
wyzsza niz dla zdrowych (Sentjurc i wsp., 1990). Wartoé¢ stosunku Chol:PL rézni sie w
zaleznosci od typu nowotworu i jest tym wyzsza im wieksza jest ztodliwosé. Badania

przeprowadzone przez Schroeder’a i wsp. pokazuja, ze blony komérkowe wyizolowane



Czes¢ literaturowa: Bfony biologiczne

z komorek przerzutowych maja duzo nizszy stosunek cholesterolu do fosfolipidéw niz
blony pochodzace z komoérek guza pierwotnego. Autor sugeruje, ze zaleznos¢ ta
powigzana dodatkowo z obecnoscig biatek transportujacych cholesterol §wiadczy o
niskiej zdolnosci przerzutowej komoérek (Schroeder i wsp., 1991). ObniZzony poziom
cholesterolu moze wynika¢ zaréwno z wad genetycznych zwigzanych z zaburzeniem
biosyntezy tego sterolu, ze zwiekszonej jego konsumpcji w trakcie podziatow
komérkowych, jak réwniez z zaburzer transportu (Sok i wsp., 1999; Inbar i Shinitzky,
1974). Burstain i Fine dowiedli, ze u pacjentéw ze zdiagnozowana biataczka spada o 50%
poziom p-lipoprotein, ktére odpowiadaja za wiekszo$¢ proceséw zwigzanych z
wymiang cholesterolu miedzy surowica a krwinkami (Burstain i Fine, 1959). Warto
zaznaczy¢, ze niektére linie komorkowe raka prostaty i piersi, wykazuja zwiekszona
zawarto$¢ cholesterolu w poréwnaniu do komorek niepatologicznych (Freeman i

Solomon, 2004, Riedl i wsp., 2011).

Kolejnym lipidem modulujacym ptynnos¢ btony jest sfingomielina. Podobnie jak
cholesterol powoduje wzrost lepkosci blony. Wyniki zaprezentowane przez Gottfrieda
dowodzg, ze blony nowotworowe s ubogie w ten skladnik (Gottfried, 1967). Analiza
sktadu kwasow ttuszczowych pokazala, ze nie tylko wartos¢ wspétczynnika Chol:PL, ale
rOwniez stopiefi nienasycenia laficuchéw acylowych wplywa na plynnos¢ blony
(Szachowicz-Petelska i wsp., 2010, Tsuchiya i wsp., 2002). W swojej pracy Kojima
sugeruje, ze wzrost iloéci fosfolipidéw o nienasyconych taricuchach weglowodorowych
odpowiada za zwigkszenie plynnosci blony, niezaleznie od zawartosci cholesterolu.
Autor pokazuje, ze w komorkach raka watrobokomoérkowego obserwuje sie wzrost
zawartosci kwasow tluszczowych o nienasyconych wiazaniach oraz spadek ilosci
kwaséw nasyconych. Stosunek molowy kwaséw tluszczowych 18:1 do 18:0 jest trzy razy
wyzszy w komoérkach tego raka i dwa razy wyzszy w komérkach guzkéw rozrostowych
niz w komoérkach zdrowej watroby. Poniewaz podwyzszone stosunki molowe 18:1 do
18:0 stwierdzono eksperymentalnie w innych komérkach nowotworowych, sugeruje sie,
ze moze to by¢ jeden z komoérkowych wskaznikéw transformacji nowotworowej
(Kojima, 1993). Z kolei Tsuchiya pokazuje, ze pojedyncze wiazanie cis wprowadzone do
tanicucha nasyconego indukuje zwigkszenie fluidyzacji blony, podczas gdy
wprowadzenie kolejnych wigzan jest juz mniej efektywne (Tsuchiya i wsp., 2002).

Analiza chromatograficzna przeprowadzona dla komoérek nowotworu watroby pokazata
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takze wzrost ilosci kwasow tluszczowych o taricuchach krétszych niz 18 wegli oraz
spadek ilosci kwasow dlugotaficuchowych (zawierajacych ponad 20 atoméw wegla) w
poréwnaniu do zdrowych komoérek (Kojima, 1993). Postuluje sie, ze w proces
utrzymania ptynnosci blony na danym poziomie zaangazowane sa specjalne enzymy
estryfikujace kwasy tluszczowe (Sok i wsp., 1999). Podczas procesu nowotworzenia
zmianie ulega réwniez stosunek lipidéw cholinowych do aminowych. W wiekszosci
przypadkéw obserwuje sie wzrost ilosci lipidéow cholinowych i spadek zawartosci
lipidéw etanoloaminowych (Slagel i wsp., 1967). Wynika¢ to moze z opisanego w
poprzednim podrozdziale zaburzenia asymetrii lipidéw. Transformacja nowotworowa
wigze sie rowniez ze zmiang wzorca gangliozydéw w blonach komoérkowych. Duze
czedci polarne tych zwigzkéw wplywaja stabilizujagco na blony biologiczne i nawet w
niewielkich ilosciach obnizaja znaczaco ptynnoé¢ biomembrany (Sonnino i wsp., 2007).
Zaréwno w liniach komérkowych jak i tkankach nowotworowych zaobserwowano
zalezng od rodzaju nowotworu i stopnia jego progresji nadekspresje tych zwiazkow.
Zmiany zaleza od rodzaju gangliozydu, a akumulacja specyficznych glikolipidéw moze
by¢ dobrym markerem niektérych nowotworéw (Kaucic i wsp., 2001). Przyktadowo
czasteczki GDz oznaczono w komorkach nerwiaka, podczas gdy w zdrowych tkankach
zwiazek ten nie zostal odnotowany (Wu i wsp., 1986). W przypadku oponomiesaka -
zlodliwego guza moézgu stezenie ganglizydéw GM; wzrasta az 3,6 razy, a GD; - 1,6 razy
w stosunku do odmiany fagodnej nowotworu (Berra i wsp., 1994). Zmienny sklad
gangliozydéw, moze w by¢é¢ réwniez powigzany =z aktywnoscia lekéw
antynowotworowych (Hac - Wydro Dynarowicz-tatka, 2010). W przypadku analizy
plynnosci blony biologicznej nie mozna pomingé wplywu otoczenia zmiany
nowotworowej. O ile czynnik ten jest wyeliminowany w przypadku badani komoérek
pochodzacych z hodowli, odgrywa duze znaczenie w analizie prébek pobranych
bezposrednio z tkanek. Wypadkowa ptynnoséé¢ blony modulowana jest bowiem przez
komorki otaczajace miejsce guza oraz lokalng obecnosé¢ komoérek niezmienionych
nowotworowo np. komoérek zapalnych, komoérek tkanki 1gcznej czy tez komoérek
nekrotycznych. Badania tkanki pochodzacej od pacjentéw z rakiem ptuc wykonane przy
pomocy spektroskopii EPR, wskazuja ze w okre$laniu plynnoéci blony wieksze
znaczenie ma jednak sama struktura blon biologicznych niz wzajemny stosunek

poszczegodlnych typéw komoérek (Sok i wsp., 1999).
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Reasumujac, oczywistym jest ze znajomo$¢ parametrow fluidyzacji blony
(wspotczynnika chol:PL, skladu lipidowego oraz stopnia nienasycenia laficuchéw
acylowych) ma istotne znaczenie w okreSleniu réznic pomiedzy komoérkami
nowotworowymi a zdrowymi. Wiedza ta wydaje sie by¢ niezbedna do opisu
mechanizméw penetracji i modyfikacji bton przez niektére chemioterapeutyki, co z kolei

przetozyé sie moze na opracowanie efektywniejszej terapii.
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1.2. Syntetyczne lipidy antynowotworowe

Choroby nowotworowe, zaraz po chorobach ukiadu krazenia, stanowia jedna z
najczestszych przyczyn zgonu (ok. 21% wszystkich zgonéw wywotanych przez choroby
niezakazne w 2010 r - dane Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)-www.who.com) i
pomimo rozwoju wspoélczesnej medycyny ich liczba z kazdym rokiem wzrasta. WHO
szacuje, ze iloé¢ zgonéw spowodowanych nowotworami wyniesie w roku 2030 13
milionéw, podczas gdy w 2008 wynosita ok. 7,6 milionéw. Tak niezadowalajace
statystyki wynikaja m.in. z niedokladnego poznania procesu karcynogenezy, co
utrudnia  opracowanie  skutecznych i wzglednie  bezpiecznych  terapii
przeciwnowotworowych. Mimo, ze w ostatnich dziesiecioleciach osiggnieto duzy postep
w zakresie walki z nowotworami, metody takie jak chirurgia, chemioterapia,
radioterapia i terapia hormonalna sg nieskuteczne w ponad 50% przypadkow (Riedl i
wsp., 2011). Stosowana obecnie chemioterapia w duzej mierze oparta jest na lekach
cytotoksycznych, ktére dzialajac bezposrednio na DNA niosa ryzyko uszkodzenia
zdrowych tkanek. Wiele grup badawczych na calym $wiecie postawilo sobie za cel
znalezienie nowych i efektywnych zwiazkéw o dzialaniu przeciwnowotworowym,
ktoérych stosowanie nie wywoluje ucigzliwych efektéw ubocznych. Bez watpienia do
takich zwigzkéw naleza syntetyczne lipidy antynowotworowe (ATLs) (Gajate i
Mollinedo, 2002; van Blliterswijk i Verheij, 2008).

Poczatki badan nad ta grupa zwiazkéw pozwiazane sa z badaniami nad
wystepujaca naturalnie w organizmach lizofosfatydylocholing (LPC). Prace Bergenhema
i Fahreasensa pokazaly, iz zwigzek ten, bedacy jednym z produktéw posrednich
metabolizmu fosfolipidéw charakteryzuje sie wysoka aktywnoscia biologiczna. Badania
wykazaly, ze LPC wbudowuja si¢ w blone komoérkowa, silnie zwiekszajac jej ptynnosé
(Bergenhem i Fahreasens, 1936). Przy wyzszych stezeniach powoduje on lize, jednak w
ilodciach sublitycznych stymuluje fagocytoze i moze by¢ traktowany jako wazny
modyfikator biologiczny (Munder i wsp., 1979). Badania na liniach komoérkowych
inkubowanych z LPC pokazaly zmniejszone oddychanie w komérkach nowotworowych
przy jednoczesnym wzroscie konsumpgcji tlenu w zawiesinie mikro- i makrofagéw
(Fischer, 1964 ). Niestety egzogenna LPC jest szybko metabolizowana w blonie
komoérkowej, przez co nie jest mozliwie zastosowanie jej jako érodka czynnego w terapii

przeciwnowotworowej. Pod koniec lat 60-tych XX wieku Eibl, Arnold, Weltzien i
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Westphal poszukujagc nowych modyfikatoréw immunologicznych zsyntezowali
pierwszy metabolicznie stabilny analog LPC - edelfozyne (1-O-oktadecylo-2-O-metylo-
sn-glicero-3-fosfocholine (ET-18-OCHs)) (Eibl i wsp., 1967). Poprzez zastapienie wigzania
estrowego przy weglu C; wigzaniem eterowym oraz estryfikacje grupy hydroksylowej
przy weglu C» grupa metylowa uzyskali oni zwigzek odporny na dzialanie
acetylotransferaz oraz lizofosfolipaz, ktéory dodatkowo wykazal dzialanie
antynowotworowe (Munder i Wesphal, 1990). Kolejna modyfikacja struktury, polegajaca
na wprowadzeniu siarki do czasteczki ET-18-OCH; zaowocowata uzyskaniem
trioeterowej pochodnej edelfozyny - ilmofozyny (Herrmann i wsp., 1990).
Cytotoksyczne dzialanie wyzej wymienionych zwigzkéw, nazwanych 1acznie
alkilolizofosfolipidami (ALPs) (ang. alkyllysophospholipids) badano na wielu liniach
komoérek zaré6wno nowotworowych jak i normalnych, pokazujac wysoki stopien
selektywnosci tych zwigzkéw wobec komoérek zmienionych patologicznie (Munder i
Wesphal, 1990; Girgert i wsp., 1995). Niestety, silna aktywnos¢ antynowotworowa ALPs
potwierdzona w badaniach in vitro i in vivo nie byta juz tak widoczna w badaniach
klinicznych. Dodatkowo u pacjentéw przyjmujacych zwiazki doustnie wystepowaly -
zalezne od dawki - gastrologiczne skutki uboczne. Powigzano je z destrukcja bton
biologicznych, wynikajaca z silnej analogii ALPs do naturalnych lizofosfolipidéow
(Oberle i wsp., 2005). Kliniczne zastosowanie ET-18-OCHs; ogranicza si¢ obecnie do

oczyszczania szpiku kostnego ex vivo przed przeszczepem (Vogler i wsp., 1996).

W celu zminimalizowania skutkéw ubocznych dzialania ALPs, przy
jednoczesnym zachowaniu ich aktywnosci antynowotworowej Eibl i Unger w latach 80-
tych XX wieku, dokonali kolejnej zmiany ich struktury, usuwajac z czasteczek szkielet
glicerolu. Doprowadzito to do powstania nowej grupy substancji tzw. alkilofosfocholin
(alkylphosphocholines - APCs) stanowiacych druga generacje syntetycznych lipidéw
antynowotworowych (Eibl i Unger, 1990). Brak glicerolu czyni z APCs zwiazki odporne
na dzialanie wielu enzyméw bioracych udzial w metabolizmie fosfolipidow, dzieki

czemu moga w znacznej ilosci akumulowac sie w tkance (Jendrossek i Handrick., 2003).
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Pierwsza zsyntezowana alkilofosfocholing byta miltefozyna (HePC). Juz pierwsze
badania nad jej biologiczng aktywnoscia pokazaly, ze zwiagzek ten wykazuje silnie
dziatania antyneoplastycznie in vitro i in vivo, indukuje ré6znicowanie komoérek, aktywuje
dzialalnos¢ cytotoksyczng makrofagéw oraz hamuje rozrost komoérek neoplastycznych
w zdrowej tkance (Eibl i wsp., 1992). Stosunek czesci polarnej HePC do jej czedci
apolarnej jest wiekszy od jednosci, dlatego czasteczki tej aktywnej biomolekuty w
srodowisku wodnym tworza micele, wywotujac hemolize. Z tego powodu HePC nie
moze by¢ podawana przez injekcje. Badania kliniczne pokazaty réwniez podobne jak w
przypadku ALPs gastrologiczne efekty uboczne. Obrébka liposomalna HePC
eliminowata wprawdzie jej hemolityczne wtasciwosci oraz obnizala gastrologiczna
toksycznos¢, jednak w formie tej HePC byla szybko usuwana z organizmu (Jendrossek i
Handrick, 2003). Obecnie HePC dostepna jest komercyjnie pod nazwa Miltex®, a jej
wykorzystanie ograniczone jest do stosowania miejscowego w leczeniu przerzutéw u
pacjentéw chorych na raka piersi oraz ze skérnym chloniakiem ztosliwym (Clive i wsp.,
1999; Dummer i wsp., 1993). Dodatkowo w formie doustnej HePC stosowana jest w
leczeniu laiszmaniozy, w przypadku ktérej mozliwe jest aplikowanie nizszych dawek

leku niz w terapii antynowotworowej (Berman, 2005).

Dalsze modyfikacje struktury polegajace na elongacji taricucha acylowego
pozwolily otrzymaé¢ kolejne pochodne APCs. Wyniki uzyskane przez Eibla i
wspotpracownikéw wskazuja, ze oktadecylfosfocholina (OcPC) posiadajaca 18-weglowy
taricuch, charakteryzuje sie silniejszg aktywnoscia antynowotworowaq niz HePC (Eibl i
wsp., 1992). Obiecujace efekty dalo tez zastapienie cholinowego ugrupowania w
czasteczce OcPC heterocykliczna grupa piperydyny. Powstaly w ten sposéb zwiazek -
peryfozyna wykazuje powolng eliminacje z organizmu, z czasem poéttrwania ok. 140 h.
Obecnie zwiazek ten jest testowany klinicznie w leczeniu wielu nowotworéw, m.in.
zaawansowanej biataczki, chtoniaka, raka jelita grubego i szpiczaka mnogiego (Vink i

wsp., 2005, Li i wsp., 2010; Crul i wsp., 2002; Gajate i Mollinedo, 2007) .

Najbardziej obiecujacymi alkilofosfocholinami wydaja sie by¢ erucylfosfocholina
(ErPC) oraz erufozyna (ErPC3) posiadajace 22-weglowy tanicuch i podwéjne wigzanie w
konformacji cis pomiedzy 13 a 14 atomem wegla. Ta relatywnie niewielka modyfikacja
struktury w stosunku do miltefozyny, zwiekszyla charakter hydrofobowy tych

zwigzkéw. Tym samym tworza one formy lamelarne, eliminujgc efekt hemolityczny, co
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z kolei umozliwia ich dozylne podawanie (Eibl i Kaufmann-Kolle, 1995; van der Luit i
wsp., 2007). Ponadto zwiazki te wykazaly zdolno$¢ przenikania bariery krew-moézg,
otwierajagc droge do leczenia chorych ze stabo reagujacymi pierwotnymi i
przerzutowymi nowotworami moézgu (Rubel i wsp., 2006). Wyniki badan
przeprowadzonych na modelach zwierzecych niezaleznie od siebie przez zespoty
badawcze Erdlenbruch’a oraz Schuettauf'a wskazuja na brak powaznych skutkéow
ubocznych przy stosowaniu ErPC w stezeniach wywolujacych efekty cytotoksyczne
(Erdlenbruch i wsp., 1999; Schuettauf i wsp., 2005).

Obiecujace efekty daje tez wykorzystanie ATLs w terapii skojarzonej, zaréwno w
polaczeniu z radioterapia, jak i innymi chemioterapeutykami (van Blliterswijk i Verheij,
2008). Zaréwno edelfozyna jaki i APCs wykazuja radiouczulajagce wlasciwosci,
zwiekszajac szanse powodzenia terapii. Badania przeprowadzone na wielu liniach
komoérkowych pokazuja, ze =zwiazki te zdecydowanie wzmacniaja apoptoze
indukowang promieniowaniem (Jendrossek i Handrick, 2003). W $wietle wynikéw
zaprezentowanych przez Riibela i wspétpracownikéw ErPC i ErPC3 w polaczeniu z
promieniowaniem jonizujacym efektywnie indukuja $mieré komoérek w liniach wysoce
odpornych na samo promieniowanie (takich jak glejak zlosliwy) (Ribel i wsp., 2006).
Réwniez dziatanie peryfozyny w polaczeniu z promieniowaniem wyglada obiecujgco.
Wyniki badani przeprowadzonych przez Vink’a przy jednoczesnym stosowaniu tych
dwoch terapii pokazuja catkowita i trwala reemisje w liniach komoérkowych raka
naskérkowego KB (Vink i wsp., 2006). Peryfozyna jest takze szeroko stosowana jako
uczulacz w chemioterapii (m.in. w polaczeniu bortezomibem i deksametazonem) przy
leczeniu chorych z opornym i nawrotowym szpiczakiem mnogim (Richardson i wsp.,

2012).

Dokladny mechanizm dzialania tych modyfikatoréw biologicznych,
odpowiadajacy za ich selektywnos$¢ nie jest jeszcze znany. Prowadzone w tym kierunku
badania pokazujg, Ze rézni si¢ on znacznie od sposobu dziatania klasycznych lekow
wykorzystywanych w terapii przeciwnowotworowej, gléwnie dlatego, ze molekularne
cele ATLs usytuowane sa w blonie komoérkowej, a nie w DNA (Eibl i wsp., 1992). Ze
wzgledu na swoja strukture chemiczng ATLs tatwo wnikaja do podwdjnej warstwy
lipidowej, a nastepnie rozprzestrzeniaja si¢ po przedzialach komérkowych. Stosowane

w niskiej, odpowiedniej z klinicznego punktu widzenia koncentracji ATLs wplywaja na
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rotacje lipidéw modyfikujgc biofizyczne wiasciwosci btony biologicznej (Jendrossek i

Handrick, 2003).

Proponowanych jest kilka mechanizméw dziatania tych lekéw (rys. 1.13). Liczne
badania potwierdzajg, ze ATLs oddzialuja z wieloma kluczowymi enzymami, reguluja
powstawanie i zachowanie raft lipidowych, jak réwniez wplywaja na metabolizm
lipidéw, wynikiem czego jest deregulacja proceséw pro- i antyapoptycznych, zaklécenie
opartych na lipidach &ciezek transdukcji sygnalu, indukcja stresu komoérkowego,
hamowanie wzrostu komoérek oraz zatrzymanie ich cyklu komérkowego (Jendrossek i

Handrick, 2003; van Blliterswijk i Verheij, 2008).

MAPK/ERK

] |

SAPK/INK, stres komdrkowy, proliferacja przetrwanie
ROS, apoptoza

Rys. 1.13. Proponowane mechanizmy dziatania ATLs (van Blliterswijk i Verheij, 2008)

Jeden z proponowanych w literaturze sposoboéw dziatania syntetycznych lipidow
antynowotworowych opiera sie na modulowaniu zawartosci PC w blonie poprzez
hamowanie zaréwno jej syntezy jak i rozpadu. Inhibicja biosyntezy PC zachodzi na
skutek blokowania cytydylotransferazy choliny (CTP) - enzymu katalizujacego proces
powstawania CTP-choliny oraz regulujacego poziom PC w komorce i zalezy od rodzaju
stosowanych ATLs (van der Luit i wsp., 2007; Jendrossek i Handrick, 2003). Luit i
wspotpracownicy pokazali, ze edelfozyna powoduje zahamowenie syntezy PC w 65%,
ErPC w 50% a peryfozyna w 30%. Dane te skorelowano z efektywnoscia tych zwiazkéw
do indukcji apoptozy (van der Luit i wsp., 2007). Niedobér PC w ER uniemozliwia
synteze sfingolipidéow z PC i Cer, w wyniku czego czasteczki Cer odkladaja sie w

komoérce. Ta akumulacja moze wywotaé stres komérkowy na drodze aktywacji kinaz
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CAPK i MAPK badz kaskady kinaz SAPK/JNK i tym samym zainicjowaé $mier¢
komorki (Gajate i wsp., 1998; van Blliterswijk i Verheij, 2008; Wider i wsp., 1998).
Odrebna konsekwencja zahamowania syntezy PC jest wywolanie stresu oksydacyjnego
(ROS) (Vrablic i wsp., 2001). ATLs moga takze wstrzymywacé rozklad PA oraz DAG,
zaburzajac tym samym $ciezki przekazu sygnalu zachodzace z udzialem tych czasteczek
(Lucas i wsp., 2001; van Blliterswijk i Verheij, 2008). Dzialanie ATLs przejawia sie
réwniez w tlumieniu antyapoptycznych szlakéw sygnalizacji, do ktérych zalicza sie
proliferacyjna Sciezke Ras/Raf/MAPK/ERK oraz éciezke przetrwania PI3K/PKB/Act
(van Blliterswijk i Verheij, 2008). Badania przeprowadzone przez Strassheim’a i
wspotpracownikow na komoérkach raka ptuc pokazujg, ze edelfozyna zaburza asocjacje
PLC-P1 z bezposrednim aktywatorem Gaq/11, Na drodze hamowania fosfolipaz C i D
(PLC i PLD), co w konsekwencji ostabia powstawanie DAG oraz PA (Strassheim i wsp.,
2000). Ruilter i wspoétpracownicy dowiedli, ze edelfozyna i HePC hamuja aktywacje
kinazy proteinowej B (PKB) (Ruiter i wsp., 2001). Z kolei Jendrossek i Handrick opisali
ten sam efekt dla ErPC w linii komérkowej gwiazdziak/glejak (Jendrossek i Handrick,
2003). Innym mechanizmem w wyniku ktérego ATLs moga hamowaé szlak
proliferacyjny sygnalizacji jest zaburzenie interakcji Ras z Raf wyniku zmniejszenia
translokacji Raf w membranie (van Blliterswijk i Verheij, 2008). Fu i wspdélpracownicy
opisali inhibitujacy efekt peryfozyny na Sciezke przetrwania Act/mTor na skutek
blokowania gltéwnych skladnikéw tego szlaku m.in. kinazy biatkowej Akt (Fu i wsp.,
2009). ErPC réwniez wykazuje wlasciwosci blokujace Akt oraz PKB (van Blliterswijk i
Verheij, 2008).

Ponadto, badania przeprowadzone przez Molliedo na edelfozynie pokazuja, ze
zwiazek ten akumuluje si¢ w tratwach lipidowych, wywotujac redystrybucje biatek Fas
w wyniku indukcji procesu tworzenia DISC. Aktywacja receptora $mierci zachodzi
niezaleznie od naturalnej ligacji i nie wymaga obecnosci FasL. Wywotana w ten spos6b
apoptoza zachodzi przez wewnetrzny szlak mitochondrialny. Co wiecej, badania
pokazaly, ze edelfozyna wnika tylko do komoérek nowotworowych, nie uszkadzajac

komorek zdrowych (Mollinedo i Gajate, 2006).

Carassco i Jimenez-Lopez zaproponowali kolejny mechanizm dzialania APCs
zwigzany z zaburzeniem homeostazy cholesterolu. Autorzy pokazali, ze edelfozyna,

HePC, peryfozyna oraz ErPC hamuja wzrost komoérek HepG2, a efekt ten zalezy
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zarowno od dawki leku jak i czasu inkubacji. Badane ATLs zmniejszaja transport
cholesterolu z btony do ER, wplywajac tym samym na jego metabolizm. Zwiazki te
stymuluja synteze cholesterolu de novo oraz akumulacje tego sterolu w komorce.
Zaprezentowane przez autoréw wyniki pokazuja, ze edelfozyna, ErPC i peryfozyna
wywotuja 80% spadek estryfikacji cholesterolu. Analiza skladu raft lipidowych
wyizolowanych z komoérek inkubowanych z HePC wskazuje na podwyzszona
zawartos¢ cholesterolu w poréwnaniu do komérek kontrolnych (Carrasco i wsp., 2008;

Carrasco i wsp., 2010; Jiménez-Lopez i wsp., 2010)

Niezaleznie od celu dla ATLs i wywolanego przez nich szlaku prowadzacego do
apoptozy, zwiazki te internalizowane sa do wnetrza komorki. Wyréznia sie dwie drogi
wnikania ATLs. Pierwsza z nich jest transport blonowy z zewnetrznej warstwy blony do
jej warstwy cytozolowej zaréwno przez spontaniczny przeskok (bedacy procesem
wolnym ze wzgledu na to, ze jest niekorzystny energetycznie) albo za pomoca ATP-
zaleznych lipidowych translokatoréw/flipaz. Drugim sugerowanym mechanizmem jest
endocytoza. Nie jest jasne, ktory z proceséw jest uprzywilejowany, ale badania
wskazuja, ze zalezy to gtéwnie od rodzaju komorek. Przyktadowo limfoidalne komorki
wykorzystuja tratwy lipidowe jako mediatory endocytozowego wychwytu, natomiast
komorki nowotworowe zdaja sie w tym celu uzywac flipaz (van Blliterswijk i Verheij,
2008). Sugeruje sie, ze wnikanie tej grupy lekéw do wnetrza komoérki moze byé

zwigzane z ich oddzialtywaniami z poszczeg6lnymi lipidami blonowymi.

Stopierr indukcji apoptozy przez ATLs skorelowany jest ze wychwytem tych
zwigzkéw przez komorki, ktéry z kolei powigzany jest ze stopniem proliferacyjnej
aktywnoéci i metabolizmem lipidow. Warto zaznaczyé, ze nie tylko komorki
nowotworowe, ale rowniez normalne sa wrazliwie na ATLs, warunkiem wychwytu jest
jednak zaawansowany stopien proliferacji (Jendrossek i Handrick, 2003; van Blliterswijk

i Verheij, 2008).

Opisane ATLs stanowia obiecujace antynowotworowe zwigzki, mogace
modulowaé $ciezki transdukcji sygnatu, prowadzac do Smierci komorkowej.
Poniewaz w komorce istnieje wiele potencjalnych targetow dla tej grupy zwiazkow,
wazne jest okreslenie ktére z nich sa najistotniejsze dla pobudzenia mechanizmu

apoptozy, a tym samym zabicia danego rodzaju nowotworu.
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I.3. Monowarstwy Langmuira w $wietle literatury

Monowarstwy Langmuira stanowia unikatowe narzedzie do badania struktur
dwuwymiarowych. Ich nazwa pochodzi od nazwiska amerykanskiego fizykochemika
Irvinga Langmuira, ktory w 1917 roku jako pierwszy przedstawil opis
monomolekularnych warstw tworzonych przez amfifilowe substancje na swobodnej
powierzchni roztworéw wodnych, za co zostal kilkanascie lat p6zniej uhonorowany
Nagroda Nobla w dziedzinie chemii (Rajvanshi, 2008). Jednak juz wczesniej
interesowano sie wlasciwosciami cienkich warstw na granicy faz woda/powietrze.
Pierwszy udokumentowany eksperyment dotyczacy efektéw wywieranych przez
cienkie warstewki na powierzchni wody zostal przeprowadzony przez Benjamina
Franklina w 1772 (Wang i wsp., 2013). W swoim eksperymencie, Franklin wylat tyzeczke
oliwy z oliwek na wzburzona powierzchnie stawu i zaobserwowal natychmiastowe jej
wygladzenie. Wyjasnienie tego zjawiska przypisuje sie Lordowi Rayleigh’owi, ktéry w
swoim laboratorium przeprowadzil eksperyment, podczas ktérego zmierzy! obnizenie
napiecia powierzchniowego wody, wskutek rozlania na jej powierzchni oleju (Lord
Rayleigh, 1988; Kaganer i wsp., 1999). Pierwsze izotermy ci$nienia pwoierzchniowego w
funkcji powierzchni przypadajacej na czasteczke w monowarstwie (7-A) zostaly
zmierzone w roku 1891 przez Pockels (Pockels, 1894; Kaganer i wsp., 1999), ktéra swoje
doswiadczenia przeprowadzita w kuchni, uzywajac jako zbiornika wody zwyklej miski.
Zainspirowany jej badaniami Rayleigh, wykonal szereg wlasnych eksperymentéw, na
podstawie ktérych wywnioskowal, Ze otrzymane przez Pockels warstwy byly
jednoczasteczkowe. Rayleigh oszacowat tez grubos¢ warstewki oliwy na ok 16A (Gains,
1966). Intensywne badania prowadzone na tym polu, pozwolily Langmuir owi
przedstawi¢ dowody na to, ze uzyskane filmy faktycznie s3 monomolekularne. Okreslit
on takze charakter sil czasteczkowych (Gains, 1966). Jako pierwszy w eksperymentach
uzyl czystych chemicznie zwigzkéw - wyzszych kwaséw tluszczowych i alkoholi, co
ulatwilo jednoznaczne okreslenie orientacji molekul na granicy faz. Uznal on, ze
czasteczki w pojedynczej warstwie preferuja okreslone ulozenie: ich czesci polarne
znajduja sie w kontakcie z woda, natomiast diugie hydrofobowe laricuchy skierowane sa
ku fazie gazowej (Langmuir, 1917; Gains, 1966). Opracowana przez Langmuira

aparatura stosowana jest do dzisiaj i nosi nazwe wagi (wanny) Langmuira. W 1935 roku,
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Katharine Blodgett zademonstrowata sekwencyjny transfer monowarstw Langmuira na
podloza state, umozliwiajacy tworzenie wielowarstwowych filméw, okreslanych

obecnie jako filmy Langmuira-Blodgett (LB) (Blodgett, 1935; Peterson, 1990).

Przez kolejne lata monowarstwy Langmuira znajdowaly si¢ w plaszczyznie
zainteresowarn zaréwno fizykéw, jak i chemikéw, umozliwiajac m.in. opis
uporzadkowania dwuwumiarowych struktur. Zaleta techniki Langmuira jest
niewatpliwie jej prostota. Sposéb mechanicznej kompresji (bedacy bezposrednim
analogiem kompresji hydrostatycznej w trzech wymiarach) nie jest mozliwy w zadnym
innym ukladzie, a liczba parametréw uporzadkowania jest wystarczajaca, aby dac jasny
obraz zmian faz w ukladzie. Poczatkowo monowarstwy Langmuira stosowano do
rutynowych eksperymentéw - od wyznaczania spadku napiecia powierzchniowego do
kontroli wlasciwosci zwilzajacych réznych materiatéw, czy tez w badaniach nad
stabilizacja emulsji i pian ( Safran, 1994). Z czasem jednak technika uzywana byla coraz
rzadziej. Jednakze z poczatkiem lat 90-tych ubieglego wieku ponownie nastapil wzrost
zainteresowania filmami Langmuira. Z jednej strony przyczyn tego nalezy szukaé¢ w
rozwoju technologii, dzieki ktérej mozliwa stata sie analiza monowarstw nie tylko pod
katem standardowych izoterm 7m-A, ale réwniez przy uzyciu metod badawczych
wykorzystujacych m.in. rozpraszanie  $wiatla, dyfrakcje promieniowania X i
fluorescencje (Kaganer i wsp., 1999; Dynarowicz-Latka i wsp., 2001). Z drugiej strony
powrét do metody zwiazany jest z nowymi mozliwoSciami zastosowania filméw
Langmuira, ktére wyniesione na powierzchnie stale technika LB umozliwiaja tworzenie
bezdefektowych warstw o kontrolowanej grubosci, precyzyjnie zdefiniowanym skladzie,
okreslonej orientacji czasteczkowej i zadanej architekturze. Znajduje to zastosowanie w
analityce chemicznej (w produkgji sensoréw chemicznych), optyce ( w produkcji powtok
antyrefleksyjnych) oraz w elektronice molekularnej, gdzie szczegdlnie istotna jest
bezdefektowa struktura warstw (Delhaes i Yartsev, 1993; Ferreira i wsp. 2007; Geard i
wsp., 2002). Warstewki zawierajace w swej strukturze zwiazki z ukltadem azobenzenu
znajduja zastosowanie jako pamieé¢ optyczna oraz przy konstrukcji bankéw pamieci
(Iwamoto i wsp., 1991). Z kolei monowarstwy utworzone z substancji o strukturze
cieklych krysztalow moga znalezé zastosowanie przy produkcji wyswietlaczy
ciektokrystalicznych (Xue i wsp., 1999). Na przestrzeni ostatnich lat duze

zainteresowanie budza badania monowarstw utworzonych przez kompleksy DNA z
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réoznymi surfaktantami (Chen i wsp., 2012). Innymi dziedzinami, w ktérych
monowarstwy Langmuira znalazly zastosowanie, sa nauki biomedyczne. Okazalo sig, ze
filmy Langmuira stanowia idealne modele bton biologicznych - biwarstwa lipidowa,
stanowigca podstawe blony biologicznej, jest bowiem zlozeniem dwoéch warstw
monomolekularnych. Filmy Langmuira pozwalaja na badanie oddzialywan pomiedzy
sktadnikami w blonie oraz interakcji skladnik btony-substancja fizjologicznie czynna
(lek, hormon, enzym) (Hac-Wydro i Dynarowicz - tatka, 2008; Maget-Dana, 1999;
Brockman, 1999). Dokladniejsze oméwienie monowarstw Langmuira jako modelu bion

biologicznych jest przedstawione ponize;j.

Wzrost zainteresowania filmami Langmuira obserwowany w ostatnich latach
zwigzane jest réwniez z odkryciem nowych substancji zdolnych do tworzenia
monowarstw Langmuira. Powszechnie przyjmowano bowiem, ze jedynie zwiazki o
amfipatycznej (amfifilowej) strukturze, posiadajacy w swojej budowie czeé¢ polarna oraz
apolarng, o odpowiednim balansie hydrofilowo-hydrofobowym, sa zdolne do tworzenia
filméw Langmuira. Przelom w tej klasycznej definicji substancji filmotwoérczych datuje
sie od roku 1991, kiedy to Gaines zaprezentowal izotermy zarejestrowane dla
semifluorowanych alkanéw, pokazujac tym samym ze réwniez substancje o charakterze
calkowicie polarnym, nie posiadajace w swojej strukturze czesci hydrofilowej, moga
tworzy¢ nierozpuszczalne filmy Langmuira. (Gains, 1991). Inni autorzy wykazali, ze
zdolne do formowania termodynamicznie stabilnych warstw na granicy faz ciecz/gaz sa
takze inne apolarne czasteczki catkowicie pozbawione budowy blokowej, takie jak

fulleren Ceo lub perfluoroeikozan (Obeng i Bard, 1991; Lii wsp., 1994).
I1.3.1. Fizyczne podstawy techniki Langmuira
1.3.1.1. Powierzchnia miedzyfazowa i napiecie powierzchniowe

Na styku dwéch homogenicznych faz (nazywanych zazwyczaj faza rozproszona i
faza ciagla) istnieje pewien region o skonczonej grubosci, charakteryzujacy sie
odmiennymi wladciwoséciami niz wnetrze tych faz. Obszar ten nazwany jest obszarem
miedzyfazowym (powierzchnia miedzyfazowa) (Gains, 1966). W zwiazku z tym, ze
istnieja trzy fazy objetosciowe, powierzchnie miedzyfazowe mozna podzieli¢ na dwa

glowne typy: powierzchnie o charakterze cieklym oraz o charakterze niecieklym (badz
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stalym). Do pierwszego rodzaju zalicza si¢ powierzchnie na granicy ciecz-gaz oraz ciecz-
ciecz, natomiast do drugiego obszary na granicy gaz-cialo stalo, ciecz-cialo stale oraz

cialo stale - ciato stale (Barnes i Gentle, 2011).

Jednymi z podstawowych poje¢ zwiazanych z fizykochemia powierzchni jest pojecie
napiecia powierzchniowego. Rys. 1.14 przedstawia ramke o szerokosci x wyposazong w

ruchoma poprzeczke, na ktérej rozpostarta jest btona cieczy.

F R
b 4——y—r
—
By

Rysunek 1.14 Schemat ramki z rozpostartq nan btong

Jezeli powierzchnie blony zwiekszy sie przez przesuniecie ruchomej poprzeczki na
odleglosci 0y, to obszar powierzchni (biorac pod uwage obie strony btony) wzrosnie o
0A= 2x0y. Sita wywierana na blone réwna bedzie: F. = y2x, gdzie y jest pewnym
wspolczynnikiem proporcjonalnoéci. Uktad naturalnie bedzie dazyl do zmniejszania tej
powierzchni dziatajac na ramke sila F o tym samym kierunku co F. lecz przeciwnym
zwrocie (Barnes i Gentle, 2011; Atkins, 2007). Prace wykonang przez uklad przeciw

rozszerzeniu blony mozna wiec zapisac:
0w = Foy = y2x6y = y0A (L1)
Wartos¢ liczbowa wykonanej przez uktad pracy bedzie ujemna (jako, ze 6A <0).

Podobne rozwazania mozna zastosowac¢ do zachowania sie czasteczek cieczy na granicy
faz woda/powietrze. Najwieksza liczba czasteczek znajduje sie¢ we wnetrzu fazy cieklej,
gdzie sa one otoczone przez czasteczki sasiadéw, a ich wzajemne oddzialywania maja
charakter wysycony. Odmienna sytuacja ma miejsce na granicy faz. W poblizu
powierzchni sily dzialajace na czasteczke nie sa zréwnowazone, a ich wypadkowa F jest
skierowana do $rodka fazy i dazy do wciagniecia czasteczki w glab cieczy. Powiekszenie
powierzchni swobodnej cieczy 6A wymaga wiec wykonania pewnej pracy o wartosci
sw (Barnes i Gentle, 2011; Pigonri i Ruziewicz, 2005; Atkins, 2007). Przeksztalcajac wzoér

(L1) otrzymujemy wyrazenie definiujace napiecie powierzchniowe:
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y=— (L.2)

N
Wymiarem napiecia powierzchniowego jest [ — ]
m

Napiecie powierzchniowe jest miarg oddziatywarn miedzyczasteczkowych i skierowane
jest wzdluz powierzchni. Zalezy zaréwno od gestoséci jak i temperatury (Sobczyk i Kisza,

1981):
V=7, (L.3)

y =clo,+p,) (L4)
gdzie, a,c - state zalezne od natury substancji, t - temperatura, p 1i p p- gestos¢ cieczy i
pary.

Powyzej pewnej temperatury krytycznej napiecie powierzchniowe zanika catkowicie

(Atkins, 2007).
1.3.1.1.1. Termodynamiczny opis ukladu zawierajacego powierzchni¢ miedzyfazowa

W niniejszym podrozdziale rozwazany jest uklad skladajacy sie z fazy cieklej (L)
oraz fazy gazowej (G), pomiedzy ktérymi znajduje sie obszar miedzyfazowy (S) o

plaskiej geometrii i cieklym charakterze (rys. 1.15 a).

a) b)

FAZA |

OBSZAR
MIEDZYFAZOWY

FAZA I

Rys. 1.15 a) Uktad zawierajgcy obszar miedzyfazowy b) uktad idealny (Gains, 1966)

Dla rzeczywistego ukladu w oparciu o proste zaleznosci mozna zdefiniowaé jego

termodynamiczne wtasciwosci (Gains, 1966):
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(L5)

gdzie V - objetos¢, U - energia wewnetrzna, S - entropia, n liczba moli. Indeks gérny L
odnosi sie do fazy cieklej, G - do gazowej, a wielkosci z indeksem gérnym S to tzw.
,nadwyzki” powierzchniowe ukladu, zdefiniowane jako réznica pomiedzy dana
wielkosciag w ukladzie idealnym, zawierajagcym nieskoriczenie cienkg granice pomiedzy

fazami objetosciowymi (rys 16b), a ta sama wielkoscig dla uktadu rzeczywistego.

Jak wspomniano wczeéniej, aby przeciwstawic sie sitom wciggajacym czasteczki
w glab fazy wodnej, musi zosta¢ wykonana praca, ktéra wytwarza wzrost energii
wewnetrznej ukladu. W oparciu o pierwsza zasade termodynamiki dU = 5q + 5o mozna

wiec zapisa¢ (Pigon i Ruziewicz, 2005; Atkins, 2007; Barnes i Gentle, 2011):

dU =TdS — p"dv " — p°dv ° + ydA + 3 pdn, (1.6)

W podobny sposéb wyraza sie zmiane entalpii dla tego ukladu (entalpia wyrazana jest
przez: H =U + p'V'" + p°ve):

dH =TdS -V “dp" -V °dp° + ydA + 3 p,dn, (1.7)

Zmiana energii swobodnej Helmholtza oraz potencjalu Gibbsa opisane sa nastepujaco:

dF =-SdT - p"dv " - p°dv ® +ydA + 3 x,dn, (1.8)

dG = -SdT -V "dp " -V °dp® + ydA + 3 wdn, (1.9)
Korzystajac z powyzszych zaleznoSci mozna na nowo zdefiniowaé¢ napiecie
powierzchniowe. Jesli na uklad nalozone zostang warunki izotermiczno-izobaryczne
napiecie powierzchniowe wyrazi¢ mozna jako zmiane energii swobodnej ukiadu oF

towarzyszacej utworzeniu jednostkowej powierzchni A (Atkins, 2007; Barnes i Gentle,

2011):
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oF
v = (M}Tvvgvevn (L10)

Jezeli proces zachodzi w warunkach izotermiczno-izobarycznych napiecie

powierzchniowe zwigzane jest ze zmiang entalpii swobodnej:
0G
y = {W (I.11)

3.1.1.2. Pomiar napiecia powierzchniowego metoda Wilhelmy’ego

Znanych jest wiele sposobéw pomiaru napiecia powierzchniowego. Najprostsza
droga zademonstrowania sit wynikajacych z istnienia napiecia powierzchniowego jest
metoda opracowana przez Wilhelmy'ego (Barnes i Gentle, 2011). W metodzie tej, ptytke
wykonang z catkowicie zwilzanego materialu zanurza si¢ w fazie wodnej. Podczas

zanurzania plytki w cieczy, tworzy sie menisk wklesty (rys. 1.16).

h\—

Yy

Rys. 1.16 Ptytka Wilhelmy'ego zanurzona w fazie wodnej

Skierowana w dot sila wypadkowa dzialajaca na plytke jest suma sity oddziatywania
grawitacyjnego i sit zwigzanych z efektem napiecia powierzchniowego,
zrownowazonych czesciowo przez site wyporu. Dla sytuacji przedstawionej na rys. 1.16

mozna wiec zapisaé (Gains, 1966):
F=p, 029 +2y(X+y)cos 6 — p gxyh (L12)
gdzie: » - napiecie powierzchniowe, ¢ - kat zwilzania (dla materialéw catkowicie

zwilzanych wynosi on 0°), ¢ - stala grawitacji, p,- gestos¢ materiatu, z ktorego

wykonano plytke, p - gestos¢ cieczy. Standardowy pomiar moze by¢ przeprowadzony



Czes¢ literaturowa: Monowarstwy Langmuira

na dwa sposoby: albo przez utrzymanie stalej pozycji plytki wzgledem powierzchni i
pomiar zmian sily, albo przez pomiar zmiennego zanurzenia plytki przy stalej sile

(Barnes i Gentle, 2011).

I1.3.2. Klasyczny i wspodlczesny opis monowarstw Langmuira

Wynikiem pomiaru w klasycznym eksperymencie Langmuira s izotermy
przedstawiajace zalezno$¢ ciSnienia powierzchniowego n od powierzchni A
przypadajacej na czasteczke w badanej monowarstwie (Gains, 1966). Pojecia ciénienia
powierzchniowego uzywa sie zazwyczaj w sytuacjach, w ktérych w wyniku utworzenia
nierozpuszczalnej monowarstwy na powierzchni subfazy (badz zjawiska adsorpcji, w
przypadku gdy badane substancje sa w niej rozpuszczalne) dochodzi do zmiany
napiecia powierzchniowego. Ciénienie powierzchniowe definiuje si¢ jako réznice
pomiedzy napieciem powierzchniowym subfazy przed naniesieniem na nig badanej
substancji yo, a napieciem powierzchniowym zmierzonym po utworzeniu filmu y

(Barnes i Gentle, 2011):
T=y, -7 (L13)

Zwiazki ktére wykazuja zdolnoé¢ do gromadzenia sie na granicy faz ciecz/gaz i
obnizania napiecia powierzchniowego cieczy nazywa sie surfaktantami. Posiadaja one
najczesciej budowe blokowa: w obrebie ich czasteczki mozna wyrézni¢ czesé liofilowa i
liofobowq (badz jesli rozpatrywana ciecza jest woda - hydrofilowa i hydrofobowy)
(Hiemenz, 1986; Atkins, 2007 ). Moga one rozpuszczaé sie¢ w fazie cieklej tworzac
adsorpcyjne  monowarstwy  Gibbsa  (surfaktanty jonowe lub  niejonowe
krétkotaricuchowe) albo tworzy¢ nierozpuszczalne monowarstwy Langmuira
(niejonowe surfaktanty dlugotaricuchowe). Sposéb tworzenia monowarstw zalezy nie
tylko od natury zwigzkéw, ale réwniez od metodyki przeprowadzanego eksperymentu

(Dynarowicz-t.atka i Kita, 1999).

Wyniki badann wskazuja, ze nierozpuszczalne monowarstwy Langmuira
tworzone sa zazwyczaj przez zwiazki zawierajace w swoim faricuchu weglowodorowym
ponad 12 atoméw wegla. Najczestszym sposobem otrzymywania filméw Langmuira jest
nanoszenie ich na granice faz w lotnym roztworze rozpuszczalnika (najczesciej lotnego,

organicznego, np. chloroformu) za pomoca mikrostrzykawki badZ mikropipety (Gains,
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1966). W przypadku tworzenia monowarstw z substancji o bardzo ograniczonej
rozpuszczalnosci w rozpuszczalnikach organicznych, stosuje si¢ niewielki (zazwyczaj 1-
2 %) dodatek rozpuszczalnika polarnego (np. niskoczgsteczkowego alkoholu lub
acetonu) (Flasiriski i wsp., 2008). W celu utworzenia monowarstw substancji catkowicie
nierozpuszczalnych w rozpuszczalnikach apolarnych, substancje takie rozpuszcza sie w
polarnych cieczach, np. DMSO, DMF (Seoane i wsp., 1997). W takich jednak
przypadkach istnieje niebezpieczeristwo desorpcji materialtu monowarstwy z

powierzchni do wnetrza fazy wodnej ze wzgledu na mieszalnoé¢ obu cieczy.
I.3.2.1. Przebieg izotermy Langmuira

Po odparowaniu rozpuszczalnika na powierzchni subfazy powstaje
nierozpuszczalna monowarstwa, ktéra poddaje sie kompresji przy uzyciu ruchomej
barierki, rejestrujac jednoczesnie zmiany ci$nienia powierzchniowego (7) w funkgji
powierzchni przypadajacej na molekule (Gains, 1966). Pomiar odbywa sie przy statej
temperaturze oraz stalym ciSnieniu zewnetrznym, stad nazwa otrzymanej krzywej -
izoterma. Przebieg przykladowej krzywej n1-A prezentuje rys. 1.17.

6866 ©

Zatam

Soge0

R “

nowarstwy

90000606

Faza posrednia | (koegayste

Faza cieczy rozprezonej L.

Cisnienie powierzchniowe 1 [mN/m]

0OOO0O000000 o ~
- Faza gazowa G

Powierzchnia [A+/czasteczke]

Rys. 1.17. Przebieg przyktadowej izotermy m-A

Na podstawie ksztaltu otrzymanych izoterm m-A mozliwe jest okreslenie
podstawowych faz, w ktérych podczas sprezania znajduje sie monowarstwa: fazy
gazowej (G), cieklej rozprezonej (L), cieklej skondensowanej (L.), fazy posredniej (I)

podczas ktorej wystepuje koegzystencja dwoch faz oraz fazy statej (S). Kazda z nich
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odpowiada innemu odcinkowi krzywej, z charakterystycznym dla siebie
wspolczynnikiem nachylenia (Barnes i Gentle, 2011). Pierwszej klasyfikacji, w oparciu o
ksztatt izotermy 7-A dokonal w roku 1922 Adam (Adam, 1922; Kaganer i wsp., 1999).
Nie dla wszystkich substancji tworzacych filmy Langmuira udaje sie jednak

zaobserwowac wszystkie mozliwie stany fizyczne (Gaines, 1966).

W klasycznym pomiarze izotermy faza gazowa (G) jest praktycznie niemozliwa
do zaobserwowania. Faze te charakteryzuja bowiem bardzo duze odleglosci miedzy
czasteczkami oraz niskie (ponizej 0,1 mN/m) wartosci ciSnienia powierzchniowego,
ponizej czulosci tensjometru. Czasteczki poruszaja sie¢ niezaleznie od siebie, analogicznie
do czasteczek dwuwymiarowego gazu (Gaines, 1966). Do jego opisu moze postuzy¢

dwuwymiarowy odpowiednik réwnania stanu gazu doskonatego:
TA=NkT (1.14)
jednak czesciej w tym celu stosuje sie jego modyfikacje opisujaca gaz rzeczywisty:
m(A-Ao)=NkT (1.15)

gdzie Ay jest rzeczywista powierzchnig przypadajaca na czasteczke w filmie (Barnes i

Gentle, 2011).

Kompresja monowarstwy powoduje zmniejszenie odlegloéci miedzy molekulami i
pojawienie si¢ pomiedzy ich taiicuchami stabych oddzialywan. Lezace do tej pory
rownolegle do powierzchni subfazy taficuchy zaczynaja si¢ podnosi¢ i kierowaé w
strone fazy gazowej. Izoterma zaczyna ,rosna¢” - obserwuje sie wzrost wartosci
ci$nienia powierzchniowego powyzej wartosci zero (tzw punkt ,[ift off”) (Gaines, 1966).
Czasteczki zachowuja sie analogicznie do czasteczek w cieczy dwuwymiarowej, a stan
ten z dobrym przyblizeniem opisuje réwnanie zaproponowane przez Langmuir'a

(Langmuir, 1933):
(m-1m0) (A-Ao)=NkT (1.16)

gdzie o jest ciSnieniem zwigzanym z odpychaniem natadowanych fragmentéw
czasteczek. Langmuir pokazal, ze parametry te moga by¢ rozpatrywane jako liniowe

funkcje temperatury.
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Bardziej skomplikowany opis tego stanu, pozwalajacy oszacowac site oddziatywarn Van

der Waalsa zostal proponowany jest przez Smitha:

A A Y]

f;r g Lef - )| A(l— —”W | = kT (L17)
Uo2at U 2a)

gdzie nc - iloé¢ grup CHs (lub CHb»), € - minimalna energia potencjalna Lennarda-Jonesa

(Smith, 1967).

Dalsze zmniejszanie odleglosci miedzy czasteczkami prowadzi do przejscia fazowego
ciecz rozprezona - ciecz skondensowana, ktére w przebiegu izotermy przejawia sie jako
odcinek o niemalze horyzontalnym przebiegu krzywej -A (tzw. obszar plateau) (Gaines,

1966).

Stan cieczy skondensowanej opisuje liniowe réwnanie zaproponowane przez Harkinsa:
7 =b-aA (L18)

gdzie a,b - state (Harkins, 1954; Gaines, 1966).

Przy dalszym sprezaniu dochodzi do przejécia fazowego ze stanu cieczy
skondensowanej L, do stanu stalego S. Adam zaobserwowal, ze na chwile przed tym
przejéciem w przebiegu izoterm widoczne jest charakterystyczne przegiecie ("kink")
(Adam, 1922). Czasteczki w fazie stalej znajduja sie blisko siebie prostopadle wzgledem
powierzchni subfazy i oddzialuja silnie zaréwno za posérednictwem hydrofilowych gtéow
jak i hydrofobowych taficuchéw (Gaines, 1966). Ostatecznie w wyniku dalszej kompresji
dochodzi do przejécia struktury 2D w strukture 3D. Przejscie to, nazwane zalamaniem
(kolapsem) monowarstwy zachodzi przy pewnym ciSnieniu zwanym ciS$nieniem
kolapsu, 7. (Gaines, 1966; Lee, 2008). Proponowane mechanizmy tego procesu zostana

szczegotowo omoéwione w dalszej czesci pracy.

Gibbs zauwazyl, ze zmiany napiecia powierzchniowego zachodzace ze zmiang
powierzchni przypadajacej na czasteczke, powiazane s ze zmianami plynnosci
monowarstwy, co z kolei mozna przypisac¢ réznej elastycznosci miedzyfazowej filmu.
Fazom dwuwymiarowym (analogicznie do faz objetosciowych) mozna przypisaé

Scisliwos¢ zdefiniowana jako:
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1/(dA
Aldr ),

(1.19)

S

Dla powierzchni nie pokrytej monowarstwa, écisliwos¢ oczywiscie przyjmuje wartosci
nieskoriczone, gdyz wraz ze zmiang powierzchni nie nastepuja zmiany ci$nienia

(Vollhardt i Fainerman, 2006).

W celu okreslenia wlasciwosci elastycznych monowarstwy czeéciej uzywana wielkoscia

jest odwrotnos¢ scisliwosci, zwana modutem $cisliwosci:
cl=- Al 47 ) (L20)

Wartosci Cs! dla poszczegélnych faz przedstawione sg tabelil.2 (Dervichian, 1939;

Kumar i wsp., 2009):
Stan monowarstwy Cg1[mN/m] Schemat
Gazowy <125 R
Ciecz rozprezona 12,5 -50 "o oo
Ciecz skondensowana 50-250 S 66 66
Ciato state > 250 6@50‘4@0506

Tab. 1.2. Wartoéci Cs™ dla poszczegolnych faz monowarstw Langmuira

I.3.2.2. Polimorfizm fazowy

O ile fakt, iz w wysokich temperaturach zwiazki amfifilowe przypominaja
struktura dwuwymiarowe ciecze, natomiast w niskich - dwuwymiarowe ciala stale nie
budzil nigdy zastrzezen, to jednak interpretacja faz w temperaturach posrednich
pozostawala dyskusyjna. Badania przeprowadzone w tym zakresie, pozwolily
stwierdzi¢, ze fazy okresSlane wczesniej jako faza cieczy skondensowanej i faza stala
wykazuja podobny stopiefi uporzadkowania, a jedyna réznica dotyczy orientacji
taricucha weglowodorowego czasteczek (Kaganer i Loginov, 1993). Zastosowanie

dodatkowych metod pomiarowych wykorzystujacych dyfrakcje promieniowania X oraz
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metod mikroskopowych (mikroskopia BAM i fluorescencyjna) pozwolito zaobserwowaé
bogaty polimorfizm monowarstw w obrebie faz skondensowanych (Barnes i Gentle,
2011). Diagramy fazowe przedstawiajace zaleznos¢ ci$nienia powierzchniowego od
temperatury otrzymane dla zwiazkéw amfifilowych o réznym profilu okazaly sie by¢
bardzo do siebie zblizone. Przykladowy diagram fazowy dla kwasu behenowego

prezentuje rys. 1.18 (Kenn i wsp., 1991)

ciénienie powierzchniowe 7 [mN/m]

Temperatura [ °C]

Rys. 1.18. Diagram fazowy otrzymany na podstawie izoterm dla kwasu behenowego (Kenn i wsp, 1991)

Gléwnym kryterium przydzialu sa parametry porzadkowe, okreélajace kat
nachylenia czasteczek tworzacych film Langmuira wzgledem osi prostopadlej do
granicy faz. I tak, diuga o$ czasteczki moze by¢ nachylona albo w kierunku najblizszego
sasiada (NN), albo w kierunku nastepnego najblizszego sasiada (NNN) lub tez
wykazywac nachylenie posrednie (I). Faze w ktorej czasteczki wykazuja nachylenie NN
oznacza si¢ zwykle jako Ly, natomiast faze o nachyleniu NNN - Ly (Binks, 1999; Barnes i
Gentle, 2011). Kolejng fazg, ktorej nie udato sie zidentyfikowaé podczas klasycznych
eksperymentéw Langmuira jest faza supercieczy (LS - Super Liquid). Moze ona by¢
rozwazana jako rozszerzenie fazy stalej z mozliwoscia obrotu tanicucha wzgledem
dltugiej osi oraz zmiang upakowania z ukladu prostokatnego do heksagonalnego (Barnes
i Gentle, 2011). Inng wyrézniona faza jest faza Lo» o krystalicznym charakterze.
Wystepuje ona przy niskich ci$nieniach i temperaturach, a czasteczki wykazuja
nachylenie w strone najblizszego sasiada (Kaganer i Loginov, 1993). Polimorfizm
monowarstw zostal szczegélowo opisany pod koniec lat 90-tych XX wieku przez zespoét
badawczy Kaganera. Autorzy celem wyjasnienia zjawisk zwigzanych z przejSciami
fazowymi postuguja sie skomplikowanym formalizmem matematycznym Landaua.

(Kaganer i wsp., 1999). Na uwage zastuguje réwniez praca Bibo i wspétpracownikow.
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podobienistwo pomiedzy poszczegdlnymi fazami

zaobserwowanymi dla monowarstw Langmuira a fazami cieklych krysztatéw (Bibo i

wsp., 1991). Dane zebrane sa w tabeli 1.3.

Faza Struktura Kategoria Schemat cieklego
smektyka krysztatu (widok z
gory)
Gazowa - - -
. . Przypadkowa,
Ciekla rozprezona Ly wertykalna lub uko$na AlubC
Ciekla skondensowana
L> Prostokatna, NN I
Ciekla skondensowana
Lz Prostokatna, NNN F
Ciekla skoIljdensowana Prostokatna, NN K
o
Super-ciecz SL Heksagonalna BH
(heksatyczna) U
Ciato stafe L Prostokatna, U E
Dwuwymiarowy
krysztat CS Prostokatna, U tal -

Tab. 1. 1. Poréwnanie faz zaobserwowanych dla monowarstw Langmuira z ciektymi krysztatami

1.3.3. Mechanizm zalamania monowarstwy



54

Czesc literaturowa: Monowarstwy Langmuira

Przejscia fazowe 2D zostaly w literaturze obszernie opisane, natomiast
mechanizmy i sily rzadzace transformacjg struktury z 2D do 3D nie sa dobrze znane. Z
biologicznego punktu widzenia zbadanie wlasnie tego przejscia wydaje sie miec
najwieksze znaczenie. Osiggniecie niskiej wartoSci napiecia powierzchniowego
zalamania (kolapsu) jest kluczowe m.in. do zmniejszenia pracy oddychania. Z kolei
zdolnoé¢ skolapsowanego materialu do ponownego wbudowania si¢ w monowarstwe

odgrywa istotng role w prawidlowym funkcjonowaniu ptuc (Lee, 2008).

Poczatkowo uwazano, ze kolaps jest procesem nieodwracalnym i zachodzi na drodze
peknie¢ w strukturze monowarstwy, w wyniku ktérych materiat badawczy wyrzucany
jest albo do srodka cieklej fazy objetosciowej, albo w strone fazy gazowej, gdzie niejako
nadbudowuje monowarstwe tworzac strukture wielowarstwowa (McFate i wsp., 1993;
Ybert i wsp., 2002; Lee, 2008). Rejestracja tzw. petli histerezy (czyli cykli kompres;ji i
ekspansji monowarstwy) zdawala sie potwierdza¢ ten poglad. Rys. 1.19 przedstawia
przykladowe histerezy zarejestrowane dla surfaktantu ptucnego. Przy kolejnych cyklach
obserwuje sie przesuwanie izoterm w strone mniejszych powierzchni, co sugeruje

ubytek materialu w monowarstwie (Alonso i wsp., 2004).

) ) L L L . L
20 30 40 S0 60 70 80 90 100
Powierzchnia wagi %

Rys. 1.19 Petle histerezy zarejestrowane dla lipidéw wchodzqcych w skiad surfaktantu ptucnego (Alonso i
wsp., 2004)

Smith i Berg opisali z kolei mechanizm tzw. "powolnego kolapsu". W swoim
do$wiadczeniu utrzymywali filmy Langmuira w stalym ciénieniu, obserwujac spadek
powierzchni przypadajacej na czasteczke w monowarstwie, nastepujacy w wyniku
nukleacji fazy i wzrostu domen. Autorzy opisali relacje zachodzaca pomiedzy

powierzchnia A, a czasem t w ktérym zjawisko zachodzi:
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2 ate pt’ (1.21)

AO
Gdzie Ay jest powierzchnia w chwili czasu t=0, «,p - s3 pewnymi stalymi,
charakterystycznymi dla nukleacji (« ) i wzrostu (8 ) (Smith i Berg, 1980). Wzrost ilosci
utworzonych w procesie enukleacji domen w przypadku kwaséw tluszczowych i
alkoholi zalezy ponadto od dlugosci taricucha weglowodorowego i jest wolniejszy dla

zwiazkéw diugotaricuchowych (Ybert i wsp., 2002).

Badania przeprowadzane na szerszej grupie zwigzkéw pokazaly, ze nie zawsze
izotermy rejestrowane w kolejnych cyklach kompresji i ekspansji s3 wzgledem siebie
przesuniete, zatem w wyniku kolapsu niekoniecznie musi dochodzi¢ do wyrzucania
materialu z warstwy. Mechanizm zalamania, powszechnie zwany "rollover", ktéry po
czedci moze ttumaczyé odwracalnoé¢ kolapsu dla niektérych monowarstw opisany

zostal przez Reisa i Swifta (rys. 1.20) (Ries i Swift, 1987).

a) ) b)

Rys. 1.20. a) Mechanizm kolapsu zaproponowany przez Ries’a b) zdjecie z mikroskopu
elektronowego przedstawiajqce kolapsujgcy film dla kwasu cerebronowego (Ries i Swift 1987)

Wedlug w/w autoréw, do kolapsu moze dojs¢ na drodze faldowania monowarstwy,
kiedy jej fragment zostaje wypychany z powierzchni, tworzac grzbiety grubosci dwoch
warstw czasteczek, ktore nastepnie nakladaja sie na istniejaca, pierwotna monowarstwe,
tworzac strukture tréjwarstwowa. W wyniku rozprezania moze doj$¢ do rozwijania
utworzonych struktur bez straty materialu (odwracalnos¢ procesu zalezy tutaj gtéwnie
od wilasciwosci fizykochemicznych substancji oraz parametréw pomiaru). Milner
wskazuje na to, ze niestabilnos¢ monowarstwy w odniesieniu do faldowania i
pdZniejszego uginania nastapi¢ moze tylko przy ci$nieniu powierzchniowym wiekszym
lub réwnym 72 mN/m (Milner i wsp., 1989). Liczne pomiary pokazuja jednak, ze kolaps
nastepuje dlugo przed tq granica (Lee, 2008). Nikomarov, pokazal natomiast, zZe
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zaproponowany przez Reis’a mechanizm w przypadku monowarstw pozbawionych
defektow jest niekorzystny energetycznie (bariera energetyczna procesu faldowania w
odniesieniu do energii termicznej ksT jest zbyt wysoka) (Nikomarov, 1990). Diamant
wraz ze wspoOtpracownikami zaproponowali, ze faldy powstajace pomiedzy fazami w
danej monowarstwie powigzane sa z réznicami wysokosci miedzy tymi fazami
(Diamant i wsp., 2000, Diamant i wsp., 2001). Przecza temu jednak badania
przeprowadzone przez zespot naukowy Yberta, ktére wskazujg na to, ze faldowanie

zachodzi nawet w przypadku jednorodnoéci monowarstwy (Ybert i wsp., 2002)..

Zupelnie inny mechanizm zaproponowano w odniesieniu do fosfolipidow.
Okazuje sie, ze zwiazki te kolapsuja przy nizszych ci$nieniach powierzchniowych na
skutek tworzenia pewnych okreslonych struktur, uwalnianych do wnetrza fazy cieklej.
Zaklada sie, ze poczatkowo tworzone sa dwuwarstwowe faldy skierowane w kierunku
wnetrza fazy cieklej, ktére nastepnie moga przeksztalci¢ sie w pecherzyki i oderwac od
filmu (proces ten moze mie¢ charakter odwracalny badZz nieodwracalny) (rys. 1.21).
Tworzenie pecherzykéw prowadzi do zmniejszania energii powierzchniowej faicuchéw
hydrofobowych eksponowanych w strone fazy gazowej. Zaréwno symulacje
komputerowe (Baoukina i wsp., 2008) jak i liczne eksperymenty (Gopal i Lee, 2001)
przeprowadzone dla wielu réznych fosfolipidéw potwierdzily stusznoé¢ tego

mechanizmu.

Rys. 1.21 a) Mechanizm kolapsu fosfolipidow b) zdjecie z mikroskopu BAM kolapsujgcego
surfaktantu (Yang 2007; Gopal i Lee, 2001)

Zalamanie monowarstwy jest funkcja zaréwno parametréw makroskopowych
takich jak temperatura i szybkos¢ kompresji, jak i parametréw mikroskopowych, do
ktoérych zalicza sie oddzialywania miedzyczasteczkowe, nukleacje, czas wzrostu domen,

asymetrie budowy molekul, oraz grubo$¢ utworzonego filmu (Gopal i Lee, 2001; Lee,
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2008). W swojej pracy Lee sugeruje, ze sposéb w jaki film kolapsuje zdeterminowany jest
przez jego wlasciwosci mechaniczne: monowarstwy charakteryzujace sie stanem
cieklym zatamuja si¢ w wyniku tworzenia pecherzykéw i wyrzucania czasteczek do
subfazy, natomiast monowarstwy sztywniejsze o wiekszym uporzadkowaniu kolapsuja
zazwyczaj przez pekanie badz faldowanie =z jednoczesnym tworzeniem
wielowarstwowych agregatow po stronie fazy gazowej. Autorka postuluje, Ze droge, na
ktérej dochodzi do kolapsu mozna tatwo zmieni¢ przez modulacje wlasciwosci
mechanicznych monowarstwy np. poprzez zmiane temperatury (Lee, 2008). Lee poddata
analizie surfaktant plucny - mieszanine DPPC i POPG w proporcji 7:3. Wyniki
przeprowadzonych przez nig badar jednoznacznie wskazujg na zréznicowanie
mechanizmu kolapsu w funkgji temperatury (w zakresie od 20°C do 40°C). Rys. 1.22
prezentuje zaproponowany przez Lee diagram fazowy obrazujacy zaleznos¢ ci$nienia

powierzchniowego od temperatury (Gopal i Lee, 2001; Lee, 2008) .

80
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Rys. 1.22 Diagram fazowy kolapsu otrzymany dla mieszaniny DPPC-POPG (Lee, 2008)

Jak wida¢ z powyzszego diagramu, rodzaj kolapsu Sciéle zalezy od temperatury
subfazy. Ponizej pewnej temperatury - w tym przypadku 28°C - monowarstwy znajduja
sie w fazie skondensowanej i bardziej prawdopodobny jest kolaps na drodze pekania i
faldowania. W przedziale temperatur 28°C - 30°C monowarstwy moga zatamac sie albo
na skutek faldowania albo poprzez tworzenie pecherzykéw, natomiast dalszy wzrost
temperatury powoduje wieksze prawdopodobienistwo kolapsu na drodze tworzenia

pecherzykow.

I.3.4. Uklady dwu- i wieloskladnikowe
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Dotychczas w niniejszej pracy skupiono sie gléwnie na wlasciwosciach
monowarstw jednosktadnikowych. Wykorzystanie monowarstw Langmuira w naukach
biologicznych i medycznych wigze sie jednak z badaniem ukladéw bardziej ztozonych,
zawierajacych niekiedy kilka oddziatujacych ze soba skladnikéw. Opis wzajemnej
mieszalnosci w ukladach dwuwymiarowych, bedacy odbiciem oddzialywan
miedzymolekularnych jest analogiczny do opisu mieszalnosci w ukladach
objetosciowych: dwa skladniki moga sie miesza¢ catkowicie, czesciowo lub nie mieszac
zupelnie. Modelowa dystrybucje sktadnikéw dla kazdego z przypadkéw ilustruje rys. 23
a-c (Dynarowicz - Latka i Kita, 1999).

Rys. 1.23 Modelowa dystrybucja faz dla uktadow dwusktadnikowych (a-c) i odpowiadajgce im zdjecia BAM
(d-f) otrzymane dla mieszanin HSA/DPPC (Dynarowicz-tqtka, 1999; Toimil i wsp., 2012)

Wzajemna mieszalno$¢ (badz separacja faz) odgrywa w ukladach biologicznych bardzo
istotna role. Wystepowanie rozdziatlu faz moze prowadzi¢ do metastabilnych defektéw
proceséw transportu (egzocytozy i endocytozy) oraz proceséw fuzji. Separacja faz
powoduje takze powstawanie w obrebie ukladéw biologicznych specyficznych domen,

ktére warunkuja ich wtasciwosci (Estrela-Lopis i wsp., 2004).

Podobnie jak w przypadku filméw jednoskladnikowych, oddziatywania miedzy
czasteczkami w systemach wielosktadnikowych sg wypadkowa oddzialywan pomiedzy
hydrofobowymi ogonami czasteczek oraz oddziatywarn ich hydrofilowych grup i zaleza

zaréwno od tadunku elektrycznego zwigzkéw tworzacych film jak i od ich struktury
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(budowy grupy hydrofilowej, dtugosci taricucha weglowodorowego oraz obecnosci w

nim wigzan nienasyconych) (Dynarowicz - Latka i Kita, 1999; Israelachvili, 2011).

Interpretacja wzajemnych oddzialywarn w ukladach mieszanych opiera si¢ na dwéch
podejsciach. Pierwsze zwigzane jest z prostymi regutami addytywnoéci, drugie wigze sie
z analizg termodynamiczng i wymaga wyznaczenia tzw. nadmiarowych funkcji

mieszania (Dynarowicz - Latka i Kita, 1999).
1.3.4.1. Zasady addytywnosci

Wedlug Costina i Barnesa monowarstwy mieszane wykazuja nieidealne
zachowanie, powodowane znaczacymi oddzialywaniami miedzyczasteczkowymi,
wtedy gdy pewne opisujace ich wlasnosci lub proste funkcje f nie zaleza liniowo od
skladu filmu X, a w przebiegu f(X) obserwuje sie¢ dodatnie lub ujemne odchylenia od

idealnosci (Costin i Barnes, 1975).

W analizie oddzialywar opartej o reguly addytywnosci wykorzystuje sie dwa réwnania:

N
A% =Y AX, (1.22)

T 1on =3 7o X, (1.23)
i=1

Liniowy przebieg powyzszych funkcji wskazuje na idealng mieszalnos¢ skladnikow
wynikajaca z braku oddzialywan pomiedzy molekutami badZz na catkowita ich
niemieszalnoé¢, natomiast odstepstwa od idealnosci $wiadcza o istnieniu oddzialtywan

w tych ukladach (Gains, 1966, Dynarowicz - Latka i Kita, 1999, Gong i wsp., 2002) .

Pierwsze réwnanie opisuje powierzchnie przypadajaca na czasteczke w mieszanej
monowarstwie jako funkcje jej skltadu (przy danym ci$nieniu). Dodatnie odchylenia
przebiegu funkcji A1 n=f(x) wskazuja na istenienie odpychajacych oddzialywan miedzy
skltadnikami, podczas gdy ujemne sa rezultatem wzajemnego przyciagania. Dla
niekt6rych mieszanin w przebiegu krzywych f(X) mozna zaobserwowa¢ odcinki liniowe,
dowodzace czesSciowej mieszalnosci skladnikéw ukladu (Gains, 1966, Dynarowicz -

Latka i Kita, 1999; Barnes i Gentle, 2011).
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Réwnanie 1.23 jest dwuwymiarowym analogiem prawa Raoulota (Dynarowicz - tatka i
Kita, 1999). Wstepne informacje dotyczace wzajemnej mieszalnosci w oparciu o wartosci
ciénienia kolapsu mozna uzyskac¢ z ksztaltu samych izoterm: jesli w przebiegu krzywej
m-A wystepuja dwa kolapsy, z duzym prawdopodobieristwem mozna stwierdzi¢, ze
sktadniki uktadu nie mieszaja sie ze soba, tworzac dwie rozseparowane fazy. Kiedy w
przebiegu izoterm dla ukladéw mieszanych widoczny jest tylko jeden kolaps, a wartosci
ci$nienr przy ktérych wystepuje zalamanie lezg pomiedzy wartoSciami zarejestrowanymi
dla czystych komponentéw - mozna wnioskowac o ich wzajemnej mieszalnosci, zaleznej

od sktadu monowarstwy (Gains, 1966).

Powyzsze rozwazania mozna latwo wyjasni¢ w oparciu o regule fazowa:

L=(C,-C,)-(F,-F)+3 (L.24)

v

gdzie L- liczba stopni swobody uktadu, G, C; - liczba sktadnikéw, odpowiednio, w fazie
objetosciowej i powierzchniowej, F, Fs - liczba faz objetosciowych (v) i

powierzchniowych (s) pozostajacych w réwnowadze.

Przykladowo, dla monowarstwy dwuskladnikowej uformowanej przez skladniki
wspomnianego wczeéniej surfaktantu ptucnego (DPPC i POPG 7:3) na subfazie wodnej
mozna zapisaé: Cy = 2 (woda i powietrze), Cs = 2 (DPPC i POPG) oraz F, = 2 (woda i

powietrze). Zatem, liczba stopni swobody wynosi L = (2+2)-(2+F_)+3=5-F_.

Badania pokazaty, ze DPPC i POPG w proporcji 7:3 nie mieszaja sie ze soba. Kiedy wiec
taka monowarstwa utworzona przez niemieszajace si¢ sktadniki jest kompresowana az
do momentu zatlamania, obserwuje sie pojawienie po kolapsie dwoéch dodatkowych faz
powierzchniowych. Liczba stopni swobody w takim przypadku wynosi L=4-F.=2. Przy
stalosci temperatury i ciSnienia zewnetrznego cis$nienie kolapsu przyjmuje taka sama

warto$¢, niezaleznie od wzajemnej proporgji sktadnikéw w mieszaninie.

Gdyby skfadniki surfaktantu mieszaly sie ze soba, wystepowataby jedna homogeniczna
faza powierzchniowa i liczba stopni swobody wynosilaby 4 (temperatura, ci$nienie
zewnetrzne, ciSnienie powierzchniowe oraz sklad). Zakladajac stalos¢ temperatury i
ci$nienia zewnetrznego liczba stopni swobody zostaje zredukowana do 2. Kiedy taka

mieszang monowarstwe kompresuje sie az do momentu zalamania, obserwuje sie
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pojawienie dodatkowej fazy - skolapsowanej monowarstwy, a F, = 3. Przy zalozeniu, ze
po kolapsie istnieje tylko jedna faza powierzchniowa liczba stopni swobody szacowana
jest na 3. Przy staloSci temperatury i ciSnienia zewnetrznego warto$¢ ci$nienia kolapsu
jest wiec jedyna zmienng w takim ukladzie i zalezy od kompozycji filmu (Dynarowicz-
Latka i Kita, 1999). Analiza ci$nienia kolapsu w ukladach wielosktadnikowych pozwolita
na stworzenie diagraméw fazowych, dajacych wglad do wzajemnej mieszalnosci
komponentéw. Szczegdélowe opracowanie tego zagadnienia znajduje si¢ w pracach

Tomoaia-Cotisel i E. Chifu, 1983; Zsako i wsp.,1984 oraz Tomoaia-Cotisel i wsp., 1985.

1.3.4.2. Termodynamika oddzialywah miedzyczasteczkowych

Oddzialywania pomiedzy skladnikami w mieszaninach mozna analizowaé w
sposob ilosciowy w oparciu o zagadnienia termodynamiki (Dynarowicz-tatka i Kita,
1999). W przypadku ukltadéow dwuwymiarowych, podobnie jak dla ukladéw
objetosciowych mozna zdefiniowaé termodynamiczne "nadwyzki" zaréwno pewnych
okreslonych wiasciwosci ukladu (takich jak powierzchnia) jak i konkretnych funkcji
termodynamicznych mieszania (m.in. entalpii, entropii). Przez termodynamiczna
funkcje mieszania rozumie sie réznice pomiedzy wartosciami danej funkcji dla
mieszaniny oraz dla czystych skladnikéw. Nadmiarem funkcji termodynamicznej
nazywa sie z kolei rdéznice wartosci funkcji termodynamicznej dla mieszaniny
rzeczywistej, w ktérej wystepuja oddzialywania miedzyczasteczkowe oraz mieszaniny
idealnej, opisanej zaleznoscig liniowag (Sobczyk i Kisza, 1981). Do termodynamicznej
charakterystyki wlasciwosci filméw wieloskladnikowych utworzonych na granicy faz
woda/powietrze wykorzystuje sie najczeéciej nadwyzke powierzchni w mieszanej
monowarstwie (tzw. nadmiarowa powierzchnie mieszania) oraz nadmiarowa entalpie
swobodna mieszania. Nadwyzki tych funkcji w zaleznosci od skiadu mieszaniny
umozliwiaja podanie precyzyjnego opisu zmian towarzyszacych procesowi mieszania, a
tym samym daja wglad w oddzialywania pomiedzy molekutami (Gains, 1966; Pagano i
Gershweld, 1972).

Nadmiarowa powierzchnia mieszania dla ukladu wieloskladnikowego dana jest

roOwnaniem:

A% = A - AP (1.25)
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gdzie A, | jest Srednia powierzchniag zajmowana przez czasteczke w mieszanej
monowarstwie, a A" jest powierzchnig zajmowang przez czasteczke w mieszaninie

idealnej, opisanej rownaniem 1.23.

exc

Dla mieszanin idealnych wartoé¢ A® wynosi 0. Mieszaniny rzeczywiste, w ktérych

exc

czasteczki oddzialuja ze soba przebieg funkcji A = f(x ) wykazuje odstepstwa od

exc

liniowosci: w przypadku kondensacji wartosci A™ < 0, ekspansja prowadzi natomiast

do A% >0 (Dynarowicz-Latka i Kita, 1999).

Oddziatywania i stabilno$¢ ukladu mozna réwniez okredli¢ postugujac sie

exc exc

zmianami nadmiarowej entalpii swobodnej mieszaniaAG * . Wartos¢ AG ™ otrzymuje
sie poprzez calkowanie nadmiarowej powierzchni mieszania po ci$nieniu:
exc exc
AG™ =N, [A™dz (L.26)

0

exc

Ujemne wartoéci AG ™ rozwazane sa jako kryterium stabilnosci monowarstwy i

Swiadcza o przyciagajacych (lub mniej odpychajacych) oddzialywaniach miedzy
czasteczkami w filmie mieszanym w odniesieniu do  oddzialywan pomiedzy

exc

czasteczkami w monowarstwach jednoskladnikowych. Dodatnie wartosci AG
wynikaja z istnienia oddzialywan bardziej odpychajacych (lub stabiej przyciagajacych) w
analizowanej mieszanej monowarstwie w poréwnaniu do odpowiednich filmach

monosktadnikowych (Gains, 1966, Pagano i Gershweld, 1972).

Dodatkowo, do okreslenia stabilnosci badanych mieszanin mozna postuzy¢ sie
zmianami tzw. calkowitej entalpii swobodnej mieszania AGM, ktéra wyraza sie jako
suma zmian nadmiarowej entalpii swobodnej mieszania AGex oraz entalpii swobodnej

w przypadku ukladu idealnego AGid:

M exc

AG" = AG™ +AG" (1.27)

N
gdzie AG" =RT 3" X I X, +..+ X In X

i=1

N
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Ujemne wartosci AG" dowodza wiekszej stabilnosci uktadu w poréwnaniu do stanu

niezmieszanego (Dynarowicz-tatka i Kita 1999; Gong i wsp., 2002).

Bazujagc na izotermach 7-A mozna réwniez dla danych wartosci ci$nienia
powierzchniowego oszacowaé tzw. parametr oddzialywania (« ) oraz energie
oddzialywania Ah. W przypadku ukladéw dwusktadnikowych ich wartosci mozna
policzy¢ przy uzyciu nastepujacych réwnan (Mestres i wsp., 1992; Dynarowicz-tatka i

Kita 1999):

exc

A¢ (1.28)
a_RT(XlX22+X2X12) '

RT «
Z

Ah = (1.29)

Z wystepujaca w réwnaniu .29 jest liczbg koordynacyjna, i zgodnie z modelem

Quikendema i Tana wynosi 6 (Quickendem i Tan, 1974).

1.3.5. Wspoélczesne metody analizy filméw Langmuira

Dokladne zbadanie zaleznoéci pomiedzy skladnikami w monowarstwach
Langmuira wymaga niekiedy wykorzystania kilku komplementarnych technik
badawczych, opartych o réznorakie zjawiska fizyczne. Przeglad stosowanych obecnie

metod zawiera tabela 1.4.

Technika Uzyskana informacja Referencja

e zdolnoé¢ substancji badanej do tworzenia filméw | Gains, 1966;
nierozpuszczalnych, Barnes, 2011

e powierzchnia przypadajagca na czasteczke w tak
utworzonym filmie, fazy monowarstwy

Pomiar izoterm e rodzaj kolapsu

A e SciSliwosc i stabilnos¢ filmow

e interakcje pomiedzy skladnikami monowarstwy a
substancjami znajdujacymi sie w fazie wodnej

e wzajemna mieszalnoé¢ skladnikéw i oddzialywania
pomiedzy nimi

e przebieg reakcji chemicznych (fotochemicznych)

orientacja dipoli czasteczkowych, Demchak i
* agregacja Ford, 1974

Pomiar izoterm

AV-A

przebieg reakcji chemicznych (fotochemicznych)
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interakcje pomiedzy skladnikami monowarstwy a
substancjami znajdujacymi sie w fazie wodnej

miedzyczasteczkowe oddzialywania grup | Teissie i
Pomiar hydrofilowych wsp., 1985
przewodnosci wiazania wodorowe }"gészsie i wsp.
przeskoki protonéw
Pomiar pradu agregacja Iwamoto i
przesuniecia przebieg reakcji chemicznych (fotochemicznych) Wwsp., 1991f
Iwamoto i
Maxwella wsp., 1996
charakterystyka morfologiczna Honig i
Mikroskopia agregacja i formowanie sie domen Mobius, 1991
kata Brewstera fazy iich wspélistnienie
mechanizm kolapsu
Mikroskopia charakterystyka morfologiczna Losche i H.
. agregacja i formowanie sie domen Mohwald,
fluorescencyjna tarv 1 ich Sfistnien 1984
y iich wspolistnienie
obecnosc chromoforéw (grup absorbujace | Gallant i
Spektroskopia promieniowanie elektromagnetyczne w zakresie 180 - | Wsp., 1998
800 nm)
UV-VIS s
agregacja
oddzialywania miedzyczasteczkowe
obecnos¢ grup funkcyjnych Dluhy i
Spektroskopia stopieni jonizacji Cornell, 1985
podczerwieni orientacja czeéci hydrofobowej i hydrofilowej molekutly
wigzania wodorowe
obecnos¢ grup funkcyjnych Chamberlain,
Spektroskopia konformacja taficuchéw alkilowych 1997
Ramana uporzadkowanie monowarstwy
Dyfrakcja charakterystyka struktury w plaszczyznie powierzchni | Als-Nielsen i
promieniowania fazy monowarstwy wsp., 1994
X (grazing)
o rozklad gestosci elektronowej wzdluz normalnej do | Zhou i
Odbicie granicy miedzyfazowej Chenc, 1995
promieniowania molekularny sklad badanej warstwy i jej grubosc¢

X ineutronéw

przebieg reakcji chemicznych
oddzialywania monowarstwa - przeciwjon

Generacja gesto$¢ powierzchniowa monowarstwy Heinz i wsp.,
1983
drugiej PKa
Stopien jonizacji grupy gltowy
harmonicznej L
organizacja molekul wewnatrz monowarstwy
Generacja zmiany konformacyjne i orientacyjne Guyot-
czestotliwosci struktura powierzchni miedzyfazowej Sionnest i
wsp., 1987
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sumacyjnych e przejscia fazowe
e gesto$¢ powierzchniowa utworzonych warstewek
Mikrowaga e natura monomolekularna Ebara i wsp.,
kwarcowa ¢ wnikanie wody do monowarstwy 1996
. . Den
Elipsometria e grubos¢ monowarstwy Engelsen i de
Koning, 1974
Pomiary e wiskoelastyczne wlasciwosci monowarstw Brooks i
. e  modut $cisliwosci wsp., 1999
reologiczne ) .
e mikrostrukturalne przejscia fazowe

Tab. 1.4. Wspétczesne techniki analizy filmow Langmuira (Dynarowicz-tgtka i wsp., 2001)

Kazda z przedstawionych w tabeli metod posiada wiele zalet, ale i pewne
ograniczenia. Klasyczna technika pomiaru polegajaca na rejestrowaniu izoterm -A
dostarcza w spos6b natychmiastowy podstawowych informacji o badanych filmach
(m.in. o zdolnosci danej substancji do tworzenia filméw oraz powierzchniach
zajmowanych przez czasteczki w monowarstwach). Z ksztattu izoterm wnioskowaé
mozna o obecnosci i rodzaju przejé¢ fazowych podczas kompresji oraz o stabilnosci
monowarstw przy zadanych warunkach eksperymentalnych. Zarejestrowane izotermy
pozwalaja tez wstepnie okresli¢ mechanizm kolapsu monowarstwy. Termodynamiczna
analiza mieszanych filméw umozliwia identyfikacje oddzialywain w systemach
wielosktadnikowych, co jest szczegdlnie istotne przy opisie ukladéw biologicznych.
Niestety, izotermy nie daja wgladu w szczegélowy polimorfizm fazowy. Na ich
podstawie nie mozna tez okresli¢ orientacji molekul oraz grubosci utworzonej
warstewki. Stosowanie mikroskopii kata Brewstera i mikroskopii fluorescencyjnej
wymaga z kolei niehomogenicznosci faz tworzonych przez badana substancje (badz
mieszanine). W przypadku zwiazkéw o wysokiej wzajemnej mieszalnosci obserwacja
powierzchni przy pomocy tych metod nie dostarcza zadnych kluczowych informacji. W
przypadku mikroskopii BAM wspoélczynnik zalamania monowarstwy musi réznié sie
znacznie od wspoltczynnika zatamania wody. Duza cze$¢ lipidéw blonowych i wszystkie
syntetyczne lipidy antynowotworowe stosowane powszechnie w badaniach
langmuirowskich daja jednorodne obrazy fluorescencyjne i BAM. Co wiecej, czasteczki
barwnika kontrastujagcego - ktérego obecnos¢ jest niezbedna w obrazowaniu

fluorescencyjnym - wplywaja na przebieg izoterm (Sandez i wsp., 2002), a zatem w
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przypadku badania mieszanych uktadéw biologicznych moga zaburza¢ oddziatywania

pomiedzy molekutami.

Metody spektroskopowe najlepiej nadaja sie do wyznaczania kierunku przebiegu reakgcji
chemicznych dla ukladéw zawierajacych bialka. Spektroskopia UV-VIS wymaga
dodatkowo obecnosci chromoforéw. Z kolei spektroskopia w podczerwieni utrudniona
jest przez absorbcje promieniowania przez subfaze wodng (Dynarowicz-tatka i wsp.,

2001).

Popularne w ostatniej dekadzie metody dyfrakcyjne i odbiciowe wykorzystujace jako
zrédlo promieniowania synchrotrony réwniez posiadaja powazne ograniczenia w
kontekscie ich zastosowania. Monowarstwy analizowane przy pomocy tych technik
musza bowiem charakteryzowaé sie wysokim stopniem uporzadkowania (stan
skondensowany) oraz ze wzgledu na stosunkowo dlugi czas pomiaru - duza stabilnoscia

(Binks, 1999).

Filmy Langmuira po wyniesieniu na podloze state (szklo, krzem, mike albo kwarc) moga
by¢ analizowane przy uzyciu metod mikroskopowych, wéréd ktérych najpopularniejsze
sa mikroskopia elektronowa i mikroskopia sil atomowych. Problem z zastosowaniem
tych technik, wiaze sie z réznicami, jakie moga pojawi¢ sie w strukturze filméw po
wyniesieniu ich na podloze stale, w szczegélnosci w odniesieniu do uktadéw

wielosktadnikowych (Dynarowicz-tatka i wsp., 2001; Barnes i Gentle, 2011).

I.3.5.1. Mikroskopia kata Brewstera w badaniu monowarstw

Analiza morfologiczna monowarstw Langmuira jest mozliwa dzieki
zréznicowaniu ich gestosci powierzchniowej oraz istnieniu zjawiska anizotropii faz
granicznych. W osrodkach jednorodnych $wiatlo rozchodzi sie po liniach prostych, a
jego predkosc jest funkcja gestosci optycznej. Jedli na drodze wiazki $wiatta pojawi sie
osrodek o innej gestosci optycznej, to czes¢ wiagzki padajacej zostanie na granicy faz
odbita, natomiast czes¢ przejdzie do osrodka drugiego. W przypadku gdy rozpatrywana
granica faz ma charakter fresnelowski, tzn. wspotczynnik zatamania $wiatta zmienia sie
skokowo od n; do n,, a padajace $wiatlo jest p spolaryzowane to dla pewnego kata
zwanego katem Brewstera (ff5) natezenie wigzki odbitej bedzie réwne zero (Binks, 1999).

Kat ten zdefiniowany jest nastepujaco:
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tn g, = - (130)

n,

i na granicy faz woda/powietrze wynosi ok 53°.

Monowarstwy Langmuira utworzone na granicy faz posiadaja pewna skoriczona
grubos¢ (zatem i pewien charakterystyczny wspoélczynnik zalamania n), a natezenie
wiazki p-spolaryzowanej odbitej od nich nie zanika zupelnie, ale wykazuje minimum
intensywnosci i moze by¢ rejestrowane przy pomocy czutego detektora (Binks, 1999).
Podczas kompresji monowarstwy zmianie ulega grubos¢ warstewek oraz ich
wspolczynnik zalamania, tym samym wiazka odbita od poszczegélnych obszaréw filmu
charakteryzuje sie r6znym natezeniem. Na podstawie zmian tego natezenia uzyskuje sie
obraz powierzchni (Honig i Mobius, 1991). Przykladowe obrazy uzyskane dla
mieszaniny POPE/POPG podczas kompresji prezentuje rys . 1.24.

7 =0.2 mN/m =25 mN/m =36 mN/m =40 mN/m

Rys. 1.24 Obrazy BAM zarejestrowane w czasie kompresji dla mieszanej monowarstwy (Wydro, 2013)

Mikroskopia BAM pozwala na obserwacje stopnia uporzadkowania filmu podczas
kompresji, Sledzenie przejs¢ fazowych oraz powstawania domen (Kaganer i wsp., 1999;
Mifiones Jr i wsp., 2003). BAM jest tez dobrym narzedziem do analizy mechanizmu
kolapsu (Lee, 2008). Zestawienie obrazéw BAM z zarejestrowany izoterma m-A
umozliwia podanie dokladnej charakterystyki badanych warstewek, a pomiary
wykonane w funkcji temperatury pozwalaja dodatkowo na stworzenie diagramow

fazowych (Ramos i Castillo, 1999).

1.3.5.2 Pomiary dyfrakcyjne - GIXD

Na przestrzeni ostatnich dwoch dekad nastgpil znaczacy rozwdj technik
dyfrakcyjnych w badaniach monowarstw Langmuira. Aby uzyska¢ dobry stosunek
sygnatlu do szumu przy niewielkiej grubosci tych warstewek (a zatem i matej ilosci
obiektow rozpraszajacych promieniowanie) konieczne jest stosowanie wiazek o duzej

intensywnosci. Dopiero zastosowanie Zrddet synchrotronowych dajacych dobrze
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skolimowang wigzke promieniowania X pozwolilo w pelni wykorzysta¢ metody
dyfrakcyjne do badania struktury nierozpuszczalnych monowarstw na granicy faz
ciecz/gaz (Kaganer i wsp., 1999, Barnes i Gentle, 2011, Dynarowicz-t.atka i wsp., 2001)
Wsréd tych technik rozréznia sie dwie metody, z ktérych jedna opiera sie na zjawisku
odbicia promieniowania X (XR - X-ray reflectivity) i dostarcza informacji na temat
rozkladu gestosci elektronowej wzdluz prostej prostopadtej do granicy faz (a zatem o
orientacji polarnych gtéw znajdujacych sie¢ wewnatrz subfazy), zas druga metoda - GIXD
- wykorzystuje zjawisko dyfrakcji promieniowania X i pozwala uzyska¢ informacje na
temat struktury filméw Langmuira w plaszczyznie powierzchni (Mobius i Miller, 2001).
W czasie eksperymentéw wykonanych w ramach niniejszej pracy wykorzystano druga z
wymienionych wyzej technik i dlatego tylko ona zostanie tutaj opisana. Szczegétowo
metody rozproszeniowe zostaly opisane w literaturze (Binks, 1999; Als-Nielsen i wsp.,

1994).

Podczas eksperymentu GIXD wigzka promieniowania X pada na monowarstwe
pod pewnym bardzo malym katem, a dyfrakcja jest mozliwa tylko wtedy, gdy w
monowarstwie wystepuje struktura zblizona do struktury siatki dyfrakcyjnej (co czyni z
niej dwuwymiarowy odpowiednik krysztalu) oraz gdy linie tej "siatki" spelniaja

warunek Bragga:

nAi

d =
" 2sin a

(1.31)

gdzie dnk jest odlegloscia pomiedzy liniami sieci dwuwymiarowej (h i k oznaczaja
wskazniki Millera), A jest diugoscia fali promieniowania X, n jest liczba catkowitg
oznaczajaca rzad ugiecia (n = 1,2,3,.), a ajest katem miedzy wiazka promieni

padajacych, a plaszczyzna na ktérej dochodzi do rozproszenia (Barnes i Gentle, 2011).

Intensywno$é¢ promieniowania ugietego na monowarstwie analizowana jest w

odniesieniu do kata a oraz kata 2¢, lezacego w plaszczyznie monowarstwy pomiedzy

kierunkiem promieniowania padajacego a rozproszonego. Pomiar tych katow

umozliwia okreslenie odlegloéci miedzy liniami w badanej sieci dwuwymiarowej.

W  rzeczywistosci monowarstwy na granicy faz nie tworza dwuwymiarowych

krysztaléw, moga natomiast by¢ traktowane jako duzy konglomerat zorganizowanych
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dwuwymiarowych domen, analogicznie do prébki proszku (Mobius i Miller, 2001).
Konsekwencja tego jest niemoznosé¢ oddzielenia horyzontalnych sktadowych wektoréw
rozpraszania (Qx i Qy) i dlatego podczas eksperymentu mierzone sg one jako wspdlny

wektor rozpraszania w plaszczyZnie monowarstwy:

4 20
Q, = T gin (L.32)
A 2

Maksimum intensywnoséci promieniowania rozproszonego na otrzymanym widmie (I(

Qxy )) nosi nazwe piku Bragga.
Sktadowa z wektora rozpraszania zdefiniowana jest nastepujaco:

2r
= ——sin 1.33
“n (&)

z

Zakres zmian intensywnosci rozpraszania w kierunku z ograniczony jest do tzw. pretéw
Bragga, wzdluz ktérych intensywnos¢ zmienia sie w funkgi czynnika struktury

czasteczek:
F(h,k,Q,)= Ip(r)e“Q"k‘”Qz”d r (1.34)

Piki Bragga przedstawiaja zatem zaleznoé¢ intensywnosci rozpraszania od wektora Q.
w plaszczyznie monowarstwy, natomiast prety Bragga - w kierunku skladowej z (Kjaer,

1994).

Intensywnosé¢ zmian mozna wykresli¢ w funkcji obydwu skladowych, dzieki czemu
mozliwe jest stworzenie map konturu. Liczba pikéw i pretow Bragga uzyskanych dla
danej powierzchni dostarcza informacji zaré6wno odnoénie faz obecnych na granicy
oérodkéw woda/gaz jak i o samej strukturze dwuwymiarowej siatki (Mobius i Miller,

2001, Binks, 1999).

Dodatkowych informacji o zakresie uporzadkowania w plaszczyznie xy oraz
wzdluz z dostarcza analiza szerokosci potéwkowej (» ) pikéw i pretéw Bragga.
Wielko$¢ opisujaca usérednione rozmiary domen w plaszczyznie xy (tzw. dlugoscé

koherentna L.y ) wyraza sie wzorem:
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2
©(Q,)

L . =0,9

Xy

(I.35)
Analogicznie do powyzszego wzoru mozna zapisa¢ rownanie na dtugoé¢ koherentna L,
umozliwiajaca obliczenie grubosci warstewki:

2
o (Q,)

L,=0.9 (I.36)
Jedli rozpatrywana dwuwymiarowa siatka jest heksagonalna to taricuchy acylowe
zorientowane beda prostopadle do powierzchni subfazy. W przypadku zaburzenia tej
struktury, taficuchy beda odchylone od normalnej do granicy faz. Kat odchylenia mozna

obliczy¢ korzystajac ze zaleznosci 1.37:

gr-alr (1.37)
2
gdzie a jest parametrem sieci, natomiast Q, maksimum intensywnosci pretu Bragga

(Mobius i Miller, 2001; Binks, 1999).

1.3.6. Monowarstwy Langmuira jako laboratoryjny model blony biologicznej

Badania wskazujace na wystepujaca w blonach biologicznych separacje faz oraz
potwierdzona obecnoé¢ w btonach specyficznych domen lipidowych staly sie przyczyna
do ponownego, dokladnego przyjrzenia sie ich strukturze. Wykorzystanie blon
wyizolowanych z zywych komorek dostarcza jednak wiele probleméw. Preparatyka
blon jest procesem zlozonym, a otrzymane wyniki sa trudne w interpretacji i czesto daja
tylko ogodlne spojrzenie na zagadnienie wzajemnych oddziatywan (Hac- Wydro i
Dynarowicz - tatka, 2008). Dlatego tez - w celu precyzyjnego opisania interakcji
zachodzacych pomiedzy konkretnymi skladnikami bton (np. lipid-biatko, lipid-lipid)
badz pomiedzy sktadnikami bton i aktywnymi biomolekutami (np. antybiotyk - lipid)
dziatajagcymi na poziomie membran biologicznych - stosuje si¢ modele laboratoryjne
(Maget-Dana, 1999). W literaturze mozna znalez¢ wiele przykladéw stosowanych
powszechnie modeli bton. Do najbardziej popularnych zalicza sie: liposomy (Kell, 1981),
czarne blony lipidowe (Ottova i Tien, 1997), blony na podiozu stalym (Richter i wsp.,

2006) oraz monowarstwy Langmuira (Peetla i wsp., 2009). Niestety, zaden =z
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wymienionych modeli nie jest w pelni uniwersalny. Uzycie liposoméw ograniczone jest
ich promieniem krzywizny zdeterminowanym przez rozmiar gtéw polarnych oraz niska
zdolnoscig modyfikacji stanu fizykochemicznego, czarne btony lipidowe charakteryzuje
niska wytrzymalos¢, natomiast uzycie modeli blon zdeponowanych na podtozu stalym
ograniczone jest malg liczba dostepnych powierzchni nie wplywajacych na wzajemne

oddziatywania pomiedzy sktadnikami (Hac- Wydro i Dynarowicz - £atka, 2008).

Monowarstwy Langmuira utworzone w wyniku rozprzestrzenia sie
nierozpuszczalnych, amfifilowych zwigzkéw na powierzchni fazy cieklej stanowia
prosty model bton biologicznych, umozliwiajacy okreslenie oddziatywari pomiedzy
sktadnikami jak réwniez ocene procesu inkorporacji aktywnych biologicznie czasteczek

do warstwy.

Niewatpliwie zaleta tych dwuwymiarowych systeméw jest tatwos¢ modyfikacji
parametréw fizykochemicznych podczas eksperymentu, takich jak wlasciwosci subfazy
(sifa jonowa, pH), temperatura oraz upakowanie czasteczek. Jako, ze parametry te
mozna zmienia¢é w spos6b kontrolowany i praktycznie bez ograniczen, istnieje
mozliwo$¢ odwzorowania warunkéw najbardziej zblizonych do fizjologicznych (Eeman

i Deleu, 2010).

Wyniki badarn przeprowadzonych przez Marsha wskazuja na wysoka
kompatybilnoé¢ tego modelu (stanowiacego niejako ,polowe” biwarstwy lipidowej) z

modelami dwuwarstwowymi (rys. 1.25).

Rys. 1.25 Model monowarstwy Langmuira jako blony biologicznej

Autor pokazuje, ze charakterystyki fizykochemiczne (m.in. $cisliwoé¢, stan
fizyczny, powierzchnia zajmowana przez czasteczke) monowarstw Langmuira

utworzonych przez czasteczki fosfolipidéw i odpowiadajacych im dwuwarstw sa do
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siebie zblizone, wtedy gdy monowarstwy skompresowane sa do  ci$nienia
powierzchniowego o wartosci z przedzialu 30 - 35 mN/m. Marsh w swojej pracy
sugeruje rowniez, ze stan cieczy rozprezonej w monowarstwie odpowiada fazie cieklej

dwuwarstwy (Marsh, 1996).

Zaleta stosowania techniki Langmuira jest takze mozliwoé¢ Scistego kontrolowania
skladu modelowych bton. Wykorzystanie szerokiej gamy dostepnych lipidow,
rézniagcych sie struktura oraz dobranie odpowiednich proporcji skladnikéw umozliwia
modelowanie wielu typéw blon biologicznych, w tym blon komoérek zmienionych

patologicznie.

Na przestrzeni ostatnich lat monowarstwy Langmuira wykorzystywane sa gtéwnie do
okreélania roli konkretnych skladnikéw bton biologicznych w mechanizmie dziatania
lekéw o mechanizmie dzialania na poziomie blonowym (np. lekéw przeciwzapalnych,
przeciwb6lowych lub przeciwnowotworowych). W zaleznosci od natury badanych
substancji stosuje sie jedno z dwéch podejsé eksperymentalnych. Jesli badane zwiazki sa
rozpuszczalne w wodzie, wykorzystuje sie zjawisko penetracji. W pierwszym kroku na
powierzchni subfazy tworzy sie monowarstwe lipidowa, ktéra kompresuje sie do
okreslonego cisnienia. Nastepnie, przy uzyciu mikrostrzykawki badane biomolekuly
aplikuje sie bezposrednio do subfazy, skad ulegaja adsorpcji do monowarstwy na
powierzchni. Istnieje tez mozliwoé¢ naniesienia monowarstwy lipidowej na subfaze
zawierajaca juz aktywne molekuly. Czasteczki bioaktywne penetrujac monowarstwe,
oddzialuja z tworzacymi ja lipidami, co przejawia si¢ zmiang ciénienia
powierzchniowego i umozliwia okreSlenie wzajemnych interakcji. Metoda ta jest
szeroko stosowana w badaniu oddziatywan hydrofilowych biatek z lipidami blonowymi
(Maget-Dana, 1999). Drugie podejscie dotyczy substancji nierozpuszczalnych w wodzie.
Procedura eksperymentalna obejmuje wéwczas tworzenie mieszanin o $ciéle okreslonej
proporcji substancji badanej do lipidéw, nanoszenie tak przygotowanych roztworéw na
powierzchnie subfazy i rejestracje izoterm s-A (Hac- Wydro i Dynarowicz - Latka, 2008,
Eeman i Deleu, 2010).

Przykladem leku, ktérego mechanizm dzialania po czesci wyjasniono dzieki
zastosowaniu techniki Langmuira jest amfoterycyna B, (AmB) - przeciwgrzybiczy

makrolidowy antybiotyk jonoforowy dziatajacy na poziomie btony. Powinowactwo leku
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do steroli blonowych badane w mieszaninach AmB/cholesterol i AmB/ergosterol nie
wyjasénito poczatkowo selektywnosci tego antybiotyku wzgledem komoérek grzyba.
Dopiero poréwnanie oddzialywarn pomiedzy skladnikami w tych ukladach z
oddzialywaniami w uktadach DPPC/cholesterol i DPPC/ergosterol pozwolilo wyjasni¢
wieksze powinowactwo leku wzgledem komoérek grzyba (czasteczki DPPC i
cholesterolu tworza bowiem silne kompleksy, ktére nie sa naruszane przez czasteczki
leku). Co wiecej, okazalo sie, ze oddzialywania w ukladach antybiotyk/fosfolipid
wplywaja na poziom toksycznosci badanych lekéw (Hac- Wydro i Dynarowicz - Latka,
2008;).

Kolejna grupa zwigzkéw analizowanych kompleksowo metoda Langmuira sa
syntetyczne lipidy antynowotworowe. Najczesciej badanym zwigzkiem z tej rodziny
lekéw jest edelfozyna. Badania przeprowadzone przez Hac-Wydro wskazuja m.in. na
istnienie zwiazku pomiedzy aktywnoscia edelfozyny a stezeniem gangliozydow w
blonie (Hac-Wydro i Dynarowicz - tatka P., 2010). Wyniki innych badan sugeruja
dodatkowo korelacje miedzy wychwytem edelfozyny a iloscia cholesterolu blonowego

(Diomede i wsp, 1990).

Podobne eksperymenty zostaly wykonane dla innych zwigzkéw charakteryzujacych sie
aktywnoscig biologiczng m.in. karetonoidéw oraz nienasyconych kwaséw ttuszczowych
(Gruszecki i Strzatka, 2005; Milanowska i wsp.,2003; Shibata i wsp., 2001; Seoane i wsp.,
2001). Monowarstwy Langmuira wykorzystuje sie takze do modelowania traft
lipidowych. W tym celu najczesciej stosuje sie mieszaniny sfingomieliny i cholesterolu w
stosunku 2:1 (Jablin i wsp., 2010). Analiza izoterm 5-A oraz obrazowanie domen przy
pomocy mikroskopu BAM dostarczyla wielu informacji odnoénie uporzadkowania tych
struktur lipidowych jak réwniez wzajemnych oddzialywarn pomiedzy ich skfadnikami

((Dynarowicz-tatka i wsp., 2001).

W Swietle opisanych przykladéw monowarstwy Langmuira prezentuja sie jako
doskonate narzedzie sluzace do modelowania bton biologicznych. Mozliwosé¢
precyzyjnej regulacji parametréw pomiaru i skladu monowarstwy oraz prostota
wykonania eksperymentu naleza niewatpliwie do najwiekszych zalet tej metody.

Znaczaca ilos¢ bioaktywnych molekut zdolnych do tworzenia
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nierozpuszczalnych warstw na granicy faz woda/powietrze otwiera droge do badania

mechanizméw  ich  dzialania  wlasnie przy  zastosowaniu tej techniki.
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II. Czes¢ doswiadczalna

II. 1. Metodologia przeprowadzonych badan

I1.1.1. Odczynniki i zwiazki wykorzystane w badaniach

Do badarn w ramach prezentowanej pracy wybrano trzy alkilofosfocholiny, bedace

przedstawicielami nowej generacji lekow o dziataniu antynowotworowym:

e heksadecylfosfocholine (miltefosina, Miltex®, HePC) zakupiong w firmie Avanti
Polar Lipids,

e oktadecylfosfocholine (OcPC) zakupiona w firmie A.G. Scientific,

e erucylfosfocholine (ErPC) dostarczong bezplatnie do badan przez Aeterna
Zentaris GmbH,

oraz pie¢ lipidéw btonowych:

e cholesterol (Chol), zakupiony w Sigma Aldrich,

e 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholine (DPPC), zakupiong w Avanti Polar
Lipids,

e 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholing (POPC), zakupiona w Avanti Polar
Lipids,

e N-heksadekanoilo-D-erytro-sfingozylofosforylocholing  (sfingomielina, ~ Sph)
zakupiong w Avanti Polar Lipids,

e Gangliozyd (GM1), zakupiony w Avanti Polar Lipids.

Wszystkie powyzsze zwigzki charakteryzowaly sie wysoka klasa czystosci (>99%) i
byly uzywane bez dodatkowego oczyszczania. Powyzsze lipidy byly preparatami
syntetycznymi, za wyjatkiem Sph (izolowanej z jaja kurzego) oraz GM1 (wyizolowanego
z tkanki moézgowej wolu). Struktury chemiczne badanych substancji zostaly

przedstawione w czesci literaturowej niniejszej pracy (rys. 1.3-1.6).

Jako rozpuszczalnikéw do czyszczenia sprzetu uzyto chloroformu oraz metanolu

zakupionych w firmie POCh, o czystosci = 99%. Natomiast do sporzadzania roztworéw
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zastosowano natomiast chloroform przeznaczony do HPLC stabilizowany metanolem o

czystosci 2 99.9% (Sigma Aldrich).

W wiekszoéci przeprowadzonych eksperymentéw faza noéna byla woda
destylowana, oczyszczona dodatkowo w systemie Millipore o opornosci = 18,2 MQ-cm.
W pojedynczych doswiadczeniach jako subfaze zastosowano roztwér buforowy
Theorella - Stenhagena (Teorell i Stenhagen, 1938). W celu sporzadzania roztworu
buforowego w 1 litrze wody podwdjnie destylowanej rozpuszczono wodorotlenek sodu
(27,44 g), kwas cytrynowy (14 g), kwas borowy (7,08 g) oraz stezony kwas fosforowy
(6,78 cm?). Zadane pH roztworu buforowego otrzymywano przez dodanie do niego

odpowiedniej ilosci 2 M wodnego roztworu kwasu solnego.

I1.1.2. Uklad pomiarowy

Do utworzenia oraz badania monomolekularnych warstw na granicy faz gaz-
ciecz stuzy przyrzad zwany waga (wanng) Langmuira. Pomiary w ramach niniejszej
pracy doktorskiej wykonano na dwoéch systemach: NIMA 611 (stanowigcym
wyposazenie pracowni Zespolu Fizykochemii Zjawisk Miedzyfazowych Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego) oraz KSV NIMA (stanowigcym wyposazenie
Pracowni Badan Biofizycznych Wydzialu Fizyki Uniwersytetu Jagielloriskiego).

Schemat wagi Langmuira NIMA 611 zastosowanej w pomiarach przedstawia rys. IL.1.

Rys.I1.1. Schemat wagi Langmuira stosownej podczas badan przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy, NIMA 611: a - Phytka Willhelmy’ego, b — ruchoma barierka, c- wyjécie termostatu, d - studnia do
wynoszenia warstw na state podloze;

Waga NIMA 611 na ktoérej wykonano wigkszos¢ pomiaréw sklada sie z plytkiej
wanienki o powierzchni 600 cm? wykonanej z jednolitego kawalka teflonu i
wyposazonej w jedna ruchomgq teflonowa barierke. Dodatkowo w wannie znajduje sie
specjalne wglebienie, nazwane studnia, pozwalajace na wynoszenie utworzonych na

powierzchni wody monowarstw na podloza stale. Ruch barierki umozliwiajacy
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kompresje monowarstwy z predkoscig od 1 do 250 cm?2/min zapewnia silnik krokowy.
Waga KSV wyposazona jest natomiast w teflonowa wanienke o powierzchni 273 cm?2
oraz dwie symetryczne, ruchome barierki, mogace poruszac sie z szybkosciag w zakresie
od 0,075 do 2025 cm?/min. Do pomiaru ci$nienia powierzchniowego metoda
tensjometru Wilhelmy’ego stosowano wysokiej czystosci bibule chromatograficzna
(Whatman Chrl) o wymiarach 1 cm na 2,5 cm. Waga Langmuira zostala umieszczona
wewnatrz szklanej obudowy (zabezpieczajacej przed niepozadanym wplywem
czynnikéw zewnetrznych) na stole antywibracyjnym. Tensjometr zintegrowany byl z
komputerem umozliwiajacym precyzyjne sterowanie parametrami do$wiadczenia oraz
elektroniczng rejestracje izoterm. Stala temperature subfazy podczas przebiegu
eksperymentu zapewnial w przypadku wagi firmy NIMA termostat firmy Julabo,

natomiast podczas pomiaréw na wadze KSV - termostat Lauda.

Do pomiaru zmian potencjalu powierzchniowego monowarstwy wykorzystano
dodatkowy modul instalowany na wadze Langmuira - aparat KP2 firmy NFT
(Gottingen, Niemcy). Zasadniczymi elementami glowicy pomiarowej jest wibrujaca
elektroda, zbudowana w oparciu o przetwornik piezoelektryczny oraz platynowa

elektroda odniesienia.

Strukture filméw obserwowano przy uzyciu mikroskopu ultraBAM (Accurion
GmbH, Getynga, Niemcy), wyposazonego w laser o mocy 50mW emitujacy $wiatto o
dlugosci fali 658 nm, polaryzator, analizator oraz kamere CCD. System detekcji obrazu
w zastosowanym module pozwala na uzyskanie rozdzielczosci przestrzennej 2 pm oraz
10-krotne powiekszenie. Uklad umozliwia takze wizualizacje monowarstw Langmuira
w czasie rzeczywistym. Calo$¢ zamontowana jest na wadze Langmuira KSV 2000 (700

cm?) wyposazonej w symetryczne barierki (KSV, Helsinki, Finlandia).

Badania z wykorzystaniem rozpraszania promieniowania X (GIXD)
przeprowadzone zostaly w laboratorium HASYLAB DESY w Hamburgu na stanowisku
BW1, gdzie wykorzystuje si¢ promieniowanie synchrotronowe o dtugosci fali A=1,303A.
Stanowisko to przystosowane jest do badania monowarstw Langmuira. Wykonana z
teflonu waga Langmuira o powierzchni ok. 500 cm? wyposazona w pojedyncza barierke
(Riegler & Kirstein, Niemcy) umieszczona jest w szczelnej komorze usytuowanej na

goniometrze dyfraktometru. Promieniowanie ugiete na monowarstwie po przejsciu
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przez kolimator Sollera trafia do jednowymiarowego detektora pozycyjnego (DSP)
rejestrujacego sktadowa Q, wektora rozproszenia w zakresie od 0 do 0,9 A. Sterowanie

pomiarem odbywato sie za pomoca programu TASCOM (Risg, Dania).

Zmiany tekstury APCs w funkcji temperatury obserwowano pod mikroskopem
polaryzacyjnym Nikon Eclipse wyposazonym w ogrzewany stolik typu Linkam.
Podstawowymi elementami mikroskopu sa dwa polaryzatory liniowe skrzyzowane
wzgledem siebie pod katem 90°, miedzy ktérymi umieszcza si¢ badang substancje.
Wszystkie elementy optyczne mikroskopu, wykorzystuja optyke Nikon i s3 wykonane

ze szkla odprezanego, nie wykazujacego dwojlomnosci wiasnej.

Przemiany fazowe zachodzace w wybranych APCs badano przy uzyciu réznicowego
kalorymetru skaningowego Perkin Elmer Diamond 6000. Kalorymetr typu DSC sklada
sie z dwoch identycznych mikropiecykéw dokladnie od siebie odseparowanych, z
ktérych kazdy wyposazony jest w grzejnik elektryczny oraz termopare oparowa (w celu
zapewnienia réwnoéci temperatur). W kazdym z mikropiecykéw umieszczone jest
naczynko aluminiowe o pojemnosci 30 pl. Zastosowany kalorymetr ktérego schemat
przedstawia rys. I1.2. pozwala na badanie probek w zakresie temperatur od -180°C do
730°C z dokladnoscia do 0,05°C. Kalorymetr zintegrowany jest z komputerem, przy
pomocy ktoérego, za posrednictwem interfejsu, mozliwe jest sterowanie pomiarem, oraz

rejestracja wyniku eksperymentu.

= || |l

Rys. I1.2. Schemat kalorymetru typu DSC P -naczytiko z badana prébkg, R - naczyriko z prébkg
referencyjng, T - termopary, d - grzejniki;

Zaréwno kalorymetr skaningowy Perkin Elmer Diamond 6000 jak i mikroskop
polaryzacyjny Nikon Eclipse sa wlasnoscia Pracowni Badani Przejs¢ Fazowych w

Ciektych Krysztatach w Instytucie Fizyki Uniwersytetu Jagielloriskiego.
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Pomiary biologiczne z wykorzystaniem linii komérkowej nowotworu prostaty
Dul45 przeprowadzono przy wspotpracy z Zakladem Spektroskopii Stosowanej IF]
PAN. Indukcje apoptozy przez APCs badano przy pomocy mikroskopu
fluorescencyjnego firmy Olympus BX51 wyposazonego w filtry U-MNB2 i U-MNG2.
Uzyty w eksperymencie mikroskop stanowi wyposazenie laboratorium Zaktadu Fizyki

Doswiadczalnej Uktadéw Ztozonych IF] PAN w Krakowie.

I1.1.3. Wplyw warunkéw eksperymentalnych na przebieg izoterm.

Dla wielu zwigzkéw zaréwno stabilnoé¢ otrzymywanych monowarstw, jaki i
ksztalt rejestrowanych izoterm 7-A silnie zalezg od kilku czynnikéw. Czynniki te mozna
podzieli¢ na trzy grupy. Do pierwszej zalicza sie ogét parametréw fizykochemicznych
pomiaru, takich jak temperatura subfazy i jej pH, natomiast druga grupa czynnikéw
obejmuje procedure przygotowania roztworéw i ich mieszanin oraz metodyke
prowadzonych eksperymentéw, trzecia za$ grupa czynnikéw zwigzana jest z czystoscia
uzytych odczynnikéw i zwiagzkéw chemicznych, szkla i sprzetu laboratoryjnego oraz

stosowanej podczas badan aparatury.

Dosy¢ dobrze poznany jest wpltyw pH subfazy na stabilno$¢ monowarstw i
przebieg krzywych m-A. Wartoé¢ pH determinuje rozpuszczalnos¢ substancji
filmotworczej, a zatem zmieniajac pH mozna zapobiega¢ (albo utatwiac) rozpuszczaniu
sie badanych zwigzkéw w fazie wodnej, powodujac zmiane ksztattu i polozenia izoterm
(Minones i wsp., 2004). Réwniez zaleznosci temperaturowe izoterm 7m-A sa szeroko
opisane. Powszechnie przyjmuje si¢, ze wraz ze wzrostem temperatury zwigksza sie
powierzchnia przypadajaca na czasteczke w monowarstwie, a utworzone filmy maja
charakter bardziej rozprezony (Yun i wsp., 2003). Wynika to ze zwiekszonej
elastycznosci taficuchéw weglowodorowych - wzrost temperatury powoduje bowiem
zwigkszenie energii wewnetrznej molekul, co z kolei zwigksza oddzialywania o
charakterze odpychajacym pomiedzy hydrofobowymi farcuchami. W literaturze
przedmiotu mozna jednak znalezé wiele prac opisujacych odstepstwa od tej reguty,
sposrod ktorych na uwage zastluguje praca Nostro i Gabrielli (Nostro i Gabrielli, 1993).
Autorzy prezentuja eksperyment podczas ktérego na réznych subfazach (wodzie,
wodnym roztworze uryny oraz wodnym roztworze sacharozy) rejestrowali w funkcji

temperatury (w zakresie od 20°C do 35°C) izotermy dla trzech alkoholi r6znigcych sie
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dlugoscia taricucha hydrofobowego (CicOH, CisOH, COH). W przypadku
monowarstw utworzonych przez 16-weglowy alkohol na subfazie wodnej oraz
roztworze sacharozy autorzy zaobserwowali postepujace wraz ze wzrostem
temperatury zmniejszanie si¢ powierzchni przypadajacej na czasteczke w filmie.
Izotermy zarejestrowane dla tego samego alkoholu na subfazie wodnego roztworu
mocznika wykazywaly z kolei normalne, zgodne z powszechnie przyjeta regula
zachowanie. Spadku wartosci powierzchni przypadajacej na czasteczke w filmie
nastepujacemu wraz ze wzrostem temperatury nie mozna zdaniem autoréw przypisaé
jedynie parowaniu substancji filmotwoérczej oraz jej zwiekszonej rozpuszczalnodci.
Nostro i Gabrielli sugeruja, Ze na anomalne zachowanie z jednej strony wplyw maja
oddzialywania miedzyczasteczkowe (zaréwno hydrofilowe, jak i hydrofobowe), za$ z
drugiej - zmiana struktury monowarstw powodowana zmiang subfazy (Nostro i
Gabrielli, 1993). W miare wzrostu temperatury obserwuje sie czesto spadek wartosci
ciénienia, przy ktérym nastepuje zalamanie filmu, co $wiadczy o mniejszej jego
stabilnosci. Réwniez dodanie elektrolitu do subfazy wplywa na zachowanie sie
monowarstw. Aston i Herrington wskazuja na silne - prowadzace do rozprezenia
monowarstw - interakcje pomiedzy polarnymi gtowami badanych przez nich zwigzkéw
a elektrolitem (Aston i Herrington, 1989). Z kolei Lee postuluje, Ze zachowanie filmu
uwarunkowane jest rodzajem obecnych w subfazie jonéw. I tak, jony dwuwartosciowe
powoduja kondensacje, a zatem usztywnienie filméw, natomiast dodatek jonéw
jednowartosciowych zwieksza ich fluidyzacje (Lee, 2008). Na ksztalt rejestrowanych
izoterm wplywa takze sposéb przygotowywania roztworéw, a w szczegdlnosci rodzaj
stosowanych rozpuszczalnikéw. Zaréwno Gaines jak i Barnes za najbardziej
odpowiednie rozpuszczalniki uwazaja zwiazki obojetne o temperaturze wrzenia z
zakresu 40 - 80°C, niereagujace ani z rozpuszczona w nich substancja ani z subfaza. Jesli
stosowany rozpuszczalnik paruje slabo, jego czasteczki moga podczas rejestracji
izotermy m-A znajdowac¢ sie¢ w monowarstwie, modyfikujac tym samym wewnetrzna
strukture filmu. Obecnie do najczesciej stosowanych rozpuszczalnikéw zalicza sie

chloroform, benzen oraz heksan (Gains, 1966; Barnes i Gentle, 2011).

Sam spos6b przygotowania filméw mieszanych réwniez wpltywa na wlasciwosci
otrzymanych filmow. Istnieja dwie podstawowe techniki otrzymania monowarstw

wielosktadnikowych. Pierwsze podejécie opiera sie na oddzielnym naniesieniu na
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subfaze substancji badanych, drugie - na naniesieniu juz gotowych mieszanin. W
przypadku, gdy jeden ze skladnikéw jest rozpuszczalny w wodzie czesto stosuje sie
trzeci sposob, polegajacy na wstrzykiwaniu tego skladnika bezposrednio do subfazy (de
Silva i wsp., 1998). De Silva i wsp. poréwnali izotermy otrzymywane za pomoca kazdej z
wyzej wymienionych technik i wyciggneli wniosek, ze najbardziej powtarzalng metoda
jest technika oparta na nanoszeniu gotowych mieszanin. Wedlug tych samych autoréw
ksztalt izoterm moze by¢ réwniez uwarunkowany czasem, jaki uplywa pomiedzy
nakropieniem badanej substancji na subfaze, a chwilg rozpoczecia pomiaru (de Silva i
wsp., 1998). Przebieg krzywych m-A moze takze zaleze¢ od szybkosci, z jaka sprezana
jest monowarstwa. Powolna kompresja moze powodowa¢ przechodzenie czasteczek do
subfazy i przejawiac si¢ mniejszymi powierzchniami przypadajacymi na czasteczke w
monowarstwie (Gains, 1966). Wedlug innych autoréw na wynik wplynaé¢ moze
geometria wanienki i barierek oraz ustawienie wzgledem nich plytki Wilhelmiego.
Czesto podczas pomiaru z uzyciem jednej barierki zaobserwowaé¢ mozna odchylenie
plytki Wilhelmy'ego z pozycji wertykalnej (Constantino i wsp.) Kolejnym waznym
czynnikiem warunkujacym ksztalt i polozenie krzywych pomiarowych jest ilos¢
czasteczek naniesionych na powierzchnie fazy nosnej. Zdarza sie, ze zbyt duza iloé¢
badanej substancji powoduje tworzenie sie agregatéw (Dynarowicz-Latka i wsp.,1999).
Nalezy pamietaé, ze w przypadku gdy rézna ilo$¢ czasteczek naniesionych na subfaze
zmienia ksztatt badz polozenie izoterm s-A niemozliwe staje sie badanie oddzialywan w

ukladach wieloskladnikowych.

Z kolei, aby wyeliminowa¢ trzecig grupe czynnikéw wplywajacych na wyniki
pomiaréw wymagane jest przestrzeganie Scifle okreslonych zasad czystosci. Bardzo
wazne jest dokladne czyszczenie zar6wno szkla laboratoryjnego jak i catej powierzchni
wagi oraz barierek. Jednym z probleméw zwigzanych z czyszczeniem wagi przy
pomocy chusteczek lub wacikéw jest obecnoé¢ na ich powierzchni zwigzkéw
powierzchniowo czynnych, ktére moga spowodowac rejestracje tzw. "ghost-isotherms"
(Schneider i wsp., 1995). Technika monowarstw Langmuira wymaga stosowania
wysokiej klasy czystosci odczynnikéw i zwigzkéw chemicznych. Wysoka czystos¢ fazy
nosnej uzyskuje sie na drodze kilkukrotnego sprezanie przy pomocy barierek
powierzchni subfazy i usuwania zanieczyszczen z jej powierzchni przy uzyciu pompy

ssacej. Powszechnie subfaze uznaje za czysta, wtedy gdy wartoé¢ cisnienia
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powierzchniowego 1 nie przekracza wartoéci 0,1 mN/m. Nalezy zadba¢ réwniez o to,
aby urzadzenie pomiarowe znajdowalo sie wewnatrz ostony chroniacej przed

zanieczyszczeniami z zewnatrz oraz ruchami mas powietrza.

I1.1.4. Procedura badawcza

Badane zwigzki przechowywane byly w temperaturze -20°C. ErPC jako
substancja silnie hydroskopijna, dodatkowo przechowywana byla w eksykatorze, w
ktérego dolnej czeéci umieszczony byl bezwodny chlorek wapnia. Roztwory
przygotowywano w kolbkach pomiarowych o pojemnosci 10 cm3 (klasa A, + 0.025 cm?,
SIMAX). W celu przygotowania roztworéw wyjsciowych (jednosktadnikowych),
odwazano na wadze analitycznej (Mettler Toledo, Hiszpania) kilka miligraméw
substancji, a nastepnie rozpuszczano nawazke w mieszaninie metanolu i chloroformu w
stosunku objetosciowym 1:9. Kazdorazowo badany zwigzek rozpuszczany byl najpierw
w metanolu, a w nastepnym kroku dolewano chloroform. Stezenia otrzymanych
roztworow mieécily sie w zakresie 0,2-0,6 mg/ml. Mieszaniny badanych APCs z
wybranymi lipidami blonowymi przygotowywano przez zmieszanie ich roztworéw
wyjéciowych w odpowiednich frakcjach molowych. Do przechowywania mieszanin
wykorzystano fiolki z ciemnego szkla o pojemnosci 1,5 ml (Vitrum, Czechy). Szklo
uzywane podczas pomiaréw myto w mieszaninie chromowej, kilkakrotnie ptukano
woda destylowana i pozostawiano do catkowitego wyschniecia. Po przygotowaniu
roztworu, kolbki oraz fiolki szczelnie zamykano, zabezpieczono parafilmem (ANCC,

USA) i przechowywano w lodéwce. Roztwory przygotowywano w dniu pomiaru.

Przed kazdym pomiarem wage dokladnie przemywano bawetnianym wacikiem
nasgczonym chloroformem, a po jego odparowaniu - metanolem. Nastepnie
przeplukiwano ja trzy- lub czterokrotnie woda $wiezo redestylowana (Rel 5, POLNA
S.A.). Czystos¢ wagi sprawdzano na podstawie wskazar tensjometru, podczas sprezania
powierzchni subfazy. Wage uznawano za czysta, gdy warto$¢ cisnienia podczas
kompresji nie przekraczala 0.1 mN/m. W przypadku wyzszej wartosci ci$nienia

powierzchniowego procedura czyszczenia byla powtarzana.

Badane roztwory nanoszono na powierzchnie subfazy przy pomocy szklanej
mikrostrzykawki (Hamilton). W zaleznoéci od rodzaju roztworu wykorzystywano

strzykawki o objetoSciach 5041 pl, 100+2 pl lub 250+5 pl. Ilos¢ substancji dobierana byta
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w zaleznosci od masy molowej badanego zwiazku, w ten sposéb aby zarejestrowana
izoterma obejmowala caly =zakres przejs¢ fazowych. Podczas rutynowych
eksperymentéw przed rozpoczeciem sprezania monowarstwy odczekiwano kilka
minut, aby rozpuszczalniki organiczne, w ktérych rozpuszczona byla substancja

filmotworcza mogly catkowicie odparowac.

Rejestracje izoterm, sterowanie szybkoscia kompresji monowarstwy oraz odczyt
wynikéw pomiaru zapewnial interfejs bedacy czescia oprogramowania dostarczonego
przez firme NIMA (lub KSV). Wiekszoé¢ eksperymentéw przeprowadzono w
warunkach standardowych: odczekujac 5 min od naniesienia roztworu do rozpoczecia
kompres;ji, stosujac szybkos¢ kompresji 50 cm?/min i temperature 20°C, stosujac jako
subfaze wode redestylowana (pH 5,6). W celu szczegétowej charakterystyki filméw
utworzonych przez ErPC, przeprowadzono dodatkowo pomiary w temperaturze 10°C i
30°C oraz pomiary dla pH =3, pH = 6 i pH = 9. Dla tego zwiazku rejestrowano réwniez
izotermy przy réznych szybkosciach kompresji monowarstwy (v =20 cm2/min, v = 50
cm?/min, v = 100 cm?2/min), oraz dla réznych czaséw jakie uptynely od momentu
naniesienia roztworu do chwili rozpoczecia sprezania. Stabilno$¢ monowarstw
utworzonych przez ErPC badano poprzez sprezanie monowarstw do okreslonego
ci$nienia, a nastepnie rejestracji zmian powierzchni w funkgji czasu. Pomiary izoterm dla
modelowej blony komérek nowotworu prostaty przeprowadzono w temperaturze 37°C.
Bufory Theorella-Stengagena o ré6znym pH sporzadzane byly w szklanych kolbach o
pojemnosci 2000 cm3 i przechowywane w lodéwce. Warto$¢ pH roztworéw buforowych

mierzona byla na pH-metrze Elmetron CX-731.

Pomiar ciénienia powierzchniowego odbywat sie z dokltadnoscig do 0,01 mN/m.
Bibulki filtracyjne byly czesto wymieniane, w celu wyeliminowania bledéow zwigzanych
z ich zanieczyszczeniem na drodze adsorpcji czastek znajdujacych sie w subfazie badz

na jej powierzchni.

Do pomiaru potencjalu powierzchniowego konieczne bylo zamontowanie na
wadze dodatkowego modulu pomiarowego - aparatu KP2 firmy NFT. W tego typu
pomiarach, przed rozpoczeciem standardowej procedury pomiarowej platynowa
elektrode referencyjng czysci sie chloroformem, metanolem i obmywa kilkakrotnie woda

destylowang, a nastepnie umieszcza si¢ na dnie wymytej wanny Langmuira. Po
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wypelnieniu wanny faza noéng, w odlegtosci ok. 2mm nad jej powierzchnig umieszcza
sie elektrode drgajaca. Po wyzerowaniu wartoéci potencjatu dla swobodnej powierzchni
wody, nanosi si¢ roztwoér badanej substancji. Schemat ideowy pomiaru potencjatu

powierzchniowego przedstawia rys. I1.3.

Thesssbussl

—ﬁ

Rys. I1.3. Schemat modutu do pomiaru potencjatu powierzchniowego a - elektroda wibrujgca,
b - elektroda odniesienia, ¢ — monowarstwa

Dalsza czeé¢ pomiaru odbywa sie tak, jak opisano powyzej. Podczas pomiaru nalezy
uwazaé aby nie zamoczy¢ elektrody drgajacej. Zmiany potencjalu powierzchniowego

rejestrowane byly z doktadnoscig do + 10 mV.

Strukture monowarstw tworzonych przez APCs obserwowano przy pomocy
mikroskopu ultraBAM (Accurion GmbH, Getynga, Germany). Przed rozpoczeciem
pomiaru, na dnie wagi Langmuira (KSV) z ktéra zintegrowany byl mikroskop,
umieszczano czarng plytke szklang. Jej zadaniem bylo zapobieganie rozpraszaniu
Swiatla laserowego przez dno wagi Langmuira. Po wypelnieniu wanny subfaza, oraz
naniesieniu roztworu substancji filmotwoérczej na jej powierzchnie, kazdorazowo
przeprowadzano kalibracje mikroskopu. Kalibracji dokonywano poprzez ustawienie
mikroskopu na takiej wysokosci aby promienie lasera padaly na granice faz pod katem

Brewstera, ktéry dla granicy faz woda/powietrze wynosi on 53,1°.

O

—

Rys.I1.4. Schemat ideowy mikroskopu BAM a - laser, b — polaryzator, c - obiektyw, d -
analizator, e - kamera CCD, f - szklana plytka
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Dodatkowo obracajac nieznacznie analizatorem ustawiano optymalny kontrast
obrazu, natomiast ustawienie ostroéci odbywalo sie poprzez zmiane polozenia
obiektywu wzdluz prostopadlej do powierzchni monowarstwy osi. Schemat

zastosowanego systemu przedstawia rys. I1.4.

Kazdorazowo przed rozpoczeciem pomiaru GIDX wykonywano procedury
opisane powyzej, zwigzane z przygotowaniem roztworéw (ErPC, DPPC i ich mieszanin
o utamkach molowych Xgrc = 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 i 0,9) oraz kalibracja i czyszczeniem wagi
Langmuira. Jako fazy nosnej uzywano wody redestylowanej. Aby zmniejszy¢ gtebokosc
wody wypelniajacej wanne - a tym samym zminimalizowa¢ amplitude powstajacych na
powierzchni subfazy fal - przed rozpoczeciem pomiaru na dnie wagi, umieszczano
dokfadnie oczyszczong szklang plytke. Po naniesieniu roztworéw na subfaze pokrywa
komory byla szczelnie dokrecana. Nastepnie w celu zmniejszenia tta i zminimalizowania
ryzyka uszkodzenia monowarstwy podczas skanowania komore wypelniano helem. Po
30 minutach, kiedy zawartos¢ tlenu w komorze spadata do ok. 1% monowarstwa
sprezana byla do wartosci ciénienia powierzchniowego 7 =30 mN/m (w pojedynczym
pomiarze monowarstwe skompresowano do 50 mN/m), ktéra utrzymywana byta przez

caly czas trwania pomiaru. Na tak przygotowana monowarstwe kierowano pod stalym
katem padania «,= 0,11°. Intensywno$¢ promieniowania ugietego mierzona byla w

funkgji kata 20,y. Geometrie eksperymentu GIDX prezentuje rys. I1.5.:

Rys. I1.5. Geometria pomiaru GIDX (Verclas i wsp., 1999)

Badania kalorymetryczne przeprowadzano z uzyciem aparatu Perkin Elmer
Diamond 6000. Prébke o masie ok. 7 mg umieszczano w jednym z dwéch aluminiowych
naczynek (naczynko referencyjne pozostawalo puste). Kalorymetr kalibrowany byt
wzgledem temperatury topnienia indu i wody. Do stabilizacji temperaturowej podczas
eksperymentu uzyto cieklego helu i azotu. Procedura przeprowadzanego eksperymentu
byla podobna do procedury stosownej przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego:

ogrzewanie od 25°C do 100°C, chtodzenie od 100°C do -50°C, ogrzewanie od -50°C do
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temperatury ponizej punktu topnienia, chlodzenie do -100°C oraz dodatkowo
ogrzewanie az do rozpadu probki. Szybkos¢ chlodzenia i ogrzewania wynosita
10°C/min. Wynik pomiaru DSC w postaci krzywej DSC rejestrowany byl na monitorze

komputera.

Tekstury APCs obserwowano przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego Nikon
Eclipse. Przed rozpoczeciem pomiaru kilka miligraméw badanej substancji umieszczano
pomiedzy dwiema cienkimi szklanymi ptytkami, oczyszczonymi uprzednio metanolem.
Tak przygotowana probke mocowano w uchwycie mikroskopu. Zmiany tekstury
obserwowano podczas proceséw chlodzenia i ogrzewania probki z szybkoscig 5°C/min.
Do stabilizacji temperatury podczas eksperymentu uzyto cieklego azotu. W pierwszej
kolejnosci podgrzewano probke od 25°C do 100°C, a nastepnie ochladzano ja do
temperatury -50°C, potem znéw ogrzewano do temperatury niewiele nizszej od
temperatury topnienia badanego zwiazku (ok. 235°C) i ostatecznie ochladzano do

temperatury -100°C.

Komérki linii nowotworu prostaty Dul45 hodowano w specjalnych butelkach o
powierzchni denka 25 cm?2. Komérki przesiewano co 7 dni, 3 lub 4 dni po przesiewaniu
wymieniano medium. Inkubacja odbywata sie w temperaturze 37°C, w atmosferze o 5%
stezeniu CO» i wilgotnosci przekraczajacej 98%. Stosowano medium RPMI 1640 z 10%
dodatkiem cielecej surowicy ptodowej (FCS). Komoérki wysiewano na szlaki Petri’ego
(uzyskano gestos¢ na poziomie 50-60% zarosnietego dna w szalce Petri’ego o érednicy 35
mm). Tak przygotowane komoérki inkubowano z  badanymi lipidami
antynowotworowymi w stezeniu 12,5 pM, 25 uM oraz 50 pM oraz staurosporyng przez
24h 148 h. Do detekcji apoptozy uzyto testu Annexin V-FITC Apoptosic Detection Kit, w
sklad ktérego wchodza dwa znaczniki: aneksyna V i jodek propidyny. Przed uzyciem,
wszystkie skladniku kitu doprowadzano do temperatury pokojowej. Komorki
apoptyczne oznaczane byly przy pomocy aneksyny - barwnika wigzacego FS, natomiast
nekrotyczne identyfikowane byly jodkiem propidyny - barwnikiem oddziatujacym z
helisg DNA i wybarwiajacym jadra komérkowe. Wptyw badanych lekéw na indukcje
apoptozy sprawdzano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego, pod ktérym
obserwowano komoérki o$wietlane promieniowaniem niebieskim. Podczas obserwacji
stosowano filtry: U-MNB2 - dla aneksyny (ekscytacja 470 - 490 nm) i U-MNG2 - dla
jodku propidyny (ekscytacja 530-550 nm).
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IL. 2. Wlasciwosci fizykochemiczne badanych APCs

W temperaturze pokojowej badane syntetyczne lipidy antynowotworowe sa
bezwonne i majg postac krystalicznego bialego proszku. Charakteryzujq sie bardzo staba
rozpuszczalnodcia w wodzie, natomiast stosunkowo dobra rozpuszczalnodcia w
weglowodorach chlorowanych. Pozostate informacje dotyczace tych zwiazkéw zawarte

s3 w ponizszej tabeli:

HePC OcPC ErPC
Wz6ér sumaryczny CHysNO4P CasHsoNO4P Co7Hs6NO4P
Masa czasteczkowa 407,57 435,6 489,71
[g/mol]
Temperatura 232-234 Brak danych 248
topnienia [°C]

Tab I1.1. Wiasciwosci fizykochemiczne badanych APCs

Rakotomanga i wspoétpracownicy dla HePC oszacowali dodatkowo krytyczne stezenie
micelizacji (critical micelle concentration, CMC). Wedlug nich wartos¢ CMC na subfazie
zawierajacej 150mM NaCl mieéci sie w przedziale od 2-2,5 pM, natomiast na wodzie

destylowanej - 2,5-3 pM (Rakotomang i wsp., 2004).

Aby lepiej poznaé strukture badanych APCs, zbadaé¢ przejscia fazowe oraz
sprawdzi¢ czy wykazuja cieklokrystaliczny charakter przeprowadzono pomiary z
uzyciem  mikroskopu  polaryzacyjnego, a mnastepnie réznicowej kalorymetrii

skaningowej DSC.

Tekstury badanych zwigzkow przedstawiono na rysunkach II.6-11.8.:
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Fig. I1.6. Tekstury HePC zaobserwowane podczas grzania (a-d) i chlodzenia (e-f): a) -50°C, Cr1; b) 90°C,
Cr2; c) 105°C, N; d) 203°C, N; e) 65°C, Cr2; f) -10°C, Cr1;

Fig. I1.7. Tekstury OcPC zaobserwowane podczas grzania (a-d) i chtodzenia (e-f): a) -8°C, Cr1; b) 80°C,
Cr2; ¢) 130°C, N; d) 215°C, N; e) 70°C, Cr2; f) -80°C, Cr1;

Fig. I1.8. Tekstury ErPC zaobserwowane podczas grzania (a-d) i chtodzenia (e-f) w temperaturze: a) -50°C,
Cr1; b) 60°C, Cr2; c) 70°C, N; d) 235°C, N; e) -30°C, Cr2; f) -66°C, Cr1;
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W kolejnym etapie przeprowadzono pomiary DSC, ktére zanalizowano w

oparciu o powyzsze obrazy tekstur. Wyniki prezentuje rys. I1.9.

a) b) -

—— grzanie — grzanie
0 chtodzenie 0+ chtodzenie

04 crt C2JI N ENDO 410
- . - - 5 -154 cr1 ce IIn ENDO
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Fig.11.9. Krzywe DSC zarejestrowane z szybkosciq 10°C/min dla a) HePC; b) OcPC; ¢)ErPC;

Dla kazdego z badanych APCs zaréwno podczas grzania jak i chlodzenia
widoczne sg piki, zwigzane z przejsciami fazowymi. Dla dwoéch pierwszych
syntetycznych lipidow antynowotworowych HePC i OcPC podczas grzania pojawiaja
sie wyrazne, pojedyncze piki w temperaturach 102°C i 108'C (odpowiednio dla HePC i
OcPC). Piki te zwigzane sa z przejSciem fazowym pomiedzy faza krystaliczng (Cr2), a
faza nematyczna (N). Dla ErPC podczas grzania obserwuje si¢ natomiast pik podwaéjny
(temp. 12°C (Cr1-Cr2) i 23,5 'C (Cr2-N)). Podczas chiodzenia dla wszystkich trzech
badanych préobek obserwowane piki sa pojedyncze. Temperatury przejs¢ okreslone w
oparciu o przebieg powyzszych krzywych oraz zmiany entalpii wyliczone na podstawie

zaleznosci opisanej réwnaniem:

AH = [— AT (IL1)
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gdzie2Q jest r6znicg mocy cieplnej dostarczanej do probki i odnosnika, a

At

At
— jest stalg,
AT

zadang szybkoscig zmian temperatury (Wrébel i Marzec, 2006) prezentuje ponizsza

tabela.
Temperatura przejécia [°C] Zmiana
No. poczatek srodek koniec entalpii AH
[k]/mol]
Grzanie 1 52 9,6 13,5 1,25
2 58,9 61,7 64,2 1,28
) 3 71,0 71,2 71,7 0,17
B 4 100,4 103,6 105,8 32,70
e Chlodzenie 1 82,1 80,7 79,1 36,94
2 48,7 43,5 42,3 0,64
3 3,0 3,3 -0,6 0,67
Temperatura przejscia [°C] Zmiana
No. poczatek srodek koniec entalpii AH
[k]/mol]
Grzanie 1 91 18,7 27,1 3,13
¢ 2 105,3 108,1 109,8 61,95
S Chtodzenie 1 91,5 90,2 89,0 60,96
2 28,5 15,7 10,5 2,52
Temperatura przejécia [°C] Zmiana
No. poczatek srodek koniec entalpii AH
[k]/mol]
Grzanie 1 -3,7 2,9 -1,3 0,36
2 15,5 18,0 19,5 32,12
o 3 21,1 23,6 25,2
s Chlodzenie 1 7,9 59 2,7 28,28
2 10,5 12,1 13,4 0,68
3 -19,3 -20,0 -20,7 0,49

Tab. I1.2. Temperatury przejs¢ fazowych i zmiany entalpii dla badanych APCs

Jak widaé z powyzszych obliczerr temperatury przejscia podczas chlodzenia

sa przesuniete w kierunku nizszych temperatur. Zachowanie takie jest typowe dla

substancji wykazujacych wiasciwosci cieklokrystaliczne.
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I1.3. Indukcja apoptozy przez APCs - badania na materiale biologicznym

W dalszym etapie pracy doswiadczalnej sprawdzono zdolnos¢ APCs do indukcji
apoptozy w komoérkach nowotworowych. W tym celu komérki linii raka prostaty Du145
inkubowano z lekami w stezeniu 12,5 pM, 25 pM oraz 50 pM przez 24 i 48 godzin. Do
oceny skutecznoéci dzialania APCs zastosowano detekcje komoérek apoptycznych i
nekrotycznych za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. W tym celu komorki zostaty
wybarwione aneksyna V i jodkiem propidyny. Przykladowe zdjecia z mikroskopu

fluorescencyjnego prezentuje rysunek:

| --

b)

12,5 uM 25 UM 50 pM

Rys. 11.10. Przyktadowe zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego komdrek linii raka prostaty Dul45; a) od
lewej: komorki w Swietle przechodzgcym, jadra komorek wybarwione jodkiem propidyny; komorki
nekrotyczne i apoptyczne (na czerwono widaé wybarwione jodkiem propidyny jadra, na zielono widoczna
jest wybarwiona aneksyng V blona komorkowa) b) 48h inkubacja z lekami

HePC

OcPC

ErPC
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Zastosowanie testu aneksyna V/jodek propidyny dato mozliwo$¢ rozréznienia 4
populacji komorek: komoérek zywych, niebarwiacych sie zadnym z odczynnikéw,
komoérek nekrotycznych barwigcych sie jedynie jodkiem propidyny (komoérki
wyswiecajace na czerwono), komérek we wczesnym stadium apoptozy (komorki
wys$wiecajace na zielono) oraz komorek w péznej fazie apoptozy (komorki wyswiecajace

jednoczesnie oboma znacznikami).

Z kazdego obrazu zliczono ilos¢ komoérek apoptycznych oraz nekrotycznych i
znormalizowano wzgledem catkowitej liczby komoérek. Wyniki w formie wykreséow
stupkowych w zaleznosci od dawki i czasu inkubacji przedstawiono ponizej (rys. I1.11).
Jako kalibrator zastosowano hodowle kontrolng (komoérki nie traktowane zadnym
lekiem) oraz tzw. kontrole pozytywna (komoérki inkubowane ze staurosporyng -
antybiotykiem stosowanym powszechnie jako inicjator apoptozy). Wartosci zmiennych
pomiedzy grupami poréwnywano stosujac test Manna-Whitney’a zastosowano test U
Manna - Whitneya (Mann i Whitney, 1947). Test ten nalezy do grupy testow
nieparametrycznych i stosowany jest zazwyczaj wtedy gdy zmienna zalezna nie spetnia
zalozen zwigzanych z normalnoscia rozkladu. Test U Manna - Whitneya weryfikuje
hipoteze o nieistotnosci r6znic pomiedzy medianami analizowanej zmiennej w dwéch
populacjach, przy zalozeniu, ze rozklady zmiennej sa sobie bliskie. Analize statystyczna
na poziomie istotnosci p=0,05 przeprowadzono przy pomocy programu STATISTICA
wersja 8.0.

Jak wida¢ na ponizszych wykresach (rys. 111 a, b, ¢) w prébce kontrolnej
populacja komoérek apoptycznych i nekrotycznych po 24 h jest niewielka (% liczby
komoérek < 5). Dodatek leku powoduje wyrazny wzrost liczby komoérek apoptycznych,
przy stosunkowo nieduzym procencie komoérek w stadium nekrozy. W przypadku
najmniejszego stezenia leku 12,5 pM dla wszystkich trzech badanych alkilofosfocholin
wyniki sg poréwnywalne: nekroza na poziomie 5 %, wczesna apoptoza 20 - 25%, p6éZna
apoptoza ok. 14 %. Dwukrotne zwigkszenie dawki OcPC i ErPC powoduje wzrost liczby
komoérek w péznym stadium apoptozy (apoptoza + nekroza), natomiast liczba komérek
apoptycznych zmienia sie nieznacznie. W przypadku ErPC wzrasta za to liczba komoérek
na szlaku nekrozy. Dla HePC obserwuje si¢ wzrost liczby komoérek apoptycznych oraz
spadek liczby w péZnym stadium apoptozy. W przypadku tych dwéch stezert indukcja

apoptozy jest nizsza niz dla prébki inkubowanej ze staurosporyna. Inkubacja komoérek
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przez 24 godziny z najwyzszym stezeniem lekéw - 50 pM- powoduje z kolei wyrazny

wzrost liczby komérek apoptycznych, widoczny w szczego6lnosci dla ExrPC.
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Rys. I1. 11. Procentowa ilos¢ nekrotycznych i apoptotycznych komorek linii Dul45 inkubowanych z APCs
przez 24 h (a, b, c) oraz 48 h (d, e, f) dla réznych stezen lekow; na wykresach umieszczono ponadto wyniki
dla grupy kontrolnej, nie traktowanej lekami (kontrola) oraz komdrek inkubowanych ze staurosporyng;
otrzymane wyniki w stosunku do grupy kontrolnej uznano za istotne statystycznie na poziomie istotnosci
p<0.05
W przypadku dluzszego czasu inkubacji 48 h - (rys. IL.11. d,ef) dla grupy kontrolnej
obserwuje sie niewielki wzrost populacji komoérek apoptycznych i nekrotycznych w
odniesieniu do 24 h czasu inkubacji. Dla komoérek traktowanych APCs widoczny jest
duzy wzrost ilosci komoérek, u ktérych zostal aktywowany proces programowanej
$mierci (zarowno tych we wczesnym jak i péZznym stadium apoptozy). Dla dwoéch

wyzszych stezen lekéw ich liczba waha sie¢ w granicach: wczesna apoptoza - 30 %

wszystkich komérek, pézna faza apoptozy - 23% - 29 % dla stezenia 25 pM, oraz 36-40 %
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wczesna apoptoza i 25% - 30 % pdzna faza apoptozy dla stezenia 50 pM. Wzrasta tez
iloé¢ komorek nekrotycznych. Wszystkie wyniki otrzymane dla danych stezen
poszczegolnych lekéw oraz przy réznych czasach inkubacji w stosunku do grupy
kontrolnej sa znamienne statystyczne na poziomie istotnosci p=0,05. Stwierdzono
ponadto zaleznoé¢ umieralnosci komoérek na drodze apoptozy w zaleznosci od rodzaju
leku oraz jego dawki. Dla najwyzszych stezerr leku uzyskano istotnie statystycznie

korelacje pomiedzy analizowanymi grupami dla dwéch réznych czaséw (24h i 48h).



Czesc doswiadczalna: Monowarstwy Langmuira utworzone przez APCs

I1.4. Badania monowarstw Langmuira

W rozdziale tym zostang zaprezentowane wyniki badan przeprowadzonych z
uzyciem wagi Langmuira dla badanych APCs: HePC, OcPC oraz ErPC. Eksperymenty
rozpoczeto od zarejestrowania dla kazdego z wyzej wymienionych zwigzkéw izoterm
m-A oraz krzywych AV-A (obrazujacych zmiany potencjalu powierzchniowego), a
nastepnie przeprowadzono szczegélowa charakterystyke filmow tworzonych przez
ErPC pod wplywem réznych czynnikéw eksperymentalnych. Dla HePC podobne
eksperymenty zostaly przeprowadzone juz wczesniej i dokladnie opisane w pracy Rey-
Gomez-Serranillos (2004). W kolejnym etapie zarejestrowano izotermy dla badanych

APCs w uktadach dwu - i tréjsktadnikowych.

I1.4.1. Charakterystyka monowarstw Langmuira utworzonych przez badane
APCs

I1.4.1.1. Izotermy n-A

Przebieg izoterm m-A zarejestrowanych dla czystych APCs na swobodnej
powierzchni wody (pH=5,6) w temperaturze 20°C oraz zalezno$¢ Cs! () przedstawia

rysunek I1.12.

HePC
0cPC
801 —ErPc

0 10 20 30 40 50
n [MN/m]

Rys.I1.12. Izotermy monowarstw badanych alkilofosfocholin: HePC, OcPC i ErPC zarejestrowane w
temperaturze 20°C na swobodnej powierzchni wody (pH=5,6) oraz obliczone na ich podstawie moduty
scisliwosci Cs™ w funkcji ciSnienia powierzchniowego 7.
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Przebieg izoterm dla badanych zwigzkéw jest podobny: obserwuje sie
systematyczny wzrost wartosci ciSnienia powierzchniowego podczas kompresji
monowarstw, az do momentu ich zalamania. Izotermy r6znig sie¢ natomiast wartoscia
powierzchni, przy ktérej nastepuje wzrost ciSnienia powyzej wartosci zero (punkt ,lift-
off’), wartosécia graniczng powierzchni Ao oraz wartoscia ciénienia kolapsu .
Obliczone maksymalne moduly Scisliwosci Cs? zgadzaja si¢ z wynikami otrzymanymi
przez innych autoréw (dla HePC: Rey-Gomez-Serranillos i wsp., 2004) i wskazuja na
ciekly stan monowarstw utworzonych przez czasteczki OcPC (Cslmax = 63 mN/m) i
ErPC (Cslmax = 78 mN/m), oraz stan ciekly rozprezony filmu utworzonego przez HePC
(Cslmax = 41 mN/m). Analizujac przebieg izoterm m-A latwo zauwazy¢, iz wraz ze
wzrostem dlugosci czesci hydrofobowej molekuty, monowarstwy wykazuja wieksza
stabilnos¢, przejawiajacq sie we wzroscie wartosci m.n . Wraz ze wzrostem dlugosci
hydrofobowego taficucha rosng tez wartosci maksymalnych moduléw Scisliwosci,
wskazujac na wieksze upakowanie czgsteczek w monowarstwie. Efekt ten, nazywany
efektem kondensacji, zostal opisany w pracy (Mifiones i wsp., 1981). Parametry

charakterystyczne dla izoterm s-A utworzonych z badanych APCs prezentuje tabela I1.3.

Parametr Ao Teoll Aconn Cslinax Stan
[AZ/ czast.] [mN/m] [AZ/ czast.] [mN/m]
HePC 79 34 32 41 L1
w
@)
g OcPC 68 38 28 63 L
ErPC 78 44 40 78 L

Tab.11.3. Parametry izoterm badanych APCs

I1.4.1.2. Krzywe AV-A

Na podstawie zarejestrowanych krzywych AV-A wyznaczono korzystajac z
modelu Helmholtza wzgledny moment dipolowy czasteczek (Dynarowicz-tatka i wsp.,
2001). W modelu tym zaklada sie, ze

AV = S (I1.2)

Acge
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gdzie u jest wertykalna skladowa wektora momentu dipolowego, €, &0 przenikalnoscia
dielektryczng odpowiednio monowarstwy i prézni. Jako, ze wystepujaca w réwnaniu
przenikalnoé¢ dielektryczna monowarstwy nie jest znana, a ponadto zmienia sie

podczas sprezania filmu, wprowadza sie pojecie wzglednego momentu dipolowego

Hy

Uy, = (IL.3)

&

Krzywe AV-A oraz zaleznos$¢ wzglednego momentu dipolowego w funkgji

powierzchni przypadajacej na czasteczke ( ua-A) ilustruje ponizszy rysunek:

. a) 250 b)

| =——AV-A
pa-A

100 120 140 20 40 60 100 120 140

20 40 6‘0

80 80
Alczast. A’lczast.

1=——av-A
p-A
20 4b éO 8’0 160 150 1110
Alczast.
Rys.11.13. Krzywe AV-A i ya-A monowarstw badanych alkilofosfocholin: HePC, OcPC oraz ErPC
zarejestrowane w temperaturze 20°C

Dla kazdego z badanych zwigzkéw potencjal powierzchniowy zaczyna rosna¢
przy wiekszych powierzchniach przypadajacych na czasteczke niz ci$nienie
powierzchniowe (odczytane z izoterm 11-A). Wzrost potencjatu nastepuje systematycznie
osiggajac maksymalna wartos¢ ok. 190 mV dla HePC, 200 mV dla OcPC oraz 180 mV dla
ErPC dla odpowiednich wartoéci powierzchni: ok. 39 AZ/ czasteczke, 37 AZ/ czasteczke i
42 A2/czasteczke. Wzgledny moment dipolowy czasteczek APCs, podobnie jak ich
potencjal powierzchniowy, roénie stopniowo w miare kompresji monowarstwy osiagajac
maksimum przy wartosci ok. 220 mD dla HePC, 215 mD dla OcPC oraz 220 mD dla

HePC, dla wartosci powierzchni przy ktérych dana monowarstwa ulega zatamaniu.
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I1.4.2. Szczeg6lowa charakterystyka monowarstw tworzonych przez ErPC

W celu przeprowadzenia charakterystyki filméw tworzonych przez ErPC
wykonano szereg doswiadczeni, w ktérych modyfikowano warunki eksperymentu, m.in.
szybkos¢ kompresji, temperature i pH subfazy, a takze ilos¢ czasteczek naniesionych na

powierzchnie fazy nosnej.

W pierwszej kolejnosci zbadano wplyw szybkosci kompresji monowarstw
tworzonych przez czasteczki ErPC na ksztalt izoterm oraz na upakowanie filmu. Rys.
I1.14 przedstawia izotermy zarejestrowane na swobodnej powierzchni wody
(pH 5,6) w temperaturze 20°C wraz z zaleznoscia Cs! (1) dla szybkosci kompresji

wynoszacych kolejno 20 cm2/min, 50 cm2/min i 100 cm?2/min.

50 100 _
v=20 cm’/min f—— v=20 cmz/min
=! ? v=50 cm’/min
407 :jgoc ?,,:;:L:n 80+ v=100 cm’/min| ) /\
€
304 60,
‘= ~
E g
Z 20 E.0l
5 e
104 O
) 20
O 4
20 40 60 280 100 120 140 0 10 20 30 40 50
A[A/czast ] 7 [mN/m]

Rys. 11.14. Izotermy monowarstw ErPC zarejestrowane w temperaturze 20°C przy trzech szybkosciach
kompresji: 10 cm?/min, 50 cm?/min, 100 cm?/min oraz obliczone na ich podstawie moduty Scisliwosci Cs
w funkcji ciSnienia powierzchniowego .

Przedstawione powyzej wyniki badant wskazuja na brak znaczacego wplywu
szybkosci sprezania monowarstw na ich upakowanie oraz ksztalt izoterm. Tylko dla 20
cm?/min obserwuje si¢ nieznaczne przesuniecie izotermy w strone mniejszych

powierzchni.

Dodatkowo przeprowadzono eksperyment, gdzie w kazdym kolejnym pomiarze,
wydluzano czas, jaki uptynat od chwili naniesienia na powierzchnie subfazy czasteczek
do chwili zainicjowania kompresji monowarstwy. Czasy te wynosity odpowiednio 5

min, 10 min oraz 25 min. Wyniki przedstawia rys. I1.15:
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50 100 -
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Rys.I1.15. Izotermy monowarstw ErPC zarejestrowane w temperaturze 20°C przy roznych czasach jakie
uptynety od naniesienia roztworu na powierzchnie subfazy do chwili inicjacji sprezania : 5 minut, 10
minut, 25 minut oraz obliczone na ich podstawie moduty Scisliwosci Cs w funkcji cisnienia
powierzchniowego .

Przedstawione na rys. I1.15. wyniki dowodza braku istotnego wplywu czasu, jaki
uplynat od momentu naniesienia roztworu na powierzchnie swobodng a kompresja, na
przebieg izotermy m-A. Przeprowadzone eksperymenty dowodza stabilnosci

monowarstw utworzonych z czasteczek ErPC na swobodnej powierzchni wody.

Opierajac si¢ na powyzszych wynikach, wykonujac dalsze pomiary z udzialem
ErPC, po naniesieniu roztworu na powierzchnie subfazy odczekiwano standardowo 10
minut przed rozpoczeciem sprezania monowarstwy, a monowarstwe kompresowano z

szybkoscig 50 cm?2/min.

W  nastepnym etapie zbadano, czy ilo$¢ roztworu badanego zwiazku
nanoszonego na powierzchnie fazy noénej - a co za tym idzie gestos¢ powierzchniowa
czasteczek ErPC na powierzchni - ma wplyw na ksztalt i polozenie izoterm, oraz
upakowanie tworzonych przez nia monowarstw. Wyniki eksperymentu przedstawia

rys. I1.16.
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— 110l — 1104l
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Rys.I1.16. Izotermy monowarstw ErPC zarejestrowane w temperaturze 20°C dla réznych ilosci roztworu
naniesionego na powierzchnie subfazy oraz obliczone na ich podstawie moduty scisliwosci Cs™ w funkcji
cisnienia powierzchniowego Jr.
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Z danych otrzymanych podczas badarn jednoznacznie wynika, iz ilo$¢ czastek

nanoszonych na powierzchnie fazy nosnej nie wptywa na potozenie i przebieg izoterm.

Nastepnie zbadano zaleznosci temperaturowe dla monowarstw ErPC. Izotermy
zarejestrowane na wodzie wraz z zaleznoscia Cs'(7) dla trzech réznych temperatur:

10°C, 20°C oraz 30°C przedstawia rys. I1.17.:

50 100
—10°C —10C
40 20°C g0 ——20°C
—30°C —30°C
301 —604
3 £
= =
=2 20+ Z . ,
E Ev S
& 101 s
O 20
O 4
; ; ; ; ; 0 ; ; ; ;
20 40 60 80 100 120 140 0 10 20 30 40 50
A[A%lczast ] 7 [MN/m]

Rys.I1.17. Izotermy monowarstw ErPC zarejestrowane w temperaturach 10°C, 20°C i 30°C oraz
obliczone na ich podstawie moduty scisliwosci Cs™ w funkcji cisnienia powierzchniowego .

Analiza powyzszych wykresow wskazuje, Ze zmiana temperatury subfazy w zakresie od
10°C do 30°C praktycznie nie wplywa na przebieg izoterm. Wylacznie dla temperatury
10°C wida¢ nieznaczne przesuniecie izotermy w strone mniejszych powierzchni
przypadajacych na czasteczke w monowarstwie, chociaz przebieg izotermy pozostaje
taki sam jak w przypadku wyzszych temperatur fazy nosnej. Krzywe moduléw
Scisliwosci w funkgji ci$nienia powierzchniowego nie wykazuja zmian w upakowaniu
monowarstw pod wplywem temperatury. Parametrem, ktéry zmienia sie nieznacznie
wraz z temperaturg jest ciénienie kolapsu, ktére najwyzsza wartos¢ 44 mN/m osiaga dla
temperatury subfazy 10°C, a wraz z jej podwyzszaniem maleje osiagajac przy 30°C
wartoé¢ 41 mN/m. Spadek wartosci mon  $wiadczy o zmniejszeniu stabilnosci
monowarstw tworzonych przez ErPC, pod wplywem wzrastajacej temperatury fazy

nosne;j.

W Kkolejnym etapie rejestrowano izotermy w temperaturze 20°C na subfazach o

pH z zakresu 3-9 (rys. 11.18).
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Rys.I1.18. Izotermy monowarstw erucylfosfocholiny (ErPC) zarejestrowane w temperaturze 20°C dla
roznych wartosci pH fazy nosnej (pH3, pHb5,6 , pH6 i pHI) oraz obliczone na ich podstawie moduty
scisliwosci Cs™ w funkcji cisnienia powierzchniowego .

Na podstawie powyzszych wykresow mozna stwierdzi¢, iz pH subfazy w zakresie od 3
do 9 nie ma wplywu na ksztalt i przebieg izoterm. Oznacza to, ze czasteczki ErPC
wystepuja w formie amfijonéw. Niewielkie réznice wida¢ jedynie w upakowaniu
monowarstw, o czym $wiadcza ré6zne maksymalne wartosci Cs?! dla poszczegdlnych

wartosci pH, jednakze stan fizyczny monowarstw (ciekly) pozostaje bez zmian.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, iz ErPC tworzy stabilne monowarstwy
na powierzchni faz woda/powietrze. Aby ostatecznie potwierdzi¢ stabilnos¢ filméw
tworzonych przez badany zwiazek przeprowadzono kolejny eksperyment.
Monowarstwy kompresowano do okreslonej wartosci ci$nienia powierzchniowego (10
mN/m, 20 mN/m i 30 mN/m) i utrzymujac je podczas pomiaru na stalym poziomie
badano zmiany powierzchni przypadajacej na czasteczke w funkcji czasu. Wyniki

eksperymentu prezentuje rys. 11.19.
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Rys. I1.19. Stabilnosé dla monowarstw EvrPC zarejestrowanych w temperaturze 20°C dla cisnieri
powierzchniowych wynoszgcych odpowiednio: 10 mN/m, 20 mN/m oraz 30 mN/m
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Dla trzech wybranych ci$niefi nie obserwuje sie strat w powierzchni przypadajacej na
czasteczke, co jest kolejnym dowodem potwierdzajacym duza stabilnos¢ filmow

tworzonych przez czasteczki ErPC.

W celu wizualizacji powierzchni monowarstw Langmuira tworzonych przez
ErPC uzyto mikroskopu kata Brewstera (BAM). Zdjecia BAM wykonane podczas catego
procesu kompresji filmu na wodzie (pH 5.6) w temperaturze 20°C pokazuja catkowita
homogenicznoé¢ monowarstw. Przykladowy obraz z mikroskopu kata Brewstera

prezentuje rys. I1.20.

Rys. 11.20. Obraz powierzchni warstwy ErPC uzyskany przy uzyciu mikroskopu kqta Brewstera.
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I1.4.3. Mieszaniny APCs z lipidami blonowymi

W kolejnych seriach eksperymentéw zbadano monowarstwy utworzone przez
czgsteczki badanych APCs w mieszaninach z wybranymi lipidami blonowymi: Chol,
DPPC, POPC, Sph oraz GM;. Badania mialy na celu sprawdzenie wplywu, jaki na
wlasnosci monowarstw oraz wzajemne oddzialywanie ich skladnikéw ma diugosc
hydrofobowego taficucha w czasteczkach badanych lipidéow antynowotworowych (C16,
C18 oraz C22 odpowiednio dla HePC, OCPc oraz ErPC) oraz obecno$¢ podwojnego
wigzania (ErPC). W tym celu, z roztworéw wyjéciowych APCs i wyzej wymienionych
lipidéw, sporzadzono mieszaniny o utamkach molowych APCs (Xarcs) wynoszacych 0,1;
0,3; 0,5; 0,7 oraz 0,9. Dla kazdej z mieszanin zarejestrowano izotermy n-A w temperaturze
20£1°C, stosujac jako faze nosna wode redestylowang. Monowarstwy sprezano z
szybkoscia 50 cm2/min. Na podstawie izoterm m-A korzystajac z zaleznosci okreslonej
réwnaniem (1.20) wyliczono moduly Scisliwosci. Mieszalnoé¢ sktadnikow badano na
podstawie zmian ci$nienia kolapsu. Oddzialywania pomiedzy czasteczkami w
monowarstwach analizowano w sposob jakosciowy i ilosciowy. Analize jakosciowa
przeprowadzono w oparciu o regule addytywnosci. W tym celu z wykreséw izoterm 7-
A odczytano $rednia powierzchnie przypadajaca na czasteczke w filmie A1x (A1), a
wyniki przedstawiono w funkci ulamkéw molowych Xarcs. Linig przerywana
zaznaczono prosta opisana réwnaniem (1.22). Prosta ta przedstawia sytuacje, w ktorej
skladniki mieszaja sie idealnie lub nie mieszajg sie w ogoéle. Odstepstwa od liniowosci
wskazuja na nieidealng mieszalnoé¢ skladnikéw. Analize ilodciowa oddzialywan
pomiedzy badanymi lipidami antynowotworowymi a lipidami blonowymi dokonano
opierajac sie¢ na zmianach nadmiarowej entalpii swobodnej mieszania, AGex, danej
rownaniem (1.26) w funkcji skladu monowarstwy. Wartoé¢ zmian nadmiarowej
swobodnej entalpii mieszania AGex §wiadczy o termodynamicznej stabilnosci uktadu.
Srednig powierzchnie mieszania oraz zmiany nadmiarowej swobodnej entalpii
mieszania AGe«  wyznaczono dla trzech wybranych wartoéci ci$nienia

powierzchniowego (10 mN/m, 20 mN/m oraz 30 mN/m).
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I1.4.3.1. Monowarstwy mieszane APCs z cholesterolem

Wyniki badann w postaci izoterm 7-A zarejestrowanych dla monowarstw mieszanych

HePC, OcPC i ErPC z cholesterolem przedstawia rys. I1.21.

Rys.I1.21. Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z cholesterolem zarejestrowane w
temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Analiza powyzszych wykreséw wskazuje na podobne zachowanie sie czasteczek
w monowarstwach mieszanych utworzonych przez wszystkie trzy badane syntetyczne
lipidy antynowotworowe i cholesterol. Izoterma dla frakcji molowej Xapcs = 0,1 w
kazdym z przypadkéw ma przebieg bardzo podobny do izotermy czystego cholesterolu,
natomiast izotermy zarejestrowane dla ulamkéw molowych Xaprcs = 0,3 i Xaprcs = 0,5
charakteryzuja sie mniejszym nachyleniem oraz przesunieciem punktu , lift-off” w strone
mniejszych powierzchni przypadajacych na czasteczke w odniesieniu do izotermy
czystego sterolu. Dla mieszanin o utamku molowym Xarcs > 0,5 przebieg izoterm staje

sie podobny do izoterm zarejestrowanych dla czystych APCs. Dodatkowych informacji
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dostarcza analiza wartoéci cisnienia powierzchniowego, przy ktérych monowarstwy
ulegaja zalamaniu. Zaréwno dla ukladéw zawierajacych HePC, jaki i OcPC wartosé
ci$nienia kolapsu rosnie w zakresie utamkéw molowych APCs od 0,1 do 0,5, natomiast
dla filmow bogatszych w syntetyczne lipidy antynowotworowe (Xuerc,ocrc = 0,7) wartosé
ciSnienia zalamania monowarstw pozostaje stala, wskazujagc na brak mieszalnosci
sktadnikéw (Gains, 1966; Dynarowicz-tatka i Kita, 1999). Dla utamka molowego Xocpc =
0,7 obserwuje sie dwa kolapsy. Pierwszy z nich wystepuje dla ci$nienia
powierzchniowego zblizonego do wartosci kolapsu dla czystej OcPC i moze $wiadczy¢ o
jej usuwaniu z mieszanej monowarstwy (jako skladnika mniej stabilnego), drugi
natomiast wystepuje przy ci$nieniu podwyzszonym (ok. 53 mN/m) w stosunku do
cidnienia zalamania czystego sterolu. Wystepowania dwoch kolapséw mozna
spodziewac sie takze w przebiegu izoterm dla frakcji molowej Xocrc = 0,9. Brak drugiego
kolapsu w przebiegu izotermy zarejestrowanej dla tej mieszaniny wynika
prawdopodobnie ze zbyt malej wartoéci powierzchni przypadajacej na czasteczke w
monowarstwie, przy ktérej nastepuje zalamanie i jest konsekwencja niewystarczajacego
zasiegu barierki stosowanej wagi Langmuira. Obecno$¢ dwoéch wartoéci ci$nienia
zalamania jest dodatkowym dowodem na brak mieszalnosci sktadnikéow w
monowarstwach bogatych w OcPC. Powyzsza analiza pozwala stwierdzi¢, iz wzajemna
mieszalnos¢ w ukladach HePC/Chol i OcPC/Chol S$cisle zalezy od skladu
monowarstwy: dla filméw bogatych w cholesterol obserwuje sie¢ mieszalnoé¢ ich
skltadnikéw, natomiast dla filméw ubogich w ten sterol nastepuje separacja faz powyzej
ci$nienia pierwszego zalamania monowarstwy. W przypadku trzeciego z badanych
ukltadow - ErPC/Chol - trudno na podstawie wartosci ciSnienia zalamania
jednoznacznie okredli¢ mieszalnos$¢ skladnikéw w utworzonych filmach. Wynika to z
bardzo zblizonych wartosci ci$nienia kolapsu monowarstw utworzonych zaréwno przez
pojedyncze skladniki (ErPC, Chol), jak i ich mieszaniny. Przebieg i polozenie izoterm
wskazuje jednak na to, ze skladniki mieszaja si¢ w calym zakresie utamkéw molowych,
jednak potwierdzenie tej hipotezy wymaga dodatkowej analizy termodynamicznej

oddziatywan pomiedzy sktadnikami badanego ukladu.

Wykresy moduléw Scisliwoéci w  funkcji ciSnienia powierzchniowego

przedstawiono na rys. I1.22.:
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Rys.11.22. Przebieg krzywych Cs(n) dla monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z
cholesterolem zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Najwieksze wartosci moduléw Scisliwosci odpowiadajace na wykresie

maksimum funkcji ¢ [*(z) charakteryzuja monowarstwy czystego cholesterolu (c ;"
~1000 mN/m) oraz mieszanin o utamkach molowych Xapcs =0,1-0,3 (¢ ;" ~500 -700

mN/m) i $wiadcza o tym, iz monowarstwy te znajduja si¢ w fazie skondensowanej.
Mieszaniny zawierajace Xarc = 0,7 tworza natomiast monowarstwy o charakterze

ciektym (c;* =~ <120 mN/m).

Srednie  powierzchnie przypadajace na czasteczke w  mieszanych
monowarstwach (A1) w funkcji sktadu monowarstwy dla kazdego z trzech badanych

uktadéw HePC/Chol, OcPC/Chol i ErPC/Chol przedstawiono na rys. I1.23.
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Rys. 11.23. Wykresy zaleznosci A12(Xarcs) dla systeméow a) HePC/Chol, b) OcPC/Chol oraz c) ErPC/Chol

Znaczne odstepstwa od liniowosci widoczne sa dla kazdego z badanych uktadéw
niemal w calym zakresie badanych utamkéw molowych. Dla frakcji molowych Xapcs od
0,3 do 0,9 wartosci A uzyskane podczas eksperymentu leza ponizej prostych
przedstawiajacych stan idealny (linia przerywana), $wiadczac o nieidealnym mieszaniu
sie skladnikéw i przyciggajacym charakterze oddzialywann pomiedzy nimi w
utworzonych filmach. Jedynie dla Xaprcs = 0,1 obserwuje si¢ nieznaczne odchylenia od
liniowosci w kierunku wyzszych powierzchni w stosunku do stanu idealnego.
Odstepstwo od liniowosci jest jednak bardzo niewielkie i sugeruje wystepowanie bardzo
stabych oddzialywann pomiedzy komponentami monowarstwy. Dla ukladéw
HePC/Chol i OcPC/Chol najsilniejsze oddzialywania wystepuja dla monowarstw o

utamku molowym Xapcs= 0,5.

Ilosciowej analizy oddzialywani pomiedzy skladnikami w mieszanych filmach
dokonano na podstawie obliczeri zmian nadmiarowej swobodnej entalpii mieszania
AGex Uzyskane wyniki AGex w funkcji ulamkéw molowych badanych syntetycznych

lipidéw nowotworowych przedstawiono na rys. 11.24.
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Rys.I1.24. Wykresy zaleznosci AGex = f(Xapcs) dla systemow a) HePC/Chol, b) OcPC/Chol oraz c)
ErPC/Chol w temperaturze 20°C

Ujemne warto$ci funkcji AGex<(Xapcs) w  zakresie badanych ci$niefi
powierzchniowych $wiadcza o istnieniu przyciggajacych oddzialywan pomiedzy
czgsteczkami APCs a cholesterolem. Utworzone monowarstwy charakteryzuja sie duza
stabilnoscia. Jedynie dla frakcji molowej Xapc = 0,1, oddzialywania sg stosunkowo stabe,
a dla ukfadu ErPC/Chol przyjmuja wartosci dodatnie (jednakze bliskie zeru). Wyniki te
potwierdzaja hipoteze o stabych oddzialywaniach miedzy czasteczkami w filmie o
ulamku molowym Xapcs = 0,1 wysunieta podczas analizy S$redniej powierzchni
mieszania przypadajacej na czasteczke w filmie (A1). Stabilno$¢ monowarstw silnie
zalezy od ci$nienia powierzchniowego i ro$nie wraz z jego wzrostem. Minima w
przebiegu funkcji AGex<(Xapcs) obrazujace najsilniejsze oddzialywania pomiedzy
skladnikami w monowarstwach moga sSwiadczy¢ o tworzeniu sie kompleksow
powierzchniowych APCs-cholesterol. Tworzenie tego typu kompleksoéw przez sktadniki

filméw mieszanych zostalo zaproponowane przez innych autoréw w celu
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zinterpretowania pojawiajacych sie w przebiegu zaleznodci AGex<(Xapcs) minimoéw
obserwowanych dla danego skladu monowarstwy (Gong i wsp., 2002; Seoane i wsp.,
1998). Dla uktadéow HePC/Chol i OcPC/Chol minimalne wartosci AGex osiagaja
mieszaniny o skladzie 1:1, natomiast w przypadku ukladu ErPC/Chol nie obserwuje
sie  wyraznego minimum. Uklad ten wydaje sie¢ by¢ najbardziej

stabilny termodynamicznie (najnizsze wartosci AGexe)

I1.4.3.2. Monowarstwy mieszane APCs z DPPC

W kolejnym etapie zbadano oddzialywania pomiedzy czasteczkami APCs, a
czgsteczkami DPPC w monowarstwach utworzonych na wodzie w temperaturze 20°C.

Izotermy zarejestrowane podczas eksperymentu prezentuje rys. I1.25.:

Rys.11.25. Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z DPPC zarejestrowane w
temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Na podstawie przebiegu izoterm 7-A mozna zauwazy¢, ze wraz ze zwigkszeniem ilosci

APCs w filmach ksztalt rejestrowanych izoterm zmienia sie systematycznie od ksztattu

charakterystycznego dla czystego DPPC do wlasciwego dla czystych APCs. Wraz ze
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zwiekszeniem frakcji molowej APCs w monowarstwach skréceniu ulega obszar plateau
- typowy dla izotermy DPPC i zwigzany z przejéciem fazowym pomiedzy faza ciekla
rozprezona (Li), a ciekla skondensowana (L:). Obecnos¢ obszaru plateau mozna
zaobserwowaé wylacznie dla mieszanin o utamkach molowych Xapcs =0,1-0,3. Dla
monowarstw bogatszych w syntetyczne lipidy antynowotworowe obszar ten zanika
zupelnie. W przypadku ukladéw OcPC/DPPC oraz ErPC/DPPC wraz z zawarto$ciag
APCs w monowarstwie wzrasta warto$¢ ci$nienia powierzchniowego, przy ktérym
nastepuje wspomniane przejscie fazowe. Kolejng cecha charakterystyczng dla filméw
mieszanych Xuerc = 0,3-0,7; Xoeec = 0,3-0,5 oraz Xgpc = 0,3 jest obecnoéé¢ dwoch
kolapséw. Dla kazdej z mieszanin w badanych systemach dwuskladnikowych cisnienia
pierwszego kolapsu leza blisko ci$nienj, przy ktérych zatamaniu ulegaja filmy utworzone
przez czyste APCs, drugi kolaps odpowiada z kolei zalamaniu monowarstwy czystego
DPPC. Bazujac na regule faz mozna wnioskowad, ze tego typu zachowanie wskazuje na
niemieszalnoé¢ skladnikéw ukladu, wydalanie skiadnika mniej stabilnego z filmu i

utworzenie dwoéch odeseparowanych faz.

Zaleznosci Cs? () obliczone na podstawie powyzszych izoterm przedstawia rys.

I1.26.:
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Rys.11.26. Zaleznosé Cs? () Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z DPPC

zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)
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Ze zmian warto$ci maksymalnych modutéw Scisliwosci widaé, ze dodanie APCs
powoduje spadek upakowania tworzonych filméw. Przykladowo, maksymalna wartosé
modutu $cidliwosci dla DPPC wynosi ~ 300 mN/m, a w przypadku mieszanin o utamku
molowym Xapcs = 0,3 wartoé¢ ta spada o polowe (= 150 mN/m). W przebiegu
krzywych Cs1 (1) czystego fosfolipidu oraz frakcji molowych Xaprcs =0,1-0,3 obserwuje
sie obecnoé¢ dwoéch minimum. Pierwsze wynika z obecnosci obszaru plateau, drugie
zwigzane jest albo z usuwaniem czasteczek APCs z mieszanych filméw albo z kolapsem
APCs i wystepuje przy wartoéciach ciSnienia powierzchniowego, dla ktérych w

przebiegu izoterm 7-A obserwuje sie pierwszy kolaps.

Zaleznoé¢ éredniej powierzchni przypadajacej na czasteczke A w

monowarstwie w funkcji utamka molowego Xarcs ilustruje rys. 11.27.:
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Rys. 11.27. Wykresy zaleznosci A12(Xarcs) dla uktadow a) HePC/DPPC, b) OcPC/DPPC oraz c)
ErPC/DPPC w temperaturze 20°C

Przebieg funkcji opisujacej srednia powierzchnie przypadajacej na czasteczke Az
wyznaczong dla danych ci$niefi w kazdym z badanych ukladéw odbiega nieznacznie od
prostych okreslonych réwnaniem Ap = A;X;+A:X> (wykreslonych na powyzszych
wykresach liniami przerywanymi). Niewielkie odstepstwa od liniowosci $wiadcza o

matlej sile oddzialywan miedzy czasteczkami DPPC, a czasteczkami badanych lipidow
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antynowotworowych. Dla ukladéw HePC/DPPC oraz OcPC/DPPC $rednie
powierzchnie zajmowane przez czasteczke w mieszanej monowarstwie A sa wieksze
od powierzchni zajmowanych przez czasteczke w przypadku mieszanin idealnych badz
w przypadku zupelnego braku oddzialywan w calym zakresie badanych utamkow
molowych. Mozna zauwazy¢, iz wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego
przebieg krzywych A(X) zmienia si¢, a odstepstwa od liniowosci stajg si¢ coraz
mniejsze. W monowarstwach utworzonych przez czasteczki ErPC i DPPC $rednia
powierzchnia przypadajaca na czasteczke Ai, jest mniejsza niz w przypadku ukladu
idealnego prawie w calym zakresie badanych ci$nief i utamkéw molowych. Jedynie dla
Xgrpe = 0,1-0,3 przy ci$nieniu powierzchniowym réwnym m = 10 mN/m czasteczki

zajmuja powierzchnie wieksze niz te okreslone zaleznoscia (1.22).

Aby moc lepiej przeanalizowaé oddzialywania miedzy skladnikami w poszczegélnych
monowarstwach oraz ich termodynamiczng stabilnoé¢ - dla okreslonych ciénien
powierzchniowych - wyznaczono wartosci AGex i przedstawiono w funkcji utamkow

molowych APCs . Wyniki zaprezentowano na rys. I1.28.:
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Rys.I1.28. Whykresy zaleznosci AGex = f(Xapcs) dla systemow a) HePC/DPPC, b) OcPC/DPPC oraz c)
ErPC/DPPC w temperaturze 20°C

Dla dwoéch pierwszych ukladow wartosci AGex sg dodatnie. Wylacznie dla mieszanin

bogatych w HePC i OcPC (Xocrc -0,9 dla kazdego z rozpatrywanych cisnieti i Xperc = 0,7-
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0,9 dla mi=10mN/m) AGex przyjmuje wartosci ujemne, jednak bliskie zeru. Swiadczy to o
stabej termodynamicznej stabilnosci mieszanin i wskazuje na separacje faz w
utworzonych mieszanych monowarstwach. W przypadku ErPC AGex< przyjmuja
wartosci ujemne w calym zakresie badanych utamkéw molowych. Moze to $§wiadczy¢ o
tym, ze catkowity rozdzial faz dla tego ukladu nastepuje dopiero powyzej wartosci
ciénienia powierzchniowego pierwszego zalamania. Okreélenie wzajemnej mieszalnosci
pomiedzy molekutami ErPC i DPPC wymaga jednak zastosowania bardziej

zaawansowanych metod badawczych (BAM i GIXD).

II. 4.3.3.1. Mieszalno$¢ w ukladzie DPPC/ErPC - analiza BAM i GIXD

W  przebiegu izoterm zarejestrowanych dla monowarstw mieszanych
ErPC/DPPC ubogich w ErPC (Xgpc=0,1 i Xgpc=0,3) w obszarze wysokich ciénien
(powyzej 45 mN/m) widoczne sa obszary plateau. Na podstawie analizy przebiegu
izoterm zasugerowano, ze ich obecno$¢ moze by¢ wynikiem usuwania czasteczek
skladnika mniej stabilnego (ErPC) z filméw i $wiadczyé o niemieszaniu sie molekut
ErPC i DPPC w monowarstwie. Jednak analiza termodynamiczna (AGex (Xgrc)<0 w
przedziale ci$nienia powierzchniowego od 0 - 40 mN/m - rys. 11.28 - dla 40 mN/m dane
nie sa pokazane) wskazuje na istnienie oddzialywann o charakterze bardziej
przyciagajacym (lub mniej odpychajacym) w ukladzie mieszanym ErPC/DPPC w
poréwnaniu do interakcji w ukltadach jednosktadnikowych (ErPC/ErPC i DPPC/DPPC).
Aby zatem jednoznacznie okreéli¢ zachowanie sie czasteczek w mieszaninach
ErPC/DPPC i uzyska¢ lepszy wglad w strukture badanych filméw w obszarze
poprzedzajacym pierwszy kolaps, a takze zaraz po nim, przeprowadzono dodatkowe
badania, wykorzystujagc w tym celu mikroskopie BAM oraz technike rozproszeniowa
GIXD. W kazdym z przypadkéw analizowano monowarstwy skomprymowane do 30
mN/m (obszar ponizej wartosci kolapsu ErPC) oraz do 50 mN/m (obszar po kolapsie

ErPC).

W pierwszej kolejnoéci zarejestrowano obrazy BAM dla monowarstwy DPPC
oraz monowarstw mieszanych o utamkach molowych Xgrc: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7;
0,8, 0,9 przy wartosci ci$nienia powierzchniowego s = 30 mN/m. Wyniki
zaprezentowano na rys. I11.29. (dla ErPC (rys. I1.20) oraz monowarstw o duzym jej

stezeniu (Xerc=0,8 i 0,9) uzyskane obrazy byly catkowicie homogeniczne i nawet po
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kolapsie nie zaobserwowano zadnych struktur, w zwiazku z czym =zostaly tutaj

pominiete):
a b c d
e f g h
Rys. 11.29. Obrazy BAM zarejestrowane przy wartosci cisnienia powierzchniowego st = 30 mN/m: a)

DPPC; b) Xerec = 0,1; ¢) Xerpe = 0,2; d) Xerpe = 0,3; €) Xerpe = 0,4; f) Xepe = 0,5, ) Xerpe = 0,6, h) Xerpc
= 0,7 (bialy odcinek na zdjeciach odpowiada 100 pm)

Struktura monowarstw utworzonych przez DPPC zwizualizowana przy pomocy
BAM oraz mikroskopii fluorescencyjnej jest w literaturze szeroko opisana, a wyniki
uzyskane przy pomocy tych dwoéch technik sg ze sobg zgodne (McConlogue i Vanderlik,
1997). Pierwsze domeny o charakterystycznym wydluzonym ksztalcie (tzw. "asymetric
bean") pojawiajq sie przy ci$nieniu ok. 6 mN/m, czyli w rejonie koegzystencji dwoch faz.
Podczas dalszej kompresji ich rozmiar i liczba rosnie, domeny tacza sie ze sobg, a przy
30 mN/m obraz jest praktycznie homogeniczny (I1.29 a). Po dodaniu do monowarstwy
DPPC frakcji molowych Xgpc=0,1-0,2 na obrazach pojawiaja sie¢ duze domeny. Dla obu
tych utamkéw domeny maja podobng wielkosci, ale ich ksztalt r6zni sie: dla Xgpc=0,1
obserwuje sie wyrazng nieregularnos$é, natomiast dla Xgpc=0,2 domeny maja ksztalt
zblizony do eliptycznego. Wraz ze zwigkszaniem proporcji ErPC w monowarstwie
odleglosci miedzy domenami zwiekszaja sig, co Swiadczy o tym, ze coraz wieksza liczba
czasteczek zaangazowana jest w tworzenie fazy rozprezonej. Dla frakcji molowych ErPC
od 0,2 do 0,5 obserwuje si¢ stopniowe zmniejszanie napiecia liniowego i zmiane ksztaltu
domen na charakterystyczny rozgaleziony (tzw. "snow-flake-like") (rys IL. 29 f). Dla dwéch
kolejnych frakcji molowych Xgrc =0,6-0,7 liczba domen na jednostke powierzchni

znaczaco spada, a ich wielko$¢ maleje.

W dalszym etapie badann przeprowadzono eksperyment dyfrakeji
promieniowania  rentgenowskiego dla ErPC, DPPC oraz ich mieszanin

skompresowanych do ci$nienia 30 mN/m. Z uwagi na ciekly stan monowarstwy ErPC
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(Cstmax= 79 mN/m) oraz jej jednorodny obraz BAM watpliwe byto, aby rozpraszala ona
promieniowanie synchrotronowe. Rzeczywiscie, okazalo sie, ze zar6wno monowarstwa
ErPC jak i mieszanina ErPC/DPPC o najwyzszym stezeniu leku nie daly obrazu
dyfrakcyjnego. Zaskakujace okazalo sie jednak to, ze dla monowarstwy o najnizszym
stezeniu ErPC (Xgpc = 0,1) réwniez nie udato sie zaobserwowaé piku, pomimo iz, jak
pokazaty obrazy BAM (rys I1.29 b), wiekszo$¢ molekutl w tym filmie zaangazowana jest

w tworzenie domen skondensowanych.

Pozostate wyniki w formie pikéw i pretéw Bragga przedstawiono ponizszej. Dla DPPC

dodatkowo zaprezentowano mape wektora rozpraszania.
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Rys.11.30. Dane GIXD zarejestrowane dla monowarstwy DPPC skompresowanej do cisnienia
powierzchniowego 30 mN/m na powierzchni wody: a) mapa wektora rozpraszania, 1(Qx, Q-), b) Piki
Bragga policzone przy réznych wartosciach Q. c) Catkowity pik Bragga d) catkowity pret Bragga
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Dokladna interpretacja zaleznosci I(Q.y) policzonych przy réznych wartosciach Q.
(rys. I1.30 b) pozwolita dostrzec 3 piki Bragga (rys. I1.30 c) oznaczone zbiorami prostych
{-11}, {10}, {01} i charakteryzujace si¢ maksimum na 1,476; 1,435 oraz 1,402 A-1. Obecnoéé
trzech pikéw wskazuje na to, ze dwuwymiarowa sie¢ krystaliczna DPPC przy ci$nieniu
30 mN/m moze zosta¢ jednoznacznie okreslona jako ukoséna, co pozostaje w zgodzie z
wynikami uzyskanymi przez Brezesinski'ego i wsp. (Brezesinski i wsp., 1995). W
oparciu o znajomo$¢ potozenia maksimum pikéw Bragga obliczono odlegtosci d miedzy
liniami w analizowanej sieci (d=27/Q.y), a nastepnie na ich podstawie wyznaczono
parametry komorki elementarnej (a = 4,928 A, b=5,044 A, y = 117,3¢). Uko$na komoérka
elementarna zawiera tylko jeden faricuch DPPC, zatem obliczajac jej pole powierzchni
(P=absiny), mozna okresli¢ powierzchnie odpowiadajaca czasteczce DPPC w
monowarstwie przy cisnieniu 30 mN/m. Wynosi ona 44,14 A. Dodatkowo dysponujac
wartodciami szerokosci potéwkowych pikéw obliczono dilugosci koherentne w
plaszczyZznie monowarstwy L,y. W kierunku krystalograficznym {-11} (pik waski) L.y
wynosi (217 + 6) A. Wartoé¢ ta mozna traktowac jako érednice przecietnej domeny
powierzchniowej, co z kolei pozwala w przyblizeniu oszacowacé liczbe tworzacych ja

czasteczek DPPC na ok. 840.

Na rys. I1.30 d widoczne sa trzy prety Bragga, oznaczone podobnie jak piki Bragga
zbiorami prostych {-11}, {10} i {01}. Maksima intensywnosci przypadaja na 0 A+;0,526 A1
i 0,602 A1 (odpowiednio dla kazdego preta). Koherentna dtugoé¢ w kierunku z dla
kierunku krystalograficznego {-11} obliczona ze wzoru (1.36) wynosi (18,2 + 0,3) A.
Dlugos¢ ta interpretuje sie jako dilugosé fragmentu molekuly rozpraszajacego
promieniowanie X. Otrzymana warto§¢ odpowiada dokladnie dlugosci tancucha
acylowego DPPC pomniejszonej o zbiorowe nachylenie czasteczek tworzacych
monowarstwe. Dodatkowo, korzystajac z zaleznosci (I1.37) obliczono kat nachylenia
czasteczki DPPC (kat pomiedzy normalng do ptaszczyzny xy a szkieletem hydrofobowej
czesdci molekuty). Wynosi on 25,3".

Na kolejnych rysunkach ( rys. I1.31 - I1.33) przedstawiono wyniki eksperymentu GIXD
przeprowadzonego na monowartwach mieszanych o ulamku molowym Xgrc=0,3;

XErpC=0,5 oraz XErPC=O,7.
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Rys.11.31. Dane GIXD zarejestrowane dla monowarstwy mieszanej ErPC/ DPPC o utamku molowym
Xerpc=0,3 skompresowanej do cisnienia powierzchniowego 30 mN/m na powierzchni wody: a) piki Bragga
policzone przy réznych wartosciach Q. a) pik Bragga b) pret Bragga
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Rys.11.32. Dane GIXD zarejestrowane dla monowarstwy mieszanej ErPC/ DPPC o utamku molowym
Xepc=0,5 skompresowanej do cisnienia powierzchniowego 30 mN/m na powierzchni wody: a) Piki Bragga
policzone przy réznych wartosciach Q. a) Pik Bragga b) pret Bragga
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Czesc doswiadczalna: Monowarstwy dwusktadnikowe APCs z DPPC
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Rys.11.33. Dane GIXD zarejestrowane dla monowarstwy mieszanej ErPC/ DPPC o utamku molowym
Xepc=0,7 skompresowanej do cisnienia powierzchniowego 30 mN/m na powierzchni wody: a) Piki Bragga
policzone przy réznych wartosciach Q. a) Pik Bragga b) pret Bragga

Dla wszystkich trzech mieszanych monowarstw o réznej zawartosci ErPC obserwuje sie
pojedynczy pik dyfrakcyjny o stabej intensywnosci i maksimum na 1,46 A Pojedynczy
pik Bragga wskazuje na heksagonalne rozmieszczenie czgsteczek w dwuwymiarowej
sieci krystalicznej. Postepujac analogicznie jak w przypadku DPPC dla kazdej z
mieszanin wyznaczono parametry komoérek elementarnych oraz ich pola powierzchni, a
dane zamieszczono w tabeli zbiorczej na koricu tej sekcji. Dla wszystkich analizowanych
ukladéw mieszanych rozmiary domen krystalicznych odzwierciedlone w dlugoéciach
koherentnych L,y (dane w tabeli 1I.4.) sa do siebie zblizone i wyzsze niz dla DPPC.
Wsréd mieszanin, dla ktérych zebrano obraz dyfrakcyjny, najwyzsza intensywnoscia
charakteryzuje sie pik dla Xgrc=0,5. Amplituda tego piku jest 2 razy wyzsza niz pikow
dla pozostatych dwoch  frakgji. Stosunek natezern w kolejnosci DPPC: Xgpc=0,3:
Xerpc=0,5: Xgpc=0,7 wynosi 1,1:0,1: 0,2 : 0,085.

Prety Bragga dla wszystkich trzech przypadkéw maja swoje maksimum dla Q,=0 A+,

zatem czasteczki zorientowane sa prostopadle do plaszczyzny xy (1=0) - co jest
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charakterystyczne dla dwuwymiarowej sieci heksagonalnej. Policzone wartosci Lz (tab.
I1.4.) réwniez sa do siebie zblizone i odpowiadaja w granicach bledu wartosci Lz

uzyskanej dla DPPC.

W drugiej czesci eksperymentu badano zachowanie czasteczek w rejonie
wysokich ci$nieft. Jak wida¢ na rys I1.25. w przebiegu izoterm mieszanych mieszanin
ErPC/DPPC o matej zawartosci ErPC (Xgrc= 0,1-0,3) obserwuje sie obszar plateau
wystepujacy przy cisnieniu zblizonym do cinienia zalamania ErPC. Aby wyjaéni¢ to
zjawisko, oraz okresli¢ charakter tego przejscia dla wybranej frakcji molowej - Xgpc=0,3

skompresowanej do 50 mN/m wykonano analize z zastosowaniem BAM oraz GIXD.

W pierwszym kroku strukture monowarstwy zobrazowano przy uzyciu mikroskopu

BAM:

Rys.11.34. Obraz BAM zarejestrowany przy wartosci cisnienia powierzchniowego i = 30 mN/mdla Xerpc
= 0,3 (biaty odcinek na zdjeciach odpowiada 100 pm)

Na obrazie zarejestrowanym w 50 mN/m mozna zauwazy¢ mate jasne domeny
wykrystalizujgce sie z duzych skondensowanych domen. Istnieja dwie mozliwe
interpretacje =~ tego zjawiska. Z jednej strony te male domeny moga by¢
wielowarstwowymi strukturami, ktére powstaly na drodze kolapsu monowarstwy
ErPC; z drugiej - osobnymi domenami o mocno skondensowanym charakterze,

powstalymi na skutek usuniecie czgsteczek ErPC z monowarstwy.

Kolejny  rysunek  ilustruje = wyniki  eksperymentu  GIXD
przeprowadzonego dla monowarstwy Xgpc=0,3 przy ciSnieniu powierzchniowym 50

mN/m.
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Czesc doswiadczalna: Monowarstwy dwusktadnikowe APCs z DPPC
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Rys.11.35. Dane GIXD zarejestrowane dla monowarstwy mieszanej ErPC/ DPPC o utamku
molowym Xg,pc=0,3 skompresowanej do cisnienia powierzchniowego 50 mN/m na powierzchni wody: a)
Piki Bragga policzone przy roznych wartosciach Q. a) pik Bragga b) pret Bragga

Dokladna analiza obrazu dyfrakcyjnego pozwolila rozrézni¢ cztery skladowe o
maksimach na 1,432 A-1; 1,466 A-1; 1,484 A-l, 1,517A-1 dajace wklad do catkowitych pikow
i pretow Bragga (rys. I1.35 b). Dwa sposréd otrzymanych pikéw cechuje
zdegenerowanie. Jako kryterium przyporzadkowania sktadowych obrazu dyfrakcyjnego
postuzyly obliczone na podstawie pretéw Bragga (rys. I11.35 c) wartosci Lz. I tak, dwie z
nich przypisano DPPC (L,~18A), natomiast pozostate - ErPC (L,~11A). Uzyskane dane
wyraznie wskazuja, ze w 50 mN/m ukiad mieszany ErPC/DPPC tworzy dwie
rozseparowane fazy. Dwuwymiarowa sie¢ rozdzielonych domen krystalicznych
tworzonych przez czasteczki DPPC i ErPC w obu tych przypadkach moze by¢ opisana
jako sie¢ wycentrowana prostokatna (zdeformowana heksagonalna). Czasteczki w
monowarstwie sa zbiorczo przechylone, a kat nachylenia dla DPPC wynosi 20,2°,
natomiast w przypadku molekul ErPC - 14,9°. Polozenie niezdegenerowanego piku
{-1,1} blisko plaszczyzny xy (Q,~0) oraz piku zdegenerowanego {0,1}{10} powyzej

horyzontu, wskazuje, Ze w obu przypadkach hydrofobowe fragmenty molekut



przechylone sa w strone najblizszego sgsiada (NN). Wyliczone parametry komorek

elementarnych przedstawiono w tabelach 1.4 i IL.5.

Czes¢ doswiadczalna: Monowarstwy dwusktadnikowe APCs z DPPC

Potozenie pikéw i pretow Bragga Parametry komorki elementarnej
Diugosé Dtugosé Kat
Monowarstwa koherentna koherentna naChYEGHia
] ] . . . Ly £ 5(Lyy) L. £ 5(L,) ]
Qu[A7] Q- [A] a[A] | Db[A] vIT | AlAY [A] [A]
Q113 =1,476 Qa1 =0 2176 182+0,3
DPPC
Qo =1,435 Qquo; =0,526 4,928 5,044 117,3 22,07 6415 199+3 25,3
Qpo1; =1,402 Qjoyy =0,602 60+4 20,82
— 1,467 0 4,944 4,944 120 21,17 425+37 18,6 £0,7 0
Xerpc=0,3
_ 1,464 0 4,954 4,954 120 21,25 357 +14 19,8+0,3 0
Xerpc=0,5
= 1,468 0 4,943 4,943 120 21,16 375+32 199+1,3 0
Xerpc=0,7
Tab. I1.4. Parametry struktury obliczone na podstawie wynikow uzyskanych z pomiaréw GIXD dla
monowarstw DPPC; Xgpc=0,3; Xerpc=0,5; Xerpc=0,7 skopresowanych do cisnienia
powierzchniowego 30 mN/m
Potozenie pikéw i pretow Bragga Parametry komorki elementarnej
Dlugosé¢ Dlugosé¢ Kat
Monowarstwa koherentna koherentna “aChYEE“iﬁ
. . . . Lny £ 5(Lny) L. +5(Ly) ]
Q. [A1] Q. [A1] a[A] | b[A] vl | A[A?] [A] [A]
domeny Q1 Q11 =0 4,909 4,909 119,2 21,04 107 £2 11,3+0,4 14,9
ErPC =1,484
Qjo1y10) Qjony(10) 75+1 10,9+0,3
=1,466 =0,341
domeny Q1 Q113 =0 4,883 4,883 116,0 21,42 600+ 800 20£0,3 20,2
DPPC =1,517
Qjo1y10) Qjony(10) 18,0+1
=1,432 =0,474

Tab. I1.5. Parametry struktury obliczone na podstawie wynikow uzyskanych z pomiaréw GIXD dla

monowarstwy Xerpc=0,3 skopresowanej do cisnienia powierzchniowego 50 mN/m
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I1.4.3.3. Monowarstwy mieszane APCs z POPC

Nastepnymi badanymi ukladami byly mieszaniny APCs/POPC. Rezultaty

przeprowadzonych eksperymentéw prezentuje ponizszy rysunek:

Rys.11.36. Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z POPC zarejestrowane w
temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Izotermy dla kazdego z badanych ukladéw mieszanych leza pomiedzy izotermami
zarejestrowanymi dla ukladéw jednoskladnikowych. W przebiegu izotermy POPC nie
obserwuje sie charakterystycznego dla DPPC przejscia fazowego. Wynika to z obecnosci
w lancuchu alkilowym czasteczki POPC podwoéjnego wigzania o konformacji cis,
ograniczajacego swobodna rotacje taricucha (Yun i wsp., 2003). Zwiekszenie zawartosci
APCs w monowarstwie powoduje przesuniecie izotermy w strone mniejszych
powierzchni przypadajacych na czasteczke w stosunku do izotermy czystego

fosfolipidu. Dla pierwszego z badanych uktadéw - HePC/POPC - ci$nienie kolapsu
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Czes¢ doswiadczalna: Monowarstwy dwusktadnikowe APCs z POPC

zmienia si¢ liniowo wraz ze zmiang sklfadu monowarstwy w calym zakresie badanych
utamkow molowych $wiadczac o mieszalnosci sktadnikéw tego ukladu. Dla dwoéch
pozostatych APCs réwniez obserwuje si¢ zmiane wartosci ciSnienia zalamania w funkgcji
skladu monowarstwy, jednak zbliZzone do siebie wartosci kolapséw czystych

sktadnikéw, nie pozwalaja na jednoznaczne okreslenie mieszalnosci ukltadow.

Zaleznosci Cs? (i) obliczone na podstawie powyzszych izoterm przedstawia rys.

11.37.

0 50 60

0 10 20 30 4
7 [mMN/m]

Rys.11.37. Przebieg krzywych Cs1 dla monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z POPC
zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Wyliczone maksymalne moduly Scisliwosci Cs! wskazuja na ciekly stan
monowarstw utworzonych zaréwno przez czasteczki APCs, POPC jak i ich mieszaniny
(Cslyax <175 mN/m). W przypadku ukltadéw HePC/POPC i OcPC/POPC zwigkszenie
frakcji molowych APCs powoduje systematyczny spadek upakowania monowarstwy.
Dla ukladu ErPC/POPC maksymalne wartosci moduléw $Scisliwosci dla mieszanin,

zblizone sg do wartosci uzyskanej dla czystego POPC.

Zalezno$¢ Sredniej powierzchni przypadajacej na czasteczke Ap w

monowarstwie w funkcji utamka molowego Xarcs przedstawiono ponizej:
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Rys. 11.38. Whykresy zaleznosci A12(Xapcs) dla uktadow a) HePC/POPC, b) OcPC/POPC oraz c)
ErPC/POPC w temperaturze 20°C

Zestawienie danych eksperymentalnych A, z krzywa teoretyczna (linia
przerywana) pozwala zauwazy¢, ze wiekszos¢ punktéw doswiadczalnych lezy blisko
prostej okreslonej réwnaniem 1.22. Podobne wyniki dla mieszaniny HePC/POPC
mozemy znalezé w pracy Rakotomanga i wsp.. Autorzy sugeruja, ze pomiedzy
molekutami POPC a HePC wystepuja proste oddzialywania addytywne (Rakotomanga i
wsp., 2004). Podobnie jak w przypadku mieszanin z DPPC - dla dwoéch pierwszych
mieszanin - niewielkie odstepstwa od liniowosci w catlym zakresie badanych utamkoéw
molowych majg charakter dodatni, natomiast dla uktadu ErPC/POPC odstepstwa te sa

ujemne.

Zmiany nadmiarowej entalpii mieszania w zaleznosci od skladu monowarstwy

przedstawia rys. 11.39:
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Rys.11.39. Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla systeméw a) HePC/POPC, b) OcPC/POPC

Oddziatlywania pomiedzy skladnikami w dwoéch pierwszych systemach
mieszanych maja charakter odpychajacy (lub mniej przyciagajacy) w odniesieniu do
oddziatywan w filmach jednosktadnikowych, o czym §wiadcza dodatnie wartosci AGexe.
Utworzone monowarstwy odznaczaja sie staba stabilnoscia termodynamiczng. ErPC
tworzy natomiast z POPC stabilne termodynamicznie monowarstwy (ujemne wartoéci
AGex), w ktérych wystepuja przyciagajace (badZ mniej odpychajace) oddzialywania
miedzy czasteczkami komponentéw. Rzad wielkosci oddziatywant poréwnywalny jest
do interakcji pomiedzy czasteczkami w ukladach mieszanych z DPPC. Dla ukladu

ErPC/POPC obserwuje sie przesuniecie maksimum oddzialywania (w poréwnaniu z

oraz c) ErPC/POPC w temperaturze 20°C

mieszaning z DPPC) w strone filméw o mniejszej zawartosci ErPC (Xgrc =0,3-0,5).
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I1.4.3.4. Monowarstwy mieszane APCs ze sfingomielina (Sph)

Kolejna seria eksperymentéw dotyczyla oddzialywarn w ukladach APCs/Sph.

Zarejestrowane izotermy prezentuje rys. 11.40:

Rys. 11.40. Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z Sph zarejestrowane w
temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Izoterma zarejestrowana dla monowarstwy utworzonej z samej sfingomieliny zaczyna
wznosi¢ sie przy powierzchni 78 A2/ czasteczke. W jej przebiegu zaobserwowa¢ mozna
obszar zwigzany z przejSciem fazowym miedzy L; a L, zachodzacym przy ci$nieniu ok.
15 mN/m. Obszar ten widoczny jest réwniez dla ukladéw mieszanych o matych
frakcjach molowych APCs (Xuerc, ocrc =0,1 -0,3 oraz Xgrc =0,1). Dalsze dodawanie
APCs powoduje systematyczng zmiane przebiegu krzywych 7-A w kierunku ksztalttu
odpowiedniego dla APCs. Przy matych utamkach molowych badanych APCs obserwuje

sie dodatkowo przesuniecie punktu ,lift off’ w strone wyzszych powierzchni
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przypadajacych na czasteczke w filmie. Zwiekszanie frakcji molowej APCs powoduje -
w przypadku dwoch pierwszych ukladoéw - systematyczny spadek wartosci ci$nienia
zalamania mon, W przypadku trzeciego ukladu ci$nienie kolapsu dla wszystkich
mieszanin pozostaje praktycznie na stalym poziomie, zbliZzonym do ci$nienia zalamania
monowarstwy utworzonej przez czasteczki ErPC. Obnizenie wartosci i Swiadczy o

mniejszej stabilnosci analizowanych filméw w stosunku do monowarstwy Sph.

Zaleznosci Cs? () obliczone na podstawie powyzszych izoterm przedstawia rys.

11.41:

350 350

a) —_ b)
300 { [ SowT0"

0 T T ' ) T T T B - T T ' T - T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
© [mN/m] © [mMN/m]

350

c)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
n [mMN/m]

Rys. 11.41. Zaleznosé Cg (11) Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z Sph
zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Dla wszystkich trzech badanych ukladéw obserwuje sie spadek upakowania
tworzonych filméw na skutek dodania do nich APCs. Dla ukladéw HePC/Sph oraz
OcPC/Sph spadek ten nastepuje systematycznie wraz ze zwiekszaniem frakcji molowej
badanych lipidéw antynowotworowych, podczas gdy dla trzeciego z uktadoéw -
ErPC/Sph - juz niewielka ilos¢ leku (Xgpc=0,1) powoduje wyrazny spadek
uporzadkowania filméw. W przebiegu krzywych Cs? () dla sfingomieliny oraz niskich
frakcji molowych Xarcs obserwuje sie obecnos¢ minimum zwigzanego ze wspomnianym

wyzej przejsciem fazowym.
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Zaleznos¢ sredniej powierzchni przypadajacej na czgsteczke w monowarstwie w funkgji

utamka molowego Xarcs ilustruje rys. 11.42.:

a) —&— =10 mN/m b)
80+ #— =20 mN/m
—&A— =30 mN/m

—&— =10 mN/m
80 ~#—n =20 mN/m
—&— =30 mN/m

C) —&— =10 mN/m
80 =20 mN/m
—&— 7= 30 mN/m

Rys. 11.42. Wykresy zaleznosci A12(Xapcs) dla uktadéw a) HePC/Sph, b) OcPC/Sph oraz c) ErPC/Sph w
temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Srednie powierzchnie A;» zajmowane przez czasteczki w filmach mieszanych
maja charakter dodatni. Odstepstwa od liniowosci sa jednak niewielkie i $wiadcza o
stabych oddzialywaniach miedzy czasteczkami sfingolipidu, a czasteczkami badanych
lipidéw antynowotworowych. Jedynie dla uktadu OcPC/Sph wartosci A1» sa wyraznie
wieksze od wartoéci powierzchni zajmowanych przez czasteczki w mieszaninach

idealnych badz w przypadku zupelnego braku oddzialtywan w niemal calym zakresie

badanych utamkéw molowych (Xocpc=0,1-0,7).

Dla ukladéw APCs/Sph wyznaczono AGex w funkcji utamkéw molowych

badanych syntetycznych lipidéw antynowotworowych . Wyniki przedstawiono na rys.
11.43.:
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3000 3000
a) —&— =10 mN/m b) —— =10 mN/m
2500+ #—m =20 mN/m 2500 #—n =20 mN/m
—&— 7 =30 mN/m —A— =30 mN/m
~— 2000

15004
1000+

AGT[J/mol

o
n

-500

G) —=— =10 mN/m
2500+ #*— =20 mN/m
—&— =30 mN/m

01 03 05 07 09
ErPC

Rys. I1.43. Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla uktadow: a) HePC/Sph, b) OcPC/Sph oraz c)
ErPC/Sph w temperaturze 20°C

Przy wyzszych warto$ciach ci$nienia powierzchniowego (7 =20 mN/m) wartosci AGex
sa dodatnie. Jedynie dla ulamkéw molowych Xgpc = 0,7-0,9 maja one wartosci sa
ujemne. Dla ukltadu ErPC/Sph zdecydowanie najsilniejsze oddzialywania wystepuja dla
najnizszej frakcji molowej ErPC (AGex =1700 J/mol przy ci$nieniu 30 mN/m) i maja
charakter odpychajacy. Dla dwoéch pozostalych uktadoéw réznice analizowanej wielkoéci
w funkgji sktadu monowarstwy nie sa tak bardzo widoczne. Przebieg funkcji AGex

(Xarcs) $wiadczy o niskiej termodynamicznej stabilnosci mieszanin.
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Czesc doswiadczalna: Monowarstwy dwusktadnikowe APCs z GM;

I1.4.3.5. Monowarstwy mieszane APCs z gangliozydem GM;x

W  ostatnim etapie badan nad ukladami dwuskladnikowymi zbadano i
przeanalizowano oddzialywania w ukladach APCs/GMi. Wyniki eksperymentu

prezentuje rys. 11.44.:

Rys. 11.44. Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z GM1 zarejestrowane w
temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Izoterma czystego GM; zaczyna wznosi¢ sie przy bardzo duzych powierzchniach
przypadajacych na czasteczke (znacznie wiekszych niz w przypadku pozostatych
badanych lipidéow membranowych). Jest to wynikiem zaréwno duzych rozmiaréw
hydrofilowej glowy tego zwiazku jak i elektrostatycznych oddzialywan pomiedzy
ujemnie naladowanymi sasiadujacymi ze soba glowami czasteczek GM.. Dla czystego
GM; oraz mieszanin o wysokiej zawartoéci gangliozydu w przebiegu izotermy
zaobserwowaé mozna przegiecie zwigzane z przejSciem fazowym ze stanu

rozprezonego do stanu skondensowanego, ktére wraz ze zwigkszaniem frakcji molowej
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APCs zanika. Dodawanie APCs powoduje przesunieciem punktu ,lift off” w strone
nizszych powierzchni przypadajacych na czasteczke w filmie i powolng zmiane ksztattu
izoterm w charakterystyczny dla czystych APCs. Brak dwoéch kolapséw w przebiegu
izoterm $wiadczy o mieszalnosci skladnikéw we wszystkich trzech analizowanych
ukladach. Inkorporacja APCs do filméw utworzonych przez GM; powoduje poczatkowo
niewielki wzrost ciénienia kolapsu, a nastepnie po osiggnieciu pewnej wartosci
maksymalnej, zaleznej od rodzaju APCs, warto$¢ ta zaczyna spadac. Wysokie wartosci
ci$nienia przy ktérych nastepuje zatamanie filmu §wiadcza o duzej stabilno$ci mieszanin

o utamkach molowych Xuepc=0,1-0,5 oraz Xocrc, errc =0,1-0,7.

Zaleznosci Cs? () obliczone na podstawie powyzszych izoterm przedstawia rys.

11.45:

250 250 —
a) X =01 b)
2004|™ Xorc™0:3
— —XJJ'Lzo 5
= X epc=0.7|
§ £ 150{—x_ =09
Z OcPC /
£ /4, = 7 \
-, 100 4 =100+ \
O (@) ~ \
50
VE, T T - T T — 0 T T T T T —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
n [mMN/m] n [mN/m]
250 —
= Xtvlc=0'1 C)
200+ 0.

150

100+

C.' [mN/m]

504

0 10 20 30 40 50 60 70 80
m [mN/m]

Rys. 11.45. Zaleznos¢ Cq (1) Izotermy monowarstw mieszanych HePC, OcPC oraz ErPC z GM;
zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Duze glowy GM: nie pozwalaja na Sciste upakowanie fancuchéw
weglowodorowych, dlatego tez filmy utworzone przez czasteczki gangliozydéw tworza
monowarstwy o charakterze cieklym skondensowanym. Roéwniez mieszaniny
APCs/GM; tworza monowarstwy o charakterze cieklym. Wraz ze zwiekszaniem frakcji

molowej APCs spada maksymalna wartos¢ modulow Scisliwosci. W przebiegu
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krzywych Cs1 (m) dla czystego gangliozydu oraz mieszanin o wysokiej jego zawartosci

zaobserwowaé mozna minimum zwigzane z przejéciem fazowym.

Zaleznoé¢ sredniej powierzchni przypadajacej na czasteczke w monowarstwie w

funkcji utamka molowego Xarcs ilustruje ponizszy rysunek:

120 120
a) —— =10 mN/m b) —— =10 mN/m
< ~de— =20 mN/m Se—n =20 mN/m

—&— = 30 mN/m —&— =30 mN/m

)
7]
o’
N
(&)
N\
=
o
< 4
20 T T 20 T
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
HePC OcPC
120
C) —m—7=10 mN/m
B L #—n =20 mN/m
1004 Pt —A— 7 =30 mN/m
e Vg ’
7 K= o B,
g 80->\‘\ W
8 & ‘\4«' i \i;|
g 60 A><f\;
o T A
< 40
20

01 03 05 07 09
ErPC

Rys.I1.46. Wykresy zaleznosci A12(Xapcs) dla uktadéw a) HePC/ GMi, b) OcPC/ GM; oraz ¢) ErPC/ GM;
w temperaturze 20°C

Na wykresie Ai(Xarcs) zaobserwowaé¢ mozna odstepstwa od liniowosci
okreslonej réwnaniem A;=A1X; + AX,. Srednie powierzchnie zajmowane przez
czasteczki w filmach mieszanych sa mniejsze od powierzchni zajmowanych przez
czasteczki w monowarstwach utworzonych przez czysty GMi. Wyjatek stanowia filmy
bogate w HePC i OcPC oraz Xgrc=0,7.

Dla uktadéw APCs/GM; wyznaczono AGex w funkcji ulamkéw molowych badanych
syntetycznych lipidéw antynowotworowych . Wyniki przedstawiono na rys. I1.47.:
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1000 1000
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5 = O ----------- -~
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Q- '©-20004
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Rys.I1.47. Wykresy zaleznoéci AGe = f(Xapcs) dla systemow a) HePC/ GM;, b) OcPC/ GM;
oraz c) ErPC/ GM; w temperaturze 20°C

Analiza powyzszych danych wskazuje na podobne zachowanie sie czasteczek w
monowarstwach mieszanych utworzonych przez wszystkie trzy badane syntetyczne
lipidy antynowotworowe i GMi. Ujemne wartoéci AGex w zakresie badanych cinien
wskazuja na istnienie bardziej przyciagajacych (lub mniej odpychajacych) oddzialywan
pomiedzy czasteczkami w ukladach mieszanych w poréwnaniu do oddzialywan w
ukladach jednoskladnikowych (APC/APC i GM:/GMi). W przypadku ukladow
HePC/GM; oraz ErPC/GM; najbardziej stabilne wydaja sie by¢ frakcje molowe o
stechiometrii 1:1 (AGex ~ - 2000 J/mol). W ukladzie OcPC/GM: oddzialywania dla
utamkow z zakresu Xowrc=0,3-0,7 wydaja sie by¢ do siebie zblizone i slabsze niz w
dwéch pozostatych uktadach. Ujemne wartoéci AGex sa najprawdopodobniej wynikiem
separujacego efektu czasteczek APCs na hydrofilowe ujemnie natadowane czesci GM; -
wbudowywanie sie APCs pomiedzy czasteczki GM1 zmniejsza bowiem odpychajace

oddziatywania pomiedzy glowami glikosfingolipidu.
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Czesc doswiadczalna: Modelowe rafty lipidowe

II. 4.4. Oddzialywania APCs z modelowymi raftami lipidowymi

W kolejnej czesci eksperymentu badano wplyw APCs na modelowe rafty
lipidowe. W tym celu sporzadzono mieszaniny cholesterolu i sfingomieliny w proporcji
Chol:Sph = 0,5. Do tak przygotowanych mieszanin dodawano kolejne utamki molowe
APCs. Izotermy zarejestrowane dla monowarstw tréjsktadnikowych w temp 20 °C

prezentuje ponizszy rysunek:

\

a) 70 —ChoThd)S{ b) 70 —Chol:?ph=0,5 ]
— Xyepc=0,1 = Xoepc=0,1
%  Xiepc=0.3 ® — Xopc=0.3
— 50 — 50 T Xowpc=0,5
E 40 E 40 = Xowc=0.7
Zé a ZE - — X =09

? 20 ‘E 20

£ £
& &
9\9{/ S _\_9{\9 2, QJ‘,_-/ @\’9.{‘9 2,
/\
C) 70 —— Chol:Sph=0,5
e X 5620, 1
0 ewe”
b —Xepc=0.3
— 50 — Xepc=0.5
B —or
z —Xepc=0.9
E 30 —ErPC
—
g 2

Rys.11.48. Izotermy monowarstw mieszanych HePC/Chol/Sph, OcPC/Chol/Sph oraz ErPC/Chol/Sph
(Chol:Sph =0,5) zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Izoterma zarejestrowana dla ukladu Chol/Sph charakteryzuje sie stromym
przebiegiem. Krzywe zarejestrowane dla mieszanin ubogich w APCs (Xarcs = 0,1-0,3) w
zakresie ci$nien ponizej ciénienia zalamania czystych APCs maja ksztalt niemal
identyczny jak izotermy dla ukladu dwuskladnikowego Chol/Sph i sa nieznacznie
przesuniete w strone nizszych powierzchni. Zwiekszanie ilosci syntetycznych lipidow

antynowotworowych powoduje przesuwanie si¢ punktu ,lift off” w strone wyzszych
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powierzchni przypadajacych na czasteczke w monowarstwie w odniesieniu do izotermy
Chol/Sph. Dla kolejnych badanych stezeri lekéw obserwuje sie stopniowe przejécie
ksztattu izoterm w kierunku krzywych charakterystycznych dla APCs. Dodanie APCs
do monowarstwy mieszanej Chol/Sph powoduje poczatkowy wzrost wartosci cinienia
kolapsu. Dla ukltadéw HePC/Chol/Sph i ErPC/Chol/Sph wzrost ten nastepuje, az do
utamka molowego APCs przy ktorym obserwuje sie dwa kolapsy (Xuerc=0,5 i Xgpc=0,3).
Dla mieszanin z HePC warto$¢ ci$nienia zalamania dla utamkéw molowych Xpepc > 0,5
zaczyna spadaé, podczas gdy dla uktadéw zawierajacych ErPC w stezeniu Xgpc > 0,3
warto$¢ zalamania nie zmienia sie i jest zblizona do wartosci ci$nienia kolapsu czystej
ErPC. Takie zachowanie filméw moze $wiadczy¢ o niemieszalnosci HePC i ErPC z
modelowymi raftami lipidowymi w obszarze wysokich cisnieniefi (7>35mN/m). W
przypadku uktadu OcPC/Chol/Sph nie obserwuje sie obecnosci dwoch kolapséw w
zadnej z badanych mieszanin. Przy matlej zawartoéci OcPC cisnienie zalamania

nieznacznie wzrasta, a nastepnie dla Xocrc > 0,3 zaczyna systematycznie spadac.

Dla wszystkich badanych ukladéw obliczono wartosci wspoétczynnika écisliwosci

Cs1i przedstawiono je w funkgji ci$nienia powierzchniowego:

450 450

——Chol:Sph=0,5 ——Chol:Sph=0.5
4002 B— - 4001P) X0
—X, =03 —X,=03
350+ —X0c=0.5 350 X005
= 300 \ = Xuc07 = 300 — X 07
\ _XNPC=0'9 _X().FC=0'9
= 250+ Rie > 250+ OcPC
£ 200+ £ 200-
-, 1501 -, 150
O 1001 O 1004
504/ 50+
0 y T 1 T T T T 0 T T T u T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
n [mMN/m] m [mN/m]
450
Chol:Sph=0,5
4004 c) —x;:o‘z
350+ T
_xErO\’,_OS
300+ —X, =07
0 —X,,.=0.9

0 10 20 30 40 50 60 70 80
n [mMN/m]

Rys.I1.49. Zaleznosé Cs () monowarstw mieszanych HePC/Chol/Sph, OcPC/Chol/Sph oraz
ErPC/Chol/Sph (Chol:Sph =0,5) zarejestrowanych w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)
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Maksymalna wartoé¢ modutu &cisliwosci obliczana dla modelowego raftu
lipidowego (Cst~ 350 mN/m) wskazuje na wysoki stopiert uporzadkowania czasteczek
w filmie. Réwniez frakcje molowe Xuerc, errc=0,1 oraz Xocrc= 0,1-0,3 charakteryzuja sie
wysokim wspélczynnikiem upakowania. Dalsze wprowadzanie czasteczek APCs do
monowarstw utworzonych przez molekuly cholesterolu i sfingomieliny powoduje - dla
wszystkich badanych ukltadéw - spadek maksymalnej wartosci jej wspoétczynnika
ciliwosci, wskazujagc na mniejsza kondensacje utworzonych monowarstw. Na
powyzszych wykresach dla frakcji Xuerc=0,5 i Xgpc= 0,3 mozna zaobserwowaé

pojawiajace sie¢ minima odpowiadajace warto$ciom pierwszego kolapsu (widocznym na

izotermach © - A).

Na ponizszych rysunkach przedstawiono zaleznosci wartosci Sredniej

powierzchni przypadajacej na czasteczke w mieszanej monowarstwie Az w funkcji
utamka molowego APCs (Xarcs). Linie przerywane na wykresach odpowiadaja sytuacji,

opisanej réwnaniem 1.22, ktére dla ukladu trdjsktadnikowego przyjmuje postac:
Anid=A1p(X1+X2)+AsXs.

b 80
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Rys.I1.50. Zaleznos¢ Aizs dla monowarstw mieszanych: a) HePC/Chol/Sph, b) OcPC/Chol/Sph oraz
c¢) ErPC/Chol/Sph w funkcji utamka molowego APCs
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Dla wszystkich badanych ukladéw mieszanych zaleznosci A13=f(Xarcs) wykazuja
odstepstwa od prostoliniowosci, co dowodzi istnieniu oddzialywann pomiedzy
skladnikami filméw i ich mieszalnosci w zakresie ci$niefi powierzchniowych < 30
mN/m. Odchylenia w kierunku nizszych powierzchni przypadajacych na czasteczke
Swiadcza o bardziej przyciggajacych (lub mniej odpychajacych) oddzialywaniach
molekut w stosunku do oddziatywarn w uktadach Chol/Sph oraz APC/APC.

llodciowo oddzialtywania pomiedzy sktadnikami monowarstw analizowano w
oparciu o warto$ci nadmiarowych entalpii swobodnych mieszania AGe<. Wyniki

przedstawiono ponizej:
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Rys. 11.51. Zaleznosé AGe dla monowarstw mieszanych: a) HePC/Chol/Sph, b) OcPC/Chol/Sph oraz
c) ErPC/Chol/Sph w funkcji utamka molowego APCs

Analiza powyzszych wykreséw pozwala zauwazy¢, ze dla wszystkich badanych
ukladéw funkcja AGex=f(Xapcs) przyjmuje wartoéci ujemne w calym zakresie badanych
ci$nieri powierzchniowych i $wiadczy o stabilnoéci badanych mieszanin. Najwigksze
ujemne odchylenia pojawiaja sie przy ukladach HePC/Chol/Sph i OcPC/Chol/Sph dla
Xuercoerc=0,3 gdzie AGEx przy cisnieniu m=30 mN/m wynosi = -1500 J/mol. Dla
monowarstwy ErPC/Chol/Sph w zakresie utamkéw molowych od Xgrc=0,1 - 0,7

odchylenia sa poréwnywalne (AGex ~ 900 J/mol), a minimum wystepuje przy
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stechiometrii 3:1 (AGex ~ 1200 J/mol). Poréwnanie minimalnych wartosci AGex
wyliczonych dla badanych ukladéw tréjsktadnikowych do minimalnej wartosci AGexe
uzyskanej dla modelowych raft lipidowych (Chol:5ph=0,5) wynoszacej ok - 600 J/mol
(przy m=30 mN/m), pozwala zauwazy¢ stabilizujacy efekt APCs na domeny

cholesterolowo-sfingomielinowe.
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I1.4.5. Wplyw APCs na modelowe blony komérkowe - uklady tréjsktadnikowe
APCs/Chol/DPPC(POPC)

W nastepnym etapie pracy badano oddziatywania APCs z modelowymi blonami
komoérki zdrowej i zmienionej patologicznie. Do badafi wybrano btone komoérki
nowotworu biataczki, zbudowana z cholesterolu i POPC w proporcji 0,25 oraz btone
komérkowa zdrowych leukocytéw (cholesterol i DPPC w proporgji 0,67) (Tsuchiya i
wsp., 2002). Do tak przygotowanych mieszanin dodawano badane syntetyczne lipidy

antynowotworowe w utamkach molowych 0; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 oraz 0,9.

W pierwszej kolejnoéci zbadano oddzialywania APCs na blone komorki zdrowej.
Izotermy 7z -A zarejestrowane dla badanych monowarstw przedstawia ponizszy

rysunek:

= Chol:DPPC=0,67

= Chol:DPPC=0,67
Chol:DPPC=0,6 Xope=0.1

= Xepc=0/1

= Xupc™0.3 T Xowe™03
X, =05 — Xo05
= Xepc=0.7
= Xeec=0.9

—— Chol:DPPC=0,67
—— X pc=0.1
—— X =03
—— X =05
——X =07
—— X =09

Rys.I1.52. Izotermy monowarstw mieszanych HePC/Chol/DPPC, OcPC/Chol/DPPC oraz
ErPC/Chol/DPPC (Chol:DPPC =0,67) zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

W przebiegu izotermy zarejestrowanej dla monowarstwy bedacej modelem btony
biologicznej komoérki zdrowej leukocytu obserwuje sie wyraznie zaznaczony punkt , lift-

off” dla wartosci ok. 48 AZ/ czasteczke i nastepujacy po nim szybki wzrost ci$nienia
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powierzchniowego 7 do wartosci 54 mN/m, przy ktérym nastepuje zalamanie
monowarstwy. Krzywe dla monowarstw mieszanych lezag pomiedzy izotermami dla
monowarstw APCs i Chol/DPPC i wraz ze wzrostem zawartosci APCs przesuwaja sie w
strone wiekszych powierzchni przypadajacych na czasteczke w filmie, zmieniajac ksztatt
na charakterystyczny dla odpowiedniego APCs. Dla ukladu ErPC/Chol/DPPC
obserwuje sie w przebiegu izoterm dwa kolapsy (Xerc=0,3 i Xewrc=0,5). Dla dwéch
pierwszych ukladéow (HePC/Chol/DPPC oraz OcPC/Chol/DPPC) wartosci ci$nienia
zalamania mieszanych monowarstw pozostaja stale w zakresie utamkoéw Xuercocrc <0,3.
Dla frakcji molowej Xuercocrc > 0,3 nastepuje nagly spadek wartosci ci$nienia zatamania,
ktéore dla filméw bogatych w alkilofosfocholiny oscyluje blisko wartosci kolapsu
monowarstw HePC i OcPC. Dla trzeciego z ukladéw - ErPC/Chol/DPPC - dla frakgeji
Xerpe = 0,3-0,5 widoczne sa dwa punkty zalamania, z ktérych pierwszy odpowiada
ciSnieniu zatamania ErPC, natomiast drugi - zatamaniu filmu Chol/DPPC. Takie

zachowanie moze §wiadczy¢ o separadji faz.

Na podstawie powyzszy izoterm obliczono wartosci wspoétczynnika Scisliwosci

Cs1i przedstawiono je w funkgji ciSnienia powierzchniowego:

700 = Chol:DPPC = 0,67 700 e Chol:DPPC = 0,67
— e =0,1 a) e X 5c=0,1 b)
600 T —Xpc=0.3 600 7 —XO‘PC=0:3

X 0pc=0,5 o
— 5001 —x =07 5001 "0
= Xyuepc=0.9 b= —X =09
> 400{—tepc £ 400{ —oic
[= Z
== 300 € 300
© 2001 0”200
100+ 100+
0 0
0 10 20 0 40 5 60 0 10 20 30 40 50 60
7 [mN/m] 7 [mN/m]
00 Chol:DPPC = 0,67 )
e Chol:| =0, C
6001 ko

—Xgpc=0.5
500+ —"
= —Xepc=0.9
£ 400 —crc
o
£ 300
©” 200+

0 10 20 30 40 50 60
7 [mMN/m]

Rys.I1.53. Zaleznosé Cs! (m) monowarstw mieszanych HePC/Chol/DPPC, OcPC/Chol/DPPC oraz
ErPC/Chol/DPPC(Chol:DPPC =0,67) zarejestrowanych w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)
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Monowarstwy utworzone przez czasteczki cholesterolu i DPPC oraz

monowarstwy o ulamku molowym Xapcs=0,1 charakteryzuje skondensowany stan
tizyczny (Cslyw™ 590 mN/m i Cs e = 300-450 mN/m, odpowiednio dla Chol/DPPC i
Xarcs=0,1). Dalsze zwiekszanie zawartosci APCs w monowarstwach powoduje
stopniowy spadek maksymalnych wartosci modutu $Scisliwosci, a filmy wykazuja
charakter ciekly - co $wiadczy o malejacym stopniu kondensacji monowarstw. Dla
monowarstw o ulamku molowym Xuerc = 0,5-0,9 i Xocpc = 0,7-0,9 przebieg zaleznoéci Cs!

= f(m) jest prawie identyczny jak dla czystych APCs. Dla uktadu ErPC/Chol/DPPC w

przebiegu krzywych o zawartosci ErPC Xgpc=0,3-0,5 obserwuje sie minima,
odpowiadajace kolapsom widocznym na izotermach 7-A.

Wykresy zaleznosci Az w funkcji utamka molowego APCs dla mieszanych

monowarstw utworzonych w temperaturach 20° C przedstawiono na rysunku:

90
a) —=— =10 mN/m b) —a— =10 mN/m
80 =20 mN/m 804 «—n=20 mN/m
—&— =30 mN/m —&— =30 mN/m

C) —=— =10 mN/m
—de—n =20 mN/m
—&— =30 mN/m

Rys.11.54. Zaleznosé Aps (Xarcs) monowarstw mieszanych HePC/Chol/DPPC, OcPC/Chol/DPPC oraz
ErPC/Chol/DPPC(Chol:DPPC =0,67) zarejestrowanych w temperaturze 20°C
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Monowarstwy mieszane APCs/Chol/DPPC dla matych wartosci ci$nieri (7=10
mN/m) wykazuja dodatnie odchylenia od przebiegu prostoliniowego. Jedynie dla
Xerpc=0,9 pojawia sie odchylenie ujemne. Powyzej cisnienia 20 mN/m odstepstwa od

prostoliniowo$ci zmniejszaja sig, a dla frakcji molowych Xgpc = 0,9 praktycznie zanikaja.

Zmiany nadmiarowych entalpii swobodnych mieszania AGex przedstawiono w

funkgji utamka molowego:

1500 1500
a)
1000+ 1000
© ) ©
£ 500 £ 500
~ ~
) s
o o
3 04 3 04
9 9
—&— =10 mN/m —&— =10 mN/m
-500+ — =20 mN/m -500+ 4 7= 20 mN/m
—A— =30 mN/m —&— =30 mN/m
-1000 . . . . r -1000 . . . . v
0,1 0,3 X 0,5 0,7 0,9 0,1 0,3 X 0,5 0,7 0,9
HePC OcPC
1500
C) —&— =10 mN/m
—e—n=20 mN/m
IR —A— =30 mN/m
©
£ 500+
~
=
=
3 0+
(&)
<
-500+

000 s w05 o7 0o
XEI’PC

Rys. I1.55. Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla monowarstw mieszanych HePC/Chol/DPPC,
OcPC/Chol/DPPC oraz ErPC/Chol/DPPC(Chol:DPPC =0,67) zarejestrowanych w temperaturze 20°C

Analizujgc  powyzsze wykresy mozna zauwazyé, ze dla ukladéw
HePC/Chol/DPPC oraz OcPC/Chol/DPPC AG#c przyjmuje wartoéci dodatnie w
calym zakresie badanych ulamkéw molowych i ci$nieri. Maksymalne wartosci AGexe
wynosza odpowiednio: =~ 550-650 J/mol dla Xuerc = 0,1-0,7; =~ 800 J/mol dla Xuerc = 0,9;
~ 680-750 J/mol dla Xoerc = 0,1-0,5 i Xocrc=0,9; = 1200 J/mol dla Xocrc=0,7. Dodatnie
wartoéci Swiadcza o istnieniu w mieszanych monowarstwach oddziatywan
miedzyczasteczkowych o charakterze odpychajacym (lub mniej przyciagajacym) w
odniesieniu do monowarstw utworzonych przez czasteczki HePC i OcPC oraz

monowarstwy modelowej blony. Dla trzeciego ukladu ErPC/Chol/DPPC AGex
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przyjmuje dodatnie wartosci w zakresie utamkéw X grpc = 0,1-0,5, przy czym najsilniejsze
oddzialywanie wystepuje przy najmniejszej zawartosci ErPC (AGex ~ 980 przy 30
mN/m). W przypadku tych trzech frakcji mozna méwié o separacji faz. Dla kolejnego
utamka molowego Xgpc = 0,7 warto$¢ AGex zblizona jest do zera, co $wiadczy o bardzo
stabych oddzialywann w monowarstwie (badZ zupelnym ich braku). Dla Xgpc= 0,9
sytuacja catkowicie sie zmienia, gdyz AGex przyjmuje wartosci ujemne (= - 450 J/mol dla

m=30mN/m), a monowarstwa staje sie stabilna.

W drugim kroku zbadano oddzialywania APCs na btone komorki nowotworu biataczki.

Izotermy 7 -A zarejestrowane dla badanych ukladéw przedstawia rys. I1.56:

= Chol:POPC=0,25
Xiiepc=0.1

— Xpc=0.3

= Xyupc=0.5

X psepc=0:7

= Xyenc=0.9

—— Chol:POPC=0,25
——Xepe=0.1

—— Chol:POPC=0,25
—— X pc=0,1

—— X =03
— Xepc=0.5
= xErPC=O'7
S— XEVP(Z:o'g

Rys.I1.56. Izotermy monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC, OcPC/Chol/POPC oraz
ErPC/Chol/POPC (Chol:POPC =0,25) zarejestrowane w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Dla izotermy monowarstwy bedacej modelem blony biologicznej komorki
nowotworowej wartos¢ ci$nienia powierzchniowego zaczyna rosna¢ od wartosci ok. 88
A2/czasteczke, a zalamania nastepuje przy cisnieniu 49 mN/m. Krzywe dla

monowarstw mieszanych leza pomiedzy izotermami dla monowarstw APCs i
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Chol/POPC i wraz ze wzrostem zawartosci APCs przesuwaja si¢ w strone mniejszych
powierzchni przypadajacych na czasteczke w filmie, a ich ksztalt zmienia sie na typowy
dla badanych APCs. Dla ukladu HePC/Chol/POPC w zakresie ulamkéw Xperc <0,5
wartosci ci$nienia zaltamania monowarstw mieszanych pozostaja state i rtéowne wartosci
cidnienia przy ktérym zatlamaniu ulega monowarstwy Chol/POPC. Dla frakgji
molowych Xuerc > 0,5 wartosci ci$nienia kolapsu zaczynajg spadaé. Réwniez dla uktadu
OcPC/Chol/POPC widoczna jest - zalezna od skladu monowarstwy - zmiana wartosci
analizowanych  systeméw

trzeciego  z

cidnienia  kolapsu. W  przypadku
ErPC/Chol/POPC - z uwagi na zblizone wartoéci kolapsu monowarstw Chol/DPPC i

ErPC - podobna analiza jest niemozliwa.

Wartosci moduléw Scisliwosci Cs! w funkcji cinienia powierzchniowego

obliczone na podstawie powyzszych izoterm prezentuje ponizszyrysunek:

200 200 —
:Shopl'sgrc =0,25 a) :g::i=001 C=0,25 b)
—X.=03 —Xopc=0.3

150 —x.=05 150 —Xo=05
—X =07 — X =0T

Fg — =09 e X oerc=0:9
Z 1004~ ™ Z 100+
E £
O 50 O 5]
04 o/ ; : . | :
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
7 [mMN/m] 7 [mN/m]
200 Chol:POPC = 0,25
— Xm0 c)
—Xgc=0,3
—Xgp=05
0 10 20 30 40 50 60

7 [mN/m]

Rys.I1.57. Zaleznos¢ Cs! (m) monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC, OcPC/Chol/POPC oraz
ErPC/Chol/POPC(Chol:POPC =0,25) zarejestrowanych w temperaturze 20°C na wodzie (pH 5,6)

Czasteczki cholesterolu i POPC w stosunku 0,25 tworza monowarstwy o
charakterze cieklym skondensowanym (Cs%u~ 160 mN/m). Inkorporacja czasteczek

APCs do monowarstwy Chol/POPC powoduje spadek kondensagcji filméw, a wartosci
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maksymalnych moduléw Scisliwosci Cslue monowarstw —tréjskltadnikowych leza

pomiedzy wartosciami Cs™;ex monowarstw Chol/POPC i APCs.

Wykresy zaleznoéci Ars w funkcji utamka molowego APCs dla mieszanych

monowarstw utworzonych w temperaturach 20° C przedstawiono na rys. I1.58.:

90
a) —a— =10 mN/m b)
n=20 mN/m 804
—&— =30 mN/m

—&— =10 mN/m
—n =20 mN/m
—A— =30 mN/m

T T 30 T
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
HePC OcPC
90
C) —&— =10 mN/m
804 #— =20 mN/m
— —A— 1 =30 mN/m
—
|72}
©’
N
(&)
N\
<
&
<
30

01 03 05 07 09
X

ErPC

Rys. 11.58. Zaleznos¢ Anps (Xarcs) monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC, OcPC/Chol/POPC oraz
ErPC/Chol/POPC(Chol:POPC =0,25) zarejestrowanych w temperaturze 20°C

Monowarstwy mieszane HePC/Chol/POPC oraz OcPC/Chol/POPC wykazuja
ujemne odchylenia od przebiegu prostoliniowego, prawie w calym zakresie badanych
utamkéw molowych i ci$nieri. Odstepstw nie obserwuje sie jedynie przy cisnieniu 10
mN/m dla frakcji molowej Xocrc=0,7 - 0,9 oraz ci$nieniach 20 mN/m i 30 mN/m dla
Xoerc=0,9 . Dla ukladu ErPC/Chol/POPC przy matej zawartosci leku czasteczki zajmuja
powierzchnie mniejsze w stosunku do powierzchni okreslonych dla mieszanin

idealnych (linia przerywana). Dla frakcji bogatych w ErPC (Xgrc>0,7) pojawia sie
odchylenie dodatnie.

Zmiany nadmiarowych entalpii swobodnych mieszania AGex przedstawiono w
funkcji utamka molowego:
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o
<1.1000 —&— =10 mN/m <1.1000- —&— =10 mN/m
—de—n =20 mN/m “#—n =20 mN/m
—a&— =30 mN/m —A— =30 mN/m
-1500 T T T T T -1500 . T T T T
0,1 0,3 X 0,5 0,7 0,9 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9

OcPC
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B0+ —#— =20 mN/m
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-1500
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Rys. I1.59. Wykresy zaleznosci AGex = f(Xapcs) dla monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC,
OcPC/Chol/POPC oraz ErPC/Chol/POPC(Chol:POPC =0,25) zarejestrowanych w temperaturze 20°C

Na podstawie powyzszych wykreséw mozna stwierdzi¢, ze monowarstwy
mieszane APCs/Chol/POPC sa stabilne prawie w calym zakresie badanych utamkéw
molowych. Dowodza temu ujemne wartosci AG#¢, rosnace wraz ze wzrostem cinienia
powierzchniowego m. Minimum AGec osiggane jest dla monowarstw o frakcjach
molowych Xuepc,ocrc=0,1 (AGe = 800 J/mol) oraz Xgpc=0,3 (AGexe ~ 740 J/mol). Dla
ukladu zawierajacego OcPC dla utamkéw molowych Xowc 2= 0,7 AGe* przyjmuje
wartosci bliskie 0. Dla trzeciego ukladu ErPC/Chol/POPC dla frakcji molowej Xoerc
0,7 obserwuje si¢ zmiane charakteru oddzialywan z przyciagajacych na odpychajace
(AGexe przyjmuje wartoéci dodatnie). Poréwnujac wszystkie trzy uklady mozna
wnioskowaé, ze najbardziej stabilng jest monowarstwa dla mieszaniny

HePC/Chol/POPC, ktéra wykazuje wartosci ujemne AGex w calym swym przebiegu.
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I1.4.6. Powinowactwo APCs do blony komérkowej nowotworu prostaty

Aby zbada¢ powinowactwo badanych alkilofosfocholin do btony komoérkowej
nowotworu prostaty, a tym samym zweryfikowa¢ dane uzyskane z badan linii
komoérkowej wykonano dodatkowy eksperyment. Korzystajac z techniki monowarstw
Langmuira wymodelowano blone nowotworu prostaty. W tym celu sporzadzono
mieszanine cholesterolu i POPC w proporcji 0,428 (Calderon i wsp., 1991), a nastepnie
do tak przygotowanych mieszanin dodawano badane APCs w utamkach molowych 0;
01, 0,3; 0,5 0,7 oraz 0,9. Izotermy monowarstw utworzonych na subfazie wodnej

rejestrowano w temperaturze 37°C. Wyniki przedstawiono ponizej:

—— Chol:POPC=0,428 —— Chol:POPC=0,428
— XHIPC=0' 1

ocec™

———

Chol:POPC=0,428

- kaK=0'1
— xErDc=o'3

—— X =09
——ErPC

Rys.11.60. Izotermy monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC, OcPC/Chol/POPC oraz
ErPC/Chol/POPC (Chol:POPC =0,428) zarejestrowane w temperaturze 37°C na wodzie (pH 5,6)

W przypadku izotermy zarejestrowanej dla monowarstwy stanowigcej model blony
komoérki nowotworu prostaty (Chol:POPC = 0,428) ci$nienie powierzchniowe ro$nie

systematycznie od powierzchni ok. 90 A2/czasteczke do wartosci powierzchni
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48 A2/czasteczke, gdzie osiaga maksymalng wartos¢ 50 mN/m. Krzywe dla
monowarstw mieszanych leza pomiedzy izotermami dla monowarstw APCs i
Chol/POPC. Dla frakcji molowych Xarcs < 0,5 obserwuje sie przesuwanie punktu ,lift
off”w strone mniejszych powierzchni przypadajgcych na czasteczke w filmie, natomiast
dla filméw bogatych w APCs punktu ,lift off”przesuniety jest w strone wiekszych
powierzchni, a izotermy maja ksztalt zblizony do izoterm zarejestrowanych dla
odpowiedniego APCs. Dla wszystkich trzech badanych ukladéw w calym zakresie

utamkow molowych wartoéci ci$nienia zalamania monowarstw mieszanych zmieniaja

sie liniowo $wiadczac o mieszalnosci sktadnikow.

Bardziej wnikliwa analiza zjawisk zachodzacych w przebiegu izoterm jest

mozliwa na podstawie zalezno$ci modutu $cisliwosci Cs1.

200 2
= a) T 0)
= Xueec=0:3 — - -

1504 —X..=05 160{ —xros '

— —_—X 07 —_— =07
[S —_—X, =09 'g‘ "::
Z 100 Z 100
E E
o 50+ S 50
0 ; - ' ; y 04 ; . ’ . ;
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
© [mN/m] m [MmN/m]
200 -
:g::;ﬁPC =0,428 c)
o X epc=0,3
150{ — X035
E
Z 1001
E
-(-)!I)

0 10 20 30 40 50 60
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Rys.11.61. Zaleznos¢ Cs1 (m) monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC, OcPC/Chol/POPC oraz
ErPC/Chol/POPC(Chol:POPC =0,428) zarejestrowanych w temperaturze 37°C na wodzie (pH 5,6)

Monowarstwy utworzone przez czasteczki cholesterolu i POPC charakteryzuje

ciekly skondensowany stan fizyczny (CsZu™ 160 mN/m). Zwiekszanie zawartoéci APCs

w monowarstwach powoduje niewielki stopniowy spadek maksymalnych wartosci
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modulu &cisliwosci, a kolejne filmy charakteryzuja si¢ mniejszym stopniem

uporzadkowania czasteczek.

Wykresy zaleznosci A w funkcji utamka molowego APCs dla mieszanych

monowarstw utworzonych w temperaturach 20° C przedstawiono na rys. I11.62.:
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Rys. 11.62. Zaleznos¢ Aps (Xarcs) monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC, OcPC/Chol/POPC oraz
ErPC/Chol/POPC(Chol:POPC =0,428) zarejestrowanych w temperaturze 20°C

Monowarstwy mieszane APCs/Chol/DPPC wykazuja niewielkie ujemne odchylenia od
przebiegu prostoliniowego, ktére maleja wraz ze wzrostem ci$nienie powierzchniowego.
Dla uktadu mieszanego z HePC w 30 mN/m funkcja A12;=f(Xu.rc) ma przebieg liniowy
w zakresie utamkéw Xuerc=0,1-0,7. Dla tej samej wartosci ci$nienia dla frakcji molowej
Xuerc=0,9 pojawia sie odchylenie dodatnie. Réwniez dla monowarstw bogatych w OcPC

obserwuje sie brak odchylen od prostej opisanej rownaniem 1.22.

Zmiany nadmiarowych entalpii swobodnych mieszania AGex przedstawiono w funkcji

utamka molowego:
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Rys. 11.63. Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla monowarstw mieszanych HePC/Chol/POPC,
OcPC/Chol/POPC oraz ErPC/Chol/POPC(Chol:POPC =0,428) zarejestrowanych w temperaturze 20°C

Analiza powyzszych wykresow pozwala zauwazy¢, ze monowarstwy mieszane
APCs/Chol/POPC sa stabilne prawie w calym zakresie badanych utamkéw molowych,
czemu dowodza ujemne wartosci AGe. Dla ukladu ErPC/Chol/POPC obserwuje sie
najsilniejsze oddzialywania miedzy czasteczkami w odniesieniu do sily oddzialywan w
dwoéch pozostatych ukladach. W zadnym z ukladéw nie obserwuje sie wyraznie

zaznaczonego minimum.
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III. Dyskusja wynikéw

II1.1. Wlasciwosci APCs

Badane APCs maja strukture amfifilowg. Wszystkie trzy posiadaja ta sama grupe
hydrofilowa, ktéra stanowi ugrupowanie choliny, natomiast réznig sie czescia
hydrofobowa. Miltefozyna (HePC) posiada najkrotszy 16-weglowy laricuch acylowy,
oktadecylfosfocholina 18-weglowy, a erucylfosfocholina (ErPC) 22-weglowy z
wigzaniem podwdjnym usytuowanym miedzy 13 a 14 atomem wegla. Charakterystyke
fizykochemiczng APCs przeprowadzono w dwoch etapach. W pierwszym badano ich
tekstury przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego, a otrzymane obrazy skorelowano z
wynikami krzywych DSC. W drugim kroku badano wlasciwosci mechaniczne i

elektryczne utworzonych przez te zwigzki monowarstw Langmuira.

ITI1.1.1. Cieklokrystaliczne wlasciwosci badanych APCs

Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego pokazujg, ze tekstury kazdego ze
zwigzkéw sa do siebie zblizone. Zaréwno podczas ogrzewania jak i chlodzenia na
zdjeciach widoczne sa charakterystyczne ,nici” typowe dla fazy nematycznej. W fazie
tej czasteczki uporzadkowane sa wzdluz jednego kierunku, natomiast srodki ich

ciezkosci rozmieszczone sa chaotycznie.

Réznice pomiedzy badanymi zwiazkami widoczne sa w temperaturach przejsé
tazowych. Dla HePC i OcPC przejécie do fazy nematycznej podczas procesu ogrzewania
nastepuje w temperaturze nieco wyzszej od 100°C (ok. 103°C dla HePC oraz 108°C dla
OcPC). W przypadku ErPC temperatura ta jest zdecydowanie nizsza (ok. 23°C). Na
temperature przejscia fazowego wplywa dlugos¢ i stopiern nasycenia tancucha
weglowodorowego. Im dtuzszy tancuch tym temperatura jest wyzsza. Z kolei
wprowadzenie do taficucha wigzan nienasyconych powoduje obnizenie temperatury
przejscia fazowego (Murray i wsp., 2012). Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
wiec przypuszczad, ze nizsza temperatura przejscia dla ErPC w odniesieniu do dwoéch
pozostatych zwigzkéw zdeterminowana jest obecnoscia w jej taricuchu acylowym

wigzania podwoéjnego. W przebiegu krzywych DSC zarejestrowanych dla APCs réwniez
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widoczne s rozbieznoéci. Dla HePC i OcPC obserwuje sie¢ wyrazny pojedynczy pik
(Cr2-N), natomiast w przypadku ErPC pik jest podwojny (przejécie Cr1-Cr2 oraz Cr2-N).
Kolejna wazna obserwacja jest przesuniecie temperatur przejscia podczas chtodzenia w
kierunku nizszych wartosci, co jest typowe dla substancji wykazujacych wlasciwosci

ciektokrystaliczne.

II1.1.2. Mechaniczne i elektryczne wlasciwosci monowarstw Langmuira
utworzonych przez APCs

Aby  scharakteryzowa¢ wlasciwosci ~mechaniczne filméw  Langmuira
utworzonych przez syntetyczne lipidy antynowotworowe, dla kazdego ze zwigzkéw
przeprowadzono pomiar ciSnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
przypadajacej na czasteczke w monowarstwie, podczas jej kompresji przy pomocy
barierki. Otrzymane izotermy s-A potwierdzaja, ze wszystkie trzy badane zwiazki -
HePC, OcPC oraz ErPC - wykazuja zdolno$¢ tworzenia stabilnych warstw
monomolekularnych na swobodnej powierzchni wody. Poréwnujac wartosci graniczne
powierzchni A otrzymane dla badanych zwigzkéw mozna przypuszcza¢ ze sa one
zdeterminowane giéwnie rozmiarami grupy polarnej. Analiza maksymalnych wartosci
moduléw Scisliwosdci Cslmax pozwala okreéli¢ stan badanych monowarstw jako ciekly
(OcPC i ErPC) oraz ciekly rozprezony (HePC). Rosnace w kolejnosci HePC < OcPC <
ErPC wartosci Cs'max Wskazuja na zwiekszajace sie wraz z wydluzaniem fancucha
acylowego upakowanie filméw. Wraz z dlugoscia taficucha weglowodorowego wzrasta
tez stabilno$¢ monowarstw, o czym $wiadcza coraz wyzsze wartosci ci$nienia kolapsu
Teon.  Strukture utworzonych przez APCs monowarstw podczas kompresji
zwizualizowano przy pomocy mikroskopii kata Brewstera, jednak zarejestrowane
obrazy pokazuja catkowita homogenicznos¢ monowarstw (przykladowy obraz
otrzymany dla ErPC ilustruje rys. 11.20) i nawet po kolapsie monowarstwy nie sa

widoczne zadne struktury.

Dla badanych zwigzkéw zmierzono takze zalezno$¢ zmian potencjatu
powierzchniowego AV od powierzchni przypadajacej na czasteczke (AV-A). W kazdym
z przypadkéw przebieg zaleznosci AV-A jest zblizony do siebie, niezaleznie od dtugosci
i stopnia nasycenia taficucha acylowego danej APC. Dla kazdego z badanych zwigzkéw
potencjal powierzchniowy zaczyna rosnaé przy wiekszych powierzchniach

przypadajacych na czasteczke niz ciSnienie powierzchniowe. W literaturze mozna



Dyskusja wynikow: Wtasciwosci APCs
spotka¢ nastepujaca interpretacje takiego zachowania (Leite i wsp., 1998). Przy duzych
wartosciach powierzchni czasteczki zwigzku tworzacego monowarstwe zorientowane sa
na powierzchni wody réwnolegle, a pomiedzy ich grupami polarnymi i czgsteczkami
wody tworza sie¢ wigzania wodorowe. W wyniku kompresji w pierwszej kolejnosci
dochodzi do zrywania tych wiazan (co przejawia sie zmiana wlasciwosci elektrycznych
filmu i uwidacznia sie¢ w przebiegu krzywej AV-A jako jej wzrost lub spadek), a dopiero
pozniej do , podnoszenia sie” taficuchéw acylowych (co z kolei przejawia si¢ wzrostem
ci$nienia powierzchniowego) (Leite i wsp., 1998). Otrzymane dodatnie wartosci AV
wskazuja na zwiekszanie potencjalu powierzchniowego wody przez badane APCs.
Maksymalne wartosci zarejestrowanych potencjaléw powierzchniowych (i jednoczeénie
wyliczonych  wzglednych momentéw  dipolowych) odpowiadaja osiggnieciu
maksymalnego upakowania, co ma miejsce przy wartosciach powierzchni zblizonych do

tych, przy ktérych dana monowarstwa ulega zatamaniu.

W kolejnym kroku zbadano wplyw parametrow eksperymentalnych na
charakterystyke izoterm 7 - A dla ErPC. Szczegotowy opis wynikéw zostal podany w
czesci eksperymentalnej, dlatego w tej czesci zostana przytoczone tylko najwazniejsze
obserwacje. Uzyskane wyniki wskazuja, ze na przebieg izotermy dla ErPC nie wplywaja
takie warunki eksperymentalne, jak pH czy iloé¢ naniesionych czasteczek. Minimalny
wplyw na polozenie izoterm ma jedynie szybkos¢ kompresji, a co za tym idzie czas
trwania pomiaru. Podczas kompresji monowarstwy z szybkoscia 20 cm?/min obserwuje
sie nieznaczne przesuniecie izotermy w strone mniejszych powierzchni przypadajacych
na czasteczke, co moze $wiadczy¢ o czeSciowej utracie czasteczek z monowarstwy przy
tak powolnym sprezaniu. Przypuszczenie to wydaje sie potwierdzaé¢ eksperyment, w
ktérym badano czas jaki uptynat od naniesienia monowarstwy do momentu rozpoczecia
kompresji. Przy najdluzszym z badanych czaséw wynoszacym 25 minut obserwuje sie
minimalne (o ok. 2 A) przesuniecie izotermy w strone mniejszych powierzchni. Réwniez
temperatura subfazy ma pewien wplyw na charakterystyke izotermy 7 - A. O ile w
temperaturze 20-30°C nie obserwuje si¢ zadnych zmian w przebiegu izoterm, to
obnizenie temperatury subfazy do 10°C powoduje przesuniecie izotermy w strone
mniejszych powierzchni przypadajacych na czasteczke w monowarstwie, aczkolwiek

ksztalt izotermy pozostaje bez zmian. Spadek wartosci mon obserwowany wraz ze

wzrostem temperatury $wiadczy o zmniejszaniu sie stabilnosci monowarstw

tworzonych przez ErPC.
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Podsumowujac, zaréwno ErPC jak i pozostate alkilofosfocholiny tworza na powierzchni
swobodnej wody monowarstwy charakteryzujace si¢ wysoka stabilnosciag i stanowia
idealne zwiazki do badania oddzialywarn miedzyczasteczkowych w modelowych

btonach biologicznych przy pomocy techniki Langmuira.

II1.2. Zdolnosé APCs do indukcji procesu apoptozy

Powszechnie wiadomo, Zze cytotoksyczne dzialanie APCs wynika z ich
powinowactwa do blony komoérkowej - wbudowujac sie w nig modyfikuja jej
wladciwosci biologiczne (Gajate and Mollinedo, 2002). GIéwnym skutkiem ich dziatania
jest wywolanie procesu apoptozy w komoérkach zmienionych nowotworowo. Przed
przystagpieniem do pomiaréw langmuirowskich monowarstw mieszanych wykonano
badania majace na celu potwierdzenie zdolnosci HePC, OcPC oraz ErPC do indukgji
procesu zaprogramowanej $mierci komorki. Eksperyment przeprowadzono na linii
komoérkowej nowotworu prostaty Dul45 wykorzystujac do detekcji mikroskop
fluorescencyjny. Stosowany barwnik - aneksyna V wykazuje silne powinowactwo do FS.
Z kolei drugi ze stosowanych znacznikéw jodek propidyny po dostaniu si¢ do wnetrza
komoérki wybarwia kwasy nukleinowe. Uzyskane obrazy dla komérek inkubowanych z
poszczegdlnymi lekami w réznym stezeniu (12,5 pM, 25 pM i 50 pM ) i przy réznych
czasach ekspozycji (24 h i 48 h) potwierdzaja skutecznos¢ APCs w wywolywaniu
procesu apoptozy. Na ponizszym obrazie uzyskanym przy pomocy mikroskopu
fluorescencyjnego widoczne sa komorki nowotworowe znajdujace sie w pdznym

stadium apoptozy po 24 godzinnej inkubacji z HePC.

Rys. II1.1. Obraz komdrek w péznym stadium apoptozy po inkubacji z HePC uzyskany przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego

Jedna z pierwszych zmian zachodzgcych w komoérkach we wczesnym stadium apoptozy
jest zaburzenie asymetrii ich blony komoérkowej, w wyniku ktérego dochodzi do

przemieszczenia si¢ FS z cytozolowej warstwy blony do zewnetrznej, gdzie moze by¢
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sprzezona ze znacznikiem. Apoptoza jest niezwykle wazna w prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu. W odréznieniu od nekrozy wywolujacej stan zapalny i
martwice apoptoza inicjowana w stanach patologicznych dotyczy tylko pojedynczych
komoérek i jest procesem duzo bardziej pozadanym. W komorkach, w ktorych proces
apoptozy nie zostal wywotany FS pozostaje po wewnetrznej warstwie btony, w zwiazku
z czym nie dochodzi do jej zwigzania z barwnikiem i nie obserwuje sie¢ wySwiecania. Na
zdjeciu widoczne s3 takze wybarwione jodkiem propidyny na czerwono jadra
komoérkowe. Przy poprawnie funkcjonujacej btonie komoérkowej jadra nie zostalyby
wybarwione na skutek usuwania przez pompy jonowe dodatnio natadowanych
czasteczek tego barwnika z wnetrza komoérki. Swiecenie jest wiec oznaka dysfunkdji
blony komoérkowej, charakterystycznej dla komoérek nekrotycznych lub - jak w
przypadku pokazanym na zdjeciu - komérek w péZnym stadium apoptozy. Na
zdjeciach komorek traktowanych APCs mozna zauwazy¢ efekty zwigzane z procesem
nasilonej apoptozy w poréwnaniu z analogicznymi zdjeciami uzyskanymi dla hodowli
kontrolnej (obrazy nie pokazane). Na ponizszych wykresach przedstawiono dla kazdego

z badanych APCs procent komoérek, u ktorych wystapita $mieré¢ komérkowa na drodze

apoptozy.
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Rys. I11.2. Ilos¢ komorek we wezesnym i poznym stadium apoptozy w funkcji stezenia leku

Analiza wykreséw przedstawionych na rys. III.1 pozwala zauwazy¢ zwiekszenie efektu
terapeutycznego zwigzanego z wydluzeniem czasu ekspozycji na badane APCs oraz

stosowaniem wigkszych stezeri. Nasilenie procesu zaprogramowanej $mierci komoérki
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wzgledem komorek pochodzacych z hodowli kontrolnej wystepowalo juz przy
najmniejszym zastosowanym stezeniu lekéw (12,5 pM). Co ciekawe w przypadku
jednodobowej inkubacji komoérek z HePC i OcPC wzrost dawki leku z 12,5 na 25 pM nie
spowodowal zmian w umieralnoéci komoérek na drodze apoptycznej. Jednak
traktowanie lekami w najwyzszym stezeniu doprowadzilo do radykalnego wzrostu
liczby komoérek obumierajacych na drodze apoptozy. W przypadku ErPC zwiekszenie
dawki leku kazdorazowo prowadzi do wzrostu procentu komorek, u ktérych obserwuje
sie apoptoze. Lek ten wykazuje tez najwieksza skutecznoé¢ w indukcji apoptozy (= 70%
wszystkich komorek). Warto przypomnieé, ze komorki nekrotyczne stanowia tylko
niewielki procent analizowanych komérek (rys. I.11), co $wiadczy o tym, ze APCs
wywoluja S$mieré przede wszystkim poprzez aktywna samodestrukcje komorki.
Poréwnujac statystycznie uzyskane wyniki (poziom istotnosci p <0,05) do wynikéw dla
komoérek kontrolnych, wsréd ktérych obserwuje sie znikomy procent komorek
apoptycznych mozna jednoznacznie potwierdzi¢ zalezna od dawki i czasu inkubacji

skutecznoé¢ badanych APCs w indukcji procesu apoptozy.

IIL. 3. Oddzialywania APCs z cholesterolem i fosfolipidami (DPPC i
POPC)

W  niniejszej sekcji przedyskutowane zostana oddzialywania pomiedzy
czasteczkami APCs a trzema gléwnymi lipidami blonowymi: cholesterolem, DPPC i
POPC w monowarstwach dwusktadnikowych. Cholesterol zostal wybrany z uwagi na
jego kluczowa role w regulowaniu wlasciwosci fizykochemicznych komoérek
eukariotycznych oraz w formowaniu uporzadkowanych domen w obrebie btony
biologicznej (tratw lipidowych). Z kolei DPPC i POPC sa najcze$ciej wystepujacymi
lipidami budujacymi btony biologiczne, posiadajacymi odpowiednio wszystkie wigzania
wysycone (DPPC), oraz pojedyncze wiagzanie podwdjne (POPC). Izotermy m-A
zarejestrowane dla w/w fosfolipidéw zostaly szeroko opisane w literaturze naukowej i
sa zgodne z danymi uzyskanymi w niniejszej pracy (Chol: Cadena-Nava i wsp., 2006;
DPPC: Dunkan i Larson, 2008; POPC: Yun i wsp. 2003). Cholesterol tworzy filmy mocno
skondensowane, ktére ulegaja zalamaniu przy wartosci ciSnienia powierzchniowego ok.
45 mN/m. Izoterma DPPC wykazuje istnienie charakterystycznego przejscia fazowego
przypisanego zmianom orientacji czasteczek na skutek kompresji. Filmy utworzone

przez DPPC kolapsuja przy wartosci cisnienia okoto 63 mN/m. Z kolei POPC tworzy
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monowarstwy o charakterze cieklym, kolapsujace przy wartosci ci$nienia
powierzchniowego ok. 50 mN/m. W przebiegu izoterm utworzonych przez ten

fosfolipid nie obserwuje sie przejscia fazowego.

Wplyw APCs na monowarstwy utworzone przez cholesterol, DPPC i POPC
badany byt w szerokim zakresie skladu monowarstw i cisniefi powierzchniowych.
Uzyskane wyniki pokazuja, ze na sile wzajemnego oddzialywania w analizowanych
monowarstwach mieszanych wplywaja zaréwno wzajemne proporcje tworzacych je
sktadnikéw, jak i wartoé¢ ciénienia powierzchniowego. W podwyzszonych ci$nieniach
interakcje sg znacznie silniejsze, co z uwagi na blizsze upakowanie molekut wydaje sie
by¢ logiczne. Na ponizszym rysunku zestawiono przebieg zaleznosci AGex = f(Xapcs) dla
mieszanin badanych alkilofosfocholin z cholesterolem, DPPC i POPC przy cisnieniu 30
mN/m, ktére odpowiada rzeczywistemu cisnieniu w blonach biologicznych w

warunkach fizjologicznych.
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Rys. II1.3. Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla APCs i gtownych lipidow btonowych w
temperaturze 20°C

Z przeprowadzonych badar jednoznacznie wynika, ze charakter oddziatywan
pomiedzy APCs a cholesterolem jest zblizony. Juz sam przebieg izoterm 7-A pokazal, ze
obecno$¢  cholesterolu  powoduje silne  kontrakcje  utworzonych  filméw.
Termodynamiczna analiza ukladéw APCs/Chol potwierdzila istnienie pomiedzy

czasteczkami silnych oddzialywar o charakterze bardziej przyciggajacym lub mniej
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odpychajagcym niz w filmach jednoskladnikowych. W przypadku HePC i OcPC w
przebiegu funkcji AGe = f(Xnerc, ocrc ) przy ci$nieniu 30 mN/m widoczne jest wyrazne
minimum dla skfadu réwnomolowego. Obecnos¢ takiego minimum $wiadczy o
tworzeniu komplekséw powierzchniowych pomiedzy HePC, OcPC i cholesterolem o
stechiometrii 1:1. W tego typu polaczeniach czasteczki skladnikéw oddzialuja ze soba
przede wszystkim na drodze oddzialywan hydrofobowych pomiedzy grupami
apolarnymi (Su i wsp.), co skutkuje mniejsza powierzchnig zajmowang przez czgsteczki
w filmie mieszanym, w odniesieniu do filméw jednosktadnikowych. Potwierdzaja to
ujemne odchylenia od liniowosci na wykresach A12(Xarcs). Rowniez wartosci cidnienia
kolapsow, ktére dla utamkéw molowych Xuercorc=0,5 osiagaja najwieksze wartosci,
wskazuja na najwyzsza stabilno$¢ filméw o w/w skladzie. Z kolei dla ErPC silne
oddzialywania z cholesterolem obserwowane sa w szerokim zakresie ulamkéw
molowych (Xgrc=0,3 -0,9). Tak silne powinowactwo pomiedzy skladnikami sugeruje, ze
cholesterol moze mie¢ duze znaczenie w procesie inkorporacji APCs do btony
biologicznej. Mianowicie czgsteczki tego sterolu moga ,, unieruchamia¢” molekuty APCs
poprzez tworzenie z nimi komplekséw, w wyniku czego tylko niewielka iloé¢ lekow w
postaci swobodnej (niezwigzanej z cholesterolem) zdolna jest przenikna¢ przez btone i
wywrze¢ biologiczng aktywnos¢. Stabsze wchianianie edelfozyny, bedacej prekursorem
APCs, przez bogate w cholesterol blony biologiczne zostal opisany w pracy (Diomede i
wsp, 1990). Dla APCs do tej pory nie udato si¢ znaleZ¢ bezposredniej korelacji pomiedzy
iloscia cholesterolu a ich aktywnoscia antynowotworowa, jednak poréwnujac rézne linie
komérkowe mozna zauwazydé, ze te ktore odznaczajg si¢ najwyzszym stosunkiem
fosfolipidéw do cholesterolu (m.in. linia komérkowa KB) wykazuja wyzsza zdolnosc¢
wchlaniania leku (Fleer i wsp., 1993). W oparciu o uzyskane w niniejszej pracy wyniki

wydaje sig to by¢ zrozumiate.

Wyrazne minimum w przebiegu funkcji AGex = f(Xuerc, orc ) sugeruje, ze w
mieszaninach o utamkach molowych Xuerc,0rc<0,5 czasteczki HePC i OcPC catkowicie
zwigzane sa w formie wspomnianych komplekséw, a na powierzchni nie wystepuje
zadna nadwyzka , wolnych” alkilofosfocholin. Z kolei w mieszaninach bogatszych w
HePC i OcPC  (Xuercocrc > 0,5) poza kompleksami obecne sa niezwigzane czasteczki
alkilofosfocholin, co najprawdopodobniej odpowiada za hemolityczny efekt
obserwowany dla HePC i OcPC. Wartosci ciénierr kolapsu $wiadcza ponadto o tym, ze

mieszaniny o duzej zawartosci HePC i OcPC nie mieszaja sie ze soba. Uktad ErPC/Chol



Dyskusja wynikow: Oddziatywania APCs z cholesterolem i fosfolipidami

zachowuje sie inaczej: praktycznie w calym zakresie badanych utamkéw molowych ( z
wyjatkiem obszaru o matlej zawartosci ErPC: Xgrc=0,1) oddzialywania miedzy
czasteczkami ErPC i cholesterolu sa silne. Zatem ilo$¢ niezwigzanych czasteczek ErPC

jest na tyle mata, ze nie wywotuje hemolizy.

Na podstawie analizy oddzialywar miedzyczasteczkowych badanych APCs z
DPPC i POPC mozna wnioskowaé o istnieniu stabych oddzialywani pomiedzy w/w
substancjami w monowarstwach Langmuira. Widoczny natomiast staje sie¢ wptyw réznic
w  strukturze chemicznej badanych APCs na charakter tych oddziatywan. W
temperaturze 20°C zaréwno A jak i AGe< wykazuja w przypadku uktadow
HePC/DPPC(POPC) oraz OcPC/DPPC(POPC) dodatnie odstepstwa od idealnosci,
natomiast dla ErPC/DPPC(POPC) odstepstwa maja charakter ujemny. Sita
oddzialywania przy ci$nieniu 30 mN/m jest jednak znacznie mniejsza (AGex = -1000 + -
1200 J/mol), anizeli w przypadku mieszanin z cholesterolem (gdzie wartosci (AGex
wahaja sie w granicach (-2600 + -3300) J/mol). Z analizy wartosci AGexwynika ponadto,
ze zasieg oddzialywania pomiedzy APCs a badanymi fosfatydylocholinami jest
podobny i niezalezny od stopnia nasycenia tych drugich (HePC: AGex ~ 1000 J/mol;
OcPC: AGex =~ 1200 J/mol; ErPC: AGex ~ -1000 J/mol).

II1.3.1. Mieszalnos¢ czasteczek w ukladzie ErPC/DPPC

W przebiegu izoterm m-A zarejestrowanych dla mieszanin APCs z DPPC w
szerokim zakresie ulamkéw molowych widoczne sa dwa punkty zalamania. Dla kazdej
z analizowanych mieszanin ciénienia pierwszego kolapsu oscyluja wokél wartosci
cinien, przy ktérych zalamaniu ulegaja filmy utworzone przez czyste APCs, drugi
kolaps odpowiada z kolei zalamaniu monowarstwy czystego DPPC. O ile dla ukladéw
HePC/DPPC oraz OcPC/DPPC przebieg funkgji A1z = f(Xuerc, ocpc ) oraz AGexe = f(Xperc,
ocrc) Wwykazuje dodatnie odstepstwa od idealnosci sugerujac zachodzaca separacje faz, to
w przypadku trzeciego z ukladéw ErPC/DPPC przebieg tych funkcji wyraznie
wskazuje na istnienie przyciagajacych oddzialywarnn pomiedzy sktadnikami i ich
wzajemna mieszalno$é. Powszechnie wiadomo, ze mieszalnoé¢ skladnikéw bton
biologicznych (badZ ich separacja) wplywa na szereg wlasciwosci blon (m.in. ich
przepuszczalnosé, potencjal powierzchniowy, oraz zdolnosé oddziatywania z biatkami
blonowymi). Wzajemna mieszalnoé¢ ma tez duze znaczenie w wielu procesach

biologicznych, wlaczajac w to transport, procesy fuzji oraz podzialy komoérkowe.
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Dlatego tez zbadanie wzajemnej mieszalnosci pomiedzy czasteczkami w ukltadzie
ErPC/DPPC moze poméc w zrozumieniu mechanizméw dzialania lekéw z grupy
alkilofosfocholin. Dla uktadu ErPC/DPPC przeprowadzano wiec dodatkowe badania z
uzyciem mikroskopii kata Brewstera. Zmiany w ksztalcie, rozmiarze oraz liczbie domen
zachodzace wraz ze zmiang proporcji Xgpc oraz obecnoé¢ tylko jednego typu domen
przy danym skladzie filmu obserwowane na zdjeciach BAM (rys. I1.29) stanowig
jednoznaczne argumenty za wzajemna mieszalnoscia DPPC i ErPC przy wartosci
ciénienia powierzchniowego 7=30 mN/m. Jednak BAM zapewnia informacje dotyczace
organizacji czasteczek w skali mikrometrowej. Aby wiec lepiej poznaé¢ ulozenie
czasteczeck w  monowarstwach mieszanych przeprowadzono eksperymenty
wykorzystujace rozpraszanie promieniowania X (GIXD). GIXD pozwala na zbadanie
struktury monowarstw z nanometrowa rozdzielczoscia. Przeprowadzenie tego typu
badan bylo mozliwe dzieki temu, Ze analizowane mieszaniny w ci$nieniu 30 mN/m
maja charakter skondensowany. Piki dyfrakcyjne zostaly zarejestrowane dla czystego
DPPC oraz mieszanin ErPC/DPPC o utamku molowym Xgrc = 0,3; 0,51 0,7. Pierwsza
wazna obserwacja wynika z wartoéci powierzchni krystalograficznej obliczonej dla
czystego DPPC w 30 mN/m. Wartos¢ tej powierzchni wynoszaca 44,14 A2 znajduje sie
pomiedzy wartoécig powierzchni granicznej (53,8 A2), a powierzchnia przy ktorej
monowarstwa ulega zatamaniu (42,2 A2). Jako, ze obszar ten lezy w poblizu kolapsu
mozna przypuszczaé, ze prawie wszystkie czgsteczki DPPC obecne s3 w domenach
skondensowanych, a faza amorficzna praktycznie nie wystepuje. Z kolei staba
intensywno$¢ pikéw zarejestrowanych dla mieszanin Xgrc = 0,3; 0,5 i 0,7 $wiadczy o
tym, ze wiekszos¢ czasteczek w tych filmach tworzy faze rozprezona i tylko niewielka
ich liczba zaangazowana jest w tworzenie skondensowanych domen. Co wiecej, wsréd
nanodomen tworzacyc mikrodomeny obserwowane pod BAM, tylko pewien ulamek
charakteryzuje sie periodycznym ulozeniem. Potwierdzaja to obrazy BAM, na ktérych
dla frakcji molowych od Xgpc =0,3 do Xgrc =0,7 obserwuje sie stopniowe zmniejszanie
liczby skondensowanych domen przypadajacych na jednostke powierzchni. Wsréd
mieszanin dla ktérych udalo sie zarejestrowaé obraz dyfrakcyjny najwyzsza
intensywnoscia charakteryzuje sie pik dla Xgprc=0,5 (amplituda tego piku jest 2 razy
wyzsza od amplitudy pikéw dla pozostalych dwoéch frakeji). Wszystkie inne parametry
(potozenie piku, wielkos¢ domen oraz dlugosci fragmentu czasteczki rozpraszajacego

promieniowanie X) sa takie same. Wszystkie te obserwacje prowadza do hipotezy, ze
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domeny obserwowane przy réznej zawartosci ErPC maja taki sam sktad (proporcja 1:1).

Zatem w takiej sieci na dwa aricuchy DPPC przypada 1 faricuch ErPC. Zaproponowany

30
03
OovO O'

Rys. 111.4. Model sieci utworzonej przez czgsteczki ErPC i DPPC wraz z zaznaczona komorkg
elementarng

dla uktadu model sieci prezentuje rys. I11.4:

0502
OACAO

W Swietle uzyskanych wynikéw nasuwaja sie zatem pytania: dlaczego dla stezenia
Xerpc=0,1 nie obserwuje sie piku dyfrakcyjnego, skoro - jak wynika z obrazéw BAM -
wiekszos¢ czasteczek jest zaangazowana w tworzenie domen? Dlaczego tak mata ilos¢
ErPC wprowadzona do monowarstw utworzonych przez DPPC calkowicie zaburza
uporzadkowanie czasteczek w plaszczyZnie? Aby odpowiedzie¢ na te pytania nalezy
przeanalizowaé strukture obydwu zwigzkéw. Lancuch acylowy ErPC na skutek
obecnosci podwdjnego wigzania ma zupelnie inna strukture i duzo wiekszy przekroj
poprzeczny niz taricuchy kwasu palmitynowego obecne w czasteczce DPPC. Dlatego
tez, dla promieniowania X Ilaricuchy te stanowia dwa zupelnie inne osrodki
rozpraszajace. Jesli wiec mata iloé¢ ErPC zostanie wprowadzona do monowarstwy (1
taricuch ErPC na 18 taricuchéw palmitynowych) to periodycznosé takiego ukltadu w skali
nanometrowej zostaje catkowicie zaburzona, jako, ze taricuchy ErPC sg rozmieszczone
zupelnie przypadkowo w plaszczyznie monowarstwy. Przy wiekszych frakcjach
molowych ErPC istnieje wieksze prawdopodobieristwo, ze niektére z domen uzyskaja
proporcje 1:1, co prowadzi do tworzenia ukladu periodycznego i daje przyczynek do
obrazu dyfrakcyjnego. Pozostate domeny (o proporcji r6znej niz 1:1) rozmieszczone sa
chaotycznie w zwigzku z czym nie uginaja promieni X, co przejawia sie staba
intensywnoscia pikow zarejestrowanych dla Xgrc = 0,3 i 0,7. W przypadku Xerc = 0,7
pojedynczy fancuch alkilofosfocholiny majacej sklonnosci do tworzenia filméw o
charakterze cieklym zaczyna dominowa¢ w monowarstwie. Zatem jedynie dla Xgrc =0,5
wzajemne proporcje ErPC i DPPC s3 idealne do tworzenia periodycznie

rozmieszczonych domen.
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Aby w pelni zrozumie¢ wzajemna mieszalnos¢ ErPC i DPPC konieczne jest wyjasnienie
zjawiska zwigzanego z istnieniem dodatkowego plateau w przebiegu izoterm s-A oraz
okreélenie charakteru tego przejscia. Dlatego w drugim etapie tego eksperymentu
zbadano strukture monowarstwy Xgrc = 0,3 w = 50 mN/m, czyli powyzej wartosci
kolapsu monowarstw ErPC. Uzyskane z eksperymentu GIXD wyniki jednoznacznie
wskazuja na to, ze mate domeny, obserwowane w 50 mN/m na obrazach BAM
(rys.I1.34) powstaly na skutek usuniecie czasteczek ErPC z monowarstwy. Gdyby
dochodzilo do zalamania monowarstwy mieszanej, utworzone wielowarstwowe
domeny charakteryzowalyby sie przypadkowym skladem i r6znityby sie gruboscia, nie
dajac przyczynku do obrazu dyfrakcyjnego. Co wiecej, jesli nawet doszloby do
utworzenia krystalicznej wielowarstwy, to mialoby to odzwierciedlenie w szerokosci
pretéw Bragga i w konsekwencji w wartoéciach L,. Jednak otrzymane wyniki nie
dostarczaja zadnej informacji na temat tego aby podobne struktury sie formowaty.

Zatem w rejonie wysokich ci$niert dochodzi do catkowitej separacji faz.

II1.4. Oddzialywania ze sfingolipidami

Sfingomielina i GMi to zwiazki o charakterze amfifilowym nalezace do grupy
lipidéw zawierajacych sfingozyne, czyli tzw. sfingolipidéw. Do badan w niniejszej pracy
sfingomieline wybrano z uwagi na fakt, iz obok cholesterolu stanowi gléwny skiadnik
raft lipidowych, jak réwniez ze wzgledu na jej znaczaca role w procesie przekazywania
sygnatow miedzy komoérkami (Ramstedt and Slotte, 2002). Natomiast gangliozyd
wybrano ze wzgledu na jego nadekspresje wystepujaca w komoérkach nowotworowych
w poréwnaniu do komérek zdrowych (Fuentes i wsp., 1997). Poréwnujac izotermy m-A
(rys. I1.36 i11.40) zarejestrowane dla tych zwiazkéw, zauwazy¢ mozna, ze w przypadku
GM; cisnienie powierzchniowe zaczyna wzrasta¢ przy znacznie wiekszej wartosci
powierzchni (>130 A2) niz dla Sph (78 A2). Wynika to z odmiennej budowy chemicznej
tych zwiazkéw. W sfingomielinie cze$¢ polarng stanowi ugrupowanie cholinowe,
natomiast dwa taricuchy acylowe tworza czeé¢ apolarna. W przypadku GM; polarna
glowe stanowia oligosacharydy i kwas sialowy, podczas gdy ceramid jest czescia
niepolarng czasteczki. Dodatkowo w warunkach fizjologicznych (pH 7) sfingomielina
ma charakter zwitterjonowy, natomiast GM; jest naladowany ujemnie. Zatem mozna
przypuszczaé, ze za duze powierzchnie przypadajace na czasteczke w monowarstwach

utworzonych przez GM: odpowiadajag zaréwno rozmiary polarnych gltéw GM,, jak i
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odpychajace oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy nimi. Obliczone dla
sfingomieliny i GM; wartosci Cslmax Wskazuja na rézny, aczkolwiek skondensowany
charakter tworzonych przez te zwiazki filméw: czasteczki GM; tworza monowarstwy o
charakterze cieklym skondensowanym (Cs'max = 180), natomiast czgsteczki sfingomieliny
tworza monowarstwy o charakterze silnie skondensowanym (Cslmax™> 250). Réznica w
stopniu skondensowania monowarstw utworzonych przez te dwa sfingolipidy sprawia,
iz zaburzenie ich organizacji na skutek wprowadzenia czasteczek APCs zachodzi na
dwa sposoby. W przypadku filméw utworzonych przez sfingomieline,
charakteryzujacych sie wiekszym uporzadkowaniem inkorporacja niewielkiej ilosci
APCs znacznie obniza moduly $ciéliwosci. Niemniej jednak podczas dalszego
wprowadzania czgsteczek leku (Xarcs>0,3) plynnosé filmu pozostaje praktycznie bez
zmian, wskazujac na niedostepnoé¢ monowarstwy sfingomieliny dla czasteczek APCs.
Inne zjawisko jest obserwowane w przypadku monowarstw utworzonych przez GM;:
czasteczki APCs stopniowo wbudowuja sie do filmu, w wyniku czego stopierr jego
upakowania wzrasta i ostatecznie przy duzej zawartosci leku organizacja monowarstwy
zostaje zaburzona, co przejawia sie spadkiem modulu $cisliwosci. Analize zaleznosci
AGexe = f(Xapcs) przy ci$nieniu 30 mN/m dla obu badanych sfingolipidéw przedstawia

ponizszy rysunek.
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Rys. I11.5 Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla APCs i sfingolipidow w temperaturze 20°C
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Otrzymane wyniki potwierdzaja istnienie oddzialtywan pomiedzy czasteczkami
APCs a badanymi sfingolipidami. Charakter tych oddzialywan jest jednak inny. Dla
ukladéw mieszanych ze sfingomieling obserwuje sie dodatnie odchylenia od idealnosci,
Swiadczace o bardziej odpychajacych (lub mniej przyciagajacych) oddzialywaniach w
poréwnaniu do monowarstw jednoskladnikowych APC/APC oraz Sph/Sph. Z kolei
monowarstwy mieszane z GM; prawie w calym zakresie utamkéw molowych wykazuja
ujemne odstepstwa od idealnosci (z wyjatkiem monowarstw o najwyzszej zawartosci
HePC, Xocrc = 0,1 i 0,9 oraz Xgpc=0,7). Réwniez przebiegi krzywych AGee=f(Xapcs) dla
poszczegblnych APCs rézniag sie miedzy soba. W przypadku GM; dla HePC i ErPC
obserwuje si¢ wyrazne minimum dla mieszanin o stechiometrii 1:1 (sugerujace
tworzenie sie komplekséw powierzchniowych), podczas gdy dla OcPC w przedziale

utamkéw Xowrc=0,3-0,7 wartosci AGex nie zmieniaja sie. Ujemne wartosci AGexe dla

ukladéw mieszanych z GM; sa wynikiem zmniejszenia sity oddziatywan odpychajacych
pomiedzy ujemnie natadowanymi glowami glikosfingolipidu na skutek wbudowywania
sie pomiedzy nie czasteczek APCs. Z kolei, dla monowarstw mieszanych ze Sph dla
uktadéw HePC/Sph i ErPC/Sph w przebiegu funkcji AG=e=f(Xapcs) obserwuje sie
wyrazne maksima. Dla pierwszego z tych ukladéw najsilniejsze oddzialywania
wystepuja przy ulamku molowym Xuerc=0,7, podczas gdy w przypadku uktadu
ErPC/Sph maksimum wystepuje dla monowarstw ubogich w ErPC (Xgpc=0,1).
Mieszaniny z OcPC podobnie jak w przypadku GM;: charakteryzuja sie brakiem

wyraznego ekstremum w calym zakresie badanych utamkéw molowych.

Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze badane APCs wykazuja male
powinowactwo do monowarstw tworzonych przez czasteczki sfingomieliny. Ma to
szczegoblnie znaczenie w kontekscie tworzenia przez ten zwigzek tratw lipidowych,
ktére zostang omoéwione w dalszej czesci pracy. Z kolei czasteczki gangliozydéw moga
dla APCs stanowi¢ potencjalne , targety” na powierzchni blony. Hipoteza ta wydaje sie
by¢ stuszna w oparciu o liczne badania potwierdzajgce akumulacje gangliozydow w

przypadku zmian nowotworowych.
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II1.5. Zasada komplementarnosci

Powinowactwo APCs do badanych lipidéw blonowych mozna takze tlumaczy¢
w oparciu o geometryczng komplementarno$¢ oddzialujacych ze sobg czasteczek.
Upakowanie czasteczek moze by¢ okreslone przy pomocy tzw. krytycznego parametru
upakowania s, ktéry zalezy od powierzchni glowy a oraz objetosci V i dlugosci I

taricucha weglowodorowego (Israelachvili, 2011):

(IIL1)

Wartosci a, V, I. wystepujace w powyzszym wzorze sg charakterystyczne dla danej

czgsteczki. Zaréwno V jak i [. mozna fatwo policzy¢ korzystajac z zaleznosci:
V =(27,4+2690n,) [A3] (111.2)
l. = (1,5+1,265n.) [A] (I11.3)

gdzie n. jest liczba atoméw wegla w taricuchu, 27,4 i 26,9 sa objetosciami grup -
odpowiednio CH; i CH,, 1,265 jest dlugoscia wigzania C-C, natomiast 1,5 - radialnym
zasiegiem grypy CH;. Jako, ze na wartoé¢ powierzchni efektywnej glowy a wplywa
wiele czynnikéw (m.in. objetos¢ i ladunek) parametr a jest bardzo trudny do
oszacowania. Dla gléwnych lipidéw blonowych parametr ten zostal policzony i wynosi
odpowiednio 71,7 dla PC, 19 dla Chol, 95 dla GM; (Kumar, 1993, Frey i wsp.,2008).
Wyliczona warto$¢ parametru s dla zwigzkéw stosowanych w do$wiadczeniach oraz
okre§lony tym parametrem typ agregacji przedstawia tab. IIL.1. Rachunki
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy pokazaty, ze HePC, OcPC posiadaja ksztatt
stozkowy, natomiast ErPC charakteryzuje sie ksztaltem Scietego stozka. W kombinacji z
cholesterolem - posiadajacym ksztalt odwréconego Scietego stozka - taki przeciwstawny
uklad czasteczek zapewnia geometrycznie korzystne upakowanie, przejawiajace sie w
silnych przyciagajacych oddzialywaniach miedzymolekularnych obserwowanych na
wykresach AGex. Z kolei czasteczki najliczniej wystepujacych fosfolipidéw - DPPC i
POPC - posiadaja ksztalt Scietych stozkéw. Polaczenie tych fosfolipidéw z czasteczkami
APCs nie spelnia wiec warunku geometrycznej komplementarnoéci, co tlumaczy

istnienie stabych oddzialywan w uktadach APCs/DPPC oraz APCs/POPC.
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Dyskusja wynikow: Zasada komplementarnosci

Sktadnik

Parametry

I [A] V [AY] s

Ksztalt

APCs

HePC

71,7

20,475

430,9

0,29

¢ . )
Stoze

OcPC

71,7

23,005

484,7

0,29

[¢ . )
Stozek

ErPC

71,7

24,400

582,9

0,33

/' '
Sciety

Lipidy blonowe

Cholesterol

19

17,250

400

1,22

stozek

Odwrécony
Sciety
stozek

DPPC

71,7

20,475

847

0,57

Séiéty
stoiek

POPC

71,7

20,475

910

0,62

Sfingomielina

71,7

20,475

837,6

0,57

Gangliozyd
GM1

95

26,800

1100

0,43

Sciety
stozek

Tab. 1I1.1. Parametry upakowania molekularnego wyliczone dla stosowanych w eksperymentach lipidéw
btonowych oraz APCs

Podobne wnioski mozna wyciggnaé¢ dla sfingomieliny, ktéra réwniez posiada ksztatt

odwroéconego stozka. Interesujace natomiast wydaja sie wyniki uzyskane dla ukladéw

APCs/GM;. Analiza danych pokazala, ze pomiedzy czasteczkami glikosfingolipidu a

APCs wystepuja oddzialywania o charakterze przyciagajacym, natomiast ksztatt GM;

opisany jest jako Sciety stozek, co uniemozliwia Sciste upakowanie molekul. Nalezy

podkresli¢ jednak, ze molekularne ksztalty oszacowane sa na podstawie wartosci
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krytycznej parametru pakowania s, ktéry nie uwzglednia specyficznych oddzialtywan
pomiedzy skladnikami mieszaniny. W monowarstwach utworzonych przez czasteczki
GM; i APCs korzystne upakowanie moze wynika¢ z sily elektrostatycznej pomiedzy
dodatnio natadowana grupa choliny badanych lekéw, a ujemnie naladowang reszta
kwasu sialowego w czasteczce GM;, ktéra przewaza nad niekomplementarnoscia

ksztattu obu czasteczek.

III.6. Wplyw APCs na modelowe rafty lipidowe

Wielu autoréw wskazuje na rafty lipidowe jako miejsce wigzania wielu lekéw, w
tym lekéw o dzialaniu antynowtworowym. Badania przeprowadzone przez Ausili i
wsp. wskazujg na wyskoki stopiefi akumulacji edelfozyny ((21 + 4,3) % calkowitej
zawartosci lipidéw) (Ausili i wsp., 2008). Z kolei van der Luit przeprowadzil podobne
eksperymenty z peryfozyna wskazujac na zblizony poziom nagromadzenia leku (van
der Luit i wsp., 2007). Otrzymane przez tych autorow wyniki dowodza takze, ze
akumulacja lekéw w btonie prowadzi do redystrybucji steroli i tym samym wplywa na
zmiane wlasciwoéci  biofizycznych tratw lipidowych. W niniejszej pracy
przeprowadzono eksperymenty majace na celu sprawdzenie powinowactwa APCs do

domen lipidowych oraz ich wptywu na stopieni uporzadkowania domen.

Izoterme zarejestrowana dla monowarstwy stanowigcej model tratwy lipidowej

(Chol:Sph=0,5) wraz z zaleznoécia Cs? (7r) przedstawia ponizszy rysunek.

——Chol
Chol:Sph = 0,5
——sph

10+ 0 10 20 30 40 50
7 [mN/m]

20 40 60 80 100 120
A [Alczast.]

Rys. I11.6. Izoterma monowarstwy mieszanej stanowigcej model raft lipidowych (Chol:Sph=0,5) wraz z
izotermami zarejestrowanymi dla czystych sktadnikéw w temperaturze 20°C na wodzie o pH 5,6, inset:
zaleznosé Cs1(m) dla modelowej tratwy lipidowej

Czasteczki mieszaniny tworzg filmy o wysokim stopniu uporzadkowania, wynikajacym

z korzystnego geometrycznego upakowania molekul. Utworzone monowarstwy
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Dyskusja wynikow: Wptyw APCs na modelowe rafty lipidowe
charakteryzuja sie takze do$¢ wysoka stabilnoscig o czym $wiadczy warto$¢ cisnienia

powierzchniowego, przy ktérym dochodzi do zatamania filmu (54 mN/m).

Na podstawie maksymalnych wartoéci modutéw Scisliwosci odczytanych z
wykresow zaleznosci Cs? (Xarcs) (rys. 11.49) dla ci$nienia powierzchniowego 30 mN/m
mozna stwierdzié, ze dodanie najmniejszego utamka molowego APCs Xapcs=0,1 do
monowarstw stanowiacych model tratw lipidowych nie wywoluje znaczacych zmian w
ich upakowaniu. Jednak dalsze zwigkszanie iloéci APCs skutkuje wyraznym wzrostem
fluidyzacji monowarstw. Otrzymane wyniki pozostaja w zgodzie z wynikami Ausili i
wsp. uzyskanymi dla edelfozyny. Autorzy badajac metoda spektroskopii NMR uktad
tréjsktadnikowy POPC/Chol/Sph pokazali, ze dodanie do ukladu leku powoduje przy

wyzszych temperaturach zaburzenie uporzagdkowania czasteczek.

Rosngce wartoéci ci$nien kolapsu monowarstw mieszanych ubogich w APCs
(Xarcs=0,1-0,3) Swiadcza o wiekszej stabilnosci tych ukladéw w poréwnaniu do
mieszanin Chol/Sph. O duzej stabilnoéci mieszanin $§wiadcza takze ujemne wartosci
funkcji AGexe=f(Xapcs). Mozna wiec jednoznacznie stwierdzié, ze APCs wykazuja
stabilizujacy efekt na domeny lipidowe. Otrzymane wyniki pozostaja w zgodzie z
wynikami Heczkovej i Slotte (Heczkova i Slotte, 2006), ktérzy takze postuluja stabilizacje
domen pod wplywem syntetycznych lipidéw antynowotworowych (edelfozyny i
miltefozyny). Analiza oddziatywarn w ukladach dwuskladnikowych APCs/Chol oraz
APCs/Sph pozwala stwierdzi¢, ze w procesie inkorporacji APCs w tratwy lipidowe
kluczowa role odgrywaja oddzialywania z cholesterolem (ujemne wartosci AGee=f(Xapcs)
w calym zakresie badanych ulamkéw molowych). Z kolei, dodatnie wartosci
AGee=f(Xapcs) otrzymane dla ukladéw mieszanych ze Sph dowodza istnieniu mniej
przyciagajacych oddzialywan pomiedzy sktadnikami i $éwiadcza o malym
powinowactwie leku do Sph. Dodatkowo van der Luit i wsp. dowiedli, ze inkorporacja
APCs (peryfozyny) jest niezalezna od ilosci sfingomieliny w domenach lipidowych (van
der Luit i wsp., 2007). Zatem mozna przypuszczaé, ze obecnos¢ Sph w raftach

lipidowych nie wptywa znaczaco na proces wnikania APCs do komorki.
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II1.7. Wplyw APCs na modelowe blony biologiczne

W czesci literaturowej opisano réznice w sktadzie bton biologicznych komérek
normalnych oraz zmienionych nowotworowo. Jak wykazano, transformacja
nowotworowa powoduje z reguly zwiekszenie wartosci stosunku fosfolipidéw do
cholesterolu oraz wzrost procentowej zawartoéci lipidéw o charakterze nienasyconym
(Inbar, 1976; Tsuchiya i wsp., 2002). Réznice te pozwalaja - w oparciu o technike
monowarstw Langmuira - na stworzenie prostych modeli blony normalnej i
patologicznej. W niniejszej pracy jako modele bton wykorzystano monowarstwy
dwusktadnikowe, sktadajace si¢ z cholesterolu i wtasciwego fosfolipidu (DPPC - btona
zdrowa oraz POPC - blona nowotworowa) zmieszanych ze soba w odpowiedniej
proporcji (Chol:DPPC = 0,67 oraz Chol:POPC = 0,25). Izotermy zarejestrowane dla
poszczegolnych monowarstw modelowych blon wraz z izotermami czystych zwigzkéw

prezentuje ponizszy rysunek:

70 70

a) Chol b) Chol
60 Chol:DPPC = 0,67 60 Chol:POPC = 0,25
&0/ ——DPPC &0/ “—POPC
T 401 T 40/
2 304 z 30
E E
= 20 ~ 20
104 104
0 0+
-10 T T T T T -10 T T T T T
20 40 60 2 80 100 120 20 40 60 80 100 120
A [A%czast.] A [A’/czast.]

Rys.II1.7. Izotermy monowarstw mieszanych stanowigcych modele bion biologicznych: a) zdrowej b)
nowotworowe]j wraz z izotermami zarejestrowanymi dla czystych sktadnikow w temperaturze 20°C na
wodzie o pH 5,6; inset: zaleznos¢ Cs () dla modelowych bton biologicznych

Krzywe 7-A dla poszczegdlnych ukladéw modelowych réznia sie znacznie pod
wzgledem ksztalttu i polozenia. Izoterma normalnej blony komérkowej ma ostrzejszy
przebieg i przesunieta jest w strone mniejszych powierzchni przypadajacych na
czasteczke w stosunku do izotermy zarejestrowanej dla monowarstwy modelowej btony
nowotworowej. Réznice widoczne sa takze w upakowaniu blon. Film ukfadu
mieszanego z POPC charakteryzuje sie cieklym stanem fizycznym, natomiast
monowarstwe stanowigca model blony komérki zdrowej cechuje silne skondensowanie.

Analiza przebiegu funkcji AGexc (w 30 mN/m) pozwala zauwazy¢, ze pomiedzy APCs, a
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czasteczkami lipidéw budujacych modelowe blony (zaréowno zdrowe jak i

nowotworowe) pojawiaja sie oddzialywania.

1500 1500
btona zdrowa . btona zdrowa
10004 btona nowotworowa , 10004 btona nowotworowa

(_3 V \

E 5004 5004
—
= /
—  od 0+
3]
x
[}
O -5004 -500

<

-1000 -1000
~1500+—— . ; . : 1500 +—— : ; : .
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
XHePC XOcPC
1500
btona zdrowa
= bona nowotworowa

1000{

01 03 05 07 0.9
XErPC

Rys.II1.8. Wykresy zaleznosci AGe< = f(Xapcs) dla modelowych bton biologicznych w temperaturze 20°C

Charakter tych oddzialywan jest w obu przypadkach r6zny. Ujemne wartodci w
przebiegu funkcji dla ukladu APCs/Chol/POPC wskazuja na istnienie korzystniejszych
oddziatywan w tym tréjsktadnikowym ukladzie w odniesieniu do ukladu
dwusktadnikowego Chol/POPC. Z drugiej strony dodatnie wartosci AGex odnotowane
dla uktadéw APCs/Chol/DPPC pokazuja, ze oddzialywania w tym ukladzie sg stabsze
(mniej atrakcyjne lub bardziej odpychajace), a utworzone filmy sg termodynamicznie
mniej stabilne w poréwnaniu do uktadu Chol/DPPC. W zwigzku z tym mozna
stwierdzi¢, ze inkorporacja APCs do blon komoérek zdrowych jest termodynamicznie
niekorzystna. Badania mieszanych monowarstwach Chol/DPPC (Dynarowicz-tatka i
wsp., 2002) i Chol/POPC (Jurak, 2013) dowodza, ze powinowactwo cholesterolu do
DPPC jest duzo wieksze niz do POPC. Dlatego tez wprowadzanie jednotaricuchowych
czasteczek APCs do filméw o charakterze bardziej plynnym i mniej uporzadkowanym
(Chol/POPC) jest o wiele latwiejsze niz inkorporacja czasteczek leku do filmu
Chol/DPPC. Wszystko to pozwala nam stwierdzi¢, ze blona komoérki normalnej stanowi
niejako naturalng bariere, zapobiegajaca wnikaniu czasteczek leku do wnetrza komorek i

moze tym samym ttumaczy¢ wysoka selektywnosé z APCs.
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II1.8. Powinowactwo APCs do blony komdérki nowotworu prostaty

Na podstawie danych dotyczacych skladu lipidowego blon stworzono model
blony imitujacej blone komoérki nowotworu prostaty (Chol:POPC=0,428). Izoterme

zarejestrowang dla opisanego modelu prezentuje rys. II1.9.

Chol

60 Chol:POPC = 0,428
POPC

7 [mMN/m]
3

20 40 60 80 100 120
A [A%/czast.]

Rys. 111.9. Izoterma monowarstwy mieszanej stanowigcej model bfony komorki nowotworu prostaty
(Chol:POPC=0,428) wraz z izotermami zarejestrowanymi dla czystych sktadnikéw w temperaturze 20°C
na wodzie o pH 5,6; inset: zaleznoé¢ Cs1(m) dla modelowej tratwy lipidowej

Jak mozna zauwazy¢, izoterma ksztaltem przypomina izoterme zarejestrowana
dla POPC jest jednak przesunieta w strone mniejszych powierzchni. Modelowa
monowarstwa znajduje sie¢ w stanie cieklym skondensowanym. Niski stopient
uporzadkowania taficuchéw acylowych w mieszanej monowarstwie wynika z obecnosci
podwoéjnego wigzania w laricuchu POPC. Powszechnie wiadomo, ze powinowactwo
cholesterolu do fosfolipidéw nienasyconych jest duzo mniejsze niz do fosfolipidéw

nasyconych, co przejawia sie ostabieniem kondensujacych wlasciwosci tego sterolu.

Pierwszym zaobserwowanym zjawiskiem zwigzanym z inkorporacja APCs byl spadek
maksymalnych wartoéci modutéw $Scisliwosci, Swiadczacy o zwigkszeniu ptynnosci
monowarstw. Analiza przebiegu funkcji AGec = f(Xapcs) dla wszystkich trzech badanych
syntetycznych lipidow antynowotworowych pozwala wnioskowaé o istnieniu
korzystnych, przyciagajacych oddzialywarn pomiedzy czasteczkami w monowarstwach

tréjsktadnikowych.
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Rys. I1.10. Wykresy zaleznosci AGe = f(Xapcs) dla APCs i modelowej btony nowotworu
prostaty w temperaturze 20°C

Zatem mozna stwierdzi¢, iz wnikanie czgsteczek lekéw do modelowej blony biologicznej
nowotworu prostaty jest procesem termodynamicznie korzystnym. Wyniki
eksperymentu na linii komoérkowej Dul45 wskazywaly, ze najwiecej komorek
apoptycznych obserwowano po inkubacji z ErPC. Poréwnanie oddzialywan w
analizowanych modelowych ukladach pozwala z kolei zauwazy¢, Ze najsilniejsze
oddzialywania wystepuja wiasnie dla mieszanin z ErPC, co §wiadczy o najwiekszym
powinowactwie tego leku do btony nowotworu prostaty i moze ttumaczy¢ najwyzsza

skutecznoé¢ w wywolywaniu procesu zaprogramowanej $émierci komorki.
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IV. Wnioski

1. Badane zwiazki z grupy alkilofosfocholin - HePC, OcPC i ErPC - wykazuja zalezna od
dawki i czasu inkubacji zdolnos¢ do wywolywania $mierci w komorkach linii
nowotworu prostaty Dul45. Zastosowanie réznych barwnikéw pozwolilo na
rozréznienie pomiedzy dwoma rodzajami $mierci interfazalnej i wskazanie na apoptoze
jako gtéwny proces indukowany w komérkach traktowanych lekami i prowadzacy do
ich umieralnoéci. Sposréd analizowanych lekéw najwieksza skutecznoscia odznaczyta
sie ErPC wywolujac - przy najwiekszej dawce i dluzszym czasie inkubacji - apoptoze w
ponad 70 % komorkach. Badanie powinowactwa lekéw do modelowych bton
nowotworu prostaty réwniez wskazalo na najwyzsza afinicznos¢ ErPC do

analizowanego modelu.

2. HePC, OcPC i ErPC wykazuja wlasciwosci cieklokrystaliczne generujac fazy
nematyczne, a temperatura przejscia fazowego Cr2-N silnie zalezy od obecnosci w
taicuchu acylowym podwdjnego wiazania; dla HePC i OcPC przejscie do fazy
cieklokrystalicznej nastepuje w temperaturze niewiele wyzszej od 100°C, natomiast dla
ErPC temperatura ta jest zdecydowanie nizsza i w zakresie temperatur fizjologicznych

zwigzek jest nematykiem.

3. Wszystkie trzy badane alkilofosfocholiny sa zdolne do tworzenia na powierzchni
swobodnej wody stabilnych monowarstw Langmuira. Wraz ze wzrostem dlugosci
tanicucha weglowodorowego rosnie stopien uporzadkowania tworzonych filméw
(monowarstwy HePC charakteryzuje stan ciekty rozprezony, natomiast OcPC i ErPC -

ciekly) oraz ich stabilno$¢ (coraz wyzsze wartosci cisnienia kolapsu o).

4. Obrazy struktury monowarstw uzyskane za pomoca mikroskopu BAM wskazuja na
calkowita homogeniczno$¢ monowarstw utworzonych przez APCs i nawet po kolapsie

nie obserwuje si¢ zadnych struktur.

5. Zaréwno przebiegi krzywych AV-A zarejestrowanych dla APCs jak i maksymalne
wartosci AV osiggane podczas kompresji monowarstw sa do siebie zblizone i nie zaleza

od dlugosci czesci weglowodorowej czasteczek oraz obecnoéci w niej wigzania o
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charakterze nienasyconym; dodatnie wartosci AV wskazuja na podwyzszanie przez

badane zwiazki potencjatu powierzchniowego wody.

6. Szczegdlowa charakterystyka monowarstw utworzonych przez czasteczki ErPC
pokazuje, brak istotnego wplywu na zmiane warunkéw do$wiadczalnych, takich jak pH
czy iloé¢ naniesionych czasteczek, natomiast minimalny wptyw na potozenie izoterm ma

szybkos¢ kompresji, czas pomiaru oraz temperatura.

7. Na sile wzajemnego oddzialywania w analizowanych monowarstwach mieszanych
wplywaja zaréwno wzajemne proporcje tworzacych je skladnikéw jak i wartosé
ciénienia powierzchniowego i w podwyzszonych ci$nieniach interakcje sa znacznie

silniejsze.

8. Termodynamiczna analiza ukladéow APCs/Chol dowiodla istnieniu pomiedzy
czasteczkami silnych oddzialywan o charakterze bardziej przyciggajagcym (lub mniej
odpychajagcym) niz w filmach jednoskladnikowych. Uzyskane wyniki pozwolity
wyjaéni¢ brak hemolitycznego dziatania ErPC. Zaklada sie, ze za hemolityczny efekt
dwoch pozostalych alkilofosfocholin (HePC i OcPC) odpowiadaja wolne, niezwigzane
czasteczki leku obecne w mieszaninach bogatych w HePC i OcPC (Xuerc,ocrc > 0,5). Dla
ErPC silne oddzialywania z cholesterolem obserwowane s3 w szerokim zakresie
utamkéw molowych (Xgrc=0,3 - 0,9), w zwigzku z czym w warstwie powierzchniowe;j,
nie wystepuje nadwyzka leku, mogaca wywola¢ zjawisko hemolizy, a prawie wszystkie

czasteczki ErPC tworza z cholesterolem stabilne kompleksy.

9. Silne powinowactwo pomiedzy APCs a cholesterolem sugeruje, ze sterol ten moze
mie¢ duze znaczenie w procesie transportu APCs przez blony biologiczne.
Unieruchamiajac czasteczki APCs poprzez wigzanie je w kompleksy powierzchniowe o
stechiometrii 1:1, cholesterol najprawdopodobniej zapobiega ich przenikaniu przez
btone biologiczng. Zaklada sig, ze w wyniku wzajemnych oddzialywan, tylko niewielka

iloé¢ lekéw moze przechodzi¢ przez btone i wywiera¢ aktywnos¢ biologiczna.

10. Analiza oddzialywan miedzyczgsteczkowych badanych APCs z DPPC i POPC
pozwolita stwierdzi¢ istnienie stabych oddzialywan pomiedzy w/w substancjami w
monowarstwach Langmuira w odniesieniu do oddzialywan z cholesterolem. Zasieg
oddzialywania pomiedzy APCs a badanymi fosfatydylocholinami jest podobny i

niezalezny od stopnia nasycenia tych drugich. Na charakter oddzialywann wpltywaja
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natomiast réznice w strukturze chemicznej badanych fosfatydylocholin: w uktadach
HePC/DPPC(POPC) oraz OcPC/DPPC(POPC) oddzialywania sa mniej korzystne
energetycznie w poréwnaniu do monowarstw jednoskladnikowych, natomiast w

ukladzie ErPC/DPPC(POPC) oddzialywania maja charakter korzystny.

11. Obrazy struktury monowarstw mieszanych ErPC/DPPC uzyskane za pomoca
mikroskopu BAM oraz obrazy dyfrakcyjne uzyskane przy zastosowaniu GIXD wskazuja
na wzajemna mieszalnoé¢ skladnikéw w obszarze ci$nieri powierzchniowych do 30

mN/m.

12. Zastosowanie komplementarnych technik pomiaru (izotermy s-A, BAM oraz GIXD)
pozwolilo okreéli¢ nature przejscia fazowego widocznego przy podwyzszonych
ci$nieniach na izotermach 7-A zarejestrowanych dla monowarstw o matej zawartosci
ErPC. Widoczne w przebiegu izoterm plateau jest wynikiem usuwania z monowarstw

czgsteczek ErPC i zachodzacej w konsekwencji sepracji faz.

13. Wyniki badann przeprowadzonych na modelowych raftach lipidowych sugeruja
stabilizujacy efekt APCs na domeny lipidowe. W procesie inkorporacji APCs w tratwy
lipidowe kluczowa role odgrywaja oddzialtywania z cholesterolem; z kolei analiza
oddziatywan pomiedzy APCs i sfingomieling wskazuje na mate powinowactwo lekéw

do tego sfingolipidu.

14. Ujemne wartosci AGex dla ukladéw mieszanych z GM; sg wynikiem zmniejszenia
sity oddzialywarn odpychajacych pomiedzy ujemnie naladowanymi glowami
glikosfingolipidu na skutek wbudowywania sie pomiedzy nie jednolaricuchowych
czasteczek APCs i $wiadcza o wysokim powinowactwie lekéw do tego zwiazku.
Zaklada sig, ze GM; moze na powierzchni blony stanowié¢ potencjalne miejsce wigzace
dla APCs i w zwiazku ze swoja nadekspresja w komoérkach nowotworowych

odpowiadac za selektywnos¢ lekow.

15. Analiza oddzialywan lekéw z modelowymi btonami komoérki normalnej oraz
nowotworowej pozwolila zauwazy¢, ze blony komérek zdrowych stanowia naturalng
bariere, zapobiegajaca wnikaniu czasteczek APCs do wnetrza komoérek, co réwniez

moze tlumaczy¢ wybiérczosé¢ dziatania APCs.
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Streszczenie

Streszczenie

W  niniejszej pracy podjeta zostala proéba wyznaczenia oddzialywann pomiedzy
alkilofosfocholinami  (APCs), stanowigcymi nowa generacje lekéw o  dzialaniu
antynowotworowym, a skladnikami bton biologicznych w monowarstwach Langmuira
utworzonych na swobodnej powierzchni wody. Do badan wybrano trzy alkilofosfocholiny
réznigce sie struktura czesci hydrofobowej: heksadecylfosfocholing (HePC, posiadajaca 16
weglowy laricuch weglowodorowy), oktadecylfosfocholine (OcPC, z 18 weglowym laricuchem
weglowodorowym) oraz erucylfosfocholine (ErPC, z 22 weglowym Ilancuchem

weglowodorowym i podwéjnym wigzaniem usytuowanym pomiedzy 13 a 14 atomem wegla).
Rozprawa doktorska obejmuje cztery zasadnicze czesci.

Pierwsza cze$¢ poswiecona jest przegladowi literatury przedmiotu i obejmuje trzy
podrozdziaty, w ktérych opisano kolejno: blony biologiczne, syntetyczne lipidy
antynowotworowe oraz podstawy fizyczne techniki monowarstw Langmuira. Na wstepie
zarysowano historie badarn nad blonami biologicznymi oraz opisano ich skladniki ze
szczeg6lnym uwzglednieniem lipidéw blonowych stosowanych w eksperymentach objetych
niniejsza praca (cholesterolu (Chol), 1,2-dipalmitoilo- sn-glicero-3-fosfocholiny (DPPC), 1-
palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (POPC), sfingomieliny (Sph) oraz ganglizydu
(GMDy)). Jedna z sekcji poswiecono takze deskrypcji ogétu proceséw metabolicznych w/w lipidéw
blonowych. W czeéci tej znajduje sie opis asymetrii dystrybucji lipidéw w btonach biologicznych i
dysfunkcje wynikajace z jej zaburzenia. Ponadto przedstawiono ogélng charakterystyke tratw
lipidowych oraz ich role w funkcjonowaniu blon oraz procesie zaprogramowanej Smierci
komérki. Na koniec czesci poswieconej membranom biologicznym opisano réznice strukturalne
pomiedzy komérkami zdrowymi a komérkami dotknietymi procesem nowotworzenia. W dalszej
czesci pracy zaprezentowano nalezace do rodziny syntetycznych lipidéw antynowotworowych
APCs. Przedstawiono geneze badaini nad ta grupa zwiazkéw oraz ich ogélna specyfikacje. Sekcja
ta zawiera takze opis dotychczasowych wynikéw badar dotyczacych potencjalnego mechanizmu
dziatania tej grupy lekéw. Ostatni rozdzial czesci literaturowej zawiera charakterystyke techniki
monowarstw Langmuira i obejmuje zaréwno historyczne aspekty badar, jak i najnowszy stan
wiedzy zwigzany z ta tematyka. W rozdziale tym zaprezentowane zostalo klasyczne i
wspolczesne spojrzenie na filmy Langmuira. Szczeg6lna uwage poswiecono mechanizmowi
kolapsu monowarstw oraz oddzialywaniom w ukladach wielosktadnikowych. Dodatkowo
przedstawiono szereg metod stuzacych do analizy filméw Langmuira (w tym metody

spektroskopowe i mikroskopowe), a nastepnie opisano te, ktére znalazly zastosowanie w
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niniejszej pracy (BAM i GIXD). Podsumowaniem czesci literaturowej jest opis monowarstw

Langmuira jako modelu bton biologicznych.

Na poczatku czeéci eksperymentalnej zaprezentowano wszystkie stosowane
zwigzki i odczynniki chemiczne, przedstawiono procedure pomiaréw oraz opisano wpltyw
warunkéw eksperymentalnych na przebieg i stabilnos¢ otrzymywanych izoterm 7-A. W dalszej
czesci przedstawiono wyniki przeprowadzonych badan. W pierwszej kolejnosci zaprezentowano
wlasdciwosci mechaniczne i elektryczne monowarstw utworzonych przez czasteczki APCs (oparte
o0 pomiar izoterm 7-A i zaleznodci AV-A) oraz wyniki badann w ciele stalym z uzyciem
réznicowego kalorymetru skaningowego (DSC) oraz mikroskopu polaryzacyjnego. Zastosowanie
tych technik pozwolilo na dokladng charakterystyke stosowanych zwigzkéw oraz okreslenie (w
przypadku ErPC) parametréw pomiarowych. Badania DSC i mikroskopia polaryzacyjna
pozwolity dodatkowo na scharakteryzowanie ciektokrystalicznych wlasciwosci APCs. W dalszej
czeéci pracy przedstawiono wyniki badarn na materiale biologicznym - linii komdrkowej
nowotworu prostaty Dul45. Badania te mialy na celu sprawdzi¢ zdolnos¢ APCs do indukcji
apoptozy w komdrkach nowotworowych przy réznych czasach ekspozycji oraz réznych
stezeniach lekéw. Apoptoze badano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego.
Zaprezentowane w pracy wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze APCs wywoluja Smier¢
komérek na drodze apoptozy. Kolejna czes¢ pracy obejmuje prezentacje wynikéw
eksperymentéw langmuirowskich. W kolejnych sekcjach zaprezentowano wyniki pomiaréw dla
dwusktadnikowych ukladéw mieszanych (APCs/Chol, APCs/DPPC, APCs/POPC, APCs/Sph,
APCs/GM1) oraz ukladoéw tréjsktadnikowych imitujacych rafty lipidowe (APCs/Chol/Sph
(Chol:S5ph=0,5)) oraz modelowe blony biologiczne: leukocytéw (APCs/Chol/DPPC
(Chol:DPPC=0,67)), komoérek nowotworu biataczki (APCs/Chol/POPC (Chol:POPC=0,25)) i
komérek nowotworu prostaty (APCs/Chol/POPC (Chol:POPC=0,428)). Do interpretacji
rownowag termodynamicznych w w/w monowarstwach mieszanych zastosowano
termodynamiczny opis wlasciwosci roztworéw nieidealnych za pomoca nadmiarowych funkcji
mieszania. Odchylenia od regut addytywnosci postuzyly jako wskaznik oddziatywan pomiedzy
skladnikami. Dla kazdego z badanych ukladéw okreslono charakter oddzialywan w szerokim
zakresie utamkéw molowych i ci$niert powierzchniowych. Zbadanie zmian maksymalnych
wartosci modutéw Scisliwosci Cs? w funkgji skladu monowarstwy pozwolito ponadto okresli¢
wplyw APCs na upakowanie monowarstw utworzonych przez czasteczki lipidéw btonowych.
Dodatkowo przeprowadzono analize mieszalnoéci sktadnikéw w ukladzie ErPC/DPPC przy
uzyciu techniki rozpraszania promieniowania X (GIXD) oraz mikroskopii kata Brewstera (BAM).
Dzieki zastosowaniu komplementarnych metod udalo sie jednoznacznie opisa¢ wzajemna

mieszalno$¢ skladnikéw oraz okredli¢ charakter przejscia fazowego obserwowanego przy
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wysokich ci$nieniach powierzchniowych na izotermach 7-A zarejestrowanych dla monowarstw

ubogich w ErPC.

Trzeci rozdzial pracy obejmuje dyskusje otrzymanych wynikéw. W rozdziale tym
zestawiono ze soba wyniki dla réznych lipidéw, co umozliwilo poréwnanie wzajemnych
oddzialywan. Jednoznacznie okreslono powinowactwo APCs do konkretnych lipidéw
btonowych (stosujac m.in. zasade komplementarnosci molekularnej) oraz do modelowych bton
biologicznych, wskazujac potencjalny mechanizm selektywnosci tej grup lekéw w stosunku do

komérek nowotworowych.

Calos¢ pracy podsumowana zostala 15 wnioskami przedstawionymi w rozdziale

czwartym, z ktérych najwazniejsze wymieniono ponizej:

1. Kluczowa role w procesie transportu APCs przez blone odgrywa cholesterol, z ktérym

wszystkie badane zwigzki wykazuja silne oddziatywania przyciagajace;

2. Znacznie mniejsza role odgrywaja fosfolipidy btonowe (DPPC i POPC), z ktérymi

APCs oddziatuja stabo, a charakter tych oddziatywan zalezy od struktury chemicznej lekéw;

3. Badane APCs wplywaja stabilizujaco na rafty lipidowe, a efekt ten uwarunkowany

jest gtownie oddzialywaniami z cholesterolem;

4. Czasteczki gangliozydu GM1 moga na powierzchni bfony stanowi¢ potencjalne miejsca

wigzace APCs i odpowiadac za wysoka selektywnosé lekow.;

5. Blony komoérek zdrowych stanowia naturalng bariere, zapobiegajaca wnikaniu

czasteczek APCs do wnetrza komérek;
Prace koriczy bibliografia zawierajaca 308 pozyciji.

Czes¢ wynikéw zaprezentowanych w niniejszej pracy zostala opublikowana w

nastepujacych artykutach:

1. Wnetrzak A., tatka K., Dynarowicz-tatka P., Marzec M., 2012, Langmuir Monolayer
Characteristics of Erucylphosphocholine — A Novel Anti-Tumor Drug, Acta Phys. Pol. A, 121: 468-473;

2. Dynarowicz-tatka P, Wnetrzak A., Broniatowski M., Flasiiski M., 2013, Miscibility and phase
separation in mixed erucylphosphocholine-DPPC monolayers, Colloid Surf B Biointerfaces 107:43-57;

3. Wnetrzak A., Latka K., Dynarowicz-tatka P., 2013, Interactions of Alkylphosphocholines with
Model Membranes — The Langmuir Monolayer, ] Membr Biol 246: 453- 466;

4. Wnetrzak A., tatka K. Dynarowicz-tatka P. 2013, Interactions between antitumor
alkylphosphocholines and membrane sphingolipids in Langmuir monolayers, wystane do druku w Acta
Phys. Pol. A.
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The main objective of this PhD thesis was to determine the interactions between
alkylphosphocholines (APCs), which are new generation of antitumor agents, and cellular
membrane lipids in Langmuir monolayers formed at the free water surface. For investigations,
three alkylphosphocholines were chosen, which differ in the structure of their hydrophobic part:
hexadecylphosphocholine, HePC (possessing C16 alkyl chain), octadecylphosphocholine, OcPC
(with C18 hydrocarbon tail) anderucylphosphocholine, ErPC (with 22-carbon hydrocarbon chain

and double cis bond between 13 and 14 carbon atoms).
The doctoral dissertation consists of four main parts.

The first part is a literature review and includes three subsections, which describe the following
issues: biological membranes, anticancer synthetic lipids and physical principles of Langmuir
monolayers technique. The introduction presents the history of biological membranes and
describes major membrane components, with particular regard to membrane lipids used in this
study (cholesterol (Chol), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC), sphingomyelin (Sph) and ganglioside (GM1)). One
part of this subsection contains the description of all the metabolic processes of the above-
mentioned membrane lipids. This subsection also describes the asymmetric distribution of lipids
in biological membranes and dysfunctions resulting from its disorder. In addition, the general
characteristic of lipid rafts is presented, as well as their role in the membrane function and in the
process of programmed cell death. At the end of this subsection, the structural differences
between normal cells and cells affected by carcinogenesis are described. The next subsection deals
with alkylphosphocholines, representing a structural class of promising antineoplastic synthetic
phospholipid analogs. The genesis of research on these drugs is shown, as well as their general
specifications. This subsection provides a description of the recent study on the potential mode of
action of this drug class. The last part of the literature review concerns the description of the
Langmuir monolayers technique and includes historical aspects of this method and state of the
art associated with this subject. This subsection presents both classical and contemporary look at
the Langmuir films. The particular attention is paid to the mechanism of monolayer collapse and
interactions in multicomponent systems. Furthermore, a number of methods for the analysis of
Langmuir films (including spectroscopic and microscopic techniques) are presented and
described, especially those that were used in this study (BAM and GIXD). The description of the
Langmuir monolayer as a model of biological membranes can be found in the summary of the

literature part.
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At the beginning of the experimental section, all the used compounds and chemical reagents, as
well as experimental procedure are presented. Moreover, the influence of experimental
conditions on the course of the obtained n-A isotherms and stability of monolayers is described.
Then, the results of experiments are shown. First, basing on the measurements of n-A isotherms
and AV-A dependences, the mechanical and electrical properties of monolayers formed by APCs
molecules are presented. This section also demonstrates the results of study in solid state, using
differential scanning calorimeter (DSC) and polarizing microscope. The application of these
techniques allowed to obtain the characteristic of the investigated compounds and determine the
optimum measurements conditions (for ErPC). The DSC study complemented with polarised
light microscopy allowed also to characterize the liquid crystalline properties of the studied
APCs. Next, the results of research on biological material - a prostate cancer cells line Du145 - are
presented. These studies were aimed to verify the ability of APCs to induce apoptosis in cancer
cells, depending on the dose and time of incubation. Apoptosis was measured using a
fluorescence microscope. The obtained results clearly confirm that APCs induce cell death trough
apoptosis. Another part of the work includes the results of the Langmuir study. The following
subsections present the results of measurements of binary mixed systems (APCs/Chol,
APCs/DPPC, APCs/POPC, APCs/Sph, APCs/GM1) and ternary systems imitating lipid rafts
(APCs/Chol/Sph (Chol:'Sph = 0,5)) and model biological membranes of: leukocytes
(APCs/Chol/DPPC (Chol:DPPC = 0,67)), leukemia cancer cells (APCs/Chol/POPC (Chol: POPC
= 0,25)) and prostate cancer cells (APCs/Chol/POPC (Chol:POPC = 0,428)). To interpret
thermodynamic equilibrium above-mentioned mixed monolayers, the thermodynamic
description of the properties of non-ideal solutions were applied, using the excess mixing
functions. Deviations from the additivity rules were used as an indicator of the interaction
between the components. For each investigated systems, the character of mutual interaction was
determined over a wide range of mole fractions and various surface pressures. Changes in the
maximum compressibility modulus values (Cs! ) as a function of the composition of the
monolayer allowed to determine the influence of APCs on molecular packing of monolayers,
which are formed by the membrane lipid molecules. Additionally, an analysis of the miscibility of
the components in the system ErPC/DPPC was performed, using the GIXD technique and
Brewster angle microscopy (BAM). Thanks to the applied complementary techniques, the mutual
miscibility of the components was described. Moreover, GIXD experiments helped to elucidate
the origin of the plateau observed at high surface pressure in the course of n-A isotherms for

monolayers of low ErPC content.

The third section includes a discussion of the obtained results. This part summarizes the results
for each different lipids, what allowed to compare the mutual interactions. In this thesis, the

affinity of APCs to definite membrane lipids (using i.e. molecular packing complementarity rule),



Vi

Summary

as well as to biomembrane model was clearly defined, indicating the potential mechanism of

APC:s selectivity in relation to the tumor cells.

This work has been summarized with 15 conclusions, which are presented in section 1V, from

which the main conclusions are presented below:

1. Cholesterol, among all the investigated compounds, exhibits a strong attractive
interactions with all the studied APCs, and - in this way- plays a crucial role in the
transport of APCs through the biological membrane,

2. Interactions between investigated phospholipids (DPPC and POPC) and APCs are
much weaker and seem to be less important in this aspect; the character of these
interactions depends on the chemical structure of APCs.

3. APCs stabilize lipid rafts, and this effect is mainly due to the interactions with
cholesterol;

4. GM1 molecules may be considered as molecular targets, attracting APCs molecules to
cancer cells and can be responsible for the high selectivity of these drugs;

5. Membrane of normal cells is a natural barrier, preventing drug molecules from

penetrating into healthy cells;

At the end of this thesis there is a bibligraphy containing 308 references. Some of the results

presented in this dissertation have already been published in the following articles:

1. Wnetrzak A., tatka K., Dynarowicz-tatka P., Marzec M., 2012, Langmuir Monolayer
Characteristics of Erucylphosphocholine - A Novel Anti-Tumor Drug, Acta Phys. Pol. A, 121: 468-473;

2. Dynarowicz-tatka P, Wnetrzak A., Broniatowski M., Flasiniski M., 2013, Miscibility and phase
separation in mixed erucylphosphocholine-DPPC monolayers, Colloid Surf B Biointerfaces 107:43-57;
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