Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Wydzial Fizyki, Astronomii 1 Informatyki Stosowane]

Praca doktorska

Klasyfikacja resztkowej wody zwigzanej
w rehydratowanych liofilizatach fosfolipidow DPPC,

POPC i DOPC
Agata Bogdat

Praca wykonana pod kierunkiem
prof. dr. hab. Huberta Haranczyka
Zaktad Fizyki Medyczne;j

Instytut Fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego

Krakow, 2023






Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowane;j

Uniwersytet Jagiellonski

Oswiadczenie

Ja, nizej podpisana Agata Bogdat (nr indeksu: 1082255) doktorantka Wydziatu Fizyki,
Astronomii 1 Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego o$wiadczam,
ze przedtozona przeze mnie rozprawa doktorska pt. ,,Klasyfikacja resztkowej wody zwigzanej
w rehydratowanych liofilizatach fosfolipidow DPPC, POPC i DOPC” jest oryginalna
I przedstawia wyniki badan wykonanych przeze mnie osobiscie, pod kierunkiem prof. dr. hab.

Huberta Haranczyka. Prac¢ napisatam samodzielnie.

Oswiadczam, ze moja rozprawa doktorska zostata opracowana zgodnie z Ustawg
0 prawie autorskim i prawach pokrewnych z dnia 4 lutego 1994 r. (Dziennik Ustaw 1994

nr 24 poz. 83 wraz z pdzniejszymi zmianami).

Jestem Swiadoma, ze niezgodnos¢ niniejszego o$wiadczenia z prawda ujawniona
w dowolnym czasie, niezaleznie od skutkow prawnych wynikajacych z ww. ustawy, moze

spowodowac uniewaznienie stopnia nabytego na podstawie tej rozprawy.

Krakow, dnia podpis doktoranta






Pragne serdecznie podziekowac:

Panu prof. dr. hab. Hubertowi Haranczykowi okazang zyczliwosc¢,
zaangazowanie, poSwiecony czas na dyskusje naukowe, pomoc i cenne
uwagi merytoryczne,

Panu prof. dr. hab. Kazimierzowi Strzalce za przeprowadzone
konsultacje naukowe,

Pani dr Malgorzacie Jemiole — Rzeminskiej za preparacje oraz
liofilizacje liposomow wielowarstwowych,

Kolegom doktorantom i pracownikom Zaktadu Fizyki Medycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego — gtownie:

dr. Karolowi Kubatowi za pomoc w wykonaniu pomiarow, analizie
danych i za prowadzenie dodatkowych dyskusji naukowych,

Panu inz. Tomaszowi Malarzowi za pomoc w obstudze spektroskopu
I relaksometru,

Mojemu Mezowi i Rodzicom za pomoc W organizacji czasu, wsparcie

i cierpliwos¢ podczas powstawania niniejszej pracy.






Streszczenie

W ramach badan wykonanych w celu analizy zachowania $ladowe;j ilosci wody w uktadach
modelowych blon biologicznych zbadano liofilizowane wielowarstwowe liposomy DPPC
(1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina), POPC  (1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-
fosfocholina) i DOPC (1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina). Wykonano badania kinetyki
hydratacji, relaksometrii i spektroskopii *H-NMR. Metody te pozwolity na monitorowanie
dynamiki molekularnej wody zwigzanej w celu zidentyfikowania frakcji wody wystepujacych
w badanych prébkach jednoskladnikowych modelowych blon biologicznych. Dodatkowo
przeprowadzono badanie kinetyki hydratacji oraz spektroskopii H-NMR dla DOPC
inkubowanego przez 6 miesigcy w temperaturze —20°C, aby oceni¢, jak procedura preparatyki
wplywa na otrzymane wyniki. Na koniec uzyto metody badan ATR-FTIR, aby sprawdzié¢
poprawnos¢ wyznaczania uwodnienia badanego materiatu. Na podstawie tras hydratacyjnych
dla prébek modelowych bton biologicznych wyodrgbniono od dwoch do trzech frakcji wody
w uktadzie. Natomiast na podstawie analizy DOPC z inkubacja odkryto dodatkowy proces,
zwany pecznieniem, rozpoczynajacy si¢ po okoto (281 + 4)h uwadniania probki. Zaleznos¢
hydratacyjna sygnalu *H-NMR dla wigkszosci badanych probek opisywana byla funkcjami
liniowymi, co sugerowato brak rozpuszczania frakcji statej w ukladach lipidowych.
Szczegblowa analiza ciala stalego w probkach w wigkszosci przypadkow wykazata od jednej
do dwoch zmian mobilnosci frakcji statej zachodzacych w niskich poziomach uwodnienia.
Ponadto z wykonanych pomiaréw ATR-FTIR dla POPC i DOPC otrzymano
satysfakcjonujacag korelacje¢ wyznaczonych wartosci hydratacji uktadow lipidowych metoda

grawimetryczng z warto$cig hydratacji lipidow wyznaczong metodg ATR-FTIR.



Abstract

As a part of the research carried out to analyze the behavior of trace amounts of water
in model systems of biological membranes, lyophilized multilayer liposomes were examined:
DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero -3-phosphocholine) and DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). The
study of hydration kinetics, relaxometry and *H-NMR spectroscopy was performed. These
methods allowed us to monitor the molecular dynamics of bound water in order to identify
water fractions present in the tested samples of single-component model biological
membranes. In addition, a study of hydration kinetics and *H-NMR spectroscopy was carried
out for DOPC incubated for 6 months at —20°C to assess how the preparation procedure
affects the obtained results. Finally, the ATR-FTIR test method was used to check the
correctness of the numerical determination of the hydration of the tested material. On the
basis of hydration courses for samples of model biological membranes, two up to three
fractions of water bound in the system were isolated. However, on the basis of DOPC analysis
with incubation, an additional process, a swelling, was demonstrated, starting after about
(281 = 4)h of hydration of the sample. The hydration dependence of the *H-NMR signal for
most of the tested samples was described by linear functions, which suggested the lack
of dissolution of the solid fraction in lipid systems. Detailed analysis of the solid in the
samples, in most cases, showed one to two changes in the mobility of the solid fraction
occurring at low hydration levels. In addition, the ATR-FTIR measurements for POPC and
DOPC showed a satisfactory correlation of the determined hydration values of lipid systems
using the gravimetric method with the lipid hydration value determined using the ATR-FTIR
method.
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Wprowadzenie

Kazda zywa komorka wyodrebniona z otoczenia jest blong komdrkowa, ktora z kolei sktada
si¢ z istotnego elementu, jakim sg fosfolipidy. Odgrywaja one znaczacg rol¢ w zapewnianiu
ochrony komorce oraz prawidlowej przemianie materii zachodzacej w jej wngtrzu. Natomiast
woda jest podstawowym sktadnikiem chemicznym komorki. Stanowi okoto 70% masy
pojedynczej komorki. Szczegdlne wilasciwosci wody sprawiajg, 1z jest substancjg
warunkujaca istnienie zycia. Przez btony komoérkowe przenikaja swobodnie, zgodnie
z gradientem stezen, substancje o niskiej masie czasteczkowej jak woda. Dlatego warto
zrozumie¢ podstawowe mechanizmy, jakie zachodza w tak matym, ale jakze waznym

obiekcie, jakim jest komorka.

Celem mojej pracy bylo zbadanie wptywu procesu rehydratacji na zachowanie si¢ liofilizatow
wielowarstwowych liposoméw utworzonych z trzech réznych fosfolipidow — DPPC, POPC
oraz DOPC, czyli zbadanie dynamiki molekularnej prostych modelowych bton biologicznych

I sprawdzenie, jak zachowuje si¢ woda zwigzana w takich systemach.

Woda jest kluczowym elementem bioragcym udzial w roéznych procesach zachodzacych
w blonach zywych komorek, co ma znaczenie, gdy komorki cierpiag na stres wodny, termiczny
lub solny [1]. Zjawiska migdzy membranami takie, jak adhezja, stapianie i uktadanie w stosy
zalezg od sit hydratacji pochodzacych z restrukturyzacji wody [2]. Jak i jakie poziomy
uwodnienia sg zaangazowane w kazdy z tych proceséw nie jest nadal zupetnie wyjasnione.
Dyskusje na temat stabilno$ci réznych frakcji wody, uktadow w powtoce hydratacyjnej, ich
wlasciwosci termodynamiczne, ktore moglyby umozliwi¢ interakcje, sa caly czas
prowadzone. Z tego powodu w poszukiwaniu ogdlnego wzorca zachowania zrozumienie
strukturalnej roli wody w btonach lipidowych zyskalo znaczng uwage od czasu, gdy Luzzatti
[3] okreslit grubo$¢ dwuwarstw lipidowych za pomocg SAXS. Po tym odkryciu podjeto
starania, by okresli¢ lokalizacj¢ wody 1 okresli¢ odpowiednie wartosci powierzchni
przypadajacej na czasteczke lipidu [4]. Uwzglednienie wody jako sktadnika strukturalnego
bton biologicznych, a zwlaszcza jej wlasciwosci termodynamicznych w obszarze
mie¢dzyfazowym, jest istotne nie tylko dla okreslenia parametrow strukturalnych dwuwarstw
w stanach w pelni uwodnionych, ale przede wszystkim dlatego, ze w wielu procesach
fizjologicznych etapy hydratacji, odwadniania odgrywaja kluczowg role. Wyjasnia

to wspotzaleznos$¢ stopnia uwodnienia 1 dynamiki ré6znych ugrupowan réznych fosfolipidow
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podczas stresu osmotycznego i wodorowego, starzenia si¢ komorek 1 interakcji biologicznych

efektorow z btong [5].

W moich badaniach nie jest jasne, czy rehydratacja z liofilizatu odtwarza strukture liposomow

wielowarstwowych, a takze jak wigzana jest woda do rehydratowanego liofilizatu.

W pracy przedstawiono wyniki badan procesu rehydratacji liofilizatoéw wielowarstwowych
liposomow utworzonych z trzech fosfolipidow: DPPC (1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-
fosfocholina), POPC (1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina) i DOPC (1,2-
dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina). Badano kinetyke hydratacji w wilgotno$ci wzglednej
100%, nastepnie wykonano pomiary H-NMR widm w funkcji uwodnienia w domenie
czestosci oraz czasu dla liofilizatow DPPC, POPC oraz DOPC. Sprawdzono takze, jak
procedura preparatyki wptywa na otrzymane wyniki. Na koniec uzyto metody FTIR, aby

sprawdzi¢ poprawno$¢ numerycznego wyznaczania poziomu uwodnienia badanego uktadu.

Praca podzielona zostala na pie¢ gtoéwnych czesci: 1) wstepna charakterystyka badanych
uktadow 1 podstawy teoretyczne uzywanych metod badawczych, 2) materialy i metody,
3) opis wynikdéw, 4) dyskusja wynikéw, 5) wnioski wynikajace z pracy. W pierwszych
rozdziatach opisano przedmiot badan, czyli komorke, blone komorkowa 1 jej sktadniki oraz
zaprezentowano badane materialy wchodzace w sktad ukladow lipidowych. Przedstawiono
podstawowe wilasciwosci fizykochemiczne wody, ktore stanowig podstawe procesoOw sorpcji.
W kolejnych rozdziatach opisano kinetyke hydratacji, teori¢ zjawiska MRJ oraz podstawy
teorii FTIR. Przedstawiono procesy relaksacyjne mozliwe do zaobserwowania przy pomocy
spektroskopii i relaksometrii rezonansu 'H-NMR. W nastepnej czeéci opisano materiaty
1 metody wykorzystane w przeprowadzonych badaniach, w tym preparatyke 1 przygotowanie
probek, opis pomiardw grawimetrycznych oraz uzyta aparatur¢ do poszczegdlnych badan.
Czg$¢ trzecia przedstawia uzyskane wyniki do$wiadczalne, kolejno analizujac rezultaty
pomiarow MRJ, kinetyke sorpcji oraz ATR-FTIR. Ostatnie dwie cz¢$ci pracy zawieraja

dyskusje wynikoéw oraz wnioski ptynace z niniejszej pracy.
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1. Wstep

Komorka to podstawowa jednostka strukturalna i czynno$ciowa organizméw zywych [6]. Jest
uktadem biologicznym zdolnym do Zycia, ktory przeprowadza podstawowe procesy, migdzy
innymi: przemiany materii, wzrostu, rozmnazania. Kazda komoérka ma okre$lone granice,

otoczona jest btong komoérkowa, ktéra oddziela wnetrze komodrki od osrodka zewnetrznego

[7]1.

Funkcje blony sg niezwykle zréznicowane. Blony to selektywne bariery przepuszczalnosci,
ktoére koncentrujg sktadniki odzywcze w komorce, usuwaja komérkowe produkty przemiany
materii, utrzymuja gradienty jonow 1 przeksztalcaja je w energi¢ chemiczng. Blona
uczestniczy w procesach sygnalizacyjnych, zmieniajac bodZce zewngtrzne na sygnaly
komoérkowe w odpowiedzi komorki na otoczenie [8]. Wszystkie btony biologiczne zawieraja
lipidy, bialka, a takze weglowodany, najczesciej zwigzane do biatek i do lipidow blony.
Nadzwyczajng cechg lipidow jest amfifilno§¢ czasteczek. Wlasno$¢ ta ma wplyw
na formowanie przez te zwigzki takich struktur, jak micele, liposomy i warstwy podwojne.
Sposrdd lipidow w blonie biologicznej zwierzat najwigcej jest fosfolipidow. Jednym z wielu
rodzajow glicerofosfolipidow wystepujacych w blonach zwierzat s3 DOPC i POPC.
Natomiast DPPC jest powszechnie znajdujacym si¢ fosfolipidem w krwinkach.

Wybrane cechy btony biologicznej wygodniej bada¢ na uktadzie modelowym, czyli
w uktadzie podobnym, ale prostszym od blony rzeczywistej. Jednym ze stosowanych uktadow
modelowych blony biologicznej sg blony liposomoéw. Liposomy to zamknigte pecherzyki

ztozone z koncentrycznych dwuwarstw fosfolipidowych [9].
1.1.  Zywa komoérka

Budowa komorki zostata zaobserwowana w 1665 roku przez Roberta Hooke’a, ktéry,
postugujac si¢ mikroskopem S$wietlnym, obserwowat budowe korka. Kawatek korka byt
zbudowany z ogromnej liczby malenkich przedziatow, ktore nazwal komoérkami. Nazwa
,komorka” przyjeta si¢ w srodowisku pomimo, ze struktury ogladane przez Hooka byty tylko
Scianami komorkowymi pozostawionymi przez zyjace uprzednio w ich obrgbie komorki.
Jednakze teoria komorkowa budowy organizmoéw zywych ugruntowata si¢ dopiero w XIX
wieku, kiedy to zaczeto uzywaé mikroskopu do ogladania Zywych komorek. Prekursorami tej

teorii byli dwaj niemieccy naukowcy, Mathias Jacob Schleiden i Theodor Schwann. Uznali
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oni, ze wszystkie organizmy, mimo odmiennej budowy, sktadaja si¢ z komorek bedacych ich

elementarnymi jednostkami strukturalnymi [7].

Rézne komoérki zawiera¢ moga te same organella w réznych proporcjach. Pierwotna
ewolucyjnie klasa komorek to bakterie, ktére nie posiadajg organelli ani jadra. Wtasnie
obecnos¢ jadra lub jego brak stanowi postawe klasyfikacji wszystkich zywych organizmow.
Komorki, ktére maja jadro okreslane sa mianem eukariota (wszystkie bardziej ztozone
organizmy wielokomorkowe — rosliny, zwierzeta, grzyby), natomiast te, ktore jego nie maja
to prokariota (bakterie) [7]. Komoérki majg zar6wno rozne ksztalty, rozmiary, strukture
wewnetrzng, jak 1 funkcje. Kluczowe réznice wystepuja miedzy komorkami eukariotycznymi

I prokariotycznymi.

Prokariota to gtownie mate, o dlugosci do 7 um organizmy. Nie zawierajga ostonki jadrowej
oddzielajacej materiat genetyczny od cytoplazmy, nie maja organelli, natomiast posiadaja
gruba $cian¢ komoérkowa od 15 do 100 nm zbudowang z proteoglikanéw. Niektore gatunki
bakterii posiadaja dodatkowo $ciang komorkowa pokryta Sluzowa otoczkg. Sama $ciana
komoérkowa utrzymuje ksztalt bakterii i chroni ja przed rozerwaniem. Wlasciwa btona
komoérkowa jest kompleksem lipidowo-biatkowym, ktory kontroluje transport roéznych
substancji, glownie rozpuszczalnych w wodzie. Blona ta zawiera uklady biatkowe
absorbujace $wiatto i zmieniajace energie $wietlna na chemiczng oraz biatka i enzymy uktadu
przenos$nikowego elektronow. Niektore bakterie posiadajg btong komorkowa, ktéra tworzy
liczne wypustki do wnetrza komorki celem zwigkszenia swojej ,,powierzchni oddechowe;j”.
Blona komodrkowa bakterii zawiera takze receptory biatkowe odbierajace sygnaly z zewnatrz,
umozliwiajgc tym samym komorkom przystosowanie si¢ do srodowiska. Chromosom bakterii
jest dwuniciowym, kolistym DNA. Cytoplazma zawiera wszystkie rodzaje RNA, rybosomy
oraz pecherzyki gazowe, krople lipidow, wielocukry 1 fosforany nieorganiczne

zmagazynowane w formie sferycznych ziaren [6].

Eukariotyczna komorka zwierzgca w cytoplazmie zawiera wiele organelli takich, jak:
mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, rybosomy, lizosomy i inne. Natomiast
eukariotyczne komorki roslinne zawieraja ponadto chloroplasty i1 wodniczki. Jadro
przewaznie jest najwigkszym organellum w komorce eukariotycznej otoczone ostonka
jadrowa. Jadro zawiera czasteczki DNA, czyli dlugie tancuchy polimerowe kodujace
genetyczny zestaw cech organizmu. DNA komorek eukariotycznych wystepuje w postaci

chromosomow (kompleks kwaséw deoksyrybonukleinowych, biatek histaminowych
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i nichistaminowych). Zaleznie od gatunku, komorki eukariota zawieraja przynajmniej

4 rybosomy. Blona komoérkowa eukariotow jest kompleksem lipidowo-biatkowo-cukrowym

[6].
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Rysunek 1. Schemat budowy komorki prokariotycznej (A), zwierzgcej (B) i roslinnej (C)
[10].

1.2.  Blony biologiczne w komorce eukariotycznej

Blony biologiczne to struktury budujace komoérki  wszystkich  organizmow.
W organizmach wielokomorkowych odgradzaja pojedyncze komodrki 1 znajduja
si¢ w ich wnetrzu. Naleza do nich btony komoérkowe jak réwniez btony organelli. Mimo
ogromnej roznorodnosci struktur otoczonych btonami, budowa blon biologicznych
we wszystkich organizmach jest w duzej mierze podobna. Wewngtrzne btony sg nie tylko
barierami, ale rowniez pelnig inne funkcje. Subtelne roéznice migdzy btonami, zwlaszcza

w skladzie bialek blonowych, nadaja kazdemu organellum indywidualny charakter [7].

Blona komodrkowa to nie tylko granica jednostki zycia, to takze specyficzny przedzial,
w ktorym wykonywanych jest wiele istotnych funkcji komorki, w tym komunikacja
z otoczeniem, transport czasteczek i1 niektore funkcje metaboliczne. Obecnie model opisujacy

strukture 1 funkcje blony nazywa si¢ ,,modelem ptynnej mozaiki” [8].

Aktualny poglad na strukture btony komorkowej jest oparty wedlug modelu Singera-

Nicholsona. Struktura blony oparta jest na dwuwarstwie lipidowej o grubosci okoto
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5 nm bedacej w fazie cieklokrystalicznej i wbudowanych w nig biatkach integralnych, ktore
podobnie do lipidow blonalnych moga dyfundowa¢ w powierzchni btony. Otaczaja btong
zwigzane elektrostatycznie bialka peryferyczne. Czasteczki lipidéw maja charakter
amfipatyczny, tzn. majg zardbwno wilasciwosci hydrofilowe, jak 1 hydrofobowe. Czasteczki
lipidow w dwuwarstwie ulozone sg w ten sposob, ze ich czeSci hydrofobowe przylegaja
do siebie i sg zwigzane stabymi wigzaniami typu van der Waalsa. Ta czg$¢ dwuwarstwy
tworzy wewnatrzblonowe srodowisko hydrofobowe. Natomiast czesci hydrofilowe czasteczek
lipidow sg zlokalizowane na zewnatrz dwuwarstwy lipidowej. Oznacza to, Ze z jednej strony
sa skierowane do cytoplazmy, a z drugiej na zewnatrz komorki. W warunkach fizjologicznych
czasteczki lipidow moga wykonywac¢ swobodne ruchy rotacyjne oraz przemieszczaé si¢

w jednej pltaszczyznie. Dotyczy to takze biatek blonowych.

Obecno$¢ licznych 1 specyficznych bialek receptorowych umozliwia komoérkom wzajemne
rozpoznawanie si¢ 1 laczenie w zespoty, czyli tkanki. Dodatkowo obecne szczegodlne
receptory biatkowe w blonie rozpoznaja i wiaza specyficzne czasteczki sygnalizacyjne,

np. hormony [6].

czasieczka pidu czgsteczka bialka

Rysunek 2. Schemat btony biologicznej [7].

Znaczna czg¢$¢ procesOw biochemicznych komorki przebiega z udzialem bton komérkowych.
Blony s3 miejscami dzialania wielu enzymoéw, dodatkowo zawieraja antygeny
powierzchniowe, dzigki ktorym komodrka staje si¢ specyficzna pod wzgledem

immunologicznym i moze by¢ identyfikowana przez inne komorki [9].
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1.2.1. Skladniki blon

Kluczowymi sktadnikami blon biologicznych sg lipidy oraz biatka. Stosunki ilosciowe tych
dwoch sktadnikow bardzo si¢ r6znig i zaleza od typu komorki. Przecigtne btony komorkowe
komorek roslinnych i zwierzecych zawieraja od 30 do 50% lipidow i odpowiednig ilo$é
sktadnikow biatkowych. Dodatkowym sktadnikiem w btonach komoérkowych sg czasteczki
weglowodandéw. Zwigzane sa kowalencyjnie z lipidami jako glikolipidy lub z biatkami jako
glikoproteiny. Reszty cukrowe sg przewaznie usytuowane na zewnetrznej powierzchni blony

komorkowej 1 stanowig, zaleznie od typu komorki, od 1 do 10% suchej masy btony [6].

1.2.1.1. Lipidy

Lipidy  stanowiag  grupe  zwiazkéw  chemicznych  dobrze  rozpuszczalnych
w rozpuszczalnikach organicznych, przede wszystkim w chloroformie, benzenie, metanolu,
natomiast gorzej lub wcale nie rozpuszczalnych w wodzie, gdzie nie tworza roztworu, lecz
zawiesiny lub wuklady cieklokrystaliczne [11]. Zazwyczaj lipidy sa czasteczkami
amfifilowymi, a nawet mogg by¢ pozbawione wszelkich ugrupowan zdolnych
do oddziatywania z dipolami wody. Lipidy wchodzace w sktad bton biologicznych cechuje
amfipatyczno$¢ — ich czasteczki zawieraja polarne glowy oraz hydrofobowe, przewaznie
dhugie tancuchy weglowodorowe, pochodzace gtéwnie od kwasow tluszczowych, potaczone
z polarng glowa kregostupem glicerolowym. Wykazuja predyspozycje do ksztattowania
stabilnej termodynamicznie struktury dwuwarstwy [12]. Czasteczki lipidow rdznig si¢ liczba
tancuchow weglowodorowych, ich dlugoscig oraz liczbg wigzan nienasyconych. Wraz
ze wzrostem liczby tancuchow wystepujacych w lipidach oraz ich dtugoscia, maleje ptynnos¢
btony 1 rosnie temperatura przejscia fazowego, a zatem ro$nie stabilno$¢ blony [13].
Wystgpowanie  wigzan nienasyconych  powoduje boczne skrecenie tancuchow
weglowodorowych, prowadzac do zmniejszenia upakowania btony biologicznej, co za tym
1dzie wigkszej ptynnos$ci. Blony biologiczne w zakresie temperatur fizjologicznych sg w fazie
ciektokrystalicznej. Przejscie lipidow blonalnych do fazy zZelu skutkuje zwykle uszkodzeniem

btony.
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Rysunek 3. Schematyczny rysunek typowej czasteczki lipidu blonowego [7].

Zawartos¢ lipidow w btonach biologicznych, ich sktadniki, rozmieszczenie, jak i stosunek
Wwigzan nasyconych do wigzan nienasyconych odrozniajg si¢ dla kazdego organizmu zywego
(bakterii, ro$lin, grzybow czy zwierzat). [lo$¢ rodzajow lipidow zalezy od rodzaju komorki,
btony czy tez warunkéw, w jakich si¢ znajduje komorka. W btonach ssakow wystepuja trzy

glowne typy lipidéw: glicerofosfolipidy, sfingolipidy oraz sterole.

W btonach zwierzgcych glicerofosfolipidy (potocznie w komoérce eukariotycznej nazwane

fosfolipidami) stanowig najliczniejsza grupe lipidow membranowych (55-57% wszystkich
lipidow w komorce [6]. Biora one udzial w przemianach cholesterolu, uczestnicza
w transporcie czynnym i biernym substancji przez blony biologiczne [14] oraz s3 bardzo
istotnym ogniwem podczas przekazywania informacji [15]. Podstawe tych zwigzkow stanowi
kregostup glicerolowy, do ktérego wigzaniami estrowymi przylaczone s3 dwa nierozgat¢zione
taficuchy kwasow tluszczowych — najczesciej o parzystej liczbie atomow wegla (od 12 do 18)
— oraz reszta kwasu fosforowego zwigzana z zasada azotowa, tworzace wspodlnie glowice
hydrofilows. Zasadg azotowa w lipidach btonowych moze by¢ etanoloamina (méwi si¢ wtedy
o fosfotydyloetanoloaminie), cholina (fosdfatydylocholina), inozytol (fosfatydyloinozytol).
W miejsce zasady azotowej] moze by¢ seryna (fosfotydyloseryna) lub glicerol
(fosfotydyloglicerol). Jednak najliczniej (stanowi 15-22% wszystkich fosfolipidow [6])
wystepujacym fosfolipidem w wigkszosci bton komorki jest fosfatydylocholina (lecytyna),
w ktorej hydrofilowg glowg jest czgsteczka choliny zlgczona z ortofosforanem, a ogonami
hydrofobowymi — dwa tancuchy weglowodorowe (czesto jeden z nich wystepuje
w konformacji cis, co pozwala zachowaé ptynnos¢ blony w temperaturze pokojowej) [16].

Potozenie fosfolipidow w blonie komorkowej nie jest przypadkowe. Fosfolipidy cholinowe
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znajduja si¢ glownie w zewnegtrznej warstwie lipidowej btony, a fosfolipidy aminowe
w  warstwie wewnetrznej. Zrdéznicowane rozmieszczenie fosfolipidow  decyduje
o asymetryczno$ci btony komorkowej, a ona z kolei jest utrzymywana ponadto przez inne

sktadniki lipidowe, jak: sfingolipidy, glikolipidy i cholesterol [6] .

GLICEROL CHz — CH-CH,

6 o

—O—O—C

OGON WEGLOWODOROWY
3

Rysunek 4. Czasteczka fosfatydylocholiny. (A) - przedstawienie schematyczne, (B) - wzor

strukturalny, (C) - model przestrzenny, (D) — wzor schematyczny [7].

Sfingolipidy dominujag w komorkach nerwowych (w ostonce mielinowej otaczajacej akson
komorki nerwowej). Zostaty wyodrebnione po raz pierwszy z ostonek mielinowych. Jednakze
sfingolipidy wystepuja w wielu tkankach ssakow, nie tylko w ukladzie nerwowym, a ich
zawarto$¢ w btonach komérkowych waha si¢ w przedziale od 2 do 15% 1 uwarunkowana jest
typem komorki [17]. W przeciwienstwie do glicerofosfolipidow podstawowym sktadnikiem
strukturalnym sfingolipidéw jest sfingozyna, czyli aminoalkohol posiadajacy dtugi tancuch
weglowodorowy, zawierajacy grupe aminowa. W 18-weglowym tancuchu weglowodorowym
sfingozyny znajduje si¢ wigzanie podwojne o konformacji trans [6]. Sfingolipidy petnia
funkcje stabilizacji btony komorkowej, izolacji komorki od $rodowiska zewngtrznego oraz

podtrzymania asymetrycznosci btony.
Sfingolipidy dziela si¢ na dwie podgrupy: sfingomieliny 1 glikolipidy. W sfingomielinach

grupa hydroksylowa pierwszorzedowa zestryfikowana jest kwasem fosforowym, natomiast

jedna z grup hydroksylowych tego kwasu zestryfikowana jest krotkotancuchowym
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aminoalkoholem (choling). Reszta kwasu tluszczowego wigze si¢ z grupg aminowa

sfingozyny wigzaniem amidowym, tworzac ceramid.

HO, = Iﬁ \
1l -
" G.Jl.hnf\v,gm
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Stingazyna Sfingomielina

Rysunek 5. Wzory strukturalne sfingozyny i sfingomieliny.

Kolejng podklasg sfingolipidow sa glikolipidy, ktorych budowa takze oparta
jest na sfingozynie potaczonej wigzaniem amidowym z kwasem tluszczowym, jednak
w glikolipidach nie pojawia si¢ reszta kwasu fosforowego. Zamiast tego zawieraja sktadnik
weglowodanowy w postaci jednej Iub kilku reszt cukrowych. Wszystkie czasteczki
glikolipidow umiejscowione s3 w zewnetrznej lipidowej dwuwarstwie blony. Domeny
polarne glikolipidéw wystaja ponad powierzchni¢ blony, ustawiajac swoje grupy polarne
do srodowiska [6]. Glikolipidy mozna jeszcze podzieli¢ pod wzgledem sktadu reszt
cukrowych na obojetne 1 kwasne (ztozone). Glikolipidy obojgtne zawierajg reszty cukrowe
obojetne jak, np. galaktocerebrozyd, ktory zawiera jedng reszt¢ cukrowg — galaktoze.
Glikolipidy kwasne, obok reszt cukrowych obojetnych, posiadaja dodatkowo ujemnie
naladowane reszty kwasu sjalowego (np. gangliozydy). Do gltéwnych zadan glikolipidéw
nalezy stabilizacja btony komorkowej, izolacja komorek od Srodowiska oraz utrzymanie
asymetrycznego charakteru btony. Peilnig tez funkcje receptoréw dla niektorych toksyn

1 hormondéw peptydowych i markeréw grupy krwi (ABO) w btonach erytrocytow [9].

Sterole, w przeciwienstwie do stosunkowo elastycznych i ruchliwych glicerofosfolipidow
1 sfingolipidow, zbudowane sg z nieruchomego uktadu czteropierscieniowego z bocznymi
podstawnikami. Z jednej strony do rdzenia czterech weglowodorowych pierscieni
przylaczona jest grupa hydroksylowa, a z drugiej strony - dlugotancuchowy kwas thuszczowy.

W komoérkach zwierzecych jedynym sterolem jest cholesterol, natomiast w komorkach
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roslinnych fitosterole, jak sitosterol czy stigmasterol. Czgsteczka cholesterolu posiada stabe
wiasciwosci amfipatyczne. Cze$¢ hydrofilowa to pojedyncza grupa OH, a hydrofobowa
to reszta molekuly, grupa steroidowa z tancuchem wegglowodorowym. Cholesterol jest
umiejscowiony w blonie komérkowej w jej zewngtrznej warstwie. W niej wigze si¢ w swoja
grupg hydroksylowa z 1 weglem lancucha alifatycznego kwasu tluszczowego fosfolipidu.
Cholesterol wptywa na wlasciwosci fizykochemiczne bton komoérkowych. Wiadomo,
ze cholesterol reguluje organizacje i pltynno$¢ blon biologicznych, wbudowujac si¢
w membrang réwnolegle do tancuchow weglowodorowych fosfolipidow, co ogranicza ich
ruchy boczne i moduluje dyfuzje boczng [18]. Poprzez porzadkowanie organizacji btony
biologicznej sterol ten zmniejsza jej przepuszczalno$é, co z kolei powoduje wzrost jej

mechanicznej wytrzymatosci [19].

HO

Rysunek 6. Schemat czasteczki cholesterolu.

1.2.1.2. Bialka

Charakteryzuja si¢ masami czasteczkowymi w granicach od okoto 10 000 do kilku milionow
Daltonéw. Skladaja si¢ z aminokwasOw polaczonych ze soba wigzaniami peptydowymi
-CONH. Kazdy aminokwas zawiera w swojej budowie atom wegla, do ktérego doczepione
sq: dwie grupy funkcyjne: karboksylowa (-COOH), aminowa ( -NH2), atom wodoru oraz
charakterystyczny podstawnik alifatyczny lub aromatyczny. Liczba reszt aminokwasowych
pojedynczego tancucha polipeptydowego przewaznie jest wigksza niz 100, a cala czasteczka
biatka moze by¢ zbudowana z wielu tancuchéw polipeptydowych.

Wigkszos¢ funkcji bton biologicznych petniona jest przez biatka btonowe, czyli zwigzane
z blong biologiczng. U zwierzat biatka stanowig okoto 50% masy bton, a reszta odpowiada
lipidom i wzglednie matej ilosci cukrom. Jednak czasteczki lipidow sa znacznie mniejsze
od czasteczek biatek, dlatego w blonach jest 50 razy wiecej czasteczek lipidow niz czasteczek

biatek. Oprocz transportu substancji odzywczych, metabolitow 1 jonow przez dwuwarstwe
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lipidowa, biatka pelnig wiele innych funkcji. Niektére biatka 1lacza btone
z makroczasteczkami po jednej lub drugiej stronie btony komoérkowej. Inne dziataja jako
receptory wykrywajace w otoczeniu komorki sygnaty chemiczne i przekazujace przez nie
informacj¢ do wnetrza komorki. Kolejne dzialajg jako enzymy katalizujace specyficzne
reakcje [7].

Pod wzglgdem strukturalnym mozna wyrézni¢ dwa typy bialek blonowych: biatka

powierzchniowe oraz integralne.

Biatka powierzchniowe lub peryferyjne na catej swojej powierzchni eksponuja aminokwasy

hydrofilowe i przebywaja w $rodowisku wodnym. Nie sg zwigzane hydrofobowo
do powierzchni apolarnej domeny lipidowej dwuwarstwy blony komoérkowej. Mozna je tatwo
usung¢ z blony nie uszkadzajac dwuwarstwy lipidowej. Biatka powierzchniowe
sa czasteczkami hydrofilowymi i1 wigza si¢ jonowo z polarnymi fragmentami biatek
integralnych oraz z polarnymi fragmentami fosfolipidow blony. Istnieje tez mozliwo$¢
tworzenia wigzania wodorowego pomiedzy hydrofilowa czes$cig biatka a eksponowanym

do cytozolu fragmentem biatka integralnego badz gtowica polarng fosfolipidu.

Bialka integralne sg asymetrycznie wbudowane do blony, w konformacji natywnej eksponuja

na powierzchni aminokwasy hydrofobowe i1 ich obszarem penetruja hydrofobowy region
btony biologicznej. Mozna je oddzieli¢ z uzyciem detergentow, ktorych dziatanie niszczy
strukture btony biologicznej. Cze$¢ biatek integralnych moze znajdowaé si¢ catkowicie
w czesci hydrofobowej dwuwarstwy lipidowej lub wynurza¢ si¢ na jednej lub penetrowac
btone na wskros.

Bialka btonowe peinia decydujaca role w funkcjonowaniu komorki. Sa odpowiedzialne
za transport przez bton¢ wybranych substancji, tworzac systemy kanatow jonowych i1 system
transportu. Odgrywaja takze role receptoroOw, neuroprzekaznikoéw 1 antygenow. W wielu
przypadkach ta sama czasteczka biatka moze dziala¢ jako element struktury btony 1 jako

biokatalizator lub czynnik, ktory wspomaga przenikanie substancji przez blony [16].
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Rysunek 7. Schemat blony komérkowej wedlug modelu ptynnej mozaiki [6].

1.2.1.3. Weglowodany

Weglowodany powigzane sg z lipidami lub biatkami blon komérkowych. Wystepuja réwniez
w btonach organelli komoérkowych. Weglowodany btonowe na ogét nie sg cukrami prostymi,
ale oligosacharydami albo polisacharydami. Lancuchy weglowodanowe potrafig tworzy¢
rozgatezienia, co komplikuje ich budowe i daje dodatkowe mozliwo$ci rdéznicowania si¢
czasteczek. Powierzchnia komorek prokariotycznych jak i1 eukariotycznych pokryta jest
roznej gruboéci otoczka zbudowang z cukréw o odmiennym stopniu polimeryzacji. Sciany
komorek roslinnych zbudowane sg z wielocukru — celulozy, ktory jest gldwnym elementem
szkieletowym tych komorek. Celuloza okresla ksztalt komorek 1 przeciwstawia si¢ duzemu
ciSnieniu osmotycznemu wnetrza komorki. Natomiast cukrowa warstwa pokrywajaca
powierzchni¢ komorek zwierzecych to glikokaliks (9 cukrow: galaktoza, glukoza,
glukozoamina, galaktozoamina, mannoza, fruktoza i kwasy sjalowe), ktory zabezpiecza
powierzchni¢ komorki przed uszkodzeniami mechanicznymi i1 chemicznymi. Warstwa
ta pochtania wode, co powoduje, ze powierzchnia komorek jest $liska. Dzigki tej wtasnosci,
np. leukocyty przeslizguja si¢ przez waskie szczeliny w $cianach naczyn wilosowatych,
a krwinki czerwone nie zlepiajg si¢ i nie przyczepiaja do Scian naczyn krwiono$nych.

Obecnos¢ glikokaliksu na powierzchni bton komérkowych zwigksza asymetrig [6].

1.2.1.4. Woda

Woda jest wszechobecng cieczg w przyrodzie, a takze pelni wazng role w funkcjonowaniu
organizméw zywych. Stanowi okolo 70% masy komorek, a wigkszo§¢ reakcji
wewnatrzkomoérkowych przebiega w $rodowisku wodnym. Zycie na Ziemi zaczelo sie
W oceanie 1 warunki panujace w tym srodowisku wywarty trwaty wplyw na caloksztalt istot
zywych, dlatego o procesach zyciowych decyduja wiasciwosci wody [7].
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Jedna czgsteczka wody sktada si¢ z dwoch atomoéw wodoru polaczonych kowalencyjnie
z jednym atomem tlenu. Wigzania te s3 mocno spolaryzowane. Ma stosunkowo niska masg¢
molowa (18 g/mol) i jest niemetalem. Wode charakteryzuje szereg anomalnych wlasciwosci
w stosunku do innych substancji o podobnej masie czgsteczkowej. Wykazuje maksimum
gestosci w temperaturze 3,98°C przy ci$nieniu normalnym, wynoszace 1 g/cm?. Gesto$é wody
w stalym stanie skupienia jest mniejsza niz gesto$¢ w stanie ciektym o okoto 9%.
Na dodatek warto$¢ temperatury topnienia, wrzenia wody oraz temperatury Kkrytycznej
(374,1°C) sg wysokie, biorgc pod uwage fakt, ze woda nie jest substancjg jonowg ani
metaliczng. Nietypowy jest takze ksztalt krzywej topnienia, ktorej przebieg jest malejacy.
Woda posiada wysokie wartoéci ciepta topnienia (6,03 kJ-mol™), ciepta parowania (40,7
kJ-molt w 20°C) oraz ciepta sublimacji (46,93 kJ-mol™). Posiada anomalng warto$¢ ciepta
wlasciwego o wartoéci 75,42 J-mol?-°C! w stanie cieklym, a 37,71 J-mol?*-°C?
w stanie stalym i gazowym. Ma wysoka wzgledng przenikalno$¢ dielektryczng wynoszaca
e = 80,37 w temperaturze 20°C. Wode charakteryzuje rowniez duza warto$¢ napiecia
powierzchniowego (73,05:10° N/m w 18°C). Kolejna interesujaca wiasnoécia wody jest
tworzenie polimorfow krystalicznych — 15 faz krystalicznych i trzy fazy amorficzne. Jony H+
i OH- charakteryzuja si¢ duzg ruchliwoscig [21]. Poza tym woda jest powszechnym

rozpuszczalnikiem i korozyjnym medium.

Molekuta wody posiada dwa wigzania O-H, ktéore s3 wigzaniami kowalencyjnymi
spolaryzowanymi. Bierze w nich udziat orbital atomowy tlenu o hybrydyzacji sp3 oraz
orbitale 1s atoméw wodoru. Energia takiego wigzania wynosi 420 kJ/mol. Kat miedzy
wigzaniami kowalencyjnymi wynosi 104,45°. Atom tlenu jest atomem silnie elektroujemnym,
dlatego staje si¢ on donorem tadunku dodatniego dla atomu wodoru w molekule. Skutkuje
to powstawaniem wigzania wodorowego miedzy tak obdarzonym tadunkiem atomu wodoru
(donorem wigzania wodorowego) jednej czasteczki wody z atomem tlenu drugiej molekuty
(akceptorem wigzania wodorowego). Oddziatywanie elektrostatyczne jest najistotniejszym

czynnikiem wptywajacym na energi¢ wigzania.

Wigzanie wodorowe moze powsta¢ nie tylko miedzy atomem wodoru i atomem tlenu,
ale rowniez pomiedzy wodorem oraz innymi atomami elektroujemnymi obecnymi w grupach:
hydroksylowej, aminowej, tiolowej 1 innymi silnie elektroujemnymi atomami bedgcymi

akceptorem takiego wigzania, np. chlorem, jodem, bromem czy fluorem.
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Wiagzania wodorowe sg krotkozyciowe, w temperaturach pokojowych ich $redni czas zycia
wyznaczony z rozpraszania §wiatla wyniost okoto 0,3 ps dla 396 K i okoto 1 ps dla 252 K
[22]. Symulacje molekularne dostarczaja wartosci dwa razy krotszych [Starr i1 in., 1999].
Energia wigzania wodorowego (~21 kJ/mol) jest posrednia mi¢dzy stabymi oddziatywaniami
van der Waalsa (~1.3 kJ/mol) oraz silnymi wigzaniami kowalencyjnymi (~420 kJ/mol) [23].
Wigzanie wodorowe bywa opisywane jako oddziatywanie elektrostatyczne dipolowe, lecz
ma ono pewne cechy wigzania kowalencyjnego jak: kierunkowos¢, sita, ograniczona liczba
partnerow tworzacych je, odlegltosci migdzy atomami mniejsze niz suma promieni van der
Waalsowskich [24]. Pomimo to ich obecno$¢ ma wielkie znacznie biologiczne. Wiasnie
wigzania wodorowe sg odpowiedzialne za tworzenie trzeciorzedowej struktury biatek oraz
kwasow nukleinowych. Wigzania wodorowe wymuszaja okre§lone potozenie molekut

w lodzie, co powoduje, Zze ma on mniejszg g¢stos¢ od wody cieklej [9].

Rysunek 8. Dwie czasteczki wody (kolorem czerwonym oznaczono atom tlenu, kolorem
szarym — atom wodoru, szara gruba linia obrazuje wigzanie kowalencyjne spolaryzowane
w obrebie molekuty, czarna przerywana linia — wigzanie wodorowe miedzy molekutami)

(wg Hoy i Bunker 1979).
1.2.2. Struktura blony biologicznej

Teoria budowy 1 sktadu bton biologicznych rozwijala si¢ przez okoto 100 lat. W 1895 roku
Charles Ernest Overton przedstawit model btony biologicznej. Zgodnie z jego zalozeniem
lipidy sg gldéwnym sktadnikiem bton. Overton zauwazyl, ze komorki roslinne oraz zwierzece
posiadaja podobne wlasciwosci przepuszczalno$ci. Wyniki jego eksperymentu wykazaty,
ze zwigzki o charakterze hydrofobowym latwiej przenikaja przez btong, dlatego jej sktadniki

musza przejawia¢ cechy charakterystyczne dla tluszczow. Zauwazyt tez, ze woda 1 jony
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roOwniez przenikaja przez btony, wigc uznal, ze w lipidowej strukturze btony sg pory
umozliwiajace ich migracje [25]. Nastepnie w 1925 roku Gorter i Grendel wykonali
eksperyment z wykorzystaniem techniki monowarstw Langmuira. Dowiedli oni, ze lipidy
wyekstrahowane z cieni erytrocytow tworzg na powierzchni wody monowarstwe
o powierzchni dwa razy wigkszej niz powierzchnia samych komorek. Opierajac si¢
na uzyskanych wynikach, Gorter i Grendel przedstawili pierwszy model btony biologicznej
jako dwuwarstwy lipidowej [26]. W 1935 roku Danielli i Davson oglosili model blony
komorkowej, wedtug ktérego w blonie lipidy tworza dwuwarstwe pokryta z dwoéch stron
unieruchomionymi czasteczkami biatek [27]. Schemat ten zostat podwazony przez wyniki
mikroskopii elektronowej w 1964 roku przez Robertsona. Te obserwacje wykazatly istnienie
dwoch gestszych warstw — protein, silnie oddziatywajacych z wiazka -elektronowa,
podzielonych warstwa o mniejszej gestosci, ktora jest bardziej przezroczysta dla tej wigzki
(lipidy), jednak wynikajacy z nich obszar, ktory mogly zajmowac biatka, dopuszczatl tylko
konformacje typu kartki-B. Na ogo6t nie jest ona konformacja natywng biatek btonalnych,
dodatkowo eksponujac do $rodowiska wodnego nadmiar aminokwaséw hydrofobowych.
Nowe koncepcje pojawity si¢ wraz z rozwojem techniki kriorytownictwa. W 1968 roku
F.S. Sjostrand, po uzyciu techniki kriorytu do wizualizacji blony biologicznej, a takze
wykonaniu  zdje¢ mikroskopem elektronowym, przedstawit model btony jako
dwuwymiarowej struktury utworzonej przez uklad miceli oraz skupisko kulistych
podjednostek bedacych czasteczkami biatka [28]. Wada tego modelu byt fakt, Zze ziarna
widziane w mikrogramach elektronowych, to artefakty pochodzace z preparatyki probek
(kriorytow). Dwa lata wczesniej (1966 rok) postugujac si¢ mikroskopem elektronowym
Singer 1 Wallach zaprezentowali model mozaikowy btony biologicznej. Zatozono, ze btona
zbudowana jest z dwoch warstw lipidow w fazie zelowej oraz bialek, ktore znajduja si¢ nie
tylko na powierzchni rdzenia lipidowego, ale rowniez przechodza w poprzek niego (biatka
integralne). Koncepcja ta niestety nie thumaczyla dyfuzji bocznej lipidéw 1 protein. W 1972
roku powstaly pierwsze przestanki za modelem ptynnej mozaiki. P. Devaux 1 H.M.
McConnell wykonali eksperyment uzywajac sonde fluorescencyjna i technike EPR [29].
W ich eksperymentach znakowano spinowo fosfolipid i umieszczano w lamellach PC z zo6ttka
jaja kurzego. Rozklad koncentracji lipidowego znacznika spinowego byl wynikiem
fotochemicznego ,,zaslepienia” (rekombinacji znacznika). Przed fotolizg rozktad znacznika
byt jednorodny, natomiast po krétkiej fotolizie profil koncentracji znacznika miat ksztatt fali
kwadratowej. Okazato sig, iz lipidy budujace blong¢ biologiczng sg w fazie cieklokrystalicznej
(poruszajg si¢), a biatka dyfundujg w obrebie blony.
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Obecnie obowigzujagcym modelem btony komodrkowej jest model ptynnej mozaiki,
opracowany przez Singera i Nicolsona w 1972 roku. Koncepcja ta przedstawia btong jako
matryce dwuwarstwy lipidowej, do ktérej wbudowane sg biatka w postaci struktur
globularnych. Biatka mogg by¢ w réznym stopniu zanurzone w blonie lub moga utrzymywac
si¢ na powierzchni. Cato$¢ stanowi ptynny, dynamiczny i jednorodny uktad, w ktérym lipidy
oraz biatka maja mozliwo$¢ migracji 1 rotacji w pewnym zakresie btony [30]. Istnieja nowe
koncepcje, ktore ttumacza niejednorodno$ci budowy blon biologicznych, migdzy innymi

tratwy lipidowe oraz wglobienia (invaginations, caveolae).

Tratwy lipidowe uznano za domeny zawierajace cholesterol jako czynnik stabilizujacy cala
strukture. Sa to szczegdlne obszary btony biologicznej, gdzie sfingolipidy i cholesterol
zblizaja si¢ ku sobie w wyniku chemicznej afinicznos$ci i preferowanego upakowania [31].
Takie obszary moga zawiera¢ lub wykluczac¢ inne lipidy i biatka, a taka szczego6lna segregacja
molekul moze mie¢ wptyw na ich funkcje biologiczng [32]. Uwaza sie¢, ze tratwy lipidowe
majg udzial w réznych funkcjach btony biologicznej, jak sortowanie bialek [31], transport
membranowy, m.in. bialek zsyntezowanych w sieci trans aparatu Golgi'ego do blony
biologicznej [33, 34]. Dodatkowo biorg udzial w procesach przekazywania sygnaléw [35]
oraz w aktywacji zaprogramowanej §mierci komorki przez zewngetrzy szlak apoptyczny [36].
Domeny lipidowe moga tez stanowi¢ swego rodzaju komorkowe ,,wejscia” 1 ,,wyjscia” dla
chorobotworczych drobnoustrojow 1 toksyn [37]. Wiele rodzajow patogenow rozwingto
zdolno$¢ angazowania tratw lipidowych do przejecia kontroli nad komoérkami gospodarza
1 propagacji zmian chorobowych, np. wirus HIV wchodzi do komorek nabtonkowych wtasnie
przez tratwy lipidowe, na drodze endocytozy 1 transcytozy, natomiast wyjScie wirusa

nastepuje przez proces selektywnego paczkowania [38].

Tratwy lipidowe s3 strukturami dynamicznymi z czasem zycia od 102 [39] do 10° sekundy
[40]. Rozmiar pojedynczej domeny mieséci si¢ w przedziale od 10 do 200 nm [41]. Male
tratwy mogg taczy¢ si¢, tworzac duze skupiska o Srednicy ponad setki nm [42]. Tratwy
lipidowe powstajag w aparacie Golgi’ego, gdzie syntezowane sg sfingolipidy i trafia tam tez
syntezowany wczesniej (w retikulum endoplazmatyczne) cholesterol. Z aparatu Golgi’ego
transportowane sg do blony komorkowej 1 tutaj moga ulega¢ endocytozie [32]. Biofizyczne
mechanizmy, dzigki ktorym komorki regulujg rozmiar, trwato$¢ i przestrzenna lokalizacje

tych domen sg stabo poznane.

Obecnie rozwaza si¢ kilka modeli tratw lipidowych:
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a) najpowszechniejsza koncepcja zostala zaproponowana przez K. Simonsa i E. Ikonena
— tratwy uznawane sg za wzglednie duze struktury (= 50 nm $rednicy) wzbogacone
w cholesterol i w sfingolipidy, z ktérymi asocjuja biatka; silne oddziatywania mi¢dzy
molekutami tworzacymi tratwy czynig je $cisle upakowanymi strukturami [31];

b) R.G. Anderson i K. Jacobson przedstawili tratwy lipidowe jako lipidowe powloki,
ktore sa niewielkich rozmiaréw, wzglednie dynamiczne w skali molekularnej,
w ktorych biatka preferencyjnie asocjuja z niektérymi rodzajami lipidow; wiaczenie
si¢ tych powltok do struktur czynnosciowych jest procesem sterowanym
i dynamicznym [43];

c) F.R. Maxfield zatozyl, ze wigksza czg¢$¢ blony biologicznej jest ,tratwopodobna”
i ma charakter mozaiki z domen; komorka steruje iloscig domen réznych typow przy
pomocy mechanizmu opartego na dziataniu cholesterolu;

d) S. Mayor oraz M. Rao zaproponowali koncepcje aktywnie generowanych
przestrzennie i czasowo ukladu sktadnikow tratwy lipidowej; badano biatka
zakotwiczone do GPI (glikosyl-fosfatidylinozytol) w zywych komorkach, otrzymano
wyniki wskazujace na obecno$¢ matych i dynamicznych zgrupowan lipidow, ktore
wspotistniejg jako monomery, nastgpnie sg aktywnie indukowane do formowania

tratw lipidowych.

Wegtlobienia lub inwaginacje blony komorkowej sa jednym z przyktadow domen
lipidowych. Zaréwno te struktury, jak i tratwy lipidowe, wyrdzniajg si¢ wysokg
koncentracjg cholesterolu oraz lipidow nasyconych. Czynnikiem stabilizujgcym
wglobienia jest bialko kaweolina, a takze to, Zze sa inwaginacjami btony. Wglobienia
sa wykrywane w wielu typach komorek. Jednak ich wystgpowanie zalezy od rodzaju
danej komorki, np. w blonie neuronow w ogole nie stwierdzono formowania si¢ tych
struktur [44, 45]. Btony wglobien posiadajg zwigkszong zawarto$¢ cholesterolu, a sktad
lipidowy zblizony jest do sktadu tratw lipidowych. Dodatkowo zawieraja znaczna
koncentracj¢ biatka integralnego kaweoliny (caveolin). Narzucajg bardzo silng asymetri¢
przestrzenng rejonu swojej lokalizacji.

Kaweolina zawiera: domen¢ hydrofobowg sktadajaca si¢ z 32 aminokwasoéw, dwa
hydrofilowe konce N-terminal (101 aminokwasow) oraz C-terminal (43 aminokwasow).
Obecnie wyrdznia si¢ dwa typy kaweoliny, a mianowicie kaweoling-1 oraz kaweoling-2.
Oba bialka wystepuja najczeSciej w komorkach $rodblonka, we fibroblastach

i adipocytach. Kaweolina-1 jest biatkiem integralnym, ktore jednak nie rozpos$ciera si¢
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w poprzek btony biologicznej. W zamian uwaza si¢, ze domena hydrofobowa przypomina
raczej spinke do wlosow, ktora eksponuje koniec N- lub C-, lub oba konce do cytoplazmy,
po cytozolowej stronie blony komoérkowej. Kaweolina-2 wykazuje duze podobienstwo
do sekwencji kaweoliny-1, ale jej ekspresja jest ograniczona wylgcznie do komorek
migsniowych, gdzie jest niski poziom ekspresji kaweoliny-1.

Kaweolina jako biatko stymulujace tworzenie wglobien charakteryzuje si¢ sktonnos$cia

do tworzenia stabilnych homo- lub heterooligomeréw o duzej masie molekularne;.

1.2.3. Wlasciwosci blon

Plynnos$¢ i dynamicznos$é

Czasteczki fosfolipidow, biatek btonowych 1 cholesterolu wykazuja duzg ruchliwos¢.
Od rodzaju ruchow oraz czgstosci ruchow zalezy stan bton komodrkowych. Réwniez
temperatura ma znaczny wptyw na ruchliwo$¢, czasteczki moga poruszaé si¢ szybko lub
wolno, co powoduje, ze btona moze by¢ mniej lub bardziej przepuszczalna. Plynnosé
1 dynamiczno$¢ regulowana jest sktadem fosfolipidéw, ich ruchliwo$cia 1 stopniem
nienasycenia tancuchéw alifatycznych. W temperaturze fizjologicznej typowej dla danej
komorki, blony zawsze sa w stanie plynnym [6]. Im S$cislejsze i bardziej regularne
upakowanie fosfolipidow, tym bardziej lepka, a mniej ptynna bedzie dwuwarstwa. Krotsze
tafcuchy zmniejszaja tendencje¢ oddzialywania ogonéw weglowodorowych ze soba,
co skutkuje zwigkszeniem ptynnosci btony. Kazde podwojne wigzanie w nienasyconym
ogonie weglowodorowym  wytwarza mate zgiecie ogona hydrofobowego, utrudniajgc
upakowanie tego ogona wzgledem innych. W komorkach zwierzgcych pltynnos¢ btony jest
modulowana przez obecno$¢ cholesterolu. Te sztywne, krotkie czasteczki wystepuja
w duzych iloSciach glownie w blonie komodrkowej, gdzie wypelniaja przestrzeh migdzy
sasiadujgcymi czasteczkami fosfolipidow. Cholesterol usztywnia btong, zmniejszajac jej

ptynnos¢ 1 przepuszczalnos¢. [7].

W zwigzku z biegunowoscig hydrofobowo-hydrofilowa bton komoérkowych przejawiaja one
uporzadkowanie w kierunku prostopadtym do powierzchni btony, a sg ciecza w ptaszczyznie
btony. Z racji tego btong komdrkowa rozpatrujemy jako ciekty krysztat liotropowy. Mozna

wyrdznic kilka typow ich ruchu:
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» zginanie tancucha na skutek dyfuzji wzbudzen konformacyjnych typu kink,
K = G'TG™ lub w wyzszych temperaturach typu jogg, J = KK; czynnikiem, ktory
stabilizuje btong jest cholesterol,

> rotacja wokot dlugiej osi tancucha (grupa terminalna CHs tancuchéw
weglowodorowych w fosfolipidach) lub wokot osi prostopadiej do blony (biatka);

» dyfuzja fosfolipidu w plaszczyznie btony, czyli dyfuzja lateralna, czestotliwose
wymiany w tym procesie wynosi okoto 107 s?;

» znacznie rzadsze przejscia typu ,flip-flop” — miedzywarstwowe ruchy wymienne
czasteczek, przeskok w blonie komorkowej czasteczki fosfolipidu z warstwy
zewnetrznej do wewnetrznej odbywa si¢ z predkoscia jedna czasteczka na 14 dni,
a w blonach retikulum, co 3 sekundy;

» dyfuzja lateralna i rotacja biatek — wolniejsza niz u fosfolipidow;

» wynurzanie lub zanurzanie bialek w warstwie btony.

41% |

(
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000000
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Rysunek 9. Ruchliwo$¢ fosfolipidow w obrebie dwuwarstwy lipidowej [7].

Plynno$¢ btony jest bardzo wazna dla komorki, np. umozliwia szybka dyfuzje biatek
btonowych w plaszczyznie dwuwarstwy i1 ich wzajemne oddzialywanie istotne w sygnalizacji
komorkowej. Dzigki plynnosci mozliwe jest dyfuzyjne rozpoznawanie lipidow 1 bialek
btonowych z miejsc, w ktorych sg one po swojej syntezie wbudowane w btone, do innych
obszarow komorki. Plynno$¢ blon rowniez pozwala na fuzj¢ bton ze soba i wymieszanie ich
czasteczek, co przy podziale komorki zapewnia rownomierne rozdzielenie tworzacych blone

czasteczek pomigdzy komodrki potomne.

Asymetria

Cecha szczegdlng blon biologicznych jest ich asymetria strukturalna i funkcjonalna.

Roéznorodno$¢ przestrzenna dotyczy zarowno lipidow, bialek, jak i weglowodandw.

31



W blonie retikulum endoplazmatycznego fosfolipidy roztozone sg symetrycznie, natomiast
dla pozostatych bton biologicznych (aparatu Golgiego, plazmatycznych i endosomalnych)
standardowa jest asymetryczno$¢ fosfolipidow [46]. Najlepszym przykladem, gdzie
zachowana jest asymetria sg komorki erytrocytow [47].

Asymetria obu warstw btony wynika miedzy innymi z r6znic w szybkosci ruchow pomiedzy
tymi warstwami. Zrdznicowane rozmieszczenie fosfolipidow w blonie utrzymuje asymetri¢
i jest okreslane mianem asymetrii sktadu lipidowego btony. Obie monowarstwy blony
lipidowej charakteryzujg sie¢ réznym skladem. W warstwie cytoplazmatycznej mozemy
wyrozni¢ wigcej lipidow o glowach obdarzonych tadunkiem, o tancuchach zawierajacych
wigzania nienasycone, a takze wigcej bialek powierzchniowych. W czesci pozacytozolowej
btony wystepuje duzo wiecej glikolipidow i glikoprotein. Zrdéznicowanie sktadu i budowy
btony powoduje, ze istnieje roznica w tadunku btony, st¢zeniach substancji oraz okresleniu
kierunku transportu przez btone.

glikolipid

PRZESTRZEN ZEWNATRZKOMORKOWA
cholesterol

CYTOZOL

Rysunek 10. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow i glikolipidow w  lipidowe;j

dwuwarstwie btony komorkowej [7].

Asymetria fosfolipidow jest dla wielu rodzajow bton komérkowych dobrze znana, natomiast
doniesienia dotyczace rozmieszczenia cholesterolu sa sprzeczne. Wczesne badania
na erytrocytach pokazaly, ze wigksza zawarto$¢ cholesterolu jest w zewnetrznej warstwie
btony [48]. Niektorzy autorzy sugeruja réwnomierne rozmieszczenie tego sterolu miedzy
dwie warstwy btony komorkowej [49]. Inni wskazuja na jego przewage po wewnetrznej
stronie btony [50]. Najnowsze dane otrzymane przy pomocy metod fluorescencyjnych dla
komorek linii jajnika chomika chinskiego potwierdzajg, ze 60-70% steroli zgromadzonych
jest w warstwie cytozolowej [51]. Trudnos¢ z okresleniem dystrybucji cholesterolu wynika
z krotkiego czasu przeskoku tej czasteczki pomigdzy warstwami blony (gérna granica stalej

czasowej dla tego ruchu wynosi w temperaturze 37°C okoto 1 sekundg [52]).
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Utrzymanie asymetrycznosci btony jest bardzo wazne dla wielu procesow komorkowych [53].
Efektem zatlamania si¢ asymetrii lipidow jest przemieszczenie fosfatydyloseryny
na powierzchni¢ komoérki. Wyeksponowanie tej czasteczki na zewnatrz blony powoduje
zwiekszenie przyczepnosci komorek, aktywacje procesow krzepniecia i pdzniejsze tworzenie
trombiny [54]. Wymuszona zmiana potozenia lipidow przeklada si¢ takze na zmiany
w funkcjonowaniu wielu biatek enzymatycznych zwigzanych z lipidami, wywolujac

zaburzenia m.in. w transdukcji sygnatu [55].

Selektywnos¢

Jedna z waznych funkcji blon w komorce jest tworzenie bariery, ktora kontroluje
przechodzenie czasteczek przez blong. Zasadnicza role odgrywa przy tym hydrofobowe
wnetrze dwuwarstwy lipidowej, gdyz stanowi ono przeszkode dla wiekszosci czasteczek
hydrofilowych. Niektore zwigzki moga z latwoscig dyfundowaé przez btone komorkows,
np. tlen, woda, dwutlenek wegla, etanol. Szybko$¢ dyfuzji przez dwuwarstwe bedzie szybsza,
im czasteczka bedzie mniejsza i tatwiej rozpuszczalna w olejach. By komorki mogty pobieraé
substancje odzywcze i usuwaé produkty, blona komorkowa musi umozliwia¢ przechodzenie
wielu czgsteczek takich, jak jony, cukry, aminokwasy, nukleotydy. Prosta dyfuzja nie jest
w stanie tego zagwarantowaé, dlatego wiekszo$ci substancji w przenikaniu przez btong
pomagaja struktury transportujgce, jakimi sg biatka btonowe. W zaleznosci od warunkoéw
srodowiska, potrzeb komorki, btona moze sporadycznie stac¢ si¢ zapora dla danej substancji

albo przeciwnie, utatwi¢ jej przesylanie [7].

1.2.4. Wplyw lipidéw na uporzadkowanie blony oraz modele blon

biologicznych

Wiasciwosci  fizykochemiczne blon biologicznych w znacznym stopniu uzaleZnione
sa od wilasciwosci budujacych je lipidow [56, 57]. W temperaturze fizjologicznej lipidy
btonowe tworza na ogot jedng z trzech faz liotropowych, opisanych przez wspotczynnik
uporzadkowania tancucha alkilowego (S) oraz przez wspdtczynnik dyfuzji (D). Wiele
eksperymentéw oraz modelowanie molekularne wykazuja, ze btony biologiczne najczesciej
wystepuja w fazie L, czyli w fazie lamellarnej cieklokrystalicznej, odznaczajacej si¢ niska
warto$cig S oraz szybkim wspolczynnikiem dyfuzji ok. 1 pm?/s. Faza zelu Lg jest 0 wysokiej
wartoéci S i niskiej wartosci D okoto 10 pm?s. Podejrzewa si¢ w tratwach lipidowych

obecno$¢ fazy Lap. Ponadto podczas fuzji blon zauwaza si¢ wystepowanie tubul lipidowych
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fazy heksagonalnej, Hi. Typ fazy zalezy silnie od struktury lipidow, a takze od ich
wzajemnych proporcji. Udziat cholesterolu zwigksza uporzadkowanie struktury, na przyktad

w cieniach erytrocytow wykluczajac obecno$é gtdownego przejscia fazowego w fosfolipidach

[57].
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Rysunek 11. Faza cieklokrystaliczna oraz faza zelu bton biologicznych (wg V. Luzzati).

Rysunek 12. Tubule lipidowe fazy heksagonalnej Hy (wg V. Luzzati).

Na zachowanie si¢ lipidow w dwuwarstwie lipidowej ma wpltyw takze rodzaj polarnej
glowicy. Fosfolipidy, ktore majg mate grupy polarne (fosfatydyloetanolamina), preferuja
powstawanie faz heksagonalnych. Uruchomienie tancuchow alkilowych lipidu jest przejSciem
fazowym pierwszego rodzaju i nosi nazwe glownego przej$cia fazowego. Temperatura tego
przejScia nazywa si¢ temperatura gtownego przejScia fazowego Tm, ktéra mozna oznaczy¢
metoda kalorymetrii skaningowej. W modelowych uktadach mozna wyrozni¢, tzw.
przedprzejscie (ang. pretransition), Tp, a w niektorych czystych syntetycznych fosfolipidach
réwniez jedno lub dwa dodatkowe przejscia wigzace si¢ ze zmiang mobilnosci glowy polarnej

[23]. Temperatury przejs¢ fazowych zalezg tez od pH $rodowiska oraz od sity jonowej [57].

Ze wzgledu na rozmieszczenie czasteczek lipidowych w blonie (warstwa dwuczasteczkowa),
od bardzo dawna szukano uktadu zastepczego do badan, ktory zbudowany bylby z lipidowe;j

warstwy dwuczasteczkowej. Dopiero w drugiej potowie XX wieku udato si¢ tworzy¢ takie
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uktady w postaci, tzw. czarnych bton 1 bton liposoméw. Blony liposomow do chwili obecne;j

sg traktowane za perfekcyjne btony modelowe.

W 1962 roku Mueller wraz ze swoimi wspotpracownikami stworzyli dwumolekularng blone
lipidowa, ktora nazwali czarng blong (ang. black lipid membrane albo painted membrane).
Btona ta oddziela dwa wodne o$rodki i charakteryzuje si¢ takga samg struktura, jaka wedlug
przekonan cechuje si¢ warstwa lipidowa w blonach biologicznych. Procedura przygotowania
takich uktadow polega na naniesieniu roztworu rozpuszczonych lipidow na szczeling
znajdujaca si¢ w hydrofobowej przegrodzie i odparowywaniu rozpuszczalnika. Nastgpnie,

komora, do ktorej wprowadza si¢ przegrode, zostaje wypetniona buforem [58].

Wiasciwosci fizyczne tej bltony bardzo przypominaja wlasciwosci bton biologicznych. Model
ten w szczegdlnosSci jest wykorzystywany do badan wlasciwosci elektrycznych bton.
Zazwyczaj mierzy sie¢ op6r elektryczny lub pojemno$¢ elektryczng. Proste urzadzenia
do takich pomiaréw pozwalaja rowniez okreslic przewodnictwo elektryczne blony.
W zwiazku z tym mozna pozyska¢ informacje dotyczace blony oraz proceséw przenikania
no$nikéw tadunku elektrycznego. Btona czarna oprocz zalet ma i wady. Niestety, tak
utworzona dwuwarstwa nie wykazuje duzej stabilno$ci. Problemem sg rowniez resztkowe
ilosci rozpuszczalnika organicznego, ktore pozostaja uwigzione w membranie. Kolejng wada
jest powierzchnia, gdyz nie przekracza ona kilku milimetrow kwadratowych. Dodatkowym
ograniczeniem jest mala wytrzymalo§¢ mechaniczna oraz czas zycia (od kilku sekund
do kilku godzin), ktére utrudniaja pomiary podczas dlugotrwatych badan. Blona czarna jest
btong ptaska, dlatego tez podczas eksperymentéw nie ma mozliwosci obserwowania zjawiska

zwigzanego z krzywizng bton biologicznych.

Wsrod modeli eksperymentalnych stuzacych zbadaniu blon biologicznych mozna wyr6znié
takze, np. izolacj¢ fragmentow bton z Zywych komorek przy pomocy prasy Frencha. Komorki
sa rozrywane podczas przepuszczania przez cienka igle pod zwigkszonym ci$nieniem
I nastepnie wirowanie w gradiencie stezenia sacharozy. Btona zostaje pofragmentowana i jej
cze$ci mogg zosta¢ osadzone na substracie posiadajgcym hydrofilowa powierzchni¢ [59, 60].
Jak kazda z metod, posiada wady i zalety. Bez watpliwosci zaleta jest to, ze uktady
sg zblizone do naturalnych, jednakze z drugiej strony trudno kontrolowa¢ parametry

eksperymentu.

Krotko po odkryciu czarnych bton lipidowych w 1965 roku Bangham, stosujac dyspersje

fosfolipidow w wodzie i roztworach wodnych, opracowat popularny i prosty w opracowaniu
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nowy wzor blon liposoméw. Fosfolipidy w wilasciwych warunkach samorzutnie tworza
w roztworach wodnych tzw. liposomy [61]. Sa to ztozone uktady z wielu koncentrycznych
zamknigtych warstw dwumolekularnych oddzielonych faza wodna. Wielko$¢ liposomow
szacuje si¢ na okoto 0,4 do 10 um. Kazda z tych warstw jest zamknigtym pecherzykiem.
Podstawowe liposomy uformowane sg z jednej warstwy dwuczasteczkowej oddzielajacej
wypelnione woda lub roztworem wodnym wnetrze od dowolnego osrodka [62]. Jezeli
stezenie liposomoéw jest duze, to powierzchnia blon liposomow jest duza. Pozwala
to na zmierzenie strumieni dyfuzyjnych, cho¢by nawet gdy mamy do czynienia ze stabo
przenikliwymi substancjami. Czas zycia liposoméw wynosi od kilu dni w temperaturze
pokojowej do kilku tygodni w temperaturach ponizej zera. Krzywizna bton liposomow jest
zblizona do krzywizny wielu blon biologicznych. Blony liposoméw s3 bardzo uzyteczne
w obecnych czasach do badan zjawisk membranowych przy uzyciu metod doswiadczalnych,

np. wirowania, eletroforezy, spektroskopii NMR [63].

Rysunek 13. Schematyczny obraz A - liposomow wiclowarstwowych, B - liposomow

jednowarstwowych.

Rowniez monowarstwy formowane metodg Langmuira na granicy faz powietrze-woda oraz
dwuwarstwy (formowane metodg Langmuira-Blodgett i Langmuira-Schaefera) osadzone
na statym podlozu, moga stuzy¢ jako modele do badan nad zachowaniem si¢ filmow

lipidowych.

W zalezno$ci od celu badawczego mozna wybra¢ dogodny model. Dlatego, jesli trzeba
okresli¢, np. pojemnos¢ elektryczng nalezy zastosowac czarne btony fosfolipidowe, natomiast
gdy potrzeba wyznaczy¢ strumienie dyfuzyjne, nalezy wykorzysta¢ liposomy. Kazdy model
mozna udoskonala¢, przerabia¢. Jednak nalezy pamigtaé, ze im wigcej, np. wprowadzimy
biatek do uktadu, dzigki ktérym wiasciwosci btony zblizajg si¢ bardziej do wtasciwosci blony

biologicznej, tym trudniej bedzie analizowac procesy w takim modelu [64].
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1.3. DPPC, DOPC i POPC

Czasteczka DPPC (1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina) jest lipidem afipatycznym,
sktada sie ze szkieletu glicerolowego, do ktorego przytaczone sa dwa nasycone lancuchy
kwasu palmitynowego, ortofosforan i1 cholina. Fosfolipid ten wystepuje w fazie zelu
w temperaturze pokojowej, podobnym do ciata statego (Lg), temperatura topnienia DPPC
wynosi 41,3°C [65]. Powyze]j temperatury topnienia, DPPC ma posta¢ ptynng. DPPC jest
zwigzkiem aktywnym powierzchniowo, wytwarzanym przez wigkszo$¢ zwierzat
oddychajacych powietrzem. Udowodniono, ze DPPC ma zdolno$¢ obnizania napigcia
powierzchniowego cieczy pecherzykowej. Prawdopodobnie za regulacje napigcia
powierzchniowego w plucach odpowiedzialne sa przej$cia fazowe fosfolipidéw [66]. Ponadto
przeprowadzone eksperymenty wykazuja udzial DPPC w odpowiedzi immunologicznej

organizmu [67].

Przedstawicielami fosfatydylocholin nienasyconych wystepujacych w zwierzgcych btonach
biologicznych sg 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC) oraz 1-palmitoilo-2-oleoilo-
sn-glicero-3-fosfocholina (POPC).
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Rysunek 14. Wzor strukturalny czasteczki DPPC (a), DOPC (b) oraz czasteczki POPC (c)
(zrédto: Avantililpids).

Podstawa czasteczki DOPC jest kregostup glicerolowy, do ktorego przylaczone
sg dwa 18-weglowe tancuchy kwasu oleinowego. Kazdy z tych tancuchow weglowodorowych
ma jedno wigzanie nienasycone. Do szkieletu przytaczony jest takze ortofosforan i cholina.
Czasteczka POPC ma podobng budowe do DOPC z ta rdznica, ze jeden z tancuchow kwasu

oleinowego zastgpiony jest nasyconym tancuchem kwasu palmitynowego. Dwa estry
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karbonylowe w obszarze mi¢dzyfazowym tych fosfocholin decydujg o tym, ze czgsteczki
te funkcjonuja jako akceptory wodorow. Temperatura przejscia fazowego dla tych lipidow
odpowiednio wynosi: okoto —5°C dla POPC oraz ok. —15°C dla DOPC, dlatego fosfolipidy

te wystepuja w stanie ciektokrystalicznym L, w temperaturze pokojowej.

Fosfolipidy, ktére zawieraja grup¢ cholinowa, sa najliczniejszag klasa w komorkach
eukariotycznych. Dodatkowo wybrane lipidy sa najczgstszymi modelowymi ukladami

lipidowymi wybieranymi do przeprowadzania eksperymentow [68].

a)

b)

s

Rysunek 15. Struktura czasteczki DPPC (a), DOPC (b) oraz czasteczki POPC (c) (zrodto:
Avantililpids).

1.4. Kinetyka hydratacji

Kinetyka hydratacji charakteryzowana jest jako przyrost wzglednej zawarto$ci wody
w danym materiale w funkcji czasu. Definiuje ona substancj¢ pod wzgledem wrazliwoS$ci
na ustalong wilgotno$¢ wzgledng otoczenia oraz okresla zdolnos$¢ substancji do chtonigcia
wody. Kinetyka hydratacji zalezy gtownie od materialu, temperatury oraz wilgotnosci
wzglednej otoczenia. Wilgotno$¢ wzgledna to stosunek cis$nienia czastkowego pary wodnej

W powietrzu pw do ci$nienia czastkowego pary wodnej nasyconej Pwn :

o=
Pun. (1)

Przyrost wzglednej zawartosci wody Am/mo nazywany jest poziomem uwodnienia uktadu,
innymi stowy jest to stosunek ilosci wody zaadsorbowanej do masy suchej mo uktadu. Masa
wody zaadsorbowanej Am to roznica miedzy masg probki a suchg masg. Masa sucha

Mo probki to masa po usunigciu wody. Ta wielko$¢ jest wzorcem, ktory moze byc
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wykorzystywany do skalowania i pordwnywania réznych probek. Do wyznaczania suche;j
masy uktadu badawczego stosuje si¢ r6zne metody. Jedna z najbardziej popularnych metod
jest osuszanie w podwyzszonej temperaturze, inna to suszenie w prézni o temperaturze
pokojowej lub przechowywanie probek w §rodowisku o wilgotnosci wzglednej réwnej zero
procent (nad powierzchnig zelu krzemionkowego).

Caly proces kinetyki hydratacji opisywany jest funkcja jedno eksponencjalng Ilub
superpozycja funkcji eksponencjalnych:

Am—(t)=A0+22:Ai 1—e[_tti] )

m,

gdzie:

Am/mo — wzgledny przyrost masy,

Ao — masa wody nieusuwalnej podczas suszenia W pw/pwn = 0%,
Aj — masa wody wigzanej w danej wilgotnosci,

ti — czasy uwodnienia dla odpowiednich sktadowych Ai.

Natomiast suma:
2
A+Y A=C,(3)
i=1

odpowiada catkowitemu poziomowi hydratacji probki.

Stata czasowa hydratacji t1 okreslana jest jako szybka sktadowa hydratacji, zwigzane jest
to ze stalymi czasowymi hydratacji. Im wyzsza sktadowa hydratacji, tym wartosci czasow
uwodnienia bedg dtuzsze. Czasteczki wody przytaczane do powierzchni w czasie t1 wigzg si¢
szybciej, dlatego molekuly wody nazywamy w tym wypadku wodg $cisle zwigzang. Sktadowe
wolniejsze hydratacji odpowiadaja za doczepianie warstw wody stabiej zwigzanej 1 okre§lamy
je woda luzno zwiazang.

Woda zwigzana czasami bywa definiowana jako woda niezamarzalna, poniewaz nie zamarza
w rownowagowej termodynamicznie temperaturze zamarzania wody [23].

Przebieg kinetyki sorpcji moze by¢ odmienny w zalezno$ci od badanego materiatu, co wigcej
moze rozni¢ si¢ od podanego powyzej opisu. Dzieje sie tak, gdyz kazda substancja
ma indywidualne wlasciwosci mikrostrukturalne. Dotyczy to, np. substancji zlozonych
w formie sypkiej oraz substancji rozpuszczalnych, ktore potrafig krystalizowaé niektore
cukry. Dodatkowo w przypadku biopolimeréw zaburzenia w procesie kinetyki hydratacji

wywotane moga by¢ procesami pegcznienia, czyli przylaczaniem czasteczek wody
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do wewnetrznych struktur polimerow [23, 69] i tym samym zwigkszania powierzchni

dostepnej dla hydratacji.
1.5. lzoterma sorpcyjna

Izoterma sorpcyjna jest to zalezno$¢ masy wody zaabsorbowanej na powierzchni badanego
uktadu od wilgotnos$ci wzglednej otoczenia w statej temperaturze. Izoterme sorpcyjng mozna
wyznaczy¢ na dwa sposoby. Pierwszy sposob dotyczy procesu dehydratacji probki
i okreslenia ubytku masy wody przy zmniejszajacej si¢ aktywnosci wody. W ten sposob
powstaje krzywa, ktdrg nazywa si¢ izoterma desorpcji. Drugi sposob zwigzany jest

z ponownym procesem dehydratacji probki, a powstajace krzywe to izotermy adsorpcji.

Adsorpcja to proces wigzania si¢ czasteczek, atomow lub jonéw na powierzchni lub granicy
zetkniecia si¢ dwoch faz, powodujac lokalne zmiany stezenia. Substancja, ktéra gromadzi si¢
na powierzchni to adsorbat, natomiast substancja przyjmujaca to adsorbent. Adsorpcja
ma charakter powierzchniowy i r6zni si¢ od absorpcji, ktéra polega na pochtanianiu adsorbatu
przez cata mas¢ adsorbentu. Czesto procesy adsorpcji i absorpcji wystepuja rownoczesnie,
dlatego nazwano ogoélnie te procesy sorpcja. Rozroznia si¢ w zaleznosci od sit dziatajacych
pomiedzy adsorbatem a adsorbentem adsorpcje fizyczna i chemiczng. W adsorpcji fizycznej
czasteczki adsorbatu na granicy faz ulegaja niezrownowazonym sitom Van der Waalsa,
natomiast w adsorpcji chemicznej czasteczki wigzg si¢ z powierzchnig za pomocg wigzan

chemicznym, ktérymi najczesciej sa wigzania wodorowe lub kowalencyjne.

Obecnie izotermy sorpcyjne mozna podzieli¢ wedlug klasyfikacji [IUPAC (Migdzynarodowa
Unia Chemii Czystej 1 Stosowanej) [70], ktora zastgpila poprzednig stworzona przez
Brunauera w 1943. Wyr6znia si¢ w niej cztery typy izoterm, z ktdrych trzy pierwsze
sa zgodne z poprzednig klasyfikacjg. Typ 1 jest charakterystyczny dla adsorbentow
mikroporowatych, opisywany izoterma Langmuira. Typ II jest najczesciej stosowany i III —
bardzo rzadko wystgpujacy. Oba te typy sa charakterystyczne dla adsorbentow
mikroporowatych, ale opisuje si¢ je za pomocg sigmoid. Typ IV jest powszechny
i charakterystyczny dla adsorpcji wielowarstwowej na powierzchni jednorodnej. Typ V

wystepuje rzadko, a stosuje sie go do adsorbentow mezoporowatych.

Badanie izoterm sorpcyjnych wody ma wazne znaczenie praktyczne. Znajomos$¢ zaleznos$ci
zawarto$ci wody od jej aktywnosci jest istotna w procesach przetworstwa, przechowywania

1 transportu Zywnosci. Analiza izoterm pozwala na wyznaczenie wilgotnosci optymalnej dla
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przezycia niektorych organizméw. Izoterme sorpcyjng opisuje wiele modeli, w szczegolnosci
wyr6znia si¢: model Langmuira, opisujacy sorpcje jednowarstwowsa, model BET oraz model

Denta.

Ze wzgledu na ograniczone ilo$ci materiatu badawczego do eksperymentu, w niniejszym
do$wiadczeniu nie wykonywano izoterm sorpcyjnych. Powyzsze wiadomosci jedynie petnig
funkcj¢ informacyjng, iz istniejg mozliwosci dodatkowych badan z zakresu mechanizmu

przylaczania i odtgczania molekut wody do powierzchni ciata statego.
1.6. Magnetyczny rezonans jadrowy

Metoda magnetycznego rezonansu jadrowego (z ang. Nuclear Magnetic Resonace) polega
na wzbudzeniu jader o niezerowym spinie znajdujacych si¢ w stalym polu magnetycznym
poprzez szybkie zmiany dodatkowego pola magnetycznego. Nastepnie rejestruje si¢
promieniowanie elektromagnetyczne powstajace w wyniku relaksacji, gdzie przez relaksacje
nalezy rozumie¢ powr6t uktadu spinéw jadrowych do stanu réwnowagi termodynamiczne;j.
NMR jest forma spektroskopii absorpcyjnej, zblizonej do spektroskopii w podczerwieni czy
nadfiolecie. W spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego uzywane jest
promieniowanie elektromagnetyczne o czg¢stotliwosciach z zakresu radiowego. Dzigki temu
mozna wzbudzi¢ przej$cia miedzy poziomami o niskiej barierze energetycznej, co jest typowe
dla stanow kwantowych zwigzanych z magnetycznymi wlasnosciami jader atomoéw

budujacych czasteczki chemiczne.

Zjawisko NMR odkryto w 1945 roku przez dwa niezalezne zespoty Blocha i Prucella, ktorym
przyznano nagrod¢ Nobla w 1952 roku. Zostalo ono wykorzystane w fizyce do badan
wlasciwosci jader atomowych oraz W chemii organicznej do badan struktury i dynamiki
czasteczek organicznych. Wielki rozwoj spektroskopii NMR nastapit wraz z wprowadzeniem
metody impulsowej badania rezonansu z uzyciem transformacji Fouriera do analizy
sygnatow. Stosujagc metode NMR, mozna pozyska¢ informacje na temat dynamiki uktadu
spinéw jadrowych. Protonowy rezonans magnetyczny (*H-NMR) moze stuzy¢ do okreslenia
poziomu uwodnienia badanych uktadow biologicznych, fazy i ruchliwo$ci zawartej w nich

wody.
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1.6.1. Moment pedu i moment magnetyczny

Zjawisko magnetycznego rezonansu jagdrowego wystepuje w mikro$wiecie, dlatego mozna
rozwazacé to zjawisko za pomocg mechaniki kwantowej. Jednak w konkretnym eksperymencie
sygnalty NMR pochodzg z probek makroskopowych ztozonych z duzej liczby czasteczek,
dlatego opis do$wiadczenia powinien by¢ zgodny z prawami fizyki klasycznej. W takim
wypadku magnetyczny rezonans jadrowy dogodniej jest opisa¢ na bazie fizyki klasycznej,

przyjmujac pewne zatozenia mechaniki kwantowe;j.

Dla kazdego jadra atomowego mozna przypisa¢ wewngtrzny moment pedu, ktéry wynika
z ruchu wirowego jadra wokot wlasnej osi. Jadra atomowe, z wyjatkiem parzysto-parzystych,

posiadaja niezerowy moment pedu K. Moment pedu jadra jest wielkoscia wektorowa, ktora

mozna opisac jako iloczyn wektorowy pedu i promienia wodzacego:
K=rxp. (4)

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego obserwuje si¢ dla jader atomowych

posiadajacych wlasny moment pedu K.

Proton, jako czasteczka obdarzona tadunkiem elektrycznym, jest najprostszym jadrem
atomowym i najczgsciej stosowanym obiektem do badan NMR. Wirujace jadro sprawia,

7e powstaje moment magnetyczny . Mozna je przyrownaé do elementarnej sztabki magnesu,

ktora jest rownoczesnie dipolem magnetycznym. W elektrodynamice klasycznej moment

magnetyczny powigzany jest Scisle z momentem pedu w sposob:

A=vK, (5
gdzie ¥ oznacza elektronowy wspotczynnik giromagnetyczny, zalezny od znaku, wielkosci,

sposobu roztozenia tadunku, wyraza sie w jednostkach ersted*sek™. Wspotczynnik ten czesto

bywa przedstawiany w postaci:

V= Gny, (6)

gdzie e to tadunek protonu, m_ to masa protonu, a g, jest czynnikiem Landego

fe

dla jadra.

Jesli jadro jest obdarzone momentem magnetycznym g i umieszczone w jednorodnym polu
magnetycznym EE;, to na dane jadro dziata¢ bedzie moment sity E:
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J—1 3

M = ji X By, (7)

Wszystkie jadra atomowe, ztozone z nieparzystej liczby nukleonow, zawieraja niezerowy
wlasny moment pedu (spin), a takze niezerowy moment magnetyczny. Wedlug mechaniki
kwantowej rzut wektora momentu pedu na sprecyzowany w przestrzeni kierunek, rownolegty

do kierunku zewnetrznego pola magnetycznego, moze przybra¢ tylko jedna ze $cisle
okreslonych wartosci. Poprawne wartosci maksymalnej sktadowej K w kierunku osi

Z w dowolnie wybranym uktadzie wspotrzgdnych mozna zapisa¢ wedhug réwnania:

K_= hm, (8)

gdzie h = %, a m to liczba magnetyczna kwantowa wyrazajaca stan wilasny jadra. Zgodnie

z zatozeniem kwantowania, magnetyczne liczby kwantowe powigzane sg ze spinowg liczba

kwantowg jadra I:
m=1L1—11—-2,..,—1I 9)
Spinowa liczba kwantowa dla protonu wynosi 1 co daje rzut na o$ kwantyzacji m = +% lub

1 . . , . .o
m = ——. Wobec tego, proton wystepuje zaledwie w dwoch stanach stacjonarnych i jest

dipolem magnetycznym. Spiny jadrowe, ktére wystawione sg na dzialanie jednorodnego

zewnetrznego pola magnetycznego B, moga przyjmowaé 21+1 orientacji [71].

Rysunek 16. Mozliwe orientacje dla spindw |I= Y% oraz 1=1 wzglgdem pola magnetycznego
Bo [75].
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1.6.2. Energia jadrowego momentu magnetycznego w polu magnetycznym

Rozpatrujac sytuacje, w ktorej jadro zawierajace moment magnetyczny g znajduje sie
w stalym polu magnetycznym E[,', a to pole magnetyczne naznacza kierunek osi kwantyzacji
w przestrzeni, nalezy wybra¢ laboratoryjny uktad wspolrzednych tak, aby 0§ z byta
réwnolegta i posiadata ten sam zwrot, co wektor pola magnetycznego B,. Na podstawie fizyki

klasycznej energia jadrowego momentu magnetycznego oddzialujacego z polem

magnetycznym wynosi:
E =—ji+By=—p.By = —yhByl. (10)
Rozwazajac wspotrzedng I, jako operator, mozna otrzymac operator energii tzw. hamiltonian:
H = —yhB,I_, (11)
a jego wlasnos$ci wlasne wynosza:
E(m)=—myhB,. (12)

Sa to wartosci energii, jakie moze przyjmowac¢ swobodny spin jadrowy, znajdujacy si¢ w polu
magnetycznym E[;. Warto$ci te nazwane sg poziomami energetycznymi, a w skrocie poziom

E(m) przewaznie jest nazywany poziomem m. Natomiast odleglos¢ pomigdzy dwoma

sgsiednimi poziomami wynosi:
AE = E(m)— E(m — 1) = —yhB,. (13)

Poziomy E(m) z uwagi na duze podobienstwo do poziomow energetycznych wystepujacych

w zjawisku Zeemana, zaliczane sg do tzw. poziomow zemanowskich jadrowych.

Zmienne pole magnetyczne E o czestotliwosci o wytwarza fale elektromagnetyczna, ktora

jest strumieniem fotonow o energii rownej:
E; = how. (14)

Jesli energia kwantu fali elektromagnetycznej jest rowna roéznicy poziomdw energetycznych
jadra atomowego, moze doj$¢ do pochtonigcia kwantu przez to jadro. Zestawiajac wzory (13)
i (14), otrzyma¢ mozna wartos$¢ czgstotliwosci pola, dla ktorej nastapi absorpcja energii przez

badang prébke:
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w = yB,. (15)

Roéwnanie to zwane jest warunkiem magnetycznego rezonansu jadrowego [72].

1.6.3. Obsadzenie pozioméw energetycznych i magnetyzacja probki

Badane makroskopowe probki zawieraja duze ilosci jader rzgdu liczby Avogadro. Jadra
te oddzialuja z zewngtrznym polem magnetycznym, ale takze z polami wewnetrznymi
pochodzacymi od momentéw magnetycznych elektronow, jader oraz tadunkow znajdujacych

si¢ w otoczeniu danego jadra.

W warunkach réwnowagi termodynamicznej z otoczeniem stosunek obsadzen dwoch

sasiednich poziomow energetycznych jest zgody z rozkladem Boltzmanna:

N E_ pse
‘T-z kT = gumkT (16)

gdzie N1 i N2 to liczba jader na poziomach odpowiednio nizszym i wyzszym energetycznie,
AE to rdznica energii odpowiednio nizszego i wyzszego poziomu energetycznego, K to stala

Boltzmanna, a T to temperatura bezwzgledna probki.

Prawdopodobienstwo obsadzenia nizszego energetycznie stanu jest wigksze niz obsadzenie
stanu energetycznie wyzszego. Roznica energii pozioméw magnetycznych jader jest bardzo
mata w poréwnaniu z energig termiczng, np. stosunek obsadzen zaprezentowany réwnaniem
(16) jest bliski 1, a dla jader 'H w polach magnetycznych o wartosci indukcji kilku tesli,
roznica jest rzedu jednego jadra na milion. W probce znajduje sie liczba jader rzedu 1074,
a réznica obsadzen w catej makroskopowej probcee jest rzedu 108, wptywa to na wypadkowy

moment magnetyczny, ktory staje si¢ juz mierzalny.

W przypadku, gdy analizuje si¢ makroskopowa probke, usytuowang w zewngtrznym polu
magnetycznym o indukcji EE;, precyzuje sie magnetyzacjc jadrowa M réwna sumie

momentow magnetycznych na jednostke objetosci probki [73]:

M =2 (17)

Rozktad momentow magnetycznych w probce, w przypadku braku zewnegtrznego pola
magnetycznego, na skutek ciggltych i1 chaotycznych ruchow termicznych jest izotropowy,

co daje zerowag warto$¢ magnetyzacji jadrowej. Gdy probka zostataby umieszczona

w zewnetrznym polu magnetycznym EE;, skierowanym wzdluz osi z umownego uktadu

45



laboratoryjnego, to skltadowe magnetyzacji My i My wirujg chaotyczniec wznoszac sie¢
wzajemnie, a sktadowa M, pozostaje niezerowa:
It _
M, ===k = o,

I, my
M, = lv ,

(18)
(19)
Mo=E=E 0 (20)

Magnetyzacja probki w stanie rownowagi termodynamicznej jest rownolegla do kierunku

zewnetrznego pola magnetycznego E[; I niezerowa.
1.6.4. Precesja Larmora

Na bazie mechaniki klasycznej modyfikacja momentu pedu ciata jest rowna dziatajgcemu

na to cialo momentowi sity:

M= (21)

Na jadro znajdujace si¢ w polu magnetycznym E[; oraz posiadajace moment magnetyczny

W dziata moment sity M_ dany wzorem:

P —

M_ =i X B,. (22)
Biorac pod uwagg, Ze moment pedu K mozna przedstawi¢ w postaci:

K =1Ih, (23)

to ruch wektora jadrowego momentu magnetycznego w polu magnetycznym przedstawia

rOwnanie:
dE _ -+ —
— — YR X B, (24)

Jednak w ukladzie, ktorego o$ z jest rownolegla do wektora zewngtrznego pola
magnetycznego, wirujacym wokot osi tego pola z czestoscig kolowa @ otrzymaé mozna
rOwnanie w postaci:

—

dE =y X {E + %) (25)
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W takiej sytuacji mozna powiedzie¢, ze wektor jadrowego momentu magnetycznego doznaje

dzialania efektywnego pola magnetycznego:

J
!
= |E]

(26)

W przypadku, gdy w uktadzie wirujacym pole efektywne jest rowne zeru, to wektor momentu
magnetycznego jest nieruchomy dla obserwatora, ktéry porusza si¢ z czestoscig precesji

Larmora. Odbywa si¢ to gdy:
Bo=—7. (@0

czyli:

AB,

vy

Rysunek 17. Precesja Larmora magnetycznego momentu jadrowego u [75].

1.6.5. Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego
Jesli probka zlokalizowana w statym, jednorodnym polu magnetycznym B, = [0,0,5,]
zostanie poddana dziataniu drugiego, zmiennego pola magnetycznego E 0 kierunku
prostopadtym do EE; wirujacego z predkoscia katowa @ zgodnie z ruchem wskazowek zegara,

to rownanie ruchu (24) trzeba uzupehi¢ o dodatkowe pole E [74]:

F=vix(B+2+5) @)

dt
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Efektywne pole magnetyczne B_EJ,: dziatajace na wektor magnetycznego momentu jagdrowego

1 przez dodanie do pola statego E[; pole E{ mozna przedstawi¢ w postaci:

D —

B,; = ED'+$+E1'. (30)

Spiny jadrowe realizuja precesje wokot pola efektywnego.

Zaktadajac, ze czegsto$s¢ wirowania uktadu jest rowna czesto$ci Larmora, to jedynym polem
,widzianym” przez moment magnetyczny bedzie pole E{ Woéwezas jadrowy moment
magnetyczny bedzie wykonywal precesje dookota kierunku pola E z czgstoscig wy = ¥ By,
Identycznie, wektor magnetyzacji bedzie precesowat wokot pola E, powodujac odchylenie
wektora od osi z. Zwazywszy na to, ze pole By < By, warto$¢ czestoSci @ jest duzo mniejsza
od w;. Tak wigc, przy pomocy stabszego, zmiennego pola magnetycznego wirujacego
z predkos$cig katowa precesji Larmora, mozna zmieni¢ warto$¢ magnetyzacji jadrowej probki
w statym i silnym polu E[;. Czgstosci Larmora dla stosowanych obecnie w spektroskopii
NMR poél magnetycznych EE; sg rzedu dziesigtek lub setek megahercow, dlatego pole E

o podobnej czgstosci nosi nazwe pole czgstosci radiowej RF [74].

BD - f.f}.l":f
R, -

Rysunek 18. Precesja jadrowego momentu magnetycznego wokol efektywnego pola

magnetycznego w warunkach, gdy predkos¢ wirowania pola E jest bliska czestosci Larmora

[75].

Dziatanie pola zmiennego ma forme selektywna pod wzgledem rodzaju jader w probce. Jezeli

ustawimy pole o czestosci spetniajacej warunek rezonansu dla danych jader atomowych,
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to magnetyzacja innych jader w probce nie zostanie odchylona. Cecha ta jest rezultatem
réznicy warto$ci wspolczynnika zyromagnetycznego i czestosci rezonansu dla konkretnych

rodzajow jader [75].
1.6.6. Magnetyczna relaksacja jadrowa

Wzbudzony uklad spindow jadrowych bedzie powraca¢ do stanu réwnowagi
termodynamicznej. Oznacza to, ze magnetyzacja probki podlega procesom relaksacji.
Odtwarzanie boltzmanowskiego rozktadu zachodzi poprzez oddawanie energii do otoczenia,
zazwyczaj nazywanego siecig. W zwigzku z tym relaksacje z-towej sktadowej magnetyzacji
nazywa si¢ relaksacjg spinowo-sieciowa. Makroskopowo odrasta sktadowa M, wektora

magnetyzacji, ktory powraca do warto$ci poczatkowej Mo. Jako, ze jest to relaksacja

sktadowej rownoleglej do osi pola E[;, relaksacj¢ t¢ mozna takze nazwac relaksacja podtuzna.

Po wychyleniu magnetyzacji z potozenia rownowagi, wartosci sktadowych My i My beda
wraca¢ do rownowagi. Warto$cia rownowagowa tych skladowych jest 0, co oznacza,
ze proces relaksacji spinowo-spinowej jest zanikiem obu tych skladowych. Z procesem
relaksacji poprzecznej nie jest zwigzana wymiana energii ukladu z otoczeniem, poniewaz
energia uktadu spinéw nie zalezy od warto$ci sktadowej prostopadtej magnetyzacji jadrowe;,

a jest prostopadta do wektora indukcji pola magnetycznego.

Powrot sktadowej M, do wartosci poczatkowej Mo oraz zanik sktadowych My i My

w wirujacym z predkoscig Larmora uktadzie wspotrzednych opisane sg rownaniami:

dMy _ My
a1, (31)
aMy _ _ My (32)
dt '’

2 =% (33)

dt T,

gdzie T1 i T2 to state czasowe procesu relaksacji, odpowiednio czas relaksacji podtuznej oraz

czas relaksacji poprzecznej. Jesli precesja magnetyzacji zostanie opisana rOwnaniem:

M _W(Bxi), (34)

dt

to calkowity ruch magnetyzacji mozna przedstawi¢ nastgpujagcymi wzorami (rOwnaniami
Blocha) [76]:
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D —y(Fx i) - (35)

T’

d M., = —3 M.,
—F = P
L =y(Bx M)}_ = (36)

aM,

rirz - T[B X M)z N

My —My

. (37)

gdzie M to magnetyzacja, B indukcja pola magnetycznego, y wspolezynnik Zyromagnetyczny,

T1 to czas relaksacji podtuznej, T2 czas relaksacji poprzecznej.

Rozwigzaniem rownan Blocha dla sktadowej X i y jest:

M,, =—exp (—%) +c.  (38)

Natomiast rozwigzaniem réwnania dla sktadowej z:

M_ = —exp (—TEJ + My + ¢y, (39)
C i c1 to state calkowania.

Po rozwigzaniu réwnan Blocha mozna policzy¢ dynamiczng podatno$¢ magnetyczng y, ktéra
powiazana jest z polem E Dynamiczna podatno$¢ magnetyczna sktada si¢ z dwodch czesci:
dyspersyjnej ¢’ 1 absorpcyjnej x’’. Czes¢ dyspersyjna jest zgodna w fazie z polem E, a czesé
absorpcyjna jest przesuni¢ta w fazie o 90° wzgledem pola E Gdy okresli si¢ statyczng

podatno$¢ yo oraz wspodtczynnik nasycenia S, to mozna osiggna¢ réwnania okreslajace obie

cze¢$ci dynamicznej podatnosci magnetycznej x’1 7y’ .

Xo=35  (40)

_ 1
1+ T, T’

(41)

x = Wy Xo Tz 1 o (42)

#Ha,—w)*TE s
¥ = wgye == 2 —. (43)
“14(ey—w)® T, 5

Z czasami relaksacji T1 oraz T2 powiazany jest czas korelacji tc. Jest to czas, w ktorym
czasteczka przemiesci si¢ o 1 radian w plaszczyznie lub o 1 steradian w przestrzeni. Zatem,
czas korelacji przedstawia ruchliwo$¢ molekutl. W ciatach statych czasy korelacji sg duze,

gdyz czasteczki poruszajg si¢ powoli, natomiast w cieczach czgsteczki poruszajg si¢ szybko,
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tym samym wartosci czasu korelacji sg mate. Stosunek czasow relaksacji od czasu korelacji
dla pary réznych spinéw opisuja rOwnania wyprowadzone przez Bloembergena, Purcella

i Pounda [77]:

Ti_ 1 }rf}ffﬁzﬂﬁ[ Tg 3% 4 S ), (44)

., 10m®  BS 1+(ew, e, )?r2 | 144wt | 14{w,—w, )il

i — 1 }"E-]"'::F‘:I'-’LE (4,_: _I_ Tc
ad

T, 3207 @ B° 14(w,—wy )32 | 1+4witd

31,

foeb ey —Fe ) (45)

1+4c..|:zr§ 1+':m._—m:}:r§

gdzie b to odlegto$¢ miedzy sgsiadujgcymi spinami, uo to przenikalno$¢ magnetyczna prozni.
Jesli rozwaza si¢ takie same pary spindw, to wzory powyzej upraszczajg si¢, poniewaz y1 = y2,

1= W2= .

Roéwnania modelu BPP wigzg wartos$ci czasow relaksacji jadrowej z czasami korelacji ruchéw
molekularnych. Dla bardzo matych wartosci czasu 1c W stosunku do czasu relaksacji
podtuznej T1, tc jest odwrotnie proporcjonalny do Ti. Dla duzych wartosci czasu korelacji
w stosunku do Tz, tc jest wprost proporcjonalny do T1. W przypadku duzych roéznic wartosci
czasu tc do czasu T», czas korelacji jest odwrotnie proporcjonalny do czasu relaksacji

poprzecznej T2 [72].

Procesy relaksacyjne powigzane sg z oddzialywaniami spinéw jadrowych z najblizszym
otoczeniem chemicznym, natomiast szybko$¢ relaksacji jest wprost proporcjonalna
do kwadratu natezenia tych oddziatywan. Relaksacja podluzna Ti zwigzana jest z wymiang
energii z otoczeniem, za to relaksacja poprzeczna T» ze stratg spojnosci fazowej miedzy

spinami jadrowymi.

Istotna role w procesach relaksacyjnych w probkach biologicznych odgrywaja: oddziatywania
dipolowo-dipolowe, anizotropia przesunigcia chemicznego, oddzialywania skalarne, takze
kwadrupolowe oraz oddziatywania dipolowe z niesparowanymi elektronami paramagnetykow
elektronowych (w wolnych rodnikach, jonach paramagnetycznych, metalach grup 3d i 4f).

Szczegolne znaczenie dla badan protondéw maja oddzialywania dipolowe.
1.6.6.1. Relaksacja spinowo-spinowa

Oddziatywujac impulsem n/2 na ukfad spindow w stanie rdwnowagi, magnetyzacja probki

zostanie obrocona na plaszczyzng prostopadla do kierunku wektora Eu:- Po ukonczeniu

impulsu uktad spinéw zaczyna precesowaé dookota kierunku wyznaczonego przez wektor EE;
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z czestotliwoscig wi. Odmienny rzut sgsiedniego spinu generuje niejednorodnosci pola
w miejscu spinu relaksujacego wyrazong funkcja chwilowego rozktadu pola. Spiny, ktérych
sgsiady majg inny rzut momentu magnetycznego jadra, bgda precesowaé z roéznymi
predkosciami katowymi. Jedne bedg poruszaly si¢ szybciej, inne wolniej niz czestotliwos¢ wL.
W efekcie dochodzi do nieodwracalnego rozfazowania spindéw zwanego relaksacja
poprzeczng lub utrata pamieci fazy. Dlugo$s¢ wektora magnetyzacji moze malec
eksponencjalnie zgodnie z procesami opisanymi w réwnaniach Blocha:

M,, = M,,(0) exp[ T). (46)

Ty

Na relaksacj¢ ma dodatkowo wptyw pole zewngtrzne E[;, ktére nie jest jednorodne w catej
objetosci probki. Wywoluje to kolejne rozfazowanie spindw, przyspieszajac relaksacje
poprzeczna, amplituda sygnatu bedzie wtedy zanika¢ z efektywnym czasem relaksacji
poprzecznej T2". Czas ten zwigzany jest z czasem relaksacji poprzecznej T relacja opisang
ponizej:

1 , yAB,

1
===+
T T 7 !

(47)

gdzie AB, jest miarg niejednorodno$ci zewngtrznego statego pola magnetycznego w obszarze

probki. Czas To" moze byé zdecydowanie krotszy od Ta.
1.6.6.2. Relaksacja termiczna spinowo-sieciowa

Roéwnania Blocha wyjasniaja zachowanie powrotu magnetyzacji jadrowej do stanu

rownowagi po zadzialaniu impulsu. Rozwigzanie rownania dla sktadowej z, daje informacje

o wielkosci tej sktadowej w kierunku pola B, w chwili t:

M_(t) = M, [1 — 2exp (—ri)] (48)

Ty to czas relaksacji spinowo-sieciowej, okresla on wyrOwnanie si¢ temperatury spindw
z temperaturg otoczenia, czyli oddawaniem energii do sieci (ogétu innych poziomow
energetycznych uktadu). W celu okreslenia czasu Ti stosuje si¢ impuls =, ktory odwraca
magnetyzacje do wartosci antyrownolegte] — M;. Obecno$¢ procesow relaksacyjnych czyni,
Zze po pewnym czasie t magnetyzacja uzyskuje warto$¢ M(t). Wowcezas stosujgc impuls
n/2 magnetyzacj¢ odwraca si¢ na ptaszczyzng XY. Proces ten doprowadza do wytworzenia

w cewce sity elektromotorycznej, ktora jest rowna co do wielkosci do M(t).
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Szybkos¢ relaksacji zalezy zwykle od temperatury, st¢zenia magnetycznych jader i lepkosci
srodowiska. Relaksacja podluzna Ti jest pomocna, gdy w roztworze znajduja
si¢ substancje paramagnetyczne posiadajgce niesparowane momenty magnetyczne
elektronow. Substancje te wzbudzaja powstawanie mocnego pola fluktuacyjnego. Czas Ti
bedzie w takim przypadku si¢ skracat. W wodzie wolnej, czyli takiej, ktora nie jest zwigzana
z makroczasteczkami, ruchliwo$¢ molekul wody jest bardzo duza. Wytworzone przez nie pola
fluktuacyjne wykazuja czgstosci duzo wyzsze niz czegstos¢ larmorowska dla protonow.
W probkach oprécz wody wolnej, wystepuja molekuly wody zwigzanej z makromolekutami
1 inne molekuty o niskiej ruchliwosci. Prowadzi to do zmniejszenia czgstotliwosci lokalnych
po6l magnetycznych, ktora jest zblizona do czestosci Larmora protondw znajdujacych sig
w ich sasiedztwie. W rezultacie czas relaksacji protonow T1 ulega skroceniu. Czas relaksacji
T1 zalezy réwniez od substancji, np. w tkankach warto§¢ T: waha si¢ w zakresie
od 200 do 2500 ms, natomiast w bardzo czystej wodzie (wolnej od rozpuszczonego tlenu)

w temperaturze 20°C, czas T1 wynosi 3100 ms [78].

L7 k
H M,
'i'i; - 'U':l
) —

M, = (127

J%

A ———

T,

Rysunek 19. Wzrost sktadowej namagnesowania E oraz zanik sktadowej M., w czasie

liczonym od momentu wytaczenia impulsu 7/2. Ty i T2 stanowig czasy, po ktoérych wartoSci

sktadowych osiggaja zmiang 63% ich warto$ci maksymalnej [20].

Zwykle czas relaksacji poprzecznej T2 jest krotszy od czasu relaksacji podtuznej T1 nawet

w warunkach jednorodnego pola.
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1.7. Teoretyczne podstawy pomiarow NMR w domenie czasu i w domenie

czestotliwosci

1.7.1. Sygnal zaniku swobodnej precesji (FID — Free Induction Decay)

W impulsowych badaniach MRJ wykorzystuje si¢ krotkie impulsy elektromagnetyczne
o wysokiej czestotliwosci, ktore powoduja wychylenie wektora magnetyzacji z potozenia
rownowagi. Gdy impuls zostanie wylaczony, wypadkowy wektor magnetyzacji rozpoczyna
precesje 1 wraca, zgodnie z procesami relaksacyjnymi, do potozenia réwnowagowego.

Zmiana kierunku precesujacej magnetyzacji M wytwarza zmienne napigcie w cewce

nadawczo-odbiorczej otaczajacej probke na zasadzie indukcji magneto-elektrycznej Faradaya.
Napigcie to nazwano sygnatem swobodnej precesji FID [79] mozna go obserwowaé
1 mierzy¢, jesSli zaraz po zakonczeniu impulsu cewka zostanie przelaczona z generatora
na urzadzenie odbiorcze. Zanik swobodnej precesji jest transformatg Fouriera widma NMR.

—

Amplituda tego sygnatu zalezy od kata, o jaki odchylony zostal wektor magnetyzacji M,

a zatem w tym przypadku od warto$ci skltadowej poprzecznej magnetyzacji Myy.
Do przeniesienia wektora magnetyzacji z potozenia poczatkowego na plaszczyzne
prostopadla najczesciej uzywany jest impuls RF 90°. Zaraz po podaniu impulsu obserwowany
sygnat FID osigga maksymalng wartos¢. W wyniku proceséw relaksacji sygnat FID zanika

ze stalg czasowa T2" (tzw. efektywny czas relaksacji).

Protonowy sygnat zaniku swobodnej precesji w probkach suchych uktadow biologicznych

jest sumg sygnatow pochodzacych od protonoéw ciata statego 1 protonow cieczowych [80].

F(t) = foFe(0) + fLF.(t), (49)

Fa(t) to sygnat od ciata statego, FL(t) jest catkowitym sygnatem pochodzacym od protonow
cieczy, natomiast fc i fL to wspotczynniki, ktore wyznaczaja miar¢ udziatu sktadowe;j statej

1 sktadowej cieczowej w sygnale FID.

Wskutek tego spiny, ktore pochodza z rdznych cze$ci probki precesuja z rdéznymi
czestosciami Larmora. Wirujace magnetyzacje od fragmentow probki o réznym E[; rozwijajg

si¢ w wachlarz. Skraca si¢ w ten sposob czas relaksacji zgodnie z rownaniem (47).
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Rysunek 20. Schematyczny sygnat zaniku swobodnej precesji FID wraz z widmem NMR

pochodzacym z uktadu sktadajacego si¢ z ciala stalego oraz cieczy [80].

W probkach, w ktorych czasteczki poruszajg sie szybko (w cieczach), warto$¢ pdl lokalnych
od jader atomowych usrednia si¢, a linia absorpcji jest waska, opisana funkcja Lorentza.
Sygnat zaniku swobodnej precesji FID, zgodnie z réwnaniami Blocha, przedstawiony jest
wtedy zaleznoscig eksponencjalng. Molekuty frakcji statej poruszaja si¢ wolniej, powodujac,
ze linia rezonansowa jest szeroka (gaussowska), a funkcja FID opisana jest w tym przypadku

funkcja Gaussa.

Ogodlna posta¢ sygnatu zaniku swobodnej precesji w zalezno$ci od czasu zawiera N+M

elementow:

T

2 ~ T )
FID(t) = XY, Ge (T;Gi') -l—Ej:ilee (TZLJ' , (50)

Gdzie Gj i Lj to amplitudy sktadowych odpowiednio statych i cieczowych, a Tagi i Taij
to czasy relaksacji spinowo-spinowej kolejno dla frakcji statej i cieklej. Pierwsza czesé

rownania pochodzi od N frakcji ciata statego, czton drugi rownania od M frakcji cieczowych.
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Rysunek 21. Sygnat swobodnej precesji o czestosci wy = ¥ By pojawiajacy sie po impulsie.

Sygnat ten jest najsilniejszy, gdy impuls jest impulsem /2 [78].
1.7.2. Transformacja Fouriera

FID jest rejestrowany w domenie czasu. W rezultacie zastosowania transformaty Fouriera,
czyli przej$cia do domeny czgstotliwosci, mozna otrzymaé informacje o czestotliwosciach

o fali elektromagnetycznej emitowanej przez spiny podczas relaksacji.
Jesli dowolna funkcja F(t) istnieje w postaci catek:
[T F()de oraz [TT|F(£)%dt, (51)
to za pomocg transformacji Fouriera mozna uzyska¢ funkcje¢ f(w):
flw)=—["TF(t) exp(iwt)dt. (52)

Ponadto majac funkcje f(w), mozna otrzymaé funkcje F(t), wykorzystujac odwrotng

transformacj¢ Fouriera:
F(t) = ﬂl—T _+: flw) exp(iewt) dt. (53)

W badaniach MRIJ, aby wzbudzi¢ spiny jadrowe, stosuje si¢ krotkie impulsy RF. Impulsy
te nie s3 monochromatyczne, ale polegaja na wygenerowaniu fali elektromagnetycznej
o czestotliwosciach z zblizonego przedziatu do czgstotliwosci rezonansowej . Skrocenie

czasu trwania impulsu spowoduje, ze szeroko$¢ zakresu czestoSci poszerzy sig.
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Bardzo krotkie impulsy o poszerzonej szerokosci spektralnej powoduja wzbudzenie
wszystkich protonow. Zapisywany sygnal FID w takim wypadku nie jest tylko pojedyncza
funkcja eksponencjalna, ale ztozeniem wielu réznych funkcji. W sytuacji, gdy badang probka
jest uktad biologiczny o niskiej hydratacji, sygnat swobodnej precesji jest sumg sygnatu

pochodzacego od frakcji ciata statego oraz frakcji cieczowe;.

1.7.3. Zastosowanie funkcji Gaussa

W ciele stalym pola lokalne nie usredniajg si¢ do zera, a jadra, ktore wchodza w sktad badane;j
probki, oddziatujg z zewngtrznym, statym polem magnetycznym E[; oraz z lokalnymi polami

sasiadujacych jader. Dlatego tez w kazdym miejscu probki statej pole lokalne bedzie miato
inng warto$¢ W zalezno$ci od tego, jakie jadra otaczajg jadro rezonansowe. Jesli rozpatrywane
sa substancje amorficzne, rozklad po6l lokalnych oraz czgstosci rezonansowych jest

przypadkowy i dobrze opisany funkcja Gaussa:

flw) o« exr[—%), (54)

gdzie o jest stala.

Istotng cechg funkcji Gaussa jest to, ze transformata Fouriera tej funkcji jest rowniez funkcja

Gaussa:

F(t) o« exp (—%) (55)

Sktadowa zaniku swobodnej precesji, pochodzaca od ciata statego, bedzie wtasnie opisywana
krzywa Gaussa. Wielokrotnie ten model wykorzystywano do opiséw ukladdéw biologicznych
takich, jak plechy grzybow zlichenizowanych [81], ziarna pszenicy [82], czy DNA [83].

Statg sktadowa funkcji zaniku swobodnej precesji mozna rozwingé w szereg momentow

statystycznych linii MRJ:

FIDG (t) = ¥ Myn (-1)" . . (56)
Zasadno$¢ stosowania funkcji Gaussa dla dopasowania sktadowe;j statej funkcji FID mozna
sprawdzi¢, wyznaczajac iloraz czwartego 1 drugiego momentu linii. Rozwinigcie funkcji

Gaussa ma postac:

2

F(0) = e~/ = gir = 3, (~1)"

nl(2g2)’

(57)
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gdzie: T, = V2o .

Na podstawie rownan powyzej 2n moment funkcji Gaussa to:

(2n)!
Mo = nl{(2g2)m’ (58)
Gdzie stosunek <$JZ WYNOsi:
y =
Mg _ g4 _
i 3. (59)

Na przyktad dla grzyba zlichenizowanego Cladonia mitis iloraz czwartego momentu
statystycznego funkcji Gaussa oraz kwadratu drugiego momentu statystycznego wynosi
2.3 [84]. Wynik ten jest zblizony do warto$ci 3, co pozwala w pierwszym przyblizeniu

na stosowanie modelu Gaussa.

1.7.4. Funkcja Lorentza w analizie widm NMR

Szybkie ruchy molekularne, ktore charakteryzuja probki cieczowe, usredniaja

pola lokalne, w wyniku czego linia rezonansowa bg¢dzie miata ksztatt funkcji Lorentza:

oy

flw) = —=— (60)

'_.-':]:"":i'-m:':’

gdzie 4w to szerokos¢ potowkowa linii rezonansowej, a Aw = wo-w. Dodatkowo istnieje
zwigzek pomigdzy szerokosciag potowkowa linii rezonansowej a czasem relaksacji
poprzecznej To:

Ay =—. (61)

Z powodu niejednorodnosci pola EE; linie rezonansowe s3 poszerzone, dlatego miarg
szeroko$ci potowkowej jest efektywny czas relaksacji poprzecznej T2':

Awyyp = I-i (62)

z

Transformata Fouriera funkcji Lorentza jest funkcja eksponencjalng, dlatego sygnal zaniku
swobodnej precesji FID, pochodzacy od cieczy, to funkcja eksponencjalna. Jezeli sygnat
pochodzi z N roznych poduktadéw cieczowych, to sygnat FID mozna zaprezentowaé

nastepujaco:
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K (® =T, L}-exp(—%__), (63)

d

gdzie N oznacza liczbe réznych sktadowych cieczowych, Lj to odpowiednio amplitudy, Taj"

to efektywne czasy relaksacji poprzecznej odpowiednich sktadowych cieczowych.

1.7.5. Widmo absorpcyjne

Widmo absorpcyjne G(w) jest transformatg Fouriera sygnatu zaniku swobodnej precesji FID:
G(w) = [*_FID(t)e~**tdt . (64)

Gdy czgé¢ sygnatu FID, wywodzaca si¢ od protonow ciata statego, dobrze opisuje funkcja
Gaussa, to z godnie z rownaniem (60) sygnal w domenie czestotliwosci rowniez bedzie
opisany dobrze funkcja Gaussa o duzej szerokosci polowkowej 4ve wyrazonej w jednostkach
czestosci. Dodatkowo miedzy czasem relaksacji a szeroko$cig potowkowa linii zachodzi
zwigzek:

Ty = 2VTn2 (65)

mhvg

Transformatg Fouriera funkcji eksponencjalnej, ktéra opisuje sygnat FID pochodzacy
od protondw cieczowych, jest funkcja Lorentza o szerokos$ci potéwkowej znacznie mniejszej
niz funkcja Gaussa, opisujaca czg$¢ pochodzaca od frakcji stalej widma. Spiny cieczowe
wzbudzane s3 w znacznie wezszym zakresie czestosci, ktory jest dodatkowo poszerzany
niejednorodnos$ciami zewngtrznego pola magnetycznego. W ogdélnym przypadku sygnat
w domenie czgstosci (podobnie jak w domenie czasu) moze by¢ opisany kilkoma sktadowymi

pochodzacymi od frakcji statej:

2
N AG!' ) v—vg;
G(V) ToHi=l -.,-'mﬂv{;l. exp [_2 (\-'mﬂv{;l.) l ! (66)
1 kilkoma sktadowymi pochodzacymi od frakeji ciekte;j:

2Afp vy

;‘[ Aoy, ] (67)
T 4-(v—vLj) +ﬂv§j

Gdzie Ag, oraz A L; to pola pod powierzchnig krzywej odpowiednio Gaussa i Lorentza, Avg,,

L(v) = ?:1

Avy, to ich szerokoSci potowkowe, vg, vy to potozenia centrow krzywych Gaussa
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i Lorentza, a N i M odpowiednio liczbg wyselekcjonowanych sktadowych statych oraz

cieczowych.
1.7.6. Probki mikroheterogenne

Probki uktadow biologicznych charakteryzuja si¢ czesto wystgpowaniem roéznych
poduktadéw spinowych. Mimo podziatu na frakcje statg sygnalu oraz frakcje cieczowa,
we frakcji cieczowej mozna wyodrebni¢ wigcej niz jeden podukiad. Kazdy z podukiadow
okreslany jest r6znymi czasami relaksacji lub szeroko$ciami potowkowymi linii widma.
Przyktadowo dla protonow frakcji statej w polu magnetycznym o wartosci indukcji Bo=0.7 T

czas relaksacji wynosi T, = 20 us. Czas ten mozna traktowac jako T,; , poniewaz dla
krotkich wartosci  czaséw relaksacji poprawka wynikajaca z niejednorodnosci pola
magnetycznego jest niewielka. Dla frakcji cieczowej mozna wyr6zni¢ dwa poduktady spinow.
Spiny relaksujace szybko T»; =~ (50-180)us odpowiadajg wodzie $ci§le zwigzanej. Natomiast
spiny relaksujace wolno T,; > 200 ps to woda luzno zwigzana. Szerokosci potowkowe linii
Gaussa dla pol magnetycznych o wartosci indukcji Bo = 0.7 T opisujgcego sygnat *H-NMR
w domenie czestotliwosci wynoszg okoto 45 kHz, a linii Lorentza opisujacej sygnat
od protondw cieczowych ponizej 1 kHz dla protonow $cisle zwigzanych oraz powyzej 1 kHz

dla protonéow luzno zwigzanych.

1.7.7. Zaleino$¢ sygnalu 'H-NMR od poziomu uwodnienia ukladu

biologicznego

Wielkos¢ sygnatu cieczowego *H-NMR okre§lona w jednostkach sygnatu statego, L/G (lub
AL/Ag), moze by¢ traktowana jako miara ilo$ci wody zwigzanej w probce, Am/mo. Jezeli
w materiale biologicznym dochodzi jedynie do adsorpcji molekut wody, wowczas zaleznos¢
L/G(Am/myg) jest liniowa. Natomiast, gdy wyraz wolny jest wigkszy od zera, oznacza
to, ze probka zawiera pewna ilos¢ wody zapulapkowanej, niewykrywalnej metodami

grawimetrycznym.

1.8. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjq Fouriera, FTIR

Spektroskopia w  podczerwieni (ang. IR  spectroscopy) jest obecnie jedng
z najpowszechniejszych i aktywnie rozwijajacych si¢ metod analitycznych. Pozwala ona
na badanie wiasciwo$ci fizycznych materii, interpretacje wynikéw w powigzaniu z jej

strukturg oraz budowa chemiczng. Obserwowane zmiany zwigzane s3 ze zdolnoscig materii
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do pochtaniania (absorpcji), przepuszczania (transmisji), emisji lub odbijania promieniowania
podczerwonego. W widmie promieniowania elektromagnetycznego zakres podczerwieni
znajduje si¢ pomiedzy promieniowaniem widzialnym i mikrofalowym. Najbardziej istotny
z punktu widzenia spektroskopii bioczgsteczek jest zakres podstawowy podczerwieni 4000 —
400 cm™ (tzw. MIR), otoczony przez bliska podczerwien NIR (powyzej 4000 cm™) i daleka
podczerwien FIR (ponizej 400 cm™). W rejonie podstawowym zachodzi wiekszo$¢ drgan
rozciagajacych i zginajacych czasteczek organicznych. W dalekiej podczerwieni otrzymujemy
informacj¢ odnosnie przejs¢ rotacyjnych, drgan siatki krystalicznej i drgan szkieletowych
duzych czasteczek [85]. Intensywno$¢ pasm moze by¢ wyrazona jako transmitancja (T),
przedstawiajaca stosunek intensywnosci promieniowania przepuszczonego przez probke
do intensywno$ci promieniowania padajacego na probke lub jako absorbancja (A), czyli
logarytm dziesi¢tny odwrotnosci transmitancji [86]. Co wigcej, pomiary z wykorzystaniem
spektroskopii IR sa nieniszczace. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku pomiaréw
delikatnych probek jak, np. probki biologiczne. Za pomoca spektroskopii W zakresie
podczerwieni mozna mierzy¢ probki w stanie ciektym, roztwory, probki w formie past,

filmow, zeli, widkien, gazow i ciat statych [87].

W spektroskopii IR probka o$wietlana jest promieniowaniem z zakresu podczerwieni. Jesli
energia promieniowania odpowiada rdznicy energii pomi¢dzy stanem podstawowym a stanem
wzbudzonym czasteczki, wtedy foton ulega absorpcji a czasteczka przechodzi w stan
wzbudzony o wyzszej energii. Absorpcja promieniowania podczerwonego powoduje zmiany
energii oscylacyjnej i rotacyjnej czasteczki. Ksztalt widm w tym zakresie promieniowania
w przypadku ciat statych 1 cieczy zalezy glownie od wzbudzen oscylacyjnych, poniewaz
rotacje czasteczek sa w tym przypadku czgsciowo lub catkowicie hamowane przez
oddziatywania miedzyczasteczkowe. Widma ciat stalych i cieczy sa w zwigzku z tym
nazywane widmami oscylacyjnymi, natomiast widma czasteczek w fazie gazowej nosza
nazwe¢ widm oscylacyjno-rotacyjnych ze wzgledu na zaréwno duza swobode rotacji, jak
1 oscylacji czasteczek. Drgania molekut wieloatomowych maja ztozony charakter, mozna
je przedstawi¢ jako superpozycje pewnej liczby drgan prostych, zgodnych w fazie
1 o jednakowej czestosci. Drgania te nazywane sg drganiami normalnymi. W podczerwieni
obserwuje si¢ drgania, ktore powoduja zmiany momentu dipolowego czasteczki. Rozrdznia
si¢ dwa rodzaje drgan czasteczkowych [86]. Drgania rozciggajace to drgania walencyjne,

zachodzace wzdhuiz wigzan (odleglosci migdzy atomami naprzemiennie zwigkszaja si¢
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1 zmniejszaja). Drgania deformacyjne, zwigzane sg ze zmianami katow pomiedzy wigzaniami.

Kazdy z rodzajow drgan moze by¢ dodatkowo symetryczny lub niesymetryczny.

Drgania atoméw w czasteczkach mozna bada¢ klasyczng technika absorpcyjng IR.
W klasycznych spektrometrach widma IR otrzymuje si¢ badajac absorbcje dla okres$lonej
monochromatycznej wigzki promieniowania, a nast¢pnie przemiatajgc probke poprzez zmiang
krokowo dtugosci tej fali w trakcie pomiaru za pomoca elementu dyspersyjnego (pryzmat,
siatka dyfrakcyjna). W ten sposéb otrzymujemy sygnat absorpcji (lub transmisji) jako funkcje
okreslonej dtugosci fali (czeiciej liczby falowej wyrazonej w cm™). We wspdtczesnych
aparatach Fourierowskich FTIR stosuje si¢ szybsza metodg, ktora polega na jednoczesnym
o$wietleniu probki wigzka promieniowania z calego badanego zakresu podczerwieni.
Po przejsciu tej wigzki przez probke doprowadza si¢ do interferencji z wigzka z tego samego
zrodla, ktora nie przeszla przez probke, a widmo otrzymuje sig, stosujac transformacje
Fouriera zarejestrowanego widma interferencyjnego. Wymaga to stosowania aparatury
z oprogramowaniem, ktore wykonuje t¢ operacje matematyczng i dostarcza informacji
0 wibracjach w postaci interferogramu. Metoda ta informuje o strukturze i oddziatlywaniach
migdzyczasteczkowych oraz ujawnia zmiany strukturalne wywotane zewnetrznym
zaburzeniem (np. temperaturg lub pH) [88]. Spektrometry FTIR pozwalaja otrzymaé¢ widmo
w czasie okolo 3600 razy krétszym niz przy uzyciu tradycyjnych spektrometréw
dwuwigzkowych. Dodatkowo zastosowanie w spektroskopii FTIR procedury szybkiej
transformaty Fouriera (ang. fast Fourier transform, FFT) ulatwia gromadzenie znacznej liczby
interferogramow i zwigkszenie stosunku sygnatu do szumu, sprawiajgc, ze zarejestrowane
widma odznaczaja si¢ zadawalajaca rozdzielczoscig 1 moga by¢ z powodzeniem stosowane

przy badaniu uktadéw biologicznych w srodowisku wodnym.

Fourierowska spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ang. Fourier
transform infrared attenuated total reflectance, FTIR-ATR) jest jedng z powszechnie
stosowanych technik do badan wuktadow biologicznych, zaczynajac od peptydow
zawierajacych jedynie kilka reszt aminokwasowych w czasteczce po wyizolowane enzymy,
a nawet kompleksy peptyd-biatko i biatko-btona lipidowa o duzych masach czasteczkowych.
Otrzymanie widm (w zakresie podstawowej podczerwieni) ciat statych bez wzgledu na ich
grubo$¢ umozliwia wiasnie technika ostabionego catkowitego odbicia ATR. W technice tej
probka umieszczona jest bezposrednio na krysztale, a promieniowanie pada na powierzchni¢
graniczng. Rozszerzeniem tej techniki jest uzyskanie wielokrotnych odbi¢ wewnetrznych

wzdhuz powierzchni probki [89]. Spektroskopia FTIR w potaczeniu z technika ATR pozwala
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na rejestracje widm substancji nietransparentnych, probek o niskim st¢zeniu (< 0,3 mg/mL),
w rozpuszczalniku zaréwno wodnym, jak i organicznym, w zawiesinie, a takze w srodowisku
btony lipidowej [90]. Nalezy jednak pamigtaé, ze metoda FTIR-ATR dostarcza informacji

o waskiej warstwie probki stycznej do powierzchni krysztatu [91].

Analizujagc widma w zakresie MIR, mozna przyporzadkowaé charakterystyczne pasma
odpowiednim drganiom grup funkcyjnych. Wynikiem absorpcji §wiatla w zakresie $redniej
podczerwieni przez czasteczki fosfolipidow, np. dipalmitoilofosfatydylocholina (DPPC) jest
zbiér pasm drgan normalnych z zakresu od 3700 do 900 cm™. Rysunek ponizej przedstawia
widmo FTIR-ATR liofilizowanych liposomow wiclowarstwowych DPPC w postaci

hydratowanego filmu.

:
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Rysunek 22. Widma ATR-FTIR liofilizowanych liposoméw wielowarstwowych DPPC

zarejestrowanych dla réznych uwodnien (opracowanie wtasne).

W przypadku hydratacji liofilizowanych fosfolipidowych liposoméw wielowarstwowych
najszerszym pasmem w widmie FTIR jest pasmo pochodzace od wody, majace swoj Srodek

przy okoto 3300 cm™. Bedzie ono wykorzystywane do wyznaczania uwodnienia metoda
FTIR.

Drgania rozciggajace apolarnych tancuchéw weglowodorowych, tj. grup metylenowych
i metylowych, wystepuja w rejonie wysokoczestosciowym od 3100 do 2800 cm. Pasma
drgan rozciggajacych grupy metylenowej [v(CH2)], charakteryzuja si¢ najwyzsza
intensywnoscig Sposroéd wszystkich pasm fosfolipidu i lezg przy okoto 2920 i 2850 cm,
odpowiednio dla drgania vas(CH2) i vs(CH2). Parametry spektralne tych pasm, potozenie

1 ksztalt, silnie koreluja z rodzajem fazy liotropowej i1 termotropowej agregatow lipidowych.
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Pasma drgan grup metylowych wystepuja przy okoto 2956 cm™ [vas(CHs)] i 2870 cm™

[vs(CH3)] i sg to pasma o matej intensywnosci, co powoduje, ze ich analiza jest utrudniona.

Drgania deformacyjne grup CH: i CH3 daja pasma lezace w obszarze 1500 do 1190 cm™.,
Sposroéd drgan zginajacych grupy CH2 nalezy wyrdzni¢ drgania nozycowe [d(CH2)],
dominujace odpowiednio w zakresach 1480 — 1465 cm™. Ich potozenie i liczba
odzwierciedlajg  site oddziatywan miedzytancuchowych 1 dostarczajg informacji
o upakowaniu tancuchow weglowodorowych w hydrofobowej czesci blon lipidowych. Seria
pasm drgan zginajacych wachlarzowych o(CH2) wystepuje w przedziale liczb falowych
od 1370 do 1190 cm [92]. Ich liczba koreluje z konformacja i iloscia grup CHz budujacych

tancuchy weglowodorowe czasteczek lipidowych.

Pasmo pojawiajace si¢ na widmie fosfatydylocholin w zakresie 1750 — 1700 cm™ pochodzi
od drgan rozciagajacych grupy estrowej. Potozenie i liczba skladowych tego pasma silnie

zalezg od sasiedztwa grup polarnych oraz liczby utworzonych wigzan wodorowych.

Pasma drgan v(COC) antysymetryczne i symetryczne wystepuja odpowiednio przy 1180
i 1075 cm™ [93]. Pasmo drgan vas(COC) czesto ulega rozszczepieniu na dwie sktadowe
z maksimum przy 1190 i 1170 cm* pochodzace od absorpcji grup C-O-O w poszczegdlnych
tancuchach sn-1 i sn-2 [93, 94]. Binder i wspotpracownicy [95] sugeruja, ze zmiany w obrgbie

tych pasm sg zwigzane ze wzrostem uwodnienia.

Najbardziej rozpoznawalnymi pasmami drgan czg$ci polarnej fosfolipidowych blon
lipidowych sa pasma pochodzace od grupy fosforanowej. Asymetryczne isymetryczne
drgania tej grupy daja pasma odpowiednio w zakresach: 1255 — 1225 cm™ [vas(PO?)] i 1095
— 1085 cm™ [vs(PO?*)] [93]. Pasmo drgan vas(PO?) wykazuje duza wrazliwo$é na zmiane
polarnosci otoczenia 1 mozliwo$¢ oddziatywania poprzez wigzanie wodorowe. Ponadto, Lee
1 Chapman [96] wykazali, ze w przypadku uwodnionych dwuwarstw DPPC potozenie pasma
drgan vas(PO?) nie ulega zmianie w trakcie gtéwnego przejécia fazowego. Jest
to spowodowane wysyceniem wigzan wodorowych przez grupe fosforanowag juz w fazie
zelowej blony, gdzie mamy juz do czynienia z utworzeniem petnej powtoki hydratacyjne;j.
W efekcie dalsze uwodnienie btony lipidowej podczas przej$cia do fazy ciektokrystalicznej
nie wplywa na wlasciwoéci spektralne drgan grupy PO?. Jednakze potozenie pasma
pochodzacego od drgania vs(PO*) w glownej mierze odtwarza zmiany konformacji

fragmentu fosforanowego [97].
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Pasma drgan grupy cholinowej tworzacej najbardziej zewnetrzng czes¢ blony, wystepuja
w trzech rejonach widma FTIR. W zakresie od 3050 do 3000 cm™ pojawia sie mato
intensywne pasmo pochodzace od drgan vas(CHs)cno. Podczas uwodnienia suchego filmu,
pasmo to przesuwa si¢ w kierunku dtuzszych fal na skutek ostabienia oddzialywania mi¢dzy

cholinowg grupa metylowa i grupa fosforanowa [98].

Bezposrednig miarg poziomu hydratacji dyspersji lipidow w metodzie FTIR jest zalezno$¢
intensywnosci pasma wodnego od intensywno$ci pasma pochodzacego od drgan
asymetrycznych rozciagajacych grup metylowych (IvH20/IvCH2) [99]. Ten sposob
wyznaczania uwodnienia zastosowano w niniejszej pracy w celu sprawdzenia poprawnosci

wyznaczania uwodnienia w sposob grawimetryczny.
2. Materialy i metody

2.1.  Materialy

Badanym materiatem byty liofilizaty wielolamellarnych liposoméw DPPC (1,2-dipalmitoilo-
sn-glicero-3-fosfocholina), POPC (1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina) i DOPC
(1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina). Materiat w formie proszku zakupiono w Avanti
Lipids. Formowanie liposomow wielowarstwowych, ich liofilizacja, zostaly przeprowadzone
przez dr Malgorzate Jemiote-Rzeminska w ramach wspolpracy Zaktadu Fizyki Medycznej
Instytutu Fizyki UJ z kierowanym przez prof. dr. hab. Kazimierza Strzatke Zakladem
Biochemii Roslin Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ w dziedzinie badan
naturalnych bton biologicznych oraz modelowych uktadow lipidowych. Pomiary ATR-FTIR
dla wszystkich trzech fosfolipidow oraz ich opracowane widma zostaly wykonane przez

dr. Andrzeja Wrobla z Zaktadu Fizyki Medycznej WFAIIS UJ.

2.2. Przygotowanie probek

Proces formowania liposomow wielowarstwowych MLV (o wielkosci 0,4 do 10 pm),
w doswiadczeniu polegat na wykorzystaniu klasycznej metody hydratacji cienkiego filmu
lipidowego. Jest to najprostszy 1 najczesciej stosowany sposob otrzymywania liposomoéw
na skale laboratoryjng. Metoda ta polega na rozpuszczeniu lipidow w rozpuszczalniku
organicznym, w tym wypadku uzyto chloroformu stabilizowanego etanolem. Nastepnie
rozpuszczalnik ten samoistnie odparowuje, tworzac cienkg warstwe na szklanych $ciankach

kolby, tzw. suchy film lipidowy. Aby sprawdzi¢, czy chloroform w calosci odparowat,
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umieszcza si¢ probke pod proznig na okoto 1 h. Po tym czasie do kolby dodajemy wodg
(dodajemy tyle wody, aby uzyska¢ zadane stgzenie lipidu) i mieszamy na vortexie
w temperaturze pokojowej przez 15 minut, do uzyskania optycznie jednorodnej mieszaniny.

Jest to metoda spontanicznego tworzenia si¢ zréznicowanej populacji MLV [100].

Wielkos¢ uzyskanych liposoméw zalezy od rodzaju fosfolipidow, wchodzacych w sktad
btony liposomalnej, sktadu fazy wodnej i intensywnos$ci wytrzasania. Lipidy obdarzone
tadunkiem tworzg zwykle mniejsze liposomy, z mniejszg liczbg bton. Zaletg tej metody jest
mozliwo$¢ przygotowania liposoméw o zréznicowanym skladzie, proste wykonanie oraz
wysoki stopien enkapsulacji, szczegélnie substancji lipofilnych. Trudno$¢ stanowi
przeniesienie metody hydratacji filmu na skalg potprodukcyjna i przemystowa (konieczno$¢
stosowania duzych objgtosci zawiesiny). Dodatkowo, uzupetnieniem metody hydratacji jest
wymiarowa kalibracja zawiesiny MLV w celu uzyskania bardziej homogennej probki,

co generuje dodatkowe koszty oraz zwigzane z tym potencjalne ryzyko strat materiatu [101].

Rysunek 23. Cienki suchy film lipidowy oraz jego hydratacja w roztworze wodnym przez

intensywne wytrzasanie.

Tak uzyskane liposomy wielowarstwowe poddawane byty procesowi liofilizacji przez 3 dni,
gdzie proces zamrazania wykonywano pod ci$nieniem w temperaturze —25°C, a proces
suszenia — pod ci$nieniem 0,01 mbar. Uzyto liofilizatora firmy Christ, model: Alpha 1-2 LD

plus.
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Rysunek 24. Liofilizator Alpha 1-2 LD plus oraz proces liofilizacji liposoméw
wielolamellarnych.

Liposomy wielowarstwowe do pomiarow NMR przygotowywano bezposrednio po liofilizacji
w szklanych probdéwkach przeznaczonych do tego typu pomiaréw o Srednicy okoto 5 mm,
a do kinetyki hydratacji oraz do pomiarow FTIR na tackach z aluminium (minimalizujac
wplyw masy naczynka) o $rednicy okoto 2 cm (Rysunek 25). Gotowe probki poddano
wstepnej dehydratacji nad zelem krzemionkowym, a nastgpnie uwadniano probki
w eksykatorze o wilgotnosci wzglednej 100%. Na czas pomiardw szklane probowki zaklejano

parafilmem, aby zminimalizowa¢ efekt wysychania.

Rysunek 25. Przygotowane probki do pomiaréw *H-NMR, do pomiaréw kinetyki hydratacji
oraz do FTIR.
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Dodatkowo przeprowadzono cykl pomiarowy, aby sprawdzi¢ wplyw inkubacji
liofilizowanych liposomow wielowarstwowych DOPC przechowywanych w temperaturze
—20°C. Zliofilizowane liposomy wielowarstwowe DOPC przetrzymywano przez 6 miesiecy
w temperaturze —20°C w zamknigtych szczelnie parafilmem oraz z zakr¢conymi nakretkami
probowkach. Po tym czasie probowki z materialem wyciaggnigto z lodowki 1 przygotowano
probki odpowiednio do pomiaréw *H-NMR i kinetyki hydratacji. Po przygotowaniu probek
przeprowadzono wstepng dehydratacj¢ materialu. Po uzyskaniu najnizszej masy w procesie
dehydratacji przystagpiono do pomiaréw hydratacyjnych. Otrzymane wyniki dla DOPC
z inkubacja poréwnano z wynikami z bezposredniego przygotowywania probki DOPC

do pomiaréw po procesie liofilizacji.
2.3.  Pomiary grawimetryczne

Pomiar mas probek dokonano metodg grawimetryczng na wadze laboratoryjnej typu
RADWAG WAX 110 o doktadnosci rownej 0,001 mg w temperaturze pokojowej (22°C).

2.4.  Sucha masa probek

Za suchg mase, Mo, liofilizatow przyjeto mase uzyskang po procesie wygrzewania probek
w temperaturze 70°C przez 72 h. Temperatura byta tak dobrana, gdyz po prébach
wygrzewania nie stwierdzono wizualnie degradacji materiatu. Temperatura ta jest réwniez
stosowana do okreslania suchej masy innych uktadow biologicznych jak, np. plechy
porostow, dodatkowo pozwala uniknaé rozktadu niektorych organicznych sktadnikéw plechy
[102]. Pojawily si¢ niejednoznacznosci w okre$leniu zawartosci wody w probee, poniewaz
niektére wyniki pokazaly niezerowy udziat sygnatu cieczowego nawet w wysuszonym
liofilizacie. Poprawnos¢ wybranego rodzaju analizy suchej masy byla sprawdzana rowniez
metoda badawcza FTIR, wyznaczajac zalezno$¢ intensywnosci pasma wodnego

od intensywnosci grup metylowych (IvH20/IvCH2>).
2.5.  OKreSlenie poziomu uwodnienia metoda grawimetryczng
Poziom uwodnienia badanych probek okreslany byl jako przyrost masy Am/mo, zgodnie

7z rOwnaniem;

Am/fmy, = "2 (68)

My

gdzie m to masa probki o danym uwodnieniu, mo to masa sucha probki.
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2.6.  Dehydratacja prébek

Liofilizaty wielowarstwowe liposomow DPPC, POPC i DOPC przed kazdymi pomiarami
poddano dodatkowej dehydratacji. Probki umieszczono w atmosferze nad zelem
krzemionkowym o wilgotnosci wzglednej p/po= 0% i temperaturze pokojowej przez pig¢ dni,
a nastepnie przystgpiono do wykonywania pomiarow hydratacyjnych. Pig¢ dni, byt to czas
wyznaczony doswiadczalnie, po ktorym nie stwierdzono juz ubytku masy probek. Wstepna
dehydratacja miata na celu usuniecie wody, ktorg mogly lipidy pobra¢ z powietrza podczas

przygotowywania probek do badan.

2.7.  Pomiary hydratacyjne

Probki dla pomiaréw MRIJ przechowywano w eksykatorze nad powierzchnia wody
(wilgotno$¢ wzgledna p/po = 100%) w temperaturze pokojowej, a jeden cykl pomiarowy trwat
srednio 900 godzin, by sprawdzi¢ 1 wykluczy¢ ewentualne procesy rozpuszczania ciala
stalego. Maksymalne uwodnienie, jakie udato si¢ wyznaczy¢, to odpowiednio: Am/mo = 0,29
(DPPC), Am/mo = 0,36 (POPC) oraz  Am/mo = 0,36 (DOPC) w domenie czasu oraz
Am/mo = 0,29 (DPPC), 4m/mo = 0,39 (POPC) oraz Am/mo = 0,40 (DOPC) w domenie
czestotliwosci. Dla liposoméow DOPC inkubowanych przez 6 miesigcy maksymalne

uwodnienie wyniosto 4m/mo = 0,47.

Wykonano tras¢ hydratacyjng z fazy gazowej dla kazdej z probek w temperaturze pokojowej
w eksykatorze nad wodg destylowang (p/po = 100%). Ten sposdb uwadniania umozliwia
tatwe wytworzenie i utrzymanie optymalnych warunkow wilgotnosci, a wrazliwosé
na zmiany temperatury jest niewielka. Wytworzenie stabilnej wilgotnosci atmosfery zalezy
w tym przypadku od uktadu obejmujacego czystos¢ wody. Niewielkie zanieczyszczenie wody

moze mie¢ wptyw na proces hydratacji.
2.8.  Pomiary magnetycznego rezonansu jadrowego
2.8.1. Spektrometr *H-NMR

Pomiary widm H-NMR w domenie czestotliwosci wykonano na spektrometrze Bruker
Avance III 300 wyprodukowanym przez Bruker Biospin i wyposazonym w magnes
nadprzewodzacy o S$rednicy 89 mm (tzw. ,,wide-bore-system”), wytwarzajacy pole
magnetyczne 7 T, glowice pomiarowe o wysokiej mocy (umozliwiajgce pomiary NMR jader

Yr 4, N oraz *P), stabilizator temperaturowy oraz komputer PC. Magnes
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nadprzewodzacy umieszczony jest w ciektym helu w temperaturze okoto — 270°C oraz
dodatkowo otoczony jest ptaszczem izolujacym, zawierajacym warstwe cieklego azotu
0 temperaturze mniejszej niz 196°C. Parametry pracy spektrometru w czasie badan

przedstawiono w Tabeli 1. Przed kazdym pomiarem widm mierzono mase probki.

Tabela 1. Parametry pracy urzadzenia Burker Avance III 300.

Parametry pracy Bruker Avance 111 300
Czestotliwo$¢ rezonansowa dla protonow 300 MHz
Indukcja pola magnetycznego Bo 7T
Dhugos¢ impulsu n/2 2,2 us

Spektrometr mozna podzieli¢ na cztery czgsci: blok kontroli aktywacji (Acquisition Control
System), przedwzmacniacz wysokiej wydajnosci (High Performance Preampfiler), system
wzmacniaczy oraz blok kontroli magnetycznej (Bruker Smart Magnet System). Blok kontroli
akwizycji sktada si¢ z czgsci SGU (Signal Generate Unit) bloku, ktora odpowiedzialna jest
za generowanie impulsow czestotliwosci radiowych wykorzystywanych do pobudzenia
probki, a czes¢ DRU (Digital Receiver Unit) za odbieranie 1 wzmocnienie sygnatow z badane;j
probki. Zadaniem przedwzmacniacza wysokiej wydajnosci HPPR jest transmisja 1 filtracja
uprzednio wygenerowanego i wzmocnionego sygnatu do cewki nadawczo — odbiorczej (tor
nadawczy), w ktorej umieszczona jest probka. Jednostka ta wzmacnia takze sygnat
generowany przez probke po pobudzeniu jej odpowiednimi impulsami (tor odbiorczy).
System wzmacniaczy wzmacnia Sygnaty generowane w przez jednostk¢ SGU sygnatu.
System kontroli magnetycznej, BSMS, utrzymuje stale pole magnetyczne, odpowiada

za stabilizacje¢ oraz kompensuje niejednorodnosci pola.

Widma w funkcji uwodnienia otrzymano wykonujgc pomiar zaniku swobodnej precesji
po potraktowaniu probki pojedynczym impulsem m/2. Czas martwy spektrometru wynosit
6.5 ps, czas repetycji - 1.5 s, dlugo$¢ impulsu n/2 wynosit 2.2 us, szeroko$¢ pasma — 1 MHz
oraz wzmocnienie impulsow - 400 W. Pojedynczy pomiar widma powstawat z 40 akwizycji,

a czas pomiaru wynosit okoto 2 minuty.

Otrzymane dane analizowane byly za pomoca programu otrzymanego od producenta

spektrometru: TopSpin3 oraz przy uzyciu programu OriginPro.

70



Rysunek 26. Spektrometr Bruker Avance III 300 w laboratorium NMR Zaktadu Fizyki
Medycznej IF UJ.

2.8.2. Relaksometr

Pomiary relaksacyjne MRJ w domenie czasu dla protondow wykonano relaksometrem
impulsowym WNS HB65 firmy Waterloo NMR Spetrometers, Waterloo, Ontario, Kanada.
Parametry pracy relaksometru podczas wykonywania eksperymentu przedstawiono w tabeli

ponizej.

Tabela 2. Parametry pracy urzadzenia WNS HB6S5.

Parametry pracy Waterloo NMR Spectrometers
Czestotliwo$¢ rezonansowa dla protonow 30 MHz
Indukcja pola magnetycznego Bo 07T
Dhugo$¢ impulsu n/2 1,25 ps

Sygnaty zebrane w funkcji uwodnienia dla probek otrzymano, mierzac FID po impulsie n/2.
Moc stosowanych impulsow m/2 wynosita 400 W, umozliwiajac zaobserwowanie sygnatu
zaniku swobodnej precesji pochodzacej od wszystkich protondw probki (ciato state i ciecz).
Czas martwy spektrometru byt rowny 9.8 us, natomiast czas repetycji wynosit 2.003 s. Wynik

pomiaru byt usrednieniem 500 akwizycji i trwat 17 minut.
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Pomiary przeprowadzano w temperaturze pokojowej (okoto 22°C) w funkcji uwodnienia

z fazy gazowej. Przed kazdym pomiarem relaksacyjnym MRJ wyznaczano mase probki.

Do projektowania impulsow postuzyt komputer IBM-PC, ktéory pracuje w systemie
operacyjnym DOS. Impuls MRIJ projektowany byt za pomoca programu TEX, dostarczonego
przez producenta spektrometru. Zaimplementowana sekwencja trafiata do programatora
impulsow, ktory generowal schodkowy sygnal elektryczny o zadanym czasie i amplitudzie
5 V. Podczas nadawania impulsu z generatora w module K1 otrzymywany jest sinusoidalny
sygnat o czestotliwosci 10 MHz, ktéory po dostarczeniu do powielacza czestotliwosci
modulowany jest do sygnatu o czestotliwosci 80 MHz. Sygnal ten zostaje prowadzony
do segmentu K2, tam rozdzielany jest do czterech mieszaczy i modulowany amplitudowo
impulsami prostokatnymi wytwarzanymi przez programator impulsow. Wowczas impulsy
wysokiej czestosci pochodzace z modutu K3 mieszajg si¢ z sygnalem o czgstotliwosci 110
MHz, pochodzacym z bloku KS5. Po przejs$ciu przez filtr dolnoprzepustowy powstaje sygnat
30 MHz, ktory jest wzmacniany i przesytany do glowicy pomiarowej (Probehead). Gltowica
ta jest elementem laczacym tor nadawczy i1 odbiorczy. Glowica, umieszczona migdzy
nabiegunnikami elektromagnesu wytwarzajacego pole Bo, stanowi uktad LC, w jego cewce
umieszcza si¢ probke. Dostraja sie ja do czgstotliwosci rezonansowej wykorzystujac
kondensator o zmiennej pojemnosci. Sygnal sily elektromotorycznej indukowanej przez
magnetyzacj¢ jadrowa wirujagca z czestoscig larmorowska z glowicy pomiarowe;,
po wzmochieniu w przedwzmacniaczu, trafia do modutu K7, gdzie miesza si¢ z sygnatem
o czestotliwosci 110 MHz. Przy uzyciu filtra pasmowoprzepustowego wyodrgbniany jest
sygnat o czg¢stotliwosci 80 MHz, ktory dalej wzmacniany jest przy uzyciu segmentu GAIN.
W bloku K8 rozpoczyna si¢ demodulacja synchroniczna lub diodowa, a w module K9
(bedacym filtrem dolnoprzepustowym) zostaje przygotowany sygnat do wyjscia. Na skutek
dzielenia elektronicznego pozyskany sygnat jest odfiltrowany od czgstotliwosci Larmora,
przez co uzyskuje si¢ jego obwiednie, tzw. zanik swobodnej precesji (FID), poddawany jest
bezposrednio na oscyloskop oraz zbierany przez karte cyfrowego oscyloskopu Compuscope

2000 komputera PC 80386.

Otrzymane wyniki analizowano dzigki wykorzystaniu programu OriginPro.
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Rysunek 27. Relaksometr impulsowy WNS HB65 firmy Waterloo NMR Spetrometers,

Waterloo, Ontario, Kanada w Zaktadzie Fizyki Medycznej IF UJ.
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Rysunek 28. Schemat blokowy regulatora spektrometru impulsowego WNS HB65.
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2.9. Pomiary widm metoda ATR-FTIR

Widma ATR-FTIR zebrano przy uzyciu spektrometru Nicolet 6700 (Termo Fisher Scientific,
MA, USA). Aparat ten wyposazony jest w diamentowe akcesorium ATR. Dla wszystkich
przygotowanych probek, przygotowanych na aluminiowych tackach, przeprowadzono
wstepng dehydratacje nad zelem krzemionkowym, aby uzyska¢ najnizszg masg¢ probki,
wykorzystang w przypadku tych pomiaréw jako mo. Nastepnie po osiagnieciu najnizszej masy
przystapiono do pomiaréw hydratacyjnych, umieszczajac probki nad woda destylowang
o wilgotnosci wzglednej 100% na okre$lony czas. Pomiary przeprowadzono w temperaturze
pokojowej w funkcji uwodnienia z fazy gazowej. Przed kazdym pomiarem wyznaczano masg¢
probki na wadze laboratoryjnej. Z zapisanych mas grawimetrycznie wyznaczono poziom
uwodnienia, zgodnie z réwnaniem 68. Okoto 5 pl probki liofilizowanych liposoméw
wielowarstwowych umieszczono na krysztale ATR i wykonano pomiar. Zebrane widma
poddano obrdobce koncowej poprzez wygladzenie, odjecie tla i normalizacj¢ za pomoca

oprogramowania SpectraGryph v. 1.2.13.

Spektrometr FT-IR Nicolet 6700 firmy Thermo Scientific umozliwia rejestracj¢ wysokiej
jakoéci widm w zakresie podczerwieni (400 - 4000 cm™) z maksymalng rozdzielczoscia
rowng 0,09 cm™. Urzadzenie wyposazone jest w detektory DLaTGS, MCT-A oraz zestaw
przystawek: Smart ITR firmy Thermo Scientific — dziatajacych w oparciu o metode
ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia ATR (ang. Attenuated Total Reflection).

Po zakonczeniu pomiaru krysztal byl wycierany do czysta przy uzyciu lekkiego

rozpuszczalnika.
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3. Wyniki

W celu zbadania dynamiki molekularnej §ladowej wody zwigzanej w badanych uktadach
modelowych blon biologicznych wykonano pomiary zalezno$ci czasu relaksacji T2" oraz
widm H-NMR dla liofilizowanych wielowarstwowych liposoméw DPPC, POPC i DOPC.
Wyniki uzyskano w domenie czasu i komplementarnie w domenie czgstotliwosci. Ponadto
wykonano pomiary widm *H-NMR w domenie czestotliwosci w funkcji poziomu uwodnienia
dla probki DOPC po poétrocznej inkubacji liofilizowanych liposomow w temperaturze —20°C.
Dodatkowo w celu sprawdzenia zachowania ukladéow lipidowych wykonano trasg
hydratacyjng z fazy gazowej dla kazdej z probek w temperaturze pokojowej nad powierzchnig
wody destylowanej (p/po = 100%). W celu sprawdzenia poprawno$ci wyznaczania
grawimetrycznie poziomow uwodnienia w probkach wykorzystano wyznaczanie uwodnienia
metoda FTIR dla probki POPC i DOPC.

Kinetyka hydratacji z fazy gazowej

Prowadzona z fazy gazowej hydratacja rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych
liposoméw z DPPC, POPC i DOPC moze zosta¢ przyblizona, w zalezno$ci od badanego
lipidu, superpozycja funkcji eksponencjalnych (jednej, dwoch lub trzech), w dodatku mozna
wyodrgbni¢ frakcj¢ wody nieusuwanej w czasie dehydratacji nad powierzchnig zelu
krzemionkowego. Jesli poziom hydratacji zostanie wyrazony jako przyrost masy probki

w jednostkach suchej masy, mo, to hydratacje mozna wyrazi¢ wzorem:

2 o) () (). 69

o

gdzie ti to czas uwodnienia danej sktadowej, Ao t0 uwodnienie poczatkowe (woda pozostajaca
w atmosferze o wilgotnosci wzglednej 0%), natomiast A;j to przyrost poziomu hydratacji dla
danej wilgotnosci otoczenia. Suma tych sktadowych daje rownowagowy poziom uwodnienia

probki:

Ch — Ag ‘I‘Al ‘I‘Az +A3 (70)
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Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera przy tlumionym calkowitym

odbiciu (ATR-FTIR).

Zebrano widma dla wielowarstwowych liofilizowanych fosfolipidéw POPC oraz DOPC.
W dalszej analizie uwzgledniono jedynie pasmo pochodzace od czystej wody oraz pasmo
od grupy metylowej vas(CH2). Bezposrednig miarg stopnia hydratacji dyspersji lipidow jest
zalezno$¢ intensywnosci pasma wody od intensywnos$ci pasma grup metylowych
(IvH20/IvCH2). Ta metoda oznaczania hydratacji zostala wykorzystana w niniejszej pracy
w celu sprawdzenia poprawnos$ci wyznaczenia poziomu hydratacji (4m/mo) metoda
grawimetryczng wykorzystang do prezentacji wynikéw NMR. Zakres drgan rozciggajacych
grup O-H w wodzie uzytych do analizy wynosi od 3580 cm™ do 3080 cm?, a dla
asymetrycznych drgan rozciagajacych grup metylenowych [vas(CH2)] wynosi od 2934 cm
do 2912 cm™.

Pomiary sygnalu zaniku swobodnej precesji ‘H-NMR dla protonéw rehydratowanych

liofilizatow wielowarstwowych liposoméw

Rehydratowane z fazy gazowej liofilizaty wielowarstwowych liposoméw z DPPC, POPC oraz
DOPC zmierzono na relaksometrze (30 MHz), wyznaczajac zaniki swobodnej precesji (FID)

IH-NMR w funkgji poziomu uwodnienia z fazy gazowej, Am/mo.

Sygnat zaniku swobodnej precesji 'H-NMR dla protonéw w probkach fosfolipidow
dopasowano superpozycja funkcji Gaussa o amplitudzie G, pochodzacej od protonéw matrycy
statej lipidu oraz skladowej eksponencjalnej o amplitudzie L, pochodzacych od protondéw
mobilnych probki, tzw. od wody Scisle zwigzanej lub od wody luzno zwigzanej do badanych
uktadow. W zaleznosci od badanych liposomoéw wielowarstwowych oraz ich poziomu
uwodnienia uzywano w dopasowaniu rézne kombinacje ilosciowe sktadowych Gaussa

i Lorentza:

FID(?:)—ZG exp( (m)) Z exp( TzLj)

gdzie G; to amplituda danej frakcji statej, a Lj to amplituda odpowiedniej frakcji mobilnej.

,(71)

Tae, jest efektywnym czasem relaksacji spinowo-spinowej dla protonow matrycy stalej

liofilizatu, bgdacym czasem, po ktorym warto$¢ skladowej gaussowskiej sygnalu spada
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do poziomu 1/e warto$ci poczatkowej, natomiast TZ*LJ_ to czas relaksacji spinowo-spinowej dla

wyodre¢bnionych frakcji wody zwigzanej, gdziei =1, 21 j=1, 2.

Dwie frakcje wody, a mianowicie woda $ci$le zwigzana oraz woda luzno zwigzana,
sg rozroznialne dzigki roéznej mobilnosci protonéw wody wchodzacej w ich sktad, czyli

roznym efektywnym czasem relaksacji poprzeczne;.

Pomiary widm 'H-NMR rehydratowanych liofilizatéw wielowarstwowych liposomow

w domenie czestotliwosci

W celu poréwnania zachowania $ladowych ilosci wody w uktadach modelowych bton
biologicznych, podobnie jak dla domeny czasu, wykonano takze pomiary H-NMR dla

domeny czestotliwosci.

Widma *H-NMR rehydratowanych liofilizatow DPPC, POPC i DOPC wykonano w funkcji
uwodnienia w domenie czgstotliwosci. Sygnal jest ztozeniem sygnaléw pochodzacych
od réznych frakcji protondw probki roéznigcych si¢ otoczeniem chemicznym oraz

mobilnoscig.

Do zmierzonych widm dopasowano funkcj¢ bedaca superpozycja funkcji Gaussa dla frakcji
statej (G) i funkcji Lorentza dla frakcji ciektej (L). W zaleznoséci od badanej probki i jej
uwodnienia funkcja dopasowana byla kombinacjg w ilosci dopasowanych funkcji Gaussa

i Lorentza.

— v N Ag, _ _vTVe ] ﬁvLJ
y=DJo +Ei=1\,-'rrin2ﬂv(;!. B.Xp[ \,Zinzﬂ.vg l E [ ( ‘

v—vLj} +ﬁv%j

. (72)
Gdzie yo to stala sktadowa sygnatu (efekt aparaturowy), Avg, .*lej sa szeroko$ciami
polowkowymi funkcji Gaussa oraz funkcji Lorentza, odpowiednio; vg oOraz v

sg polozeniami $rodka linii opisanej funkcja Gaussa 1 odpowiednio funkcjga Lorentza;

natomiast Ag,, ALj to pola powierzchni pod pikiem Gaussa oraz pod pikiem Lorentza, gdzie

i=1,2ij=123
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3.1.  Wiyniki liofilizatow wielowarstwowych liposoméw DPPC

3.1.1. Pomiar zaniku swobodnej precesji H-NMR dla protonéw

rehydratowanych liofilizatéw wielowarstwowych liposoméw DPPC

Uzyskane wyniki zanikéw swobodnej precesji FID dla wybranych dwoéch uwodnien

rehydratowanych liofilizatow DPPC ukazano na Rysunku 29.

Sygnat FID w calym zakresie uwodnien wielowarstwowego liofilizatu DPPC zostal dobrze
dopasowany superpozycja funkcji Gaussa dla frakcji statej (G) 1 dwodch funkeji
eksponencjalnych dla frakcji ciektej (L1 i Lo).

100 T T T T T T T

FID [j.u.]
/.

0,1

T T T T T T T T T T Y T y T %
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t [us]

Rysunek 29. Przykltadowe dwa sygnaly zaniku swobodnej precesji H-NMR

wielowarstwowych liposoméw DPPC uwodnionych do poziomu Am/mo= 0,06 oraz do 0,26.
W Tabeli 5 zestawiono parametry dopasowania sygnatu FID zgodnie ze wzorem (71).

Zaleznos$ci efektywnych czaséw relaksacji poprzecznej T»~ obu zaobserwowanych frakcji
cieczowych oraz jednej frakcji statej w rehydratowanych liofilizatach wielowarstwowych

liposoméw DPPC przedstawiono na Rysunku 30.

W prébce DPPC stata czasowa dla sygnalu pochodzacego od ciala statlego nie zalezy
od stopnia uwodnienia probki i wynosi dla usrednionego sygnatu T'2c = (23,8 + 0,4)us.
Wartos¢ efektywnego czasu relaksacji spin—spin dla sktadowej cieczowej T 212 wynosi okoto

(1,9 £ 0,4)ms, co sugeruje, ze skladowa L, pochodzi od frakcji wody luzno zwigzane;.

78



Z uwagi na to, ze najdtuzsze sktadowe T2 s3a ograniczone w pomiarze FID przez
niejednorodnosci pola Bo, sktadowa L, moze by¢ $rednig z kilku luzno zwigzanych i wolnych
frakcji wody znajdujacych si¢ w rezimie szybkiej wymiany, co skutkuje fluktuacja
na Rysunku 30 wartosci czasu T 212 [103]. Warto$¢ usredniona sygnatu T 211 = (76 + 12)us
sugeruje, ze skladnik Li pochodzi z wody $cisle zwigzanej na powierzchni membrany.
Podsumowujac, pomiar zanikdw swobodnej precesji pozwolit na wyodrebnienie dwoch

frakcji kawern wodnych, mniejszych i wigkszych, zawartych w preparacie.

Tous[us]

100 4 3

10 o E

T;G[PlS]

0,00 ' 0,1)5 ) 0,[10 V 0,15 ' O,IZO ) 0,125 ) 0,30
Am/m,
Rysunek 30. Zalezno$¢ hydratacyjna efektywnych czaséw relaksacji spinowo-spinowej, T2,

wyznaczone z sygnatu zaniku swobodnej precesji *H-NMR dla protonéw rehydratowanych

liofilizatow wielowarstwowych liposoméw DPPC.

Dodatkowo wykonano analiz¢ stosunku amplitud badanych sktadowych, aby okresli¢, czy

mimo zachodzacej zmiany w czasie moze zachodzi¢ rozpuszczanie matrycy lipidowe;.

Przypisano amplitude sygnalu opisanego funkcja Gaussa, do stalej matrycy
wielowarstwowego liofilizatu pecherzykéw. Ze wzgledu na to, ze T2 nie ulega duzym
zmianom w zalezno$ci od poziomu hydratacji, uzyto amplitude¢ sygnalu ciata statego jako
jednostke do wyznaczenia amplitud pozostatych skladnikéw sygnatu. Rysunek 31
przedstawia zalezno$¢ poziomu hydratacji od amplitudy sygnalu mobilnych protonow
wyrazong w jednostkach amplitudy sygnalu macierzy statej, L/G, dla wielowarstwowych
liofilizatow membrany DPPC. W DPPC mozna wyr6zni¢ dwa procesy, dla niskich hydratacji
od Am/mg = 0,02 do Am/mg = 0,09 i dla wyzszych od Am/mg = 0,12 do Am/mg = 0,29, r6znigce
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si¢ nachyleniem prostej, co mozna utozsamia¢ z rdéznym tlumieniem sygnatlu od wody
zwigzanej do uktadu w stosunku do sygnalu od matrycy statej uktadu. Oba procesy mozna

opisa¢ odpowiednio funkcjg liniowa.

22— (683 40.55)- , (73)
(]

Ly+Ls

1, — (1.43 + 0.06) - f‘n—m +(0.45 +0.02). (74)
(1]

1,2 T T T T
1,14
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0,4 i 1
0,3
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0,14 ;
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Rysunek 31. Wykres amplitudy sktadnikéw cieczy FID wyrazone w jednostkach sygnatu
statego, G, zarejestrowane dla uwodnionych liofilizatow pecherzykow wielowarstwowych

DPPC w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mo, wyrazone w jednostkach suchej masy.

W celu dalszej analizy rozwinigto statg sktadowag sygnatu G protonowego FID dla
liofilizowanych liposoméw DPPC w szereg momentéw, CO szczegdlowo opisano wczesnie]
[104]. Rysunek 32 przedstawia zalezno$¢ hydratacji M2, Ms i Me dla liofilizatow

wielowarstwowych pecherzykow DPPC w funkcji poziomu uwodnienia.
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Rysunek 32. Momenty linii dla sktadowej stalej sygnatu protonowego z domeny czasu dla
wielowarstwowych liofilizatow btony syntetycznej DPPC w funkcji poziomu uwodnienia,

Am/mo, a) — Mz; b) — Ma; €) — Me.

Podczas analizy momentéw liofilizowanych liposoméw wielowarstwowych DPPC odkryto
dwie skokowe zmiany warto$ci M2, Ms i Mg nastgpujace wraz ze wzrostem stopnia hydratacji.
Odzwierciedla to zmian¢ mobilnosci ciata stalego w ukladzie lipidowym. Obie zmiany
zachodzg dla niskich poziom6éw uwodnienia ponizej 10%, pierwsza zmiana nast¢puje przy
okoto Am/mo = 0,04, a druga Am/mo = 0,06. Aby przeanalizowa¢ przydatnos¢ przyblizenia
Gaussa do opisu stalej sktadowej FID, obliczono zalezno$¢ miedzy M2, Ms i Me dla
liofilizatow DPPC w funkcji poziomu hydratacji. Dla catego zakresu badanych pozioméw
hydratacji otrzymano usrednione wartosci: Ma/M2?= 3, Me/M2% = 15, ktére bardzo dobrze
zgadzajg si¢ z wartosciami funkcji Gaussa [104]. Oznacza to, ze rozktad pol lokalnych dobrze
przyblizany jest rozktadem beztadnym, jednakze nie wyjasnito to odkrytej w pomiarach FID

zmiany poziomu ttumienia sygnatu od wody zwigzane;.
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3.1.2. Pomiary widm 'H-NMR rehydratowanych liofilizatéw DPPC

Rysunek 33 przedstawia wybrane widmo *H-NMR zarejestrowane dla probki DPPC.
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Rysunek 33. Widmo 'H-NMR dla liofilizowanych liposoméw wielowarstwowych DPPC

o uwodnieniu Am/mo = 0,27.

W widmach *H-NMR rehydratowanych liofilizatow DPPC dla niskiego poziomu uwodnienia
(4m/mo < 0,03) wyodrebniono dwie sktadowe sygnatu pochodzace od frakcji statej protonow
opisywanych funkcjami Gaussa. Dla poziomu hydratacji Am/mo > 0,03 wyodrebniono jedna
szeroka lini¢ Gaussa oraz dodatkowa sktadowa pochodzaca od protonéw mobilnych,

dopasowang funkcja Lorentza.

Na Rysunku 34 zestawiono wszystkie widma *H-NMR dla probki DPPC zebrane dla catego

zakresu zmierzonych warto$ci uwodnien.
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Rysunek 34. Widma H-NMR w funkcji poziomu uwodnienia probki DPPC zarejestrowane
w temperaturze pokojowej. Wstawka przedstawia powickszone widmo probki DPPC

0 poziomie uwodnienia Am/mo= 0,01 i Am/mg = 0,02.

Potozenie $rodka linii Gaussa i1 Lorentza charakteryzuja $rednie otoczenie magnetyczne
probki. Na Rysunku 35 zaprezentowano zalezno$¢ S$rodka danego piku od warto$ci
uwodnienia dla probki DPPC. Na podstawie polozenia srodka linii wyrdzniono dwie
sktadowe od protonéw unieruchomionych, ve1 = (2315 + 24)Hz i ve2 = (2079 + 14)Hz, oraz
wyrdzniono linie pochodzaca od cieczy, linia v = (1729 + 1)Hz. Polozenia $rodka linii
Gaussa oraz Lorentza, opisujacych sygnal pochodzacy od matrycy statej i frakcji cieklej,
sa stabilne, wigc mozna stwierdzi¢ brak zmian otoczenia magnetycznego probki

nastepujacego wraz ze zmiang poziomu uwodnienia.
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Rysunek 35. Zalezno$¢ potozenia $rodka pikow vei, vez, vL 0d poziomu uwodnienia
rehydratowanych liofilizatéw DPPC, gdzie Am/mo to wzgledny przyrost masy, a mo to sucha

masa liofilizatu.

Rysunek 36 przedstawia szerokoéci potdéwkowe linii Gaussa i Lorentza dla widm H-NMR

dla rehydratowanych liofilizatow DPPC wyrazone w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mo.

Wraz ze wzrastajagcym poziomem uwodnienia szeroko$¢ potowkowa linii ciata statlego Gi
spada od wartosci (48,4 £ 0,1)kHz do (27,1 + 0,1)kHz, co sugeruje wzrost ruchliwosci
protonéw pochodzacych od matrycy statej. Dla niskich pozioméw uwodnienia obserwuje si¢
dodatkowa sktadowa sygnatu pochodzacego od protonéow unieruchomionych, Gz, ktora
to skladowa zanika wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia rehydratowanych liofilizatow
DPPC. Szerokos¢ potdéwkowa linii drugiego wyodrebnionego ciata statego dla dwoch
najnizszych pozioméw uwodnienia wynosi (14,5 + 0,1)kHz. Szerokos¢ potéwkowa waskiej
linii — Lorentzowskiej L, pochodzacej od mobilnych protondéw liofilizatu DPPC, obniza sig
od warto$ci odpowiednio (4300 + 20)Hz do (671 + 2)Hz. Sugeruje to, ze linia ta jest

mieszaning sygnatéw od wody $cisle 1 od wody luzno zwigzanej w uktadzie.
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Rysunek 36. Zalezno$¢ szerokosci potowkowej dwoch sktadowych statych, Gi i G2 oraz
sktadowej mobilnej widma *H-NMR, L, od poziomu uwodnienia dla probki rehydratowanych

liofilizatow DPPC, Am/mo.

Pole powierzchni pod linig *H-NMR jest proporcjonalne do liczby protonéw dajacych wklad
do danego sygnalu. Stosunek pol powierzchni od danych frakcji protonowych niesie
informacj¢ na temat stosunku liczby protonow w poszczegdlnych poduktadach. Stosunek pola
powierzchni pod pikiem opisanym funkcjg Lorentza do pola pod pikiem opisanym funkcja
Gaussa, Ai/Aci, jest miarg liczby protonow mobilnych. Tak zdefiniowany stosunek

wykre§lono w funkcji uwodnienia probki DPPC i przedstawiono na Rysunku 37.

W zakresie od Am/mo = 0,03 do 0,29 badanych pozioméw uwodnienia zalezno$¢ liniowa pol
powierzchni pod wykresami skladowej mobilnej (sktadowa lorentzowska) od sktadowej
0 znacznym stopniu unieruchomienia (sktadowa gaussowska) byta liniowa, co oznacza brak
rozpuszczania probki, ktory byltby charakteryzowany przez nieliniowg zalezno$¢ hydratacyjna

stosunku pol powierzchni.

Dla probki DPPC sktadowa cieczowa L wzrasta liniowo wraz z rosngcym poziomem

uwodnienia (Rysunek 37), zgodnie z rownaniem:

:‘—L (1,92 + 0,13) ‘fn—m + (0,15 + 0,02). (75)
(1]

G1 -
Niezerowy udzial sygnatlu od frakcji L aproksymowany dla 4m/mo = 0 sugeruje, ze rowniez

w suchym liofilizacie zawarta jest pewna ilo$¢ wody.

85



1,0 T T T T

0,8 4 .

0,6 4

AMNG,

0,44

0,2

) T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Am/my

Rysunek 37. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej AL wyrazonej w jednostkach

sygnatu stalego AL/Ac1 dla rehydratowanych liofilizatow DPPC.

W celu bardziej szczegdtowe] analizy rozwinigto sygnal od stalej sktadowej sygnatu
protonowego, Gi, dla liofilizowanych liposoméw DPPC w szereg momentow,
co szczegdtowo opisano juz wczesniej [104].  Rysunek 39 przedstawia zalezno$¢

hydratacyjng M2, M4 i Mg dla liofilizatow wielowarstwowych pecherzykow DPPC.

Analizujac ponizsze wykresy, mozna wyrdzni¢ dwie skokowe zmiany warto$ci momentow
M2, M4 i Mg wraz ze wzrostem stopnia hydratacji. Oznacza to, iz obserwujemy dwie zmiany
mobilno$ci ciata stalego w uktadzie lipidowym DPPC w domenie czgstotliwosci. Obie
zmiany zachodza dla niskich uwodnien ponizej Am/mo = 0,10, jest to zgodne z wynikami
momentow z domeny czasu. Pierwsza zmiana nastepuje przy Am/mo = 0,03, a druga przy

Am/mp = 0,07.

86



M,[s?)

0 T T
0.00 0,05 0,10 015 0.20 025 0,30 0.00 0,05 0,10 015 020 025 0,30
Am/my, Amim,

7x10%

6x107% 4
5x10%

4x10% 4

Mels?)

3x10%

2x10% 4

%107

0 T
0,00 005 0,10 015 020 025 030
Am/my,

Rysunek 38. Momenty linii dla skladowej statej sygnalu protonowego z domeny
czestotliwosci dla wielowarstwowych liofilizatow btony syntetycznej DPPC w funkcji

poziomu uwodnienia, Am/mo, a) — M2; b) — Ma; ) — Me.

3.2. Wiyniki liofilizatow wielowarstwowych liposoméw POPC

3.2.1. Pomiar zaniku swobodnej precesji H-NMR dla protonéw

rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposoméw POPC

Na Rysunku 39 przedstawiono otrzymane wyniki zanikow swobodnej precesji FID dla

wybranych dwdch uwodnien rehydratowanych liofilizatow POPC.

Sygnat zaniku swobodnej precesji dla protonow w zakresie Am/me= 0 — 0,13 dla
wielowarstwowych liposomow liofilizatéw POPC zostal dobrze dopasowany superpozycja
funkcji Gaussa dla frakcji statej (G) i dwoch funkcji eksponencjalnych dla frakcji ciektej (L1
I L2). Powyzej Am/mo= 0,13 sygnal FID zostal dopasowany jedynie superpozycja dwoch
funkcji eksponencjalnych (L1 i Lo).
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Rysunek 39. Przyktadowe dwa sygnaty FID wielowarstwowych liposomow POPC

uwodnionych do poziomu Am/mo= 0,07 oraz do 0,36.,

W Tabeli 6 zestawiono parametry dopasowania zgodnie ze wzorem (71) dla FID dla

rehydratowanych liofilizatow POPC.

Zaleznosci T2 wzgledem poziomu hydratacji dla obu frakcji cieczowych L1 i L, oraz dla

frakcji statej G w rehydratowanych liofilizatach POPC przedstawiono na Rysunku 40.

W probece POPC czas relaksacji T2c dla sygnatu pochodzacego od ciata statego wzrasta
od (25,1 £ 0,4)us do (68 + 2)us i1 zostal zarejestrowany jedynie do poziomu hydratacji
réwnego 0,13. Moze to $wiadczy¢ o zwilzaniu probki, a co za tym idzie zwigkszeniu
mobilno$ci protondéw w matrycy stalej. UsSredniona warto$¢ czasu relaksacji T 22 dla
sktadowej cieczowej wynosi okoto (1388 + 202)us, co wskazuje, ze sktadowa Lo pochodzi
od luzno zwiazanej frakcji wodnej. Warto$¢ usredniona sygnatu T 211 = (94 = 14)us sugeruje,
ze sktadnik L1 pochodzi z wody $cisle zwigzanej na powierzchni btony. Pomiar zanikow
swobodnej precesji rozdzielit dwie frakcje kawern wodnych zawartych w probce. Tak
wyroznione frakcje cieczowe sg zgodne z poduktadami wydzielonymi w pomiarach widm

H-NMR.
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Rysunek 40. Zaleznoé¢ hydratacyjna czasoéw T 2 wyznaczonych z sygnatu FID dla protonéw

rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposomow POPC.

Dodatkowo wykonano analiz¢ stosunku amplitud badanych sktadowych i1 przedstawiono

na Rysunku 41.

Przypisano amplitude sygnatu opisanego funkcja Gaussa, G, do statej matrycy liofilizatow
liposoméw POPC i uzyto amplitudy tego skltadnika jako jednostki do skalowania amplitud
sktadowych cieczowych. Z uwagi na to, ze T 26 jest tylko wyznaczone w zakresie hydratacji
od 0 do 0,13, zalezno$¢ hydratacji od amplitudy sygnatu ruchomego protonu wyrazona
w jednostkach amplitudy sygnalu macierzy statej, L/G, dla wielowarstwowych liofilizatow
POPC zostala tylko wykreslona wtasnie w tym zakresie. Proces ten mozna opisa¢ funkcja

liniowa réwna:

22— (7.20 £1.98) - 5+ (0.29 £0.14). (76)
0

Oznacza to, iz w tym przypadku rowniez nie obserwujemy rozpuszczania matrycy statej

w uktadzie lipidowym, a sygnat cieczowy od wody zwigzanej narasta wraz ze wzrostem

poziomu uwodnienia w zakresie wyznaczonego ciata statego.
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Rysunek 41. Wykres amplitudy sktadnikow cieczy FID wyrazonych w jednostkach sygnatu
statego, G, zarejestrowanego dla uwodnionych liofilizatow liposoméw wielowarstwowych

POPC w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mo, wyrazonej w jednostkach suchej masy.

Statg sktadowa sygnatu G protonowego FID dla liofilizowanych liposoméw POPC rozwinigto
w szereg momentow. Rysunek 42 przedstawia zalezno$¢ hydratacji M2, Ms i Me dla
liofilizatow wielowarstwowych pecherzykow POPC w funkcji poziomu hydratacji

w zakresie Am/mo od 0 do 0,13.

Podczas analizy momentow liposomow wielowarstwowych POPC trudno jest wyroznié
skokowe zamiany mobilnosci ciala statego. W sposob ciagly zmieniajg si¢ wartoSci
momentéow Mz, Ms i Me wraz ze wzrostem poziomu hydratacji. Prawdopodobnie jest
to zwigzane z zachowaniem si¢ ciata stalego w ukladzie, zmienia si¢ jego szerokos¢
poléwkowa, powodujac wzrost ruchliwosci protonéw pochodzacych od ciala statlego wraz

ze wzrostem poziomu uwodnienia uktadu lipidowego POPC.
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Rysunek 42. Momenty linii dla sktadowej statej sygnalu protonowego z domeny czasu dla
wielowarstwowych liofilizatow btony syntetycznej POPC w funkcji poziomu uwodnienia,

Am/mo, a) — Mz; b) — Ma; €) — Me.
3.2.2. Pomiary widm *H-NMR rehydratowanych liofilizatow POPC

Rysunek 43 przedstawia wybrane widmo *H-NMR zarejestrowane dla probki POPC.
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Rysunek 43. Widmo 'H-NMR zarejestrowane dla liofilizowanych wielowarstwowych

liposomow POPC uwodnionych do Am/mo = 0,26
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W widmach *H-NMR rehydratowanych liofilizatow POPC dla suchej probki (4m/mo = 0)
wyodrgbniono dwie skladowe sygnatu pochodzace od frakcji stalej opisywanej funkcja
Gaussa. Dla poziomoéw hydratacji od A4m/mo > 0,02 do 4m/mo = 0,10 wyodrebniono dwie linie
Gaussa oraz dwie dodatkowe sktadowe pochodzace od protondw mobilnych, dopasowane
funkcja Lorentza, pomimo niewidocznego optycznie rozdzielenia piku r6znily sie
przesuni¢gciem chemicznym. Od poziomu hydratacji Am/mo = 0,11 rozdzielono sygnal

na jedng szeroka lini¢ Gaussa oraz dwie waskie linie Lorentza.

Na Rysunku 44 zestawiono widma *H-NMR dla probki POPC zebrane dla catego zakresu

zmierzonych warto$ci uwodnien.
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Rysunek 44. Widma *H-NMR prébki POPC zarejestrowane w funkcji poziomu uwodnienia
w temperaturze pokojowej. Wstawka przedstawia powiekszone widmo probki suchej

o wzglednej masie wody zwigzanej Am/mo= 0.

Na Rysunku 45 przedstawiono zalezno$¢ potozenia $rodka danego piku od wartosci
uwodnienia dla probki POPC. Na podstawie potozenia $rodka linii, w zaleznos$ci od stopnia
uwodnienia probki POPC, wyrdzniono dwie sktadowe od protonéw unieruchomionych, Gi

I G2 0 Srednich wartosciach potozenia $rodka linii rownych odpowiednio: ve1 = (4363 +
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101)Hz, ve2 = (4634 + 19)Hz. Wyrdzniono réwniez dwie linie pochodzace od cieczy, L1 i Lo,
ich s$rednie wartosci potozenia linii wynosza: o1 = (3957 £ 2)Hz, vz = (4716 + 5)Hz.
Potozenia $rodkéw linii Gaussa oraz linii Lorentza, opisujacych sygnaty pochodzace
od matrycy statej 1 od wody zwigzanej, sg stabilne wraz ze wzrostem uwodnienia,

co $wiadczy o braku zmian otoczenia magnetycznego probki.
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Rysunek 45. Zalezno$¢ potozenia $rodka pikow vei, ve2, vL1, vz 0d poziomu uwodnienia

rehydratowanych liofilizatow POPC.

Rysunek 46 przedstawia szerokoséci potdéwkowe linii Gaussa i Lorentza dla widm H-NMR

rehydratowanych liofilizatow POPC wyrazone w funkcji poziomu uwodnienia.

Wraz z rosngcym poziomem uwodnienia szeroko$¢ potowkowa linii od skladowej statej Gi
spada od wartosci (43 = 0,1)kHz do (29,07 £ 0,04)kHz, co sugeruje wzrost ruchliwosci
protonéw pochodzacych od tej frakcji statej matrycy. Skladowa ta zanika dla uwodnien
wyzszych niz Am/mg = 0,1. Dla catego zakresu uwodnien obserwuje si¢ dodatkowsg wezszg
sktadowa sygnatu pochodzacego od protonéw unieruchomionych, G,. Szeroko$¢ potowkowa
tej skladowej réwniez maleje od wartosci (17,68 + 0,01)kHz do (6,64 £ 0,01)kHz wraz
ze wzrostem poziomu uwodnienia rehydratowanych liofilizatow POPC, wskazujgc na wzrost
ruchliwosci tej sktadowej statej matrycy. Szeroko$¢ potowkowa waskiej linii L1, pochodzacej
od protonéw mobilnych liofilizatéw POPC, jest stala wraz ze wzrostem poziomu hydratacji
1 jej srednia wartos¢ wynosi (730 £ 1)Hz. Szerokos$¢ potowkowa drugiej waskiej linii Lo,

pochodzacej od wody zwigzanej, obniza si¢ od wartosci odpowiednio (2326 = 3)Hz do (1064
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+ 19)Hz. Sugeruje to, ze linia L> jest mieszaning wody $ciSle zwigzanej oraz wody luzno
zwigzanej w ukladzie, natomiast linia L1 pochodzi wylacznie od frakcji wody luzno zwigzanej
w liposomach POPC. Tak rozroznialne linie zarowno pod wzgledem polozenia, jak
1 szeroko$ci przekonuja, ze dekompozycja sygnatu protonowego w domenie czestotliwosci

zostala przeprowadzona poprawnie.
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Rysunek 46. Zalezno$¢ szeroko$ci potdéwkowej dwoch sktadowych statych, Gi i G2 oraz
dwoch sktadowych mobilnych widma *H-NMR, L1 i L2, od poziomu uwodnienia dla probki
rehydratowanych liofilizatow POPC.

Wyznaczony stosunek A(/Ac  wykreslono w funkcji uwodnienia probki POPC
I przedstawiono na Rysunku 47. AL oraz Ac jest odpowiednio sumowany w zaleznosci
od liczby wyznaczonych sygnatow dla danego poziomu uwodnienia. W catym zakresie
poziomu hydratacji wyr6ézniono dwa liniowe procesy wzrostu udziatu frakcji cieczowej
w calym sygnale pochodzacym od probki liofilizowanych liposoméw POPC. W zakresie
od Am/mo = 0,02 do 0,10 badanych pozioméw uwodnienia zaleznos¢ pol powierzchni pod
wykresami AL od sktadowej Ag byla liniowa, a aproksymowany udziat sygnatlu cieczowego
dla 4m/mo = 0 sugeruje, ze probka zostata efektywnie poddana liofilizacji. W przedziale
poziomu uwodnienia od 0,11 do 0,39 zalezno$¢ AL/Ac rowniez byta liniowa. Dla obu tych
procesow sktadowa cieczowa wzrasta liniowo wraz z rosngcym poziomem uwodnienia

(Rysunek 47), zgodnie z rbwnaniami:

A .Am
| o= (884£064) e, (77)
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Il 2L = (3.04 +0.33) - "= + (1.2 + 0.08)
] .

G1

(78)

Oznacza to, ze brak jest rozpuszczania frakcji statej probki POPC, a dopasowane funkcje
liniowe do odpowiednich proceséw roznig si¢ nachyleniem, co sugeruje rézne ttumienie
sygnatu od wody zwigzanej do uktadu w stosunku do tlumienia sygnatu od matrycy statej
uktadu. Warto zauwazy¢, ze ta zmiana w catosci zachodzi dla pozioméw uwodnienia

nizszych od okoto 0.11.
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Rysunek 47. Hydratacyjna zalezno$¢ skladowej cieczowej AL wyrazonej w jednostkach

sygnatu statego AL/Ac1 dla rehydratowanych liofilizatow POPC.

Rozwinigto sygnat od stalej sktadowej sygnatu protonowego, G1 i Gz, dla liofilizowanych
liposomow POPC w szereg momentow. Rysunek 48 i1 49 przedstawiaja zalezno$¢ hydratacji
M2, M4 i M dla liofilizatow wielowarstwowych POPC w funkcji poziomu hydratacji dla

odpowiednich sygnatow statych sygnatu.

Analizujac wykresy zaleznosci hydratacyjnych wartosci momentow linii dla obu sygnatow
od frakcji statej liposoméw, mozna wyr6zni¢ dwie skokowe zmiany wartosci M2, Ms i Mg,
zachodzace wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia. Obie zmiany zachodza dla niskich
uwodnien ponizej Am/mg = 0,10. Pierwsza zmiana dla G: nast¢puje przy Am/mo = 0,02,
a druga Am/mo = 0,05. Dla G, pierwsza zmiana zachodzi przy Am/mo = 0,02, a druga dla

Am/mg = 0,06.
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Rysunek 48. Momenty linii NMR dla sktadowej statej sygnatu Gi dla wielowarstwowych

liofilizatow blony z POPC w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mo, &) — M2; b) — Ma; ¢) — Me.
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Rysunek 49. Momenty linii dla sktadowej stalej sygnatu *H-NMR G dla wielowarstwowych

liofilizatow btony z POPC w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mo, &) — M2; b) — Ma; ¢) — Me.
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3.3. Wyniki liofilizatéow wielowarstwowych liposoméw DOPC

3.3.1. Pomiar zaniku swobodnej precesji H-NMR dla protonéw

rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposomow z DOPC

Na Rysunku 50 przedstawiono wyniki zanikow swobodnej precesji zarejestrowane dla

wybranych dwoéch uwodnien rehydratowanych liofilizatéw DOPC.

Sygnat FID dla protonéw w zakresie uwodnienia Am/mo= 0 — 0,02 dla wielowarstwowych
liposomoéw liofilizatéw DOPC zostat dobrze dopasowany superpozycja dwoch funkcji Gaussa
dla frakcji statej (G1 i G2) i dwoch funkcji eksponencjalnych dla frakeji ciektej (L1 i Lo).
Od poziomu uwodnienia Am/mg= 0,03 sktadowa opisana funkcja Gaussa przestala by¢
widoczna, a sygnat FID zostal dopasowany jedynie superpozycja dwodch funkcji

eksponencjalnych (L1 i Lo).

100- = 0,047
1 « 0,27 ]

FID [j.u]

1 -—
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t [ps]

Rysunek 50. Przykltadowe dwa sygnaty FID wielowarstwowych liposomow DOPC

uwodnionych do poziomu Am/mo= 0,04 oraz do 0,27.,

W Tabeli 7 zestawiono parametry dopasowania zgodnie ze wzorem (71) dla FID dla

rehydratowanych liofilizatow DOPC.

Zaleznosci czasu T2 wzgledem poziomu hydratacji obu frakcji cieczowych L1 i L, oraz dla

frakcji statej G1 i G2 w rehydratowanych liofilizatach DOPC przedstawiono na Rysunku 51.
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W probece DOPC efektywne czasy relaksacji spinowo-spinowej T 21 | T2c2 dla sygnatow
pochodzacych od ciala stalego wynosza odpowiednio T 2c1= (22 + 1)us oraz T 2c2= (69 +
10)us. Czas zaniku skladowej T 2c2 jest stosunkowo dhugi i ta skladowa mogtaby rownie
dobrze zosta¢ dopasowana funkcjg eksponencjalng. Zostaly one zarejestrowane jedynie dla
trzech najnizszych wyznaczonych pozioméw uwodnienia. Dla wyzszych poziomow
hydratacji nie udato si¢ dopasowaé funkcji Gaussa. Warto$¢ $rednia T 211 wynosi (125 +
18)us i wskazuje, ze sktadowa Li pochodzi od wody Scisle zwigzanej na powierzchni
modelowej btony biologicznej DOPC. Srednia warto$¢ czasu relaksacji T 2r2 dla diuzszej
sktadowej cieczowej wynosi okoto (1114 + 223)us, sugerujac, iz sktadowa cieczowa L:
pochodzi z luzno zwigzanej frakcji wodnej. Pomiar zanikow swobodnej precesji pozwolit
wyodrebni¢ dwie frakcje protonéw mobilnych zawartych w probce DOPC. Stata sktadowa
ze wzgledu na wykrycie jej tylko dla trzech najnizszych uwodnien wykluczono z analizy,
aczkolwiek moze ona korelowa¢ z wynikami uzyskanymi dla DPPC 1 POPC dla zblizonych
wartosci poziomu uwodnienia. Do wyzszych uwodnien niz 0,03 w ogole nie udalo si¢

dopasowac¢ funkcji Gaussa.
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Rysunek 51. Zalezno$é hydratacyjna czasow T 2 wyznaczonych z sygnatu FID dla protonéw

rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposoméw DOPC.

Ze wzgledu na brak mozliwo$ci wyznaczenia stosunku sygnatu cieczowego w jednostkach
sygnalu od ciata stalego wykonano jedynie stosunek amplitudy sygnalu pochodzacego

od wody luzno zwigzanej do sygnalu od wody S$ciSle zwigzanej w badanym ukladzie
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liposomow wielowarstwowych DOPC. Stosunek Lo/Li przedstawiono na Rysunku 52.

Do wynikéw dopasowano funkcje liniowa opisana:
L2 Am
©=(1.3740.10) - =+ (018 +0.20). (79)
Analizujac ponizszy wykres, mozna stwierdzi¢, ze sktadowej L2, pochodzacej od wody luzno

zwigzanej w ukladzie, przybywa liniowo wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia w stosunku

do wody $cisle zwigzane w uktadzie lipidowym DOPC, ktorej amplituda nie przyrasta.
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Rysunek 52. Wykres stosunku Lo/Li sktadnikow cieczy FID zarejestrowanych dla
uwodnionych liofilizatow pecherzykéw wielowarstwowych DOPC w funkcji poziomu

uwodnienia, Am/mo.
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3.3.2. Pomiary widm 'H-NMR rehydratowanych liofilizatow DOPC

Rysunek 53 przedstawia wybrane widmo *H-NMR zarejestrowane dla probki DOPC.
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Rysunek 53. Widmo H-NMR dla liofilizowanych liposoméw wielowarstwowych DOPC

o uwodnieniu Am/mo = 0,31.

W widmach H-NMR rehydratowanych liofilizatow DOPC, dla probki w zakresie poziomu
uwodnienia powyzej Am/mo > 0,10, wyodrebniono jedng sktadowa sygnatu pochodzaca
od frakcji statej opisanej funkcja Gaussa oraz dwie sktadowe cieczowe, roznigce sig
mobilnoscia, dopasowane funkcja Lorentza. Pomimo braku optycznego rozdzielenia pozycji
linii lorentzowskiej w niskich poziomach uwodnienia udato si¢ dopasowa¢ dwie funkcje
Lorentza, ktore roznity si¢ przesunigciem chemicznym. Ich $rodki byly oddalone od siebie
okoto 700 Hz. Od poziomu hydratacji 4m/mo = 0,11, sygnat rozdzielono jedynie na dwie

waskie linie Lorentza, natomiast sktadowej statej nie udato si¢ dopasowac.

Na Rysunku 54 zestawiono wszystkie widma *H-NMR dla probki DOPC zebrane dla catego

zakresu zmierzonych warto$ci uwodnien.
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Rysunek 54. Widma H-NMR w funkcji poziomu uwodnienia prébki liofilizowanych

wielowarstwowych liposomow DOPC zarejestrowane w temperaturze pokojowe;.

Na Rysunku 55 przedstawiono zaleznos$¢ potozenia srodka danej linii od warto$ci uwodnienia
dla probki DOPC. Na podstawie potozenia $rodka linii, w zaleznosci od stopnia uwodnienia
probki DOPC, wyrézniono jedng sktadowa od protonéw unieruchomionych, G, o $redniej
wartosci potozenia $rodka linii réwnej: vg = (4506 + 3)Hz. Wyr6zniono réwniez dwie linie
pochodzace od cieczy, L1 i Lz, ich $rednie wartosci potozenia $rodka linii wynosza:
vL1 = (4004 + 1)Hz, v = (4711 £ 3)Hz. Potozenia $rodka linii Gaussa oraz linii Lorentza
sg stabilne wraz ze wzrostem uwodnienia, co $wiadczy o braku zmian otoczenia

magnetycznego probki wraz z narastajagcym poziomem uwodnienia.
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Rysunek 55. Zalezno$¢ potozenia srodka linii ve, vy, vz od poziomu uwodnienia dla

rehydratowanych liofilizatow DOPC.

Rysunek 56 przedstawia wartosci szerokosci potowkowych linii Gaussa i Lorentza dla widm

!H-NMR dla rehydratowanych liofilizatow DOPC wyrazone w funkcji poziomu uwodnienia.

Wraz ze wzrastajacym poziomem uwodnienia szeroko$¢ poldwkowa linii sktadowej
o ograniczonej mobilnosci (ciala statego), G, spada od wartosci (35,0 £ 0,1)kHz do (5,88 +
0,01)kHz, wskazujac na wzrost ruchliwo$ci protonow statej matrycy nastepujacy
ze wzrostem poziomu uwodnienia. Sktadowa ta zanika dla pozioméw uwodnienia wyzszych
niz Am/mo = 0,1. Dla catego zakresu uwodnien obserwuje si¢ dwie waskie sktadowe sygnatu
pochodzacego od protonéw mobilnych, a mianowicie L1 oraz L. Szerokos$¢ poldwkowa linii
wynosi (677 + 4)Hz. Szeroko$¢ potowkowa drugiej waskiej linii, Lo, takze jest stata wraz
ze wzrostem poziomu uwodnienia, a Srednia warto$¢ szerokosci poldwkowej wynosi (2215 +
5)Hz. Wobec tego, ze linia L1 jest mieszaning wody luzno zwigzanej w ukladzie,
to linia L2 jest sygnalem od wody $cisle zwigzanej w liposomach wielowarstwowych DOPC.
Tak rozrdznialne linie zaréwno pod wzgledem potozenia, jak 1 szerokosci sugeruja,
ze dekompozycja sygnatu protonowego w domenie czestotliwosci zostata przeprowadzona
poprawnie. Tak wyrdznione frakcje cieczowe mozna utozsami¢ z poduktadami wydzielonymi

w pomiarach zaniku swobodnej precesji w domenie czasu.
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Rysunek 56. Zalezno$¢ szeroko$ci potdéwkowej dwoch sktadowych statych, G, oraz dwoch
sktadowych mobilnych widma 'H-NMR, L1 i Lz, od poziomu uwodnienia dla prébki
rehydratowanych liofilizatow DOPC.

Wyznaczono stosunek intensywno$ci sygnalu pochodzacego od wody luzno zwigzanej
do sygnatu od wody S$ciSle zwigzanej ALi/Al w funkcji uwodnienia probki DOPC
1 przedstawiono na Rysunku 57. W calym zakresie badanych pozioméw hydratacji
wyrozniono dwa procesy wzrostu udziatu frakcji wody Iuzno zwigzanej pochodzacej

od probki liofilizowanych liposoméw DOPC.

W zakresie od Am/mo = 0 do 0,13 badanych pozioméw uwodnienia zalezno$¢ Ari/ Az byta
liniowa, a w przedziale poziomu uwodnienia od 0,16 do 0,40 zalezno$¢ AL/ Ao rowniez byta
liniowa, jednakze z innym nachyleniem. Dla obu tych proceséw sktadowa Ari, pochodzaca
od wody luZzno zwigzanej, wzrasta liniowo wraz z rosngcym poziomem uwodnienia (Rysunek

57), zgodnie z rGwnaniami:

Ay Am
. =2 =(2.80+0.26) -— + (0.022 + 0.004

Az ( ) mg ( ), (80)
1. 22 = (3.04 +0.33) - 22 + (0.22 + 0.04)

Ara mg . (81)

Oznacza to, ze brak jest rozpuszczania probki. Dopasowane funkcje liniowe do odpowiednich
procesdw roznig si¢ nachyleniem, co sugeruje inny poziom tlumienia sygnatu od wody $cisle

zwigzanej 1 od wody luZzno zwigzanej w uktadzie lipidowym DOPC.
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Rysunek 57. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej A1 wyrazonej W jednostkach

sygnalu AL> dla rehydratowanych liofilizatow DOPC.

Rozwinigto stalg sktadowa sygnatu protonowego, G, dla liofilizowanych liposoméw DOPC
w szereg momentéw linii dla uwodnien z zakresu 0 — 0,10. Rysunek 58 przedstawia zalezno$¢
hydratacji M2, M4 i Mg dla liofilizatow wielowarstwowych DOPC. Analizujac wykresy
rozwinigcia w szereg momentow dla skladowej sygnalu pochodzacej od protonow
unieruchomionych liposoméw DOPC, mozna wyrdzni¢ jedng skokowg zmiane wartosci

momentow Mz, Ms i Mg zachodzaca w bardzo niskim uwodnieniu 4m/mg = 0,02.
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Rysunek 58. Momenty linii dla sktadowej stalej sygnalu w domenie czestotliwosci dla

wielowarstwowych liofilizatow btony z DOPC w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mo,

a) — Mz; b) — Mas; ¢) — M.

3.3.3. Pomiary widm !H-NMR rehydratowanych liofilizatow DOPC

inkubowanych przez 6 miesiecy

Proces dlugotrwatej inkubacji zmienia wewnetrzng strukture rehydratowanego liofilizatu
DOPC. Rysunek 59 przedstawia wybrane widmo *H-NMR zarejestrowane dla probki DOPC

przewlekle inkubowanej przez 6 miesiecy.

W widmach *H-NMR rehydratowanych liofilizatéw DOPC inkubowanych przez 6 miesiecy
w temperaturze —20°C w catym wyznaczonym zakresie poziomu uwodnienia wyodrebniono
jedna sktadowa sygnatu pochodzaca od frakcji o ograniczonej mobilnos$ci, opisang funkcja
Gaussa, oraz trzy dobrze rozdzielone sktadowe pochodzace od frakcji cieczowych, réznigce
si¢ mobilnoscig, dopasowane funkcjg Lorentza. Na Rysunku 60 zestawiono wszystkie widma

'H-NMR dla prébki DOPC zebrane dla catego zakresu zmierzonych wartosci uwodnien.
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Rysunek 59. Widmo !H-NMR zarejestrowane dla liofilizowanych liposoméw

wielowarstwowych DOPC inkubowanych 6 miesiecy o uwodnieniu A4m/mo = 0,33.
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Rysunek 60. Widma H-NMR w funkcji poziomu uwodnienia probki liofilizowanych
wielowarstwowych liposomoéw DOPC, inkubowanych przez 6 miesigcy, zarejestrowane

w temperaturze pokojowe;j.
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Na Rysunku 61 przestawiono zaleznos¢ srodka danego piku od warto$ci uwodnienia dla
probki wielowarstwowych liposomow DOPC liofilizowanych, a nastgpnie inkubowanych
przez 6 miesi¢cy. Na podstawie potozenia $rodka linii, w zalezno$ci od stopnia uwodnienia
probki DOPC, wyodrgbniono jedng sktadowa od protondéw unieruchomionych, G 0 $rednie;j
wartosci potozenia $rodka linii rownej: ve = (2145 + 4)Hz. Wyodrebniono rowniez trzy linie
pochodzace od protonéw o wysokiej mobilnosci, od cieczy, frakcje Li, Lo, Ls. Ich $rednie
wartos$ci potozenia linii wynosza: vi1 = (2600 + 2)Hz, vio= (2013 + 1)Hz, vz = (1648 + 1)Hz.
Potozenia $rodka linii Gaussa oraz Lorentza nie zmieniajg si¢ wraz ze wzrostem poziomu

uwodnienia, co §wiadczy o braku zmian otoczenia magnetycznego probki.

v [HZ]

vg [HZ]

T T T T
000 006 012 018 024 030 036 042 048

Rysunek 61. Zalezno$¢ potozenia srodkow pikow Gaussa, v, Oraz Lorentza, vii, vLz, vL3,
od poziomu uwodnienia rehydratowanych liofilizatow DOPC przewlekle inkubowanych

przez 6 miesigcy.

Rysunek 62 przedstawia szerokoéci potdéwkowe linii Gaussa i Lorentza dla widm 'H-NMR
dla rehydratowanych liofilizatow DOPC, inkubowanych przez 6 miesigcy, wyrazone

w funkcji poziomu uwodnienia.

Wraz ze wzrastajacym poziomem uwodnienia, szeroko$¢ potdwkowa linii od ciata stalego G
jest stata i Srednia jej warto$¢ wynosi zaledwie (5,61 £ 0,02)kHz. Wartos¢ ta jest mniejsza niz
w przypadku lipidow bez inkubacji, powodujac, iz ruchliwo$¢ protondéw od stalej matrycy
w tym przypadku jest jeszcze mniej ograniczona. Dla calego zakresu uwodnien obserwuje si¢

ponadto trzy waskie sktadowe sygnalu pochodzacego od protondw mobilnych, Li, Lo, Ls.
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Szerokos¢ potowkowa linii L3 inkubowanego liofilizatu DOPC jest stata wraz ze wzrostem
woda $cisle zwigzang w uktadzie lipidowym inkubowanego liofilizatu DOPC. Druga waska
linia L takze jest stata wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia, a $rednia warto$¢ szerokosci
potowkowej wynosi (344 + 6)Hz, wskazujac, iz jest to mobilna woda luzno zwigzana.
Natomiast szeroko§¢ potowkowa linii L, spada wraz ze wzrostem poziomu hydratacji
od wartosci (800 £ 9)Hz do (200 + 3)Hz. To znaczy, ze jest mieszaning sygnatu od wody
sciSle 1 od wody luzno zwigzanej w uktadzie inkubowanym DOPC. Tak rozréznialne linie
zarowno pod wzgledem przesunie¢ chemicznych, jak i szerokosci potdéwkowych linii
przekonuja, ze dekompozycja sygnalu protonowego w domenie czestotliwosci dla
liofilizowanych pegcherzykéw wielowarstwowych DOPC inkubowanych przez 6 miesiecy

zostala przeprowadzona poprawnie.
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Rysunek 62. Zaleznos¢ szerokosci potowkowej sktadowej statej, G, oraz trzech sktadowych
mobilnych widma protonowego, Li, L» i L3, od poziomu uwodnienia dla probki

rehydratowanych liofilizatow DOPC przewlekle inkubowanych przez 6 miesigcy.

Ponadto wyznaczono stosunek sygnalu pochodzacego od kolejnych frakeji wody zwigzane;j
Ar1, A2 | Az do sygnalu od protonéw unieruchomionych frakcji statej Ac w funkcji

uwodnienia probki DOPC i przedstawiono na Rysunku 63.

W catym zakresie badanych pozioméw hydratacji sktadowa Ars, pochodzaca od wody $cisle

zwigzane] w uktadzie, zmienia si¢ przypadkowo wokoét jednej wartosci, jednak rozrzut jest
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zbyt duzy, by modc opisa¢ zachowanie tej frakcji wody. Natomiast dla skladowej Arx
od protonow mobilnych, opisanej jako woda luzno zwigzana, sygnal wzrasta wraz

we wzrostem poziomu hydratacji w sposob liniowy, zgodnie z réwnaniem:

A _ (045 +0.09) - 2" 4 (0.06 +0.02). (82)
Ag ™o

Udziat ostatniej wyznaczonej w uktadzie lipidowym frakcji wody, ktora jest mieszaning wody
$cisle 1 luzno zwigzanej i opisana jako Ar2, znaczgco wzrasta wraz ze Wzrostem poziomu
uwodnienia badanego lipidu. Zalezno$¢ t¢ mozna opisa¢ funkcja liniowa zgodnie

Z rOwnaniem:

22 - (222£0.21) -+ (0.50 £ 0.05). (83)

G my

Analizujac powyzsze dwa wzory (82) i (83), mozna stwierdzi¢, iz skladowa sygnalu Ar2
ma najwigkszy udziat w catym sygnale pochodzacym od cieczy, a porownujac wartosci
nachylenia, sygnal sktadowej ALz szybciej ro$nie wraz z poziomem uwodnienia uktadu
lipidowego DOPC inkubowanego przez 6 miesigcy niz skladowa A, Oznacza

to, ze prawdopodobnie w uktadzie lipidowym DOPC mozemy rozrézni¢ kawerny

o zréznicowanych wielkos$ciach, w ktérych moze lokalizowaé si¢ woda zwigzana.

Dodatkowo rozwinigto stata sktadowa sygnatu protonowego, G, dla liofilizowanych
liposoméw DOPC inkubowanych przez 6 miesiecy w szereg momentow linii. Rysunek 64
przedstawia zalezno$¢ hydratacyjng trzech wyznaczonych momentéw linii, M2, M4 1 Mg dla
liofilizatéw wielowarstwowych liposomow DOPC inkubowanych przez 6 miesigcy.
Analizujac wykresy momentéw linii dla sktadowej sygnalu pochodzacego od protonow
unieruchomionych liposomow DOPC, mozna stwierdzi¢ brak widocznych zmian mobilnosci
ciata stalego w uktadzie lipidowym DOPC w domenie czestotliwosci. Warto§ci momentow

fluktuuja wokot jednej wartosci, a ich rozrzut jest duzy i prawdopodobnie przypadkowy.
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Rysunek 63. Hydratacyjna zalezno$¢ sygnatow od trzech sktadowych cieczowych Ari, Aro,

Ars, wyrazonych w jednostkach sygnalu stalego Ag dla rehydratowanych liofilizatow DOPC
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Rysunek 64. Drugi, czwarty i szosty moment linii sktadowej statej sygnalu z domeny

czestotliwosci dla wielowarstwowych liofilizatow blony modelowej DOPC inkubowanej
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przez 6 miesiecy w funkcji poziomu uwodnienia, Am/mg, a) — M2; b) — M4; ¢) — Me.
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3.4. Kinetyka hydratacji liposoméw DPPC, POPC i DOPC

Rysunki 65 — 67 przedstawiajg kinetyke hydratacji z fazy gazowej dla liofilizowanych
wielowarstwowych liposoméw DPPC, POPC i DOPC. Wykonana kinetyka hydratacji
opisywana jest funkcja trzyeksponencjalng dla probki DPPC, natomiast dwueksponencjalng
dla prébek POPC, DOPC zgodnie z réwnaniem 2. Wyodrebniono w tych uktadach frakcje
wody: wode Ao najscislej zwigzang do powierzchni (nieusuwang przez dehydratacje nad
zelem krzemionkowym), A1 wodg $cisle zwigzana, A2 wodg luzno zwigzang 1 wreszcie As

wode swobodna, roznigce si¢ czasami hydratacji. Uzyskane wyniki zebrano w Tabeli 3.

0’2_"‘,...- - . . . " . ]
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Rysunek 65. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej wielowarstwowych liposomow DPPC
prowadzona w atmosferze o wilgotnosci wzglednej 100%. Dopasowano funkcje

trzyeksponencjalna.

Tabela 3. Wyniki dopasowan superpozycji funkcji eksponencjalnych liofilizowanych probek

liposomdéw wielowarstwowych podczas hydratacji z fazy gazowe;.

Liposom Ao As Ao Az t [h] 2 [h] 13 [h]
DPPC 0,015+ 0,115+ 0,075+ 0,027 + 0,31 + 8,3+ 70 +
0,005 0,007 0,013 0,010 0,02 0,7 13
0,016 0,098 0,211 6,8
POPC + + + B 0,30 + + B
0,007 0,009 0,005 0,07 0,5
0,006 0,057 0,316 0,29
DOPC + + + B + 6,9 + B
0,001 0,006 0,004 0,06 0,3
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Rysunek 66. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej rehydratowanych liofilizatow
wielowarstwowych liposoméw POPC przeprowadzona w atmosferze o wilgotnosci wzgledne;j

100% z dopasowang funkcja dwueksponencjalng.
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Rysunek 67. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej rehydratowanych liofilizatow
wielowarstwowych liposoméw DOPC przeprowadzona w atmosferze o wilgotnosci

wzglednej 100% z dopasowang funkcja dwueksponencjalna.
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Jak wynika z Tabeli 3 dla wszystkich probek wyznaczono parametr Ao, ktdry stanowi wartos¢
do 1,6% suchej masy badanych prébek. Parametr ten moze $wiadczy¢ o zawarto$ci wody,
ktéra byta mocno zwigzana ze strukturg probki i nie ulegata dehydratacji w trakcie wstgpnego
odwadniania nad zelem krzemionkowym. Ukladem wigzacym najwiekszg ilos¢ wody jest
DOPC. Wynika to z budowy strukturalnej i1 fazy, w jakiej si¢ znajduje, bedac w temperaturze
pokojowej. Podobnie, niewiele wigksza warto$¢ czasu hydratacji oraz niewiele mniejsza
maksymalng warto$¢ poziomu uwodnienia zaobserwowano dla liofilizatow POPC. Dla probki
DPPC czas hydratacji t1 jest podobny, jak w przypadku pozostatych lipidow, a czas t» jest
dhuzszy o 1,4 h. Dodatkowo w przypadku probki DPPC wyznaczono dodatkowg sktadowa
swobodna As o czasie hydratacji 70 h. W odrdznieniu od badanej probki DPPC, w przypadku
lipidow DOPC i POPC nie udato si¢ dopasowacé trzeciej funkcji eksponencjalnej (wzor 69).
Czasy hydratacji t1, t- wyznaczone u wszystkich lipidow oraz tz3 u DPPC sg bardzo zblizone
do warto$ci wyznaczonych dla czystego DNA, dla ktorego czasy hydratacji dwoch frakeji
wody $cisle zwigzanej wynosity t1= (0,27 + 0,08)h i t2= (9,8 &+ 3,2)h, a czas hydratacji wody
luzno zwigzanej t3 = (44 + 14)h [83].

Na Rysunku 68 pokazano wykonang kinetyke hydratacji dla liofilizowanych
wielowarstwowych liposoméw DOPC inkubowanych przez 6 miesiecy w —20°C. Dla probki
DOPC inkubowanej przez 6 miesigcy 1 uwadniane] w §rodowisku o wilgotnosci wzgledne;j
100% zaobserwowano dodatkowy, opdzniony proces hydratacji, rozpoczynajacy si¢ po okoto
(281 + 4) godzinach uwadniania, ktéry zinterpretowany zostat jako pgcznienie. Proces tej
hydratacji dla atmosfery o p/po= 100% opisano funkcja:

A 4a (_f) +A (_t)
— = exp (— exp (—
- 0 1 €Xp ) 7 EXp t,

0 t<t,

e
+ Azexp (—) t>t,
ts . (84)

gdzie Az jest amplitudg pecznienia, t3 Czasem pecznienia, za$ to czasem, po ktorym
rozpoczyna si¢ pecznienie. Uzyskane parametry z dopasowania przedstawiono w tabeli

ponizej.

113



Tabela 4. Wyniki dopasowan dwustopniowej funkcji (84) liofilizowanych liposoméw
wielowarstwowych DOPC przewlekle inkubowanych przez 6 miesi¢cy podczas hydratacji
z fazy gazowej.

LipOSOITl Ao Az A, Az to [h] t [h] t [h] t3 [h]
DOPC z

. : 0046+ | 0,195+ | 0,636+ 246+ | 194+ | 454+
‘“kgr‘:]“” 0 0015 | 0015 | 0022 | 81*4| 102 22 26

Proces pecznienia zaczyna si¢ dla DOPC po czasie to = (281 £ 4)h od rozpoczecia trasy
hydratacyjnej. Dla prébki DOPC inkubowanej przez 6 miesigcy uwadnianej w Srodowisku
o wilgotnosci 100% takze wyznaczono catkowity nasyceniowy poziom uwodnienia bez
uwzglednienia procesu pecznienia, czyli Ag + A1 + Az , ktory wynidst (0,241 + 0,031). Poziom
ten jest nizszy niz w przypadku wyznaczonego catkowitego poziomu uwodnienia dla DOPC
bez inkubacji (0,379 = 0,011) i POPC (0,325 + 0,021), natomiast bardzo zblizony do wartosci
poziomu uwodnienia probki dla DPPC (0,232 + 0,035).
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Rysunek 68. Kinetyka hydratacji wielowarstwowych liposoméw DOPC przewlekle
inkubowanych z fazy gazowej przez 6 miesigcy zarejestrowana dla wilgotnosci wzglednej

100% z dopasowang funkcja dwustopniowa (réwnanie 84).
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3.5. FTIR-ATR dla liofilizowanych wielowarstwowych liposoméw POPC oraz
DOPC

Ponizej przedstawiono zebrane widma FTIR-ATR (Rysunek 69 i 70) dla wielowarstwowych
liofilizowanych liposoméw POPC oraz DOPC w zaleznosci od poziomu uwodnienia probek.
Na widmach zaréwno liposoméw POPC, jak i DOPC wida¢ znaczagcy wzrost intensywnosci
pasma pochodzacego od drgan rozciggajacych grup O-H w wodzie w miar¢ wydluzania czasu
uwadniania probki, natomiast odwrotna zalezno$¢ jest w przypadku intensywnosci pasma
vas(CH2), ktora maleje wraz z wydluzaniem czasu hydratacji probek. Do analizy
uwzgledniono pasmo od czystej wody w zakresie dhugosci fali od 3580 cm™ do 3080 cm™
oraz pasmo od grupy metylowej vas(CH2) w zakresie od 2934 cm™ do 2912 cm™ dtugosci fali.
Dla tych zakreséw dlugosci fali wyznaczono pole pod krzywa dla wody i dla grupy
metylowej, a nastepnie obliczono parametr (IvH20/IvCH?), ktéry opisuje stopien hydratacji
lipidow. Na Rysunku 71 wykreslono zalezno$¢ (IvH2O/IvCH2) od czasu uwadniania probek
liofilizowanych liposoméw. Poziom hydratacji probek wyznaczony metoda FTIR ukazuje
charakter eksponencjalny, co zgadza si¢ z pomiarami kinetyki hydratacji przeprowadzanych
dla liofilizowanych liposoméw POPC i DOPC. Niestety, ze wzgledu na mata ilo$¢ punktéw
nie mozna zrealizowa¢ dopasowania funkcji eksponencjalnej dla wynikéw otrzymanych

metodg ATR-FTIR.
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Rysunek 69. Widmo ATR-FTIR zarejestrowane w zaleznosci od czasu uwadniania

liofilizowanych liposoméw wielowarstwowych POPC.
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Rysunek 70. Widmo ATR-FTIR zarejestrowane w zaleznosci od czasu uwadniania

liofilizowanych liposomoéw wielowarstwowych DOPC.
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Rysunek 71. Zaleznos¢ parametru (IvH2O/IvCH2) od czasu uwadniania probek

liofilizowanych liposomow POPC (czarne kotka) 1 DOPC (czerwone trojkaty).

W kolejnym kroku przedstawiono na Rysunku 72 i 73 otrzymane metodg grawimetryczng
poziomy uwodnienia dla odpowiednich probek w czasie uwadniania w stosunku do parametru
(IvH2O/IvCH2) wynikajacego z pomiarow ATR-FTIR. Ta metoda oznaczania hydratacji
zostala wykorzystana w niniejszej pracy w celu sprawdzenia poprawnosci wyznaczenia
poziomu uwodnienia Am/mo metoda grawimetryczng, wykorzystang do prezentacji wynikoéw
NMR. Zaréwno dla liofilizowanych liposoméow wicelowarstwowych POPC, jak i DOPC

zaleznos$¢ (IvH20/IvCH2) od A4m/mo mozna opisa¢ funkcja liniowa:
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dla POPC:

A
Iv(H,0)/Iv(CH,) = (21.65 +5.82) - — + (3.29 + 1.31)
Mo , (85)

oraz dla DOPC:

A
1v(H,0)/1v(CH,) = (30.16 +2.49)  —— + (1.71 + 0.73)
mg . (86)

Podsumowujac, dla POPC oraz DOPC wyznaczona warto$¢ hydratacji grawimetrycznie

koreluje z warto$cig wyznaczong metodg ATR-FTIR.

Iv(H,0)/Iv(CH,) [j.u]

T y T

. - . —_— -
000 005 010 015 020 025 030 035 040
Am/m,

Rysunek 72. Warto$¢ parametru (IvH20/IvCH2) wyznaczonego z pomiaréw FTIR w funkcji

Am/mowyznaczonego grawimetrycznie dla liofilizowanych liposoméw POPC.
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Rysunek 73. Warto$¢ parametru (IvH20/IvCH2) wyznaczonego z pomiaréw FTIR w funkcji

Am/moWyznaczonego grawimetrycznie dla liofilizowanych liposoméw DOPC.
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4. Dyskusja wynikow

Dla trzech wybranych uktadow modelowych bton biologicznych analizowano zachowanie
sladowej ilosci wody adsorbowanej z pary wodnej. Badania wykonano dla liofilizowanych
liposoméw wielowarstwowych DPPC, POPC i DOPC. Badane lipidy roznity si¢ budowa
tancuchéw hydrofobowych, jednakze ich gltowice hydrofilowe byty identyczne. Zbadano
rowniez zjawisko przewlekte; inkubacji 6-cio miesigcznej probki liofilizatu DOPC
przechowywanej w temperaturze —20°C. Dodatkowo wyznaczanie suchej masy probek, mo,
metodg grawimetryczng skontrolowano metoda ATR-FTIR. Proces rehydratacji z fazy
gazowej liofilizowanych wielolamellarnych liposoméw DPPC, POPC i DOPC znacznie rézni
si¢ od siebie. Istotnym czynnikiem moze by¢ liotropowa faza cieklokrystaliczna dla dwoch
badanych fosfolipidow POPC i DOPC, podczas gdy DPPC jest w fazie zelu ponizej gtownego
przejécia fazowego. Kolejng przyczyna réznic w dynamice wody miedzy badanymi uktadami
jest budowa strukturalna badanych czasteczek. Czasteczka POPC ma jeden nienasycony
tancuch weglowodorowy, a czasteczka DOPC posiada dwa tancuchy nienasycone.
Spodziewamy sig, ze czasteczki te beda znacznie bardziej mobilne od czasteczki DPPC. Nie
jest jasne, ktora z liotropowych faz krystalicznych powstaje w kompletnie zdehydratowanych
liofilizatach fosfolipidow. Jednakze dla lameli fotosyntetycznych pszenicy uwodnionych
z liofilizatéw do stosunkowo wysokiego poziomu uwodnienia widma 3'P-NMR wykazuja
charakterystyczny obraz lipidowej fazy lamellarnej L ze znacznym udzialem sygnatu

izotropowego, pochodzacego z ruchomych sferycznych liposomow/miceli [105, 106, 107].

Ocena kinetyki hydratacji z fazy gazowej pozwolita wyodrebni¢ od jednej do trzech frakcji
wody o réznym stopniu zwiazania w uktadzie lipidowym, jednak metodami *H-NMR nie dato
si¢ ich wszystkich wyr6zni¢ w pomiarach. Powodem jest fakt, ze kinetyka hydratacji
rozroznia frakcje wody na podstawie sity ich wigzania do powierzchni, natomiast *H-NMR
rozdziela poduktady sygnatu réznigce si¢ dynamika molekularng (mobilno$cig) protondw.
W zaleznosci od badanych liofilizatow modelowych bton biologicznych, analiza kinetyki
procesu hydratacji przeprowadzanej z fazy gazowej, pozwolita wyr6zni¢ trzy lub cztery
frakcje wody zwigzanej: (1) bardzo $ci$le zwigzanej, pozostajacej w ukltadzie nawet dla
wilgotnosci wzglednej otoczenia réwnej 0%, frakcje wody (2) $ci$le zwigzanej, frakcje wody
(3) luzno zwiazanej, oraz wreszcie (4) frakcje wody swobodnej. Dla prébki DOPC przewlekle
inkubowanej w atmosferze o wilgotnosci wzglednej 100%, po okoto (281 £ 1) godzinach

uwadniania zaobserwowano proces pecznienia, objawiajacy si¢ rozpoczeciem dodatkowego,
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jednego procesu hydratacji (opisanego funkcja jednoeksponencjalng). Wydaje si¢, ze wraz
z hydratacja modyfikuje si¢ matryca stata liofilizatu, umozliwiajac dalsza penetracje wody
w glab struktury. Proces pegcznienia odkryto wezesniej w innych uktadach, w kompleksach
DNA-surfaktant czy czystym DNA [83].

Analiza pomiaréw relaksacyjnych 'H-NMR w domenie czasu pozwolita na wyodrebnienie
we wszystkich badanych probkach liofilizowanych wielowarstwowych liposoméow dwoch
frakcji wody, roznigcych si¢ efektywnym czasem relaksacji spinowo — spinowej dla
protonow. Udalo si¢ wyrdézni¢ wode Scisle zwigzang 1 wode luzno zwigzang w uktadzie
modelowych blon biologicznych, obecng w catym zakresie badanych poziomoéw uwodnien,
podobnie jak miato to miejsce w przypadku anhydrobiotycznych grzybéw zlichenizowanych
[108, 109] lub kompleksach DNA — surfaktant [69]. W zalezno$ci od badanej probki
liofilizowanych wielowarstwowych liposoméw efektywny czas relaksacji spinowo -
spinowej, T 211, dla sktadowe;j relaksacyjnej pochodzacej od wody $cisle zwigzanej wynosit:
(76 + 12)us dla DPPC, (94 + 14)us dla POPC i (125 + 18)us dla DOPC. Natomiast T 212 dla
sktadowej od wody luzno zwigzanej odpowiednio wynosit: (1900 + 400)us dla DPPC, (1388
+ 400)us dla POPC oraz (1114 + 223)us dla DOPC. Takie przypisanie obu frakcji wody jest
podobne do obserwowanej w relaksacji protonéow dla wody zwigzanej z blonami
fotosyntetycznymi [110], plechami porostow [81, 84, 111], czy wody zwigzanej
w nieorganicznym uktadzie modelowym kontrolowanego szkta porowatego [112]. Z tym,
ze dla probki DPPC, ktora znajduje sie w fazie Zelu, warto§¢ czasu T 22 oscyluje
w granicach 2 ms. Warto$¢ ta jest bardziej zblizona do wartosci otrzymywanych czaséw
relaksacji dla polimeréw [113, 114]. W badanych liofilizatach wyrdznione state czasowe dla
sygnatu pochodzacego od ciata statego zaleza od badanego rodzaju liposomow. Dla probki
DPPC stata czasowa T 26 nie zalezy od stopnia uwodnienia probki i wynosi dla usrednionego
sygnalu okoto (23,8 + 0,4)us, co jest warto$cig zblizong dla innych biologicznych stalych
porowatych matryc, np. plech porostow [81, 84, 111], nasion pszenicy [107] oraz kory i tyka
[115]. W poréwnaniu z probkami wykonanymi z POPC i DOPC, stata czasowa T 2c dla
protonéw unieruchomionych zalezy od stopnia uwodnienia probki i sktadowa ta jest
rejestrowana jedynie dla niskich uwodnien. Wiasno$ci magnetyczne probki spowodowaty,
iz nie udato si¢ dopasowa¢ funkcji Gaussa do otrzymanych wynikdw sygnatu zaniku
swobodnej precesji FID. W przypadku POPC stata czasowa T 2 Wzrasta wraz ze wzrostem
poziomu uwodnienia probki od wartosci (25 £ 04)us do (68 = 04)us, sugerujac, ze matryca

stata staje si¢ bardziej mobilna. Dla probki DOPC wyznaczono dwie sktadowe, dla trzech
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najnizszych poziomow uwodnien, pochodzace od frakcji statej charakteryzujace si¢ §rednimi
efektywnymi czasami relaksacji poprzecznej o warto$ciach: (22 + 1)us oraz (69 + 10)us.
Sktadowe state dla tych probek zachowuja si¢ podobnie, jak w przypadku komplekséw DNA
— surfaktant [69] lub polimerow [113, 114].

Zachowanie przesunie¢ chemicznych oraz potozen pikéw w funkcji uwodnienia w widmie
'H-NMR jest odmienne dla kazdego z badanych uktadéw. W probce POPC przesuniccie
chemiczne migdzy frakcjami ciekltymi zwigksza si¢ od 500 Hz do 1100 Hz wraz ze wzrostem
poziomu uwodnienia. W probce DOPC przesunigcie chemiczne wynosi 700 Hz i nie zmienia
si¢ pod wptywem uwodnienia. Natomiast dla inkubowanej probki DOPC przesuniecia
chemiczne frakcji ciektych wynosza 400 Hz, 600 Hz oraz 900 i nie zmienig si¢ pod wptywem
poziomu uwodnienia. Potozenie pikow frakcji stalej w probce DPPC i inkubowanej probce
DOPC jest stabilne w przeciwienstwie do probek POPC i DOPC. W odniesieniu do POPC
i DOPC moze to wynika¢ z reorganizacji sktadnikéw lub zmiany w strukturze zachodzacej
w uktadzie. W dziedzinie cze¢stotliwos$ci frakcja stata Gi (z malejaca szerokoscig poldowkowa
linii) dla wielowarstwowych liposoméw DPPC staje si¢ bardziej mobilna wraz ze wzrostem
poziomu uwodnienia. Nast¢pna linia ciaggla, G2, zarejestrowana jest tylko dla niskich
poziomdéw hydratacji, a jej szeroko$¢ potowkowa (14,5 £ 0,1)kHz wskazuje na mniej
unieruchomione ciato stale niz Gi. Natomiast, zachowanie szerokosci poldwkowej
wyodrebnionej linii Lorentza (AvL malejgca od (4300 + 20)Hz do (671 + 2)Hz) sugeruje,
ze jest to mieszanina sygnatu od frakcji wody luzno 1 od frakcji wody $cisle zwigzane;.
W przeciwienstwie do wynikéw z relaksometrii, gdzie wykryto dwie sktadowe cieczowe L1
(woda $cisle zwigzana) i L2 (woda luzno zwigzana), w widmie *H-NMR wykazaé mozna tylko
jedna usredniong waska linie¢ pochodzaca od wody zwigzanej w DPPC. Uzyskane wyniki
réznig si¢ od wynikdw otrzymanych juz wcze$niej dla DPPC [116]. Poza tym
wielowarstwowe pecherzyki DPPC w niniejszej pracy przygotowano w odmienny sposob,
a procedura liofilizacji tez byta inna. Zabiegi te moga skutkowa¢ réznymi formami morfologii
powierzchni zewnetrznych, ktére lepiej zabezpieczajg lokalne struktury przed wnikaniem
czasteczek wody osadzajacych si¢ w parze wodnej. Jednak eksperyment wykonany juz przez
grupe badaczy [116] przeprowadzono tylko w dziedzinie czasu, gdzie nie rejestruje si¢ roznic
w przesuni¢gciach chemicznych, a doktadniejsza analiza frakcji zwigzanej wody nie byta
mozliwa. Widmo dla liofilizowanych liposoméw POPC i DOPC jest trudniejsze do analizy
i daje bardziej ztozony obraz. Dla POPC otrzymano dwie frakcje state G1 i Gz, ktore wraz

ze wzrostem poziomu uwodnienia stajg si¢ bardziej mobilne, gdyz ich szerokosci potowkowe
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maleja  odpowiednio dla Gi: od (43 + O0,1)kHz do (29,07 =+ 0,04)kHz,
a dla Gz: (17,68 £ 0,01)kHz do (6,64 = 0,01)kHz. Dodatkowo jedna z nich, Gi, jest bardziej
unieruchomiona (posiada podobng szerokos$¢ potowkowa, jak G1 w DPPC) i rejestrowana jest
jedynie dla bardzo niskich poziomoéw uwodnien, Am/mo > 0,10. W POPC wyrdzniono
rowniez w widmie *H-NMR dwie frakcje wody. Jedna z nich, L1 (Ao1 = (730 + 1)Hz), jest
woda luzno zwigzang w uktadzie, a druga, L2 (AvL2 malejaca od (2326 + 3)Hz do (1064 +
19)Hz), to mieszanina wody $cisle i wody luzno zwigzanej. Oznacza to, ze wyniki
potwierdzity, iz struktura POPC jest w stanie zwigza¢ wigcej wody w uktadzie niz struktura
DPPC. Dla DOPC uzyskano jedng frakcje stala, G (AvLi malejaca od (35,0 = 0,1)kHz do (5,88
+ 0,01)kHz), przy czym widoczng jednie dla niskich pozioméw uwodnien, Am/mo > 0,10,
ktéra bardziej przypomina ciato state Gz, widoczne w calym zakresie uwodnien w POPC
(bardziej mobilne, o zmniejszajacej si¢ szerokosci potowkowej). Dopasowane linie
Lorentzowskie, opisujg frakcje wody luzno, L1 (AvLr= (677 £ 4)Hz), 1 wody $cisle zwigzanej,
Lo (AvLr = (2215 £ 5)Hz). Tak wigc czasteczka DOPC charakteryzuje si¢ w catym zakresie
hydratacji jeszcze wigksza mobilnoscia niz POPC i DPPC. Inny obraz uzyskano dla probki
DOPC inkubowanej przez sze$¢ miesigcy. Analizujac widmo, scharakteryzowano cialo state
(Ave = (5,61 £ 0,02)kHz), ktére jest w calym zakresie zmierzonych uwodnien mniej
unieruchomione niz w poprzednich badanych uktadach. Wyodrgbniono takze trzy frakcje
wody zwigzanej w uktadzie, ktore odpowiednio opisano jako wode Scisle zwigzang, Lz (AvLs
= (1185 = 4)Hz), wodg¢ luzno zwiazana, L1 (Avr = (344 + 6)Hz) i jako mieszaning wody
luzno 1 $cisle zwigzanej, L2 (AvLz maleje od (800 £ 9)Hz do (200 + 3)Hz). W pomiarach
zaréwno relaksometrycznych, jak i w spektroskopii *H-MRJ, wyznaczone zaleznosci L/G czy
AU/Ac w probkach liofilizowanych liposoméw wielowarstwowych rdznig si¢ od siebie, ale
wszystkie zaleznoS$ci sg opisywane funkcjami liniowymi. Czgsto jest to proces dwustopniowy,
sugerujacy, ze w badanych uktadach nie obserwujemy rozpuszczania lub przemian fazy
z stalej w ciekla. Jedynie mozemy wnioskowac, iz sygnat od poduktadéw cieczowych ros$nie
liniowo w procesie hydratacji, akumulujac wode dostarczang z fazy gazowej w czasie procesu
hydratacji. W przypadku inkubowanej probki DOPC analiza hydratacyjna sktadowych
mobilnych wiedzie do wnioskow, ze w procesie hydratacji udziat obu linii cieczowych L1 i Lo,
rosnie liniowo. Natomiast udziat sktadowej cieczowej Lz nie wzrasta wraz ze wzrostem
uwodnienia probki, co sugeruje, ze jest ona sygnatem od wody szczelnie zaputapkowanej
w porach struktury rehydratowanego liofilizatu. Mozna przypuszcza¢, iz proces inkubacji
probki DOPC spowodowat, ze uktad si¢ ustabilizowal, osiggajac rownowage w poréwnaniu

z prébkami mierzonymi przed inkubacja.
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Analizujgc momenty linii dla sktadowej stalej sygnatu protonowego NMR przedstawione
zarowno W domenie czasu, jak i czestotliwosci dla probki DPPC oraz w domenie
czestotliwoscei dla probki POPC, cialo state, G, wykazuje dwie skokowe zmiany ruchliwosci.
Obie zmiany zachodza przy niskich hydratacjach ponizej 10% uwodnienia probek. Wynik ten
jest zblizony do wynikéw otrzymanych dla fotosyntetycznych lameli pszenicy [117].
Wyjatkiem jest probka DOPC, w ktérej w domenie czgstotliwosci wykryto jedng zmiang
ruchliwosci ciata statego zachodzaca dla poziomu hydratacji 0,02. Brak drugiej skokowej
zmiany mobilnosci ciata stalego dla DOPC moze by¢ zwigzane z oddziatywaniem pomiedzy
glowicg lipidu a hydrofilowymi tancuchami we¢glowodorowymi. Dodatkowo w probce POPC
ciato statle w dziedzinie czasu wykazuje ciaglta zmiang ruchliwosci dla pozioméw uwodnien
w zakresie od 0 do 0,13, co moze by¢ zwigzane z szybkimi procesami uruchamiania ruchow
ciala statego, spowodowanych wzrostem udzialu frakcji wody luzno zwigzanej w uktadzie
lipidowym. Dla inkubowanej probki DOPC nie wykryto zadnych zmian mobilno$ci ciata
statego. Warto$ci momentéw fluktuuja wokot jednej wartosci, a ich rozrzut jest duzy

i prawdopodobnie przypadkowy.

Uwzgledniajac powyzszg analize, mozna stwierdzi¢, ze w liofilizatach wielolamellarnych
liposoméw wystepuja kawerny o rdznych rozmiarach: mniejsze, w ktérych wszystkie
molekuty wody sa w niewielkiej odlegtosci od $cianek kawerny, a przez to ich mobilnos¢ jest
W znacznym stopniu ograniczona, a takze kawerny wigksze, w ktorych mogg si¢ zawieraé

molekuty wody o ruchliwos$ci ograniczonej w mniejszym stopniu — wody luzno zwigzane;.
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S.

Whioski

. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej liofilizatow modelowych bton biologicznych

z DPPC, POPC i DOPC opisana jest superpozycja funkcji eksponencjalnych. Ujawnita
obecnos¢ trzech lub czterech frakcji wody: 1) zwigzanej bardzo $cisle Ao, 2) zwigzanej
Scisle A1 (charakteryzujacej si¢ krotkim Srednim czasem hydratacji t1 = (0,30 +
0,05)h), 3) frakcji wody luzno zwigzanej A2 (o dtuzszym $rednim czasie hydratacji t> =
(7,33 £ 0,5)h) oraz 4) frakcji wody swobodnej As (0 czasie t3 = (70 = 13)h, obecng
jedynie w uktadzie DPPC).

. Dla rehydratowanych z fazy gazowej liofilizatéw wielowarstwowych liposoméow

z DOPC inkubowanego przez 6 miesieccy W temperaturze —20°C zaobserwowano
proces pecznienia. Pecznienie zwickszylo sygnal od wody o (0,636 + 0,022),
w jednostkach suchej masy; rozpoczeto sie po (281 + 4)h; natomiast czas pgcznienia

wyniost (454 = 26)h.

. Sygnal zaniku swobodnej precesji 'H-NMR dat si¢ rozdzielié na sygnat

od matrycy statej liofilizatow wielowarstwowych, opisywany funkcja Gaussa oraz
sygnatow od frakcji wody roznigcej si¢ mobilnosécig: od wody Scisle oraz od wody
luzno zwigzanej na powierzchniach kompleksu. Zalezno$¢ hydratacyjna catkowitego
sygnalu cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnatu statego, L/G, jest dobrze
opisywana funkcjami liniowymi, co sugeruje brak frakcji stalej rozpuszczalnej

w wodzie.

. Im bardziej mobilna prébka badanych wielowarstwowych liposomow, tym sygnat

zaniku swobodnej precesji pochodzacy od ciata statego zanika wraz ze wzrostem
poziomu uwodnienia probki, a jego efektywny czas relaksacji spinowo — spinowej,
T 26, wynosi odpowiednio: a) dla DPPC T2 = (23,8 £ 0,4)us w calym zakresie
badanych pozioméw uwodnien, b) dla POPC ro$nie od wartosci (25,1 = 0,4)us do (68
+ 2)us, sugerujac wzrost mobilnosci frakcji statej, zarejestrowane dla uwodnien
od 0 do 0,13, ¢) dla DOPC T 261 = (22 + 1)us i T 262 = (69 £ 10)us, tylko wyznaczone

dla trzech najnizszych pozioméw uwodnien.

. Pomiary hydratacyjne widm *H-NMR potwierdzily obecnosé¢ frakcji wody zwigzanej,

a w sygnale od wody zwigzane] mozna wyrdozni¢ jedng, dwie lub trzy (w przypadku

inkubowanego DOPC) przesunigte wzgledem siebie linie Lorentzowskie, pochodzace
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6.

7.

8.

9.

od frakcji wody réznigcych si¢ mobilnoscig molekularng. Ksztatt linii pochodzacych

od matrycy statej opisany byt skutecznie funkcja Gaussa.

Dla probki liofilizowanych wielowarstwowych liposoméw DOPC inkubowanych
przez 6 miesiecy w temperaturze —20°C pomiary hydratacyjne widm *H-NMR daty
inny wynik niz dla liofilizatow bez inkubacji. Dla DOPC inkubowanego przez
6 miesiecy wyodrgbniono trzy frakcje wody zwigzanej oraz jedng frakcj¢ ciala statego
zarejestrowanego w catym zakresie badanych poziomow uwodnien. Jedna z frakcji
wodnych jest woda szczelnie zaputapkowang w porach struktury rehydratowanego
liofilizatu (Avs = (1185 = 4)kHz). Natomiast cialo statle nie wykazato zmian

ruchliwosci w calym zakresie badanych uwodnien (Ave= (5,61 £ 0,02)kHz).

Analiza rozwinigcia linii w szereg momentow dla Mz, M4 i Ms sktadowych statych
sygnatu protonowego wykazata dla probek DPPC i1 POPC dwie skokowe zmiany
ruchliwosci zachodzace dla niskich pozioméw uwodnienia ponizej 0,1. Ze wzgledu
na roznice w budowie tancuchow weglowodorowych w DPPC i POPC mozna
wysung¢ wniosek, iz wykryte dwie jednakowe skokowe zmiany mobilno$ci ciala
statego w wielowarstwowych liposomach DPPC i1 POPC zachodza w polarnej

glowicy.

Analiza momentow linii M2, M4 i Mg dla sktadowe;j stalej sygnatu protonowego dla
wielowarstwowych liofilizowanych liposoméw DOPC ukazata jedng skokowg zmiang

ruchliwosci zachodzaca dla niskich poziomdéw uwodnienia ponizej 0,1.

Zarowno dla rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposoméw POPC, jak
i dla DOPC wykonane pomiary grawimetryczne Am/mo koreluja z poziomem
hydratacji lipidow wyznaczonym metoda ATR-FTIR. Sugeruje to, ze w sygnale L1
udziat mobilnych grup molekularnych lipidu jest zaniedbywalny.

125



Tabele warto$ci dopasowanych parametréw sygnatu zaniku swobodnej precesji ‘H-NMR

Tabela 5. Parametry dopasowan sygnatu FID dla protonow rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposoméw DPPC. Oznaczenia: G amplituda
funkcji Gaussa, AG niepewnos¢, T, efektywny czas relaksacji spinowo-spinowej dla protonow matrycy statej liofilizatu, AT, niepewnos¢, L1 i L, amplitudy

sktadowych cieczowych, a AL1, AL, niepewnosci, T;Lloraz T;Lz to czasy relaksacji spinowo-spinowej dla obu wyodrebnionych frakcji wody zwigzanej,

ATy}, ATy}, iich niepewnosci.

Am/mo G AG T AT ¢ L. ALy Ty | AT Lo AL, T31; ATy,
0,02 65,53 1,54 19,72 0,44 531 1,73 60,06 13,37 0,27 0,43 608,77 1707,00
0,04 42,60 4,10 19,49 0,32 15,93 6,66 22,66 5,45 0,68 0,27 502,11 347,37
0,05 33,64 1,04 20,57 0,26 11,54 1,32 46,26 5,69 2,35 0,25 681,33 98,77
0,06 61,33 2,76 20,76 0,37 13,99 3,58 45,95 11,89 2,82 0,56 910,24 286,53
0,07 22,54 1,53 24,84 0,65 6,04 1,85 58,50 19,54 2,98 0,33 2183,11 677,47
0,08 21,81 0,91 25,25 0,62 7,92 0,99 85,26 16,06 5,07 0,36 5145,95 | 2093,25
0,09 21,39 0,81 25,98 0,58 7,29 0,88 89,15 16,16 6,45 0,32 11343,06 | 6828,51
0,12 43,39 0,96 24,90 0,36 17,60 0,99 95,79 9,58 9,03 0,53 2852,29 528,65
0,16 31,94 0,62 24,68 0,30 12,47 0,64 92,03 8,48 9,28 0,35 2039,96 181,68
0,19 31,51 0,85 25,05 0,41 11,80 0,87 91,14 12,10 11,60 0,49 1780,68 155,74
0,21 32,77 0,71 24,95 0,36 12,63 0,73 100,09 10,56 12,34 0,41 3183,85 370,38
0,25 30,75 0,72 25,39 0,37 11,35 0,73 96,04 11,63 14,06 0,45 1775,58 117,17
0,27 32,45 1,40 26,91 0,73 10,05 1,44 100,76 26,10 15,91 0,82 2564,22 374,13
0,28 34,23 0,80 23,87 0,34 12,05 0,86 82,73 9,37 17,18 0,35 2784,49 182,37
0,29 35,54 0,95 23,89 0,35 11,49 1,04 76,56 10,31 19,13 0,37 2292,97 122,05
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Tabela 6. Parametry dopasowan sygnatu FID dla protonow rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposomoéw POPC. Oznaczenia jak w tabeli

wyzej.

Am/mo G AG T2 AT 3¢ L1 AL To11 ATy L. AL, T312 AT,
0 50,70 1,31 25,10 0,39 5,28 1,35 60,60 8,15 0,28 0,20 635,32 816,71
0,02 18,67 0,88 29,80 0,45 5,79 1,03 63,73 12,64 1,19 0,22 1469,63 217,67
0,04 25,88 2,17 26,28 0,61 15,78 2,67 51,45 8,71 3,84 0,44 907,41 155,10
0,05 37,34 2,30 31,95 0,60 14,24 2,93 59,65 9,59 3,99 0,21 1737,37 120,00
0,06 19,33 2,10 34,26 1,10 16,87 2,42 68,30 11,22 6,76 0,60 1111,03 150,07
0,07 17,00 1,85 37,81 1,29 19,91 2,10 76,49 9,65 9,44 0,60 1208,22 120,35
0,09 26,25 2,50 45,17 1,58 18,55 2,64 105,07 22,56 12,41 1,34 1208,71 183,92
0,1 27,52 2,26 53,97 1,61 17,28 2,27 135,78 30,98 14,97 1,51 1532,94 245,56
0,13 33,79 3,24 68,42 2,49 12,80 4,86 230,91 84,81 15,71 6,91 1553,84 156,35
0,14 - - - - 54,53 1,22 77,65 4,40 21,90 1,42 1132,43 117,33
0,17 - - - - 52,99 1,22 83,37 4,65 23,20 1,40 1267,47 129,92
0,19 - - - - 56,15 1,28 85,00 4,80 25,51 1,47 1488,99 164,87
0,22 - - - - 53,65 1,43 92,39 5,68 26,07 1,62 1614,71 200,36
0,25 - - - - 55,69 1,46 95,73 5,51 28,10 1,64 1528,62 168,46
0,28 - - - - 54,20 1,90 99,55 6,90 30,65 2,13 1191,72 125,19
0,3 - - - - 52,19 2,23 101,65 8,85 32,52 2,49 1433,92 192,25
0,32 - - - - 55,28 1,72 100,28 6,87 31,56 1,91 1965,54 275,95
0,34 - - - - 55,26 1,32 100,68 5,15 35,30 1,47 1717,03 146,92
0,36 - - - - 57,50 1,47 102,58 5,47 36,87 1,63 1660,94 146,01
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Tabela 7. Parametry dopasowan sygnatu FID dla protonow rehydratowanych liofilizatow wielowarstwowych liposoméw DOPC. Oznaczenia jak w tabeli
wyzej.

Am/my | G AG: | T2, | AT, Gx 4G, | T2, | ATz, | Ls AL, | T3y [ ATy | Lo AL, | T35 | 4T3
0,00 74,79 3,45 21,29 0,54 14,24 3,02 51,05 7,93 11,73 2,66 | 14995 | 74,48 1,45 3,71 686,60 | 222,00
0,01 31,20 2,26 22,38 0,63 7,43 4,69 86,27 | 11,47 | 16,73 503 | 137,02 | 75,26 | 10,00 4,96 523,84 | 142,98
0,02 58,33 2,76 22,44 0,48 10,60 4,28 69,16 | 11,17 | 25,60 520 | 124,27 | 41,26 | 10,26 3,81 580,44 | 141,24
0,03 - - - - - - - - 45,44 2,19 | 143,65 | 8,83 7,73 2,31 | 1015,36 | 346,88
0,04 - - - - - - - - 47,10 1,98 | 133,00 | 7,45 7,75 2,10 949,79 | 287,06
0,05 - - - - - - - - 40,83 1,09 93,97 4,49 13,30 1,22 792,62 82,37
0,06 - - - - - - - - 39,89 0,78 90,18 3,23 14,02 0,88 757,86 53,16
0,07 - - - - - - - - 43,48 2,62 | 13390 | 11,31 9,53 2,79 | 1075,78 | 390,49
0,09 - - - - - - - - 42,43 1,62 | 111,43 | 6,97 12,49 1,76 | 1001,69 | 178,07
0,10 - - - - - - - - 40,49 1,61 | 116,95 | 7,50 13,19 1,74 | 1095,20 | 192,27
0,13 - - - - - - - - 39,67 1,56 | 103,23 | 7,40 14,70 1,72 | 1066,91 | 170,82
0,15 - - - - - - - - 41,27 1,74 | 108,20 | 7,89 16,24 1,91 1052,98 | 164,51
0,19 - - - - - - - - 39,29 2,10 | 119,64 | 10,13 | 18,15 2,27 | 1105,39 | 183,42
0,22 - - - - - - - - 34,80 1,81 | 127,10 | 10,82 | 18,19 1,95 | 1444,20 | 253,89
0,27 - - - - - - - - 39,58 2,48 | 143,00 | 14,21 | 19,88 2,65 | 1913,52 | 518,32
0,31 - - - - - - - - 40,44 1,78 | 13563 | 9,24 24,29 1,91 | 1458,21 | 185,12
0,33 - - - - - - - - 39,48 1,76 | 137,09 | 9,75 26,50 1,88 | 1701,20 | 223,40
0,36 - - - - - - - - 42,69 1,87 | 14259 | 9,81 25,66 2,00 | 1822,30 | 275,71
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