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STOSOWANE SKROTY I OZNACZENIA

a — powierzchnia przekroju poprzecznego czesci hydrofilowej czasteczki
w plaszczyznie miedzyfazowej

a — promien analizowanych czastek

A — powierzchnia przypadajaca na pojedyncza czasteczke w filmie
powierzchniowym

BAM — mikroskopia kata Brewstera

c — stezenie

Chol — cholesterol

CMC — krytyczne stezenie micelizacji

C,! — modut $cisliwosci monowarstwy

CTAB — bromek heksadecylotrimetyloamoniowy

Dn — $rednica hydrodynamiczna

DLS — dynamiczne rozpraszania $wiatta

DOPC — 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

DPPC — 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

DTAB — bromek dodecylotrimetyloamoniowy

Dr — wspotezynnik dyfuz;ji

e — tadunek elementarny

ELS — elektroforetyczne rozpraszanie Swiatta

F — sita

F — stata Faradaya

FT-IR — spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera

g — stata grawitacji

G — stan gazowy

GUvV — olbrzymie liposomy jednowarstwowe

h — glebokos¢ zanurzenia

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

ITO — tlenek cyny indu

k — stata Boltzmanna

I, L — dhugos¢

LC — stan ciekty skondensowany

LE — stan ciekly rozprezony

LUV — duze liposomy jednowarstwowe

La — nieuporzadkowana faza cieklokrystaliczna

Lp — uporzadkowana faza zelowa

MLV — liposomy wielowarstwowe

n — liczba jonéw w jednostce objetosci (m?)

n — wspotczynnik zatamania Swiatta

P — parametr upakowania

PC — fosfatydylocholina



PCS — spektroskopia korelacji fotonow

PDI — wspolczynnik polidyspersyjnosci

PE — fosfatydyloetanoloamina

PI — fosfatydyloinozytol

POPC — 2-oleoilo-1-palmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

PS — fosfatydyloseryna

R — stala gazowa

RALS — prawokatowe rozpraszanie $wiatta

S — stan staty

SDS — dodecylosiarczan sodu

SLBs — membrany na podtozach statych

SLS — statyczne rozpraszania §wiatlta

SUvV — male liposomy jednowarstwowe

t — grubosé

T — temperatura

Tm — temperatura przejscia fazowego

TTAB — bromek tetradecylotrimetyloamoniowy

uv — liposomy jednowarstwowe

UV-Vis  —spektroskopia z zakresu ultrafioletu i $wiatta widzialnego

\Y — objetos¢

w — szeroko$¢

X — odleglo$¢ wskazujaca plaszczyzne poslizgu, przy ktérej rozwazany jest
potencjat dzeta

Zi — tadunek danego jonu

Y — napigcie powierzchniowe

AV — zmiana potencjatu powierzchniowego

3 — przenikalnos$¢ elektryczna

¢ — potencjat elektrokinetyczny, potencjat dzeta

n — lepkos¢ rozpuszczalnika

0B — kat Brewstera

0o — kat zwilzania

k! — grubo$¢ podwojnej warstwy elektrycznej

e — ruchliwo$¢ elektroforetyczna

Nz — sktadowa wektora momentu dipolowego prostopadta do powierzchni
subfazy

n — ci$nienie powierzchniowe

Tzal — krytyczne ci$nienia powierzchniowe

P — gestosé

Co — ladunek powierzchniowy

Yo — potencjal powierzchniowy



1. Wprowadzenie i cel pracy

Badania prowadzone na poziomie komérkowym przy uzyciu zywych organizmow
1 rzeczywistych probek tkanek sg niezwykle ztozone 1 skomplikowane. Natomiast wyniki
uzyskane z takich eksperymentdw sa czesto zarowno niejednoznaczne, jak i trudne do
wyjasnienia. Uzasadnione jest wigc uproszczenie badanego uktadu w pierwszym etapie
eksperymentu, a nastepnie jego odpowiednie modyfikowanie w celu weryfikacji
postawionych pierwotnie hipotez badawczych. Nauka zdazyta opracowac idealne narzg¢dzie
do tego celu w postaci modelowych bton lipidowych, ktérych unikatowa cechg jest analogia
strukturalna w pordéwnaniu z naturalnymi btonami komérkowymi. Ze wzgledu na swoje
zalety, modelowe membrany ciesza si¢ w dzisiejszych czasach duzym zainteresowaniem
wsrod Badaczy z wielu dziedzin nauki — poczawszy od biologii molekularnej, poprzez
medycyng, a skonczywszy na nauce o srodowisku. Natomiast ilo$¢ badan z ich udziatem
wykazuje nieprzerwanie tendencje wzrostowa, co jeszcze bardziej podkresla ich ogromna
przydatnos¢ w rozwoju nauki i poznaniu $wiata. Jednak czy wszyscy maja §wiadomosé, jak
fatwo wlasciwos$ci uktadow modelowych zmieniaja si¢ pod wplywem niewielkiego dodatku
substancji tak wszechobecnych we wspolczesnym $wiecie, jak surfaktanty?

W aspektach aplikacyjnych zjawisko modyfikacji powierzchni liposoméw poprzez
dodatek surfaktantow jest niezwykle pozytywne, poniewaz umozliwia dostosowanie
wlasciwos$ci pegcherzykow lipidowych do okreslonych celow. Taki zabieg usprawnia na
przyktad system dostarczania lekow. Warto podkresli¢, Zze liposomowe formulacje lekow
odgrywaja obecnie znaczenie kluczowe, co potwierdza wysoka liczba prac naukowych (~15
tysiecy) opublikowanych w 2021 roku 1 powigzanych wedlug bazy Scopus z haslem:
»liposomes in drug delivery system” (,liposomy w systemie dostarczania lekow”; dane
z 13.06.2022). Jednak pomimo rozwoju liposomowych nosnikow lekow, wpltyw zwiazkoéw
powierzchniowo czynnych na wiasciwosci pecherzykow lipidowych pozostaje czgsciowo
niejasny. Powszechnie znane jest zjawisko solubilizacji dwuwarstw lipidowych pod
wplywem surfaktantow o stezeniu przewyzszajacym krytyczne st¢zenie micelizacji.
Natomiast wptyw addycji niewielkich ilosci surfaktantow do uprzednio zsyntezowanej
zawiesiny liposomow pozostaje kwestig otwartg. Sg to zagadnienia bardzo istotne, poniewaz
niewielkie ilosci surfaktantéw moga zosta¢ wprowadzone do uktadu pomiarowego
nieswiadomie i w ten sposob wptywaé na wyniki uzyskane podczas do§wiadczen. Z drugiej

strony, zaobserwowanie korzystnych zmian we wlasciwosciach gotowych liposomow



w wyniku dodatku surfaktantéw stanowi szans¢ zoptymalizowania standardowej procedury
poprawy systemu dostarczania lekoéw do organizmu.

Standardowa procedura modyfikacji powierzchni liposomow polega na dodaniu
surfaktantu do uktadu juz na etapie otrzymywania pecherzykoéw lipidowych. Oznacza to, ze
przy kazdorazowej koniecznosci zmiany charakterystyki liposoméw, ich preparatyke nalezy
przeprowadzi¢ od nowa. Niewatpliwym ulatwieniem bytoby niejako rozdzielnie tej
procedury na dwa etapy, z ktorych pierwszy dotyczytby preparatyki liposomow o zagdanym
sktadzie lipidowym, a drugi — dostrojenia wlasciwosci liposoméw poprzez dodatek
odpowiedniego zwigzku powierzchniowo czynnego. Dlatego tez gldéwnym celem badan
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy byto zweryfikowanie mozliwo$ci
wbudowywania si¢ niewielkich ilo$ci surfaktantow w strukture modelowej btony
biologicznej. Jako uklady modelowe zastosowano monowarstwy lipidowe (monowarstwy
Langmuira) oraz dwuwarstwy lipidowe w postaci liposomow. Dla pelnej analizy tego
zagadnienia do badan wybrano surfaktanty zréznicowane pod wzgledem natury chemicznej
(surfaktant niejonowy, anionowy 1 kationowy) i dtugosci tancucha weglowego (surfaktanty
kationowe o 12-, 14- i 16-weglowym lancuchu alifatycznym). Poniewaz oddziatywania
surfaktantu z biomembrang zalezg prawdopodobnie od sktadu lipidowego samej btony, do
badan wiaczono uktady modelowe utworzone z lipidow o zré6znicowanym stopniu nasycenia
tancuchéw acylowych oraz zawierajace cholesterol. Celem pracy byto ponadto poréwnanie
wplywu surfaktantow jonowych zbudowanych z 12-weglowego taficucha hydrofobowego
na potencjat elektrokinetyczny liposomow w zaleznosci od metody ich otrzymania oraz
momentu dodania surfaktantu do uktadu.

W eksperymentach zastosowano dodatki tylko znikomych ilo$ci zwigzkow
powierzchniowo czynnych, by réwnolegle przeanalizowa¢ wplyw nieumyS$lnego
zanieczyszczenia uktadu pomiarowego surfaktantami na uzyskane wyniki. Rozwazanymi
lipidami i surfaktantami byty zwigzki tradycyjne, czesto stosowane w badaniach naukowych

oraz w zyciu codziennym jako detergenty.



CZESC TEORETYCZNA

2. Naturalne blony biologiczne

Organizm cztowieka zbudowany jest z r6znorodnych typow komorek, ktérych taczna
liczba w pojedynczym organizmie podawana jest w bilionach [1]. Kluczowym elementem
kazdej prawidlowo funkcjonujacej komorki jest z kolei btona komdrkowa, oddzielajaca jej
wnetrze od srodowiska zewnetrznego 1 chronigca tym samym komorke przed szkodliwym
dziataniem czynnikow zewnetrznych. Btona komorkowa reguluje ponadto transport
substancji, umozliwia reakcj¢ na bodzce, czy tez bierze udzial w katalizie reakcji
metabolicznych [2]. O specyficznych wlasciwosciach biomembran decyduje przede
wszystkim ich sktad lipidowo-biatkowy, ktéry jest zroznicowany zarowno wsrdd réznych
organizméw zywych, jak i pomiedzy odrgbnymi przedziatami tych samych komorek [3].

Moze by¢ réwniez niejednolity w obrebie tej samej blony komorkowej [4].

2.1. Budowa blon biologicznych

Blon¢ komorkowa tworza lipidy oraz biatka porzadkujace si¢ w organizmie w model
tak zwanej ptynnej mozaiki lipidowo-biatkowej [5]. Model ten, obowiagzujacy od 1972 roku
do dnia dzisiejszego, zaklada, ze bialka blonowe zanurzone sa w nadmiarze czasteczek
lipidéow zorganizowanych w form¢ dwuwarstwy [6]. Biatka blonowe moga przenikac taka
dwuwarstwe (biatka integralne), by¢ luzno potaczone z jej powierzchnig (biatka
peryferyjne), jak rowniez by¢ zwigzane wigzaniami kowalencyjnymi z lipidami tworzacymi

dwuwarstwe (biatka zakotwiczone) [7,8] (Rysunek 1).

&
. tancuchy
~ Biatka weglowodanowe
Dwuwarstwa | (@& »
lipidowa Al Ty , o Tt
Sttt T i\l\'"l\l\l\l\‘\l\\\\\ H{ll?/'/f/m r
\ LA
&y gy NGNSy,
Kanat - Ll id I
proteinowy e

Rysunek 1. Model struktury blony komorkowej [9].
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Najbardziej rozpowszechnionymi w komorkach ssakow grupami lipidéw, a zarazem
klasami lipidéw o najwigkszym znaczeniu biologicznym, sg glicerofosfolipidy, sfingolipidy
1 sterole [10]. Glicerofosfolipidy to wszechobecne w przyrodzie polarne zwiazki chemiczne
sktadajace si¢ z rdzenia w postaci glicerolu zwigzanego z jednym badz dwoma
dlugotancuchowymi kwasami tluszczowymi oraz z reszta fosforanowa potaczong
z czasteczka alkoholu. W komorkach eukariotycznych glicerofosfolipidy wspottworzone sg
zwykle przez nastepujace alkohole: choling, etanoloaming, seryne oraz inozytol, ktore to
wchodza w sklad kolejno: fosfatydylocholiny (PC), fosfatydyloetanoloaminy (PE),
fosfatydyloseryny (PS) oraz fosfatydyloinozytolu (PI) [11]. Cecha wyr6zniajaca te klase
lipidow jest ich aktywne uczestnictwo w regulacji proceséw metabolicznych, a takze udziat
w sygnalizacji komorkowej [12]. Do grupy glicerofosfolipidéow =zalicza sie: 1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholing ~ (DPPC),  2-oleoilo-1-palmitoilo-sn-glicero-3-
fosfocholing (POPC) oraz 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholing (DOPC) (Rysunek 2).
Zwiazki te roznig si¢ miedzy sobg stopniem nasycenia kwaséw thuszczowych i zmieniajg si¢
od formy catkowicie nasyconej (DPPC), poprzez potnienasycong (POPC) do nienasycone;j
(DOPC). To witasnie wymienione lipidy sg zazwyczaj wybierane do badan modelowych,
przez co sa prawdopodobnie najlepiej scharakteryzowanymi glicerofosfolipidami

btonowymi ssakdw.

o)
PSSP t "
DPPC 07N oo~
\/\/\/\/\/\/\/\n/o H . |\
o)
o)
/\/\/\/\/\/\/\/U\ L
b )
FOFE /\/\/\/E/\/\/\/gnjgg\o OI O\/\wr\
o)
O o)
SRy,
— s
DOPC O/Sg\o R NN

/\/\/\/\_/\/\/\/\n/ O |

O
Rysunek 2. Wzory strukturalne wybranych glicerofosfolipidow.
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Kolejng wazng grupe lipidow budujacych komorki ssakéw stanowig sfingolipidy.
Cechg wspolna tych zwigzkow jest wystepowanie w ich strukturze wieloweglowodorowego
szkieletu bedacego nienasycong zasadg sfingoidowa [13]. Szkielet ten taczy si¢ z resztg
kwasu thuszczowego oraz z grupg funkcyjng. Znanych jest kilka podklas sfingolipidow, ktore
odznaczaja si¢ duza roznorodnoscig chemiczng, wynikajaca bezposrednio z mnogosci
kombinacji potaczen réznego typu zasad sfingoidowych z szeregiem grup funkcyjnych, czy
tez z roznymi tancuchami alifatycznymi [14]. W uktadach biologicznych sfingolipidy
odgrywaja rol¢ bioaktywnych molekul, ktore dziataja jak wewnatrzkomorkowe
1 miedzykomorkowe przekazniki [13]. Zaangazowane sg w takie procesy komorkowe jak:
proliferacja [15], réznicowanie [16], apoptoza [17,18], autofagia [19], sygnalizacja
wapniowa [20] 1 odpowiedZz immunologiczna [21,22].

Ostatnig grupa lipidow, ktéra zostanie omoOwiona w tym rozdziale, sg sterole.
Zwiazki te zbudowane sg z czteropier§cieniowego rdzenia steroidowego, weglowodorowego
fancucha bocznego oraz grupy hydroksylowej [23]. Najbardziej znanym przedstawicielem

tej klasy lipidéw jest cholesterol (Chol) (Rysunek 3).

Cholesterol

HO

Rysunek 3. Wzor strukturalny cholesterolu.

Cholesterol wystgpuje w btonach komoérkowych ssakéw w znacznej ilosci (ok. 25%
w stosunku do masy wszystkich lipidow) 1 warunkuje ich prawidtowe funkcjonowanie [24].
Jego gléwnym zadaniem jest utrzymanie integralnosci i ptynnosci bton komérkowych oraz
pehienie funkcji prekursora w syntezie niezbednych dla organizmu substancji, takich jak:
hormony steroidowe, kwasy zoélciowe i witamina D [25]. Istote wyzszo$ci tego lipidu
podkresli zapewne fakt, iZ nazywany on jest: ,,centralnym lipidem komoérek ssakow” [26].
Cholesterol wykorzystywany jest w badaniach modelowych bton lipidowych jako regulator

stabilnosci, ptynnosci i1 przepuszczalno$ci bton [27].
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2.2. Struktura lipidowa blon biologicznych

Lipidy rozmieszczone sg w btonach biologicznych asymetrycznie [28]. Oznacza to,
ze wewnetrzna warstwa biomembran charakteryzuje si¢ odmiennym w stosunku do warstwy
zewngtrznej sktadem. W przypadku bton komoérkowych eukariotow fosfatydylocholina oraz
sfingolipidy wystepuja gtéwnie W zewngtrznej warstwie membrany,
a fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloinozytol gromadza si¢ w jej
wewnetrznej czesci [29]. Z kolei lokalizacja cholesterolu w btonach komoérkowych nie jest
okreslona jednoznacznie. Sugeruje si¢, ze moze on by¢ czgScig zarOwno wewngtrznej
warstwy cytozolowej, jak 1 gromadzi¢ si¢ na zewnetrznej niecytozolowej powierzchni blony
[30,31].

Asymetria w rozlozeniu lipidéw w biomembranach niesie za soba pewne
konsekwencje. Jedng z nich jest zaggszczenie ujemnego tadunku w wewnetrznej warstwie
btony zwigzane z obecnoscia PS 1 P1, a inng — r6znoraki stopien pofatldowania dwuwarstwy.
Wynika on z odmiennej geometrii molekularnej sktadnikow lipidowych bton biologicznych.
Zdefiniowanie ksztattu czasteczki lipidowej, a jednocze$nie okreslenie preferowanej formy
strukturalnej, jakg czasteczka przyjmuje w srodowisku wodnym, opiera si¢ na wyznaczeniu

parametru upakowania (P) ze wzoru [32]:

P=— (M
gdzie: V oznacza objetos¢ czesci niepolarnej czasteczki, @ oznacza powierzchnie przekroju
poprzecznego czgsci hydrofilowej czasteczki w ptaszczyznie migdzyfazowej, a L to dlugos¢
czesci hydrofobowe;.

Gdy parametr upakowania rowny jest jednosci, to czasteczki lipidu przyjmuja ksztatt
cylindra i w §rodowisku wodnym tworzg ptaskie dwuwarstwy. Gdy P> 1, to czasteczki maja
ksztatt stozka 1 w srodowisku wodnym formujg odwrocone micele. Natomiast, gdy P <1, to
czasteczki przybierajg ksztatt odwroconego stozka 1 w srodowisku wodnym tworza micele

sferyczne. Uscislajac zakresy zmiennos$ci parametru upakowania i rozwazajac sytuacje, gdy
% < P < 1 okaze si¢, ze w tym przypadku czasteczki lipidu w $rodowisku wodnym

preferencyjnie utworza sferyczne pecherzyki dwuwarstwowe [33]. Opisane wyzej

zalezno$ci obrazuje Rysunek 4.
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czes¢ hydrofobowa
P=1 P>1 P<1

Rysunek 4. Preferowana forma strukturalna czgsteczki w srodowisku wodnym w zaleznosci
od wielko$ci parametru upakowania [34].

Inng wazng cechg lipidow tworzacych blone komorkowa jest ich ciagly ruch,
polegajacy na dyfuzji lateralnej, dyfuzji rotacyjnej lub na zjawisku flip-flop [35,36]. Dyfuzje
lateralng nalezy rozumie¢ jako przemieszczanie si¢ czasteczek lipidow w plaszczyznie
blony, dyfuzje rotacyjna jako ruch czasteczek wokoét wiasnej osi (prostopadlej do
powierzchni blony), a ruch flip-flop — jako przemieszczanie si¢ czasteczek lipidow
pomiedzy warstwami biomembrany [37]. Mozliwe s3a roéwniez ruchy jedynie
hydrofobowych tancuchéw alkilowych czasteczek lipidow.

Istotny wptyw na charakterystyke dwuwarstwy lipidowej, w tym rowniez na
ruchliwo$¢ lipidow ja tworzacych, ma stan fizyczny tych lipidéw [38]. Lipidy, w zaleznos$ci
od temperatury, wystepuja bowiem w uporzadkowanej fazie zelowej (Lp) lub
w nieuporzadkowanej fazie ciektokrystalicznej (L.). Faza Zelowa cechuje si¢ ciasnym
upakowaniem czgsteczek, w ktorym ruchliwos$¢ jest ograniczona i wystgpuje w temperaturze
nizsze] od tzw. temperatury przejscia fazowego (7Tm). Temperatura ta jest cecha
indywidualng kazdego lipidu. Faza cieklokrystaliczna za§ wyr6znia si¢ luznym uloZeniem
mobilnych czasteczek 1 wystgpuje w temperaturach wyzszych od temperatury przejscia
fazowego. Nalezy zaznaczy¢, iz w warunkach fizjologicznych btony komorkowe zazwyczaj
wystepuja w fazie cieklokrystalicznej. Cho¢ w szczegdlnych przypadkach modyfikacji
sktadu lipidowego maja miejsce zmiany w ich uporzadkowaniu [39]. Co wazne,

konsekwencja spontanicznych ruchow sktadnikéw biomembrany jest jej ptynnos¢ [40].

3. Modelowe blony biologiczne

Modelowe btony biologiczne cieszg si¢ obecnie duzym zainteresowaniem wsrod

badaczy z roznorodnych dziedzin nauki. Szczegdlnie tych, w ktérych kluczowym punktem
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badan jest rzetelne odwzorowanie warunkdéw panujacych wewnatrz zywych organizmow. Ze
wzgledu na ich analogi¢ strukturalng w poréwnaniu z naturalnymi btonami komérkowymi
zastosowanie uktadéw modelowych blon jako materiat badawczy umozliwia bowiem
formutowanie istotnych wnioskéw na temat ztozonych, czgsto skomplikowanych procesow

biologicznych [41].

powietrze

czesc¢ hydrofilowa

er BEABBEREBREEBEE

czes¢ hydrofobowa
roztwér wodny

Monowarstwa Langmuira Jednowarstwowy liposom

Rysunek 5. Schemat najpopularniejszych modeli bton biologicznych [42,43].

Najczesciej wykorzystywanymi modelami biomembran sg monowarstwy Langmuira oraz
liposomy, ktorych schematyczny wyglad ilustruje Rysunek 5. Innymi modelami bton s3

btony lipidowe na podtozu statym i czarne filmy lipidowe [6].

3.1. Monowarstwy Langmuira

Monowarstwy  Langmuira, nazywane takze filmami Langmuira, s3
jednowarstwowym modelem blon biologicznych, tworzonym przez pojedyncze warstwy
substancji filmotworczej utozone na granicy faz ciecz—gaz [44]. Pomimo, ze model
jednowarstwowy odzwierciedla w zasadzie tylko potowe biomembrany i nie oddaje jej
w catosci, jest on chetnie wykorzystywany w badaniach naukowych. W niektorych
przypadkach dostrzega si¢ nawet przewage jednowarstwowego modelu nad modelem
dwuwarstwowym z powodu jego zalet, takich jak: przewyzszajaca biwarstwy stabilnos¢ oraz
mozliwo$¢ tworzenia blon w szerszym zakresie st¢zen lipidow [45]. WyzZej wymienione
cechy w polaczeniu z wiedza, iz w odpowiednich warunkach wiasciwosci monowarstw
lipidowych 1 dwuwarstw lipidowych sa wysoce skorelowane, zachgcaja do
wykorzystywania tego modelu bton [46]. Z kolei najlepszym rozwigzaniem wydaje si¢
zastosowanie dwoch systeméw modelowych w jednym eksperymencie tak, by skorzysta¢

z mocnych stron obu z nich 1 sformutowaé niepodwazalne wnioski.
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3.1.1. Tworzenie monowarstw Langmuira

Monowarstwy Langmuira tworzone sg przy uzyciu tzw. wagi Langmuira [47].
Obowigzkowym wyposazeniem takiej wagi jest termostatowana wanienka, ktorg wypetnia
si¢ ciecza stanowigca faze nos$ng (inaczej subfazg), czujnik cisnienia powierzchniowego oraz
ruchome barierki, umozliwiajagce kompresj¢ monowarstwy. Schemat wagi Langmuira

przedstawiono na Rysunku 6.

Monowarstwa

Czujnik cisnienia powierzchniowego

Ptytka Wilhelmy'ego

Ruchome barierki

Wanna Langmuira

Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie wagi Langmuira [48].

Procedura utworzenia nierozpuszczalnej monowarstwy Langmuira nie jest
skomplikowana i mozna ja podzieli¢ na dwa etapy. W pierwszym kroku substancje
filmotworcza rozpuszcza si¢ w niepolarnym rozpuszczalniku organicznym. W drugim zas
substancje t¢, w odpowiednich iloSciach, zaleznych miedzy innymi od powierzchni
wanienki, nanosi si¢ na powierzchni¢ subfazy. Jako, ze zwiazki tworzace monowarstwy
Langmuira charakteryzuja si¢ amfifilowa struktura, po odparowaniu rozpuszczalnika
czasteczki zorientujg si¢ na granicy faz w specyficzny sposob [49]. Cz¢$¢ hydrofilowa,
oddziatujac chetnie z czasteczkami wody, ulokuje si¢ w warstwie powierzchniowej subfazy.
Natomiast, cz¢§¢ hydrofobowa unika kontaktu z czasteczkami wody, wiec ustawi si¢
w stron¢ fazy gazowej. Tak powstaly dwuwymiarowy film Langmuira jest stabilny wowczas,
gdy zachowana jest odpowiednia rdwnowaga oddzialywan hydrofilowo—hydrofobowych. Na

stabilno$¢ monowarstwy ma rowniez wptyw temperatura, pH 1 sita jonowa fazy nosnej [50-52].

3.1.2. Zastosowanie monowarstw Langmuira

Przez wzglad na ogromne znaczenie procesow fizykochemicznych zachodzacych na

granicy faz ciecz—powietrze, monowarstwy Langmuira znajduja zastosowanie w wielu
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dziedzinach nauki. Zwtaszcza, ze stanowig one uzyteczng platform¢ do szczegotowego
badania oddzialywan mi¢dzyczasteczkowych na granicy faz [53]. Zapewniaja przy tym duza
roznorodno$¢ materialu badawczego 1 pozwalaja na precyzyjng kontrole upakowania
czasteczek w strukturze btony [54].

Model jednowarstwowy bton biologicznych przydatny jest szczegdlnie do okreslenia
interakcji pomiedzy czasteczkami lipidow [55,56], a takze migdzy czasteczkami lipidow
1 substancjami biologicznie czynnymi [57-61]. Czyni to tym samym monowarstwy
Langmuira narzedziem wielokrotnie wykorzystywanym w chemii medycznej czy
farmakologii przy projektowaniu nowych lekéw, gdyz w oparciu o badania modelowe
mozliwe jest zrozumienie mechanizmu ich dziatania [62,63]. Ostatnio, poprzez
zastosowanie modelu Langmuira dostarczono na przyklad nowych informacji na temat
procesoOw determinujacych wchtanianie lekéw przeciwnowotworowych [64,65]. Uktady
monowarstwowe stosowane sa powszechnie w biologii molekularnej do wyjasnienia
aktywnos$ci enzymow oraz bialek [66—68], a takze w nanotechnologii — do badania wplywu
nanoczgstek na wtasciwosci bton lipidowych [69-71]. Okazuje si¢ na przyktad, ze badania
podstawowe, dotyczace wplywu nanoczastek chityny na zachowanie odpowiedniej
monowarstwy Langmuira, sg zrodtem informacji o toksyczno$ci tych nanoczastek wobec
ludzkich ptuc [72]. Przytoczony przyklad taczy nanotechnologi¢ z zagadnieniami chemii
srodowiskowej 1 medycznej, i jest tylko jednym z wielu w catej puli prac badawczych
podobnie interdyscyplinarnych. Monowarstwy Langmuira stosowane s3a roéwniez
w badaniach z zakresu szybko rozwijajacej si¢ w dzisiejszych czasach chemii polimerdw,
w ktorych stanowig metod¢ analizy procesu degradacji biodegradowalnych materiatow
polimerowych [73,74].

Nie mozna w tym miejscu nie wspomnie¢ o niejako drugiej gatezi mozliwos$ci
aplikacyjnych monowarstw Langmuira, jaka jest tworzenie membran na podtozach statych
(SLBs, ang. Supported Lipid Bilayers) [75]. Struktury te powstaja w wyniku wyniesienia
klasycznej monowarstwy Langmuira z powierzchni subfazy na podloze stale, np. szklo
borokrzemowe, mike czy ztoto [76]. Wynurzeniu z roztworu wodnego podlegaja zwykle
dwie monowarstwy, ktore finalnie tworza uktad dwuwarstwowy. Co ciekawe, poprzez
zapewnienie réznego sktadu lipidowego kazdej z monowarstw mozliwe jest utworzenie

struktur jeszcze lepiej nasladujacych wiasciwosci naturalnych bton biologicznych [77].
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3.1.3. Metody badania monowarstw Langmuira

Monowarstwy  Langmuira  analizuje si¢  roéznorodnymi  technikami
eksperymentalnymi, takimi jak: pomiar ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
czasteczkowej [78,79], pomiar potencjalu powierzchniowego [80,81], testowanie penetracji
monowarstwy [82], mikroskopia fluorescencyjna [83,84], mikroskopia kata Brewstera [85],
spektroskopia UV—Vis [86], odbiciowa spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni
z modulacjg polaryzacji [87,88], wibracyjna spektroskopia generacji sumy czestosci [89,90],
dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego [91-93], czy tez reologia migdzyfazowa
[94,95]. Ponizej zostang omodwione techniki wykorzystane w badaniach stanowiacych

podstawe niniejszej pracy.

3.1.3.1. Pomiar ciSnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
przypadajacej na pojedyncza czasteczke w filmie powierzchniowym
Podstawowa metoda oceny wlasciwos$ci monowarstw Langmuira jest analiza zmian
cisnienia powierzchniowego (z) w funkcji powierzchni przypadajacej na pojedyncza
czasteczke w filmie powierzchniowym (4) [96]. Analiza przeprowadzana jest w stalej
temperaturze i odbywa si¢ poprzez kompresj¢ monowarstwy wymuszong automatycznym
ruchem barierek w kierunku srodka wagi Langmuira. Pomiaru ci$nienia powierzchniowego,
bedacego roznica napigcia powierzchniowego czystej subfazy () 1 napigcia
powierzchniowego subfazy pokrytej monowarstwa (ym), dokonuje si¢ zazwyczaj metoda
Wilhelmy’ego [97]. Metoda ta polega na okresleniu sity wywieranej na specjalng ptytke
(ptytke Wilhelmy’ego) zawieszong na ramieniu wagi 1 cze§ciowo zanurzong w subfazie [97].
Na prostokatng ptytke o dlugosci I, szerokosci w i1 grubosci # wykonang z materiatu
zwilzalnego przez ciecz o gestosci pp (np. platyna, bibuta filtracyjna) dziata bowiem sita Fy

[98]:
Fog= ppglwt + 2y,(t + w)cost - p, gtwh ()

gdzie: g oznacza stalg grawitacji, 6y kat zwilzania ptytki przez czysta subfaze, pr gestosé
cieczy, w ktérej zanurzona jest ptytka, natomiast A — gleboko$¢ zanurzenia ptytki.
W przypadku naniesienia na subfaz¢ monowarstwy Langmuira sita F, wywierana na t¢

sama plytke Wilhelmy’ego bedzie wynosita:

F, = ppglwt+ 2y (t+w)cost,, - p,gtwh (3)
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gdzie: 6n oznacza kat zwilzania plytki przez subfaze pokryta monowarstwa. Po

uproszczeniu réznicy wynikajacej z rownan (3) i (2), otrzymamy nastepujaca prawidtowosc:
AF = 2w(y -7, “)

Wyrazenie pozwalajagce wyznaczy¢ ci$nienie powierzchniowe przyjmie zatem postac:

m= - )

Wynikiem pomiaru ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
czasteczkowej jest krzywa nazywana izotermg m—A, ktérej schematyczny przebieg
przedstawia Rysunek 7. Wyglad takiej izotermy niesie bezposrednig informacj¢ na temat
stanu fizycznego monowarstwy w danych warunkach eksperymentalnych 1 zalezy od

rodzaju substancji filmotworczej, sktadu subfazy oraz temperatury [99].

A

Stan gazowy (G)

Hle b 6§ & BA
\  Stan ciekly rozprezony (LE)

11 16 é b€ & &81
\ Stan ciekly skondensowany (LC)

Bg88884¢18

7 ¢ Stan staly (S)

L

Cisnienie powierzchniowe, mN-m

Powierzchnia czasteczkowa, A*czast.”

Rysunek 7. Przebieg modelowej izotermy n—A przedstawiajacy rozne stany fazowe
monowarstwy Langmuira (A) wraz ze schematyczng ilustracja stopnia uporzadkowania
czasteczek na granicy faz w poszczegolnych stanach monowarstwy (B) [100].

Tuz po naniesieniu badanego zwigzku na powierzchni¢ subfazy obserwowany jest
stan gazowy (G) monowarstwy, charakteryzujacy si¢ prawie zerowymi wartosciami
cisnienia powierzchniowego. W tym stanie czasteczki, majagc do dyspozycji duza
powierzchnig, s3 od siebie znacznie oddalone i orientujg si¢ chaotycznie wobec granicy faz.

Oddzialywania pomiedzy czasteczkami sga tu bardzo slabe. W wyniku sprezania
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powierzchnia  czasteczkowa  monowarstwy  zmniejsza si¢, a  oddzialywania
mig¢dzyczasteczkowe przybieraja na sile, czemu towarzyszy stopniowy wzrost ci$nienia
powierzchniowego 1 przejscie fazowe do stanu ciektego rozprezonego (LE, ang. Liquid
Expanded). Warto zaznaczy¢, iz punkt, w ktorym cisnienie powierzchniowe zaczyna
przewyzsza¢ warto$¢ zerowa, nazywany jest ,,punktem /ift-off”. Dalej, w przebiegu izotermy
n—A obserwowac mozna plateau. Jest ono zwigzane z zachodzacg przemiang fazowg ze stanu
ciektego rozprezonego do stanu ciektego skondensowanego (LC, ang. Liquid Condensed).
W stanie LC nastgpuje gwattowny wzrost wartosci ci$nienia powierzchniowego. Tutaj
odleglosci miedzy czasteczkami sg niewielkie, przez co oddziatujg one ze sobg silnie. Czesci
hydrofobowe porzadkuja si¢ wyraznie na granicy faz, ustalajac jednakowy kat odchylenia
od pionu. Dalsza redukcja powierzchni czasteczkowej doprowadzi¢ moze do idealnie
prostopadtej orientacji czasteczek substancji filmotwdrczej na powierzchni subfazy, co jest
cecha stanu statego (S), a nastepnie do zalamania monowarstwy. Zatamanie nastgpuje na
skutek przekroczenia wytrzymato$ci mechanicznej utworzonej monowarstwy Langmuira,
co jest zwigzane z osiggni¢ciem krytycznego ci$nienia powierzchniowego (7zar) [101].

Rejestracja izoterm m—A umozliwia réwniez monitorowanie wartosci modulu
7 tr1e ] -1 . , . ..
Scisliwosci monowarstwy (Cg'), pomocnego do jednoznacznego okreSlenia jej stanu

fizycznego. Definiowany jest on jako:
o @)
CS = -4 (dA T (6)
1 przyjmuje rozne warto$ci w zalezno$ci od fazy monowarstwy (Tabela 1) [102].

Tabela 1. Zmiany modutu $ci§liwosci monowarstwy w zaleznosci od jej stanu
fizycznego [102].

Stan fizyczny monowarstwy Modut $cisliwosci [mN/m]
gazowy <12,5
ciekty rozprezony 12,5-50
ciekty skondensowany 100 — 250
staly > 1000

Jak wspominano, pomiar ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni
czasteczkowej jest powszechng metoda analizy filmoéw Langmuira [103]. Zazwyczaj to

wlasnie na podstawie przebiegu izoterm m—A formowane s3 pierwsze wnioski na temat
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takich wlasciwosci monowarstw jak: stabilno$¢, stan fizyczny, $cisliwo§¢ monowarstwy,
oddziatywania migedzyczasteczkowe czy tez mieszalnos¢ sktadnikdw monowarstwy. Szereg
informacji, jakie niesie ta technika, jest powodem jej czestego powielania w badaniach

naukowych [104-106].

3.1.3.2. Pomiar potencjalu powierzchniowego w funkcji powierzchni
przypadajacej na pojedynczg czasteczke w filmie powierzchniowym

Inng, wazng metoda dedykowang do charakterystyki monowarstw Langmuira jest
analiza zmian potencjalu powierzchniowego (AV) w funkcji powierzchni przypadajacej na
pojedynczg czasteczke w filmie powierzchniowym [107,108]. Analiza, tak jak w przypadku
badania zmian ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni czasteczkowe;,
przeprowadzana jest z wykorzystaniem wagi Langmuira i odbywa si¢ w statej temperaturze.
Jednak elementem niezb¢dnym do wykonania pomiaru jest dodatkowe wyposazenie wagi
w specjalny czujnik potencjatu powierzchniowego. Zadaniem takiego czujnika jest pomiar
roéznicy potencjatow wystepujacych pod i nad utworzong monowarstwa.

Kluczowi producenci miernikéw potencjatu powierzchniowego (KSV NIMA,
Kibron) w swoich urzadzeniach do pomiaru potencjalu wykorzystuja metode wibrujacej
elektrody [109]. Uktad pomiarowy sktada si¢ tu ze wspomnianej elektrody wibrujacej, ktora
umieszcza si¢ w odlegltosci kilku milimetrow od powierzchni subfazy oraz
z przeciwelektrody zanurzonej w subfazie. Wibracje elektrody ulokowanej nad
monowarstwa Langmuira wywotuja zmiany pojemnosci uktadu prowadzace do powstania
pradu zmiennego. Wielko$¢ generowanego pradu jest $cisle zalezna od réznicy potencjatow
pomiedzy elektroda wibrujaca 1 powierzchnig subfazy [110]. Inng mozliwo$cig pomiaru
potencjatu powierzchniowego jest zastosowanie elektrody jonizujacej wykonanej
z substancji emitujacej czastki a (np. elektrody polonowej) [110,111]. W tym przypadku to
jonizacja powietrza pomiedzy powierzchnig subfazy a elektroda wywotuje dostateczne
przewodnictwo pozwalajace na pomiar réznicy potencjalow miedzy elektrodami [111].

Ilosciowy opis roznicy potencjatow pod i nad utworzong monowarstwg opisuje

rownanie Helmholtza [112]:

AV = = 7

N~

w ktorym: u; to skladowa wektora momentu dipolowego prostopadia do powierzchni
subfazy, & to przenikalno$¢ elektryczna osrodka, a A — powierzchnia przypadajaca na

pojedyncza czasteczke w filmie powierzchniowym.
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Jak pokazuje rownanie (7), AV zalezy od orientacji czasteczek w monowarstwie
Langmuira, a rowniez od gestosci ich upakowania. ROwnanie to ujawnia tym samym
najwazniejsze zastosowanie pomiaru zmian potencjalu powierzchniowego w funkcji
powierzchni czasteczkowej, ktorym jest badanie zmian orientacji czasteczek w filmach

Langmuira [74,113].

3.1.3.3. Mikroskopia kata Brewstera (BAM)

Mikroskopia kata Brewstera (BAM, ang. Brewster Angle Microscopy) jest technika
umozliwiajaca wizualizacje morfologii monowarstw Langmuira w czasie rzeczywistym
[97]. Metoda ta opiera si¢ na zjawisku zalamania i odbicia promienia §wietlnego przy
przejsciu przez granice fazowa, ktorej osrodki charakteryzuja si¢ réznymi wspdtczynnikami
zatlamania §wiatta (n; 1 n2) [114]. Dla kazdej granicy faz wyznaczy¢ mozna tzw. kat

Brewstera (0g), ktory zdefiniowany jest nastepujaco:

n2
g0, = — (®)

nj

przy czym: nzto wspdlczynnik zatamania $wiatta osrodka, w ktorym predkos$¢ propagacji
Swiatla jest mniejsza.

Kierujac spolaryzowane liniowo §wiatlo laserowe na granice faz woda—powietrze
doktadnie pod tym katem, w tym przypadku 53°, obserwuje si¢ ponowng polaryzacje wiazki,
co skutkuje wytlumieniem $wiatta odbitego [115]. Jednakze, kiedy na granicy faz woda—
powietrze utworzona jest monowarstwa, zmianie ulega wspotczynnik zatamania §wiatta fazy
wodnej, co wigze si¢ réwniez ze zmiang kata Brewstera. Wobec tego, w wyniku
nakierowania tego samego $wiatla laserowego na uklad woda—powietrze wzbogacony
0 monowarstwe, tym razem ttumienie Swiatta odbitego nie nastapi, lecz pojawi si¢ promien
odbity od monowarstwy. Promien ten jest zrédtem obrazu w mikroskopii Brewstera.

Omowione wyzej zjawiska ilustruje Rysunek 8.

B ‘5 8 S

Rysunek 8. Schemat obrazujacy zasade mikroskopii kata Brewstera [114].
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Morfologi¢ monowarstwy Langmuira monitoruje si¢ zwykle w trakcie jej kompresji,
dzigki czemu pozyskuje si¢ wiedz¢ na temat uporzadkowania filmu w kolejnych stanach
fizycznych [116]. Obrazy BAM pomagajg ponadto scharakteryzowacé przej$cia fazowe
monowarstwy, tworzace si¢ domeny i1 proces zatamania monowarstwy [117—-119]. Stanowig
tez cenng informacj¢ o grubosci monowarstwy, gdyz poziom szarosci uzyskanego obrazu
uwarunkowany jest wlasnie tg wtasciwoscia [114]. Przez wzglad na powyzsze, mikroskopia
BAM jest aktualnie standardowym narz¢dziem wykorzystywanym do badania monowarstw

lipidowych.

3.1.3.4. Testy penetracji monowarstw

Chcac przeanalizowaé interakcje substancji rozpuszczalnych w wodzie z blong
biologiczng za pomocg jednowarstwowego uktadu modelowego, przeprowadzi¢ mozna test
penetracji monowarstwy [120,121]. Procedura eksperymentu sprowadza si¢ do utworzenia
nierozpuszczalnego filmu Langmuira na powierzchni subfazy (analogicznie jak w punkcie
3.1.1.), a nastgpnie na kompresji danej monowarstwy do analizowanego ci$nienia
powierzchniowego. W przypadku nasladowania membran biologicznych i/lub prowadzenia
eksperymentu komplementarnego z modelem dwuwarstwowym, ci§nienie powierzchniowe
powinno miescié sie w zakresie 30-35 mN-m’!, poniewaz wykazano, Zze wowczas
wlasciwosci takie jak: upakowanie czasteczek w monowarstwie, $ci§liwo$¢ monowarstwy
czy tez jej stan fazowy odpowiadaja tym, jakie obserwuje si¢ w przypadku dwuwarstwy
lipidowej o takim samym sktadzie [46,122]. Po osiggnigciu odpowiedniego cisnienia, do
subfazy ostroznie wstrzykuje si¢ zadang ilo$¢ substancji hydrofilowej, ktéra to bedzie
oddziatywata z monowarstwa Langmuira. Nastgpnie rozpoczyna si¢ rejestracj¢ zmian
ci$nienia powierzchniowego w funkcji czasu. Pomiar przeprowadza si¢ przy zapewnieniu
stalej wartoSci powierzchni przypadajacej na pojedyncza czasteczke w filmie
powierzchniowym.

Wyniki otrzymane z testu penetracji w jednoznaczny sposob okreslaja, czy badane

zwiazki hydrofilowe oddziatuja ze sktadnikami monowarstwy Langmuira [123-128].

3.2. Liposomy

Liposomy to zamkniete, pecherzykowate struktury, ktéorych szkielet zewngtrzny
zbudowany jest z co najmniej jednej dwuwarstwy lipidowej [129]. Mozliwo$¢ formowania

si¢ liposomow wynika bezposrednio z amfifilowosci zwigzkow, ktore je tworza. Zwigzki te,
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w kontakcie ze srodowiskiem wodnym charakteryzuja si¢ tendencja do uprzywilejowanego
tworzenia podwdjnej warstwy lipidowej. Powstata w ten sposob ptaska, bimolekularna
warstwa, dgzac do osiggnigcia minimalnej energii brzegowej, przeksztatca si¢ samoczynnie
w sferyczne liposomy. Skutkuje to tym samym odgraniczeniem si¢ regionu hydrofilowego
czasteczki od regionu hydrofobowego.

Dzigki unikalnym cechom, takim jak: biokompatybilno$¢, biodegradowalnos$¢ czy
nietoksycznos¢, liposomy od momentu odkrycia w 1965 r. [130] zdazyty zrewolucjonizowac

$wiat nauki, a takze niektoére galezie przemystu [131,132].

3.2.1. Klasyfikacja liposomow

Liposomy klasyfikuje si¢ najczesciej biorac pod uwage ilos¢ warstw lipidowych
tworzacych pecherzyki lub bazujac na ich wielkosci. W pierwszym podej$ciu wyrdznia si¢:
e liposomy jednowarstwowe (UV, ang. Unilamellar Vesicles),
e liposomy wielowarstwowe (MLV, ang. Multilamellar Vesicles).
W przypadku liposoméw jednowarstwowych w sklad liposomu wchodzi pojedyncza

dwuwarstwa lipidowa, za§ w przypadku liposoméw wielowarstwowych — wiele dwuwarstw.

Z kolei ze wzgledu na rozmiar, liposomy dzieli si¢ na [133]:
e male liposomy jednowarstwowe (SUV, ang. Small Unilamellar Vesicles)
o rozmiarach od 20 do 200 nm,
e duze liposomy jednowarstwowe (LUV, ang. Large Unilamellar Vesicles), ktérych
wielkos¢ jest wieksza od 200 nm,
e olbrzymie liposomy jednowarstwowe (GUV, ang. Giant Unilamellar Vesicles),
ktoérych $rednica jest nie mniejsza niz 1000 nm.
Poszczegolne typy liposomow przedstawione sg na Rysunek 9. Co istotne, charakteryzuja
si¢ one odmiennymi wlasciwosciami 1 mozliwos$ciami aplikacyjnymi, a takze otrzymywane

sg roznorodnymi technikami [134].
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Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie liposoméw rdznigcych si¢ liczbg warstw
lipidowych i wielkos$cig [135].

3.2.2. Metody otrzymywania liposomow

Istnieje szereg metod prowadzacych do otrzymania liposoméw. Miedzy innymi sa
to: hydratacja cienkiego filmu lipidowego, sonikacja, ekstruzja, wstrzykiwanie
alkoholowego lub eterowego roztworu lipidow do fazy wodnej, odparowywanie technika
faz odwrdconych, dializa detergentowa, czy elektroformacja. Wybdr odpowiedniej metody
zalezny jest od tego, jaki typ liposoméw chcemy pozyskac.

W celu otrzymania liposomow wielowarstwowych wykorzystuje si¢ najczesciej
metode zwang hydratacjg cienkiego filmu lipidowego, odparowywanie technikg faz
odwréconych lub dialize detergentowa [136]. W pierwszym etapie hydratacji cienkiego
filmu lipidowego wybrany do eksperymentu lipid nalezy rozpusci¢ w rozpuszczalniku
organicznym, po czym rozpuszczalnik catkowicie odparowac [137]. Kolejnym krokiem jest
umieszczenie takiego lipidu w systemie prozniowym w celu jego doktadnego osuszenia
z pozostato$ci rozpuszczalnika. Nastgpnie, powstaly suchy film lipidowy nalezy uwodni¢
1wytrzasa¢ w odpowiedniej temperaturze, co w efekcie doprowadzi do utworzenia
liposoméw. Na tym preparatyke mozna zakonczy¢, majac do dyspozycji liposomy typu
MLYV, lub tez procedurg rozszerzy¢ o kolejne etapy prowadzace na przyktad do zmniejszenia

warstw liposomow. W tym celu pomocna bylaby technika cyklicznego zamrazania—
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rozmrazania [138]. Odparowywanie technikg faz odwréconych polega na krotkiej sonikacji
dwufazowe] mieszaniny sktadajacej si¢ z lipidu rozpuszczonego w rozpuszczalniku
organicznym 1 buforu wodnego. Nastepnie, faza organiczna usuwana jest pod niskim
ci$nieniem, co finalnie prowadzi do uzyskania wodnej zawiesiny liposoméw [139].
Natomiast metoda dializy detergentowej polega na solubilizacji lipidu w roztworze
detergentu o stezeniu przewyzszajacym krytyczne stezenie micelizacji (CMC, ang. Critical
Micelle Concentration) i1 kontrolowanym usuwaniu tego detergentu [140]. W ten sposob
micele detergentu stajg si¢ coraz bardziej nasycone w lipid, co skutkuje utworzeniem si¢
liposomoéw. Powyzsza metoda stosowana jest niekiedy do produkcji liposoméw typu LUV.

Natomiast, aby otrzymac¢ liposomy jednowarstwowe typu SUV lub LUV stosuje si¢
modyfikacje metody hydratacji cienkiego filmu lipidowego i1 technik¢ wstrzykiwania
alkoholowego lub eterowego roztworu lipidu do fazy wodnej [141]. Wspomniane
modyfikacje metody hydratacji polegaja na rozszerzeniu preparatyki liposomow o etap
sonikacji zawiesiny typu MLV (z uzyciem lazni ultradzwickowej badz sonikatora
zanurzeniowego) lub tez o etap homogenizacji pecherzykéw poprzez ich kalibracje
z wykorzystaniem membran poliweglanowych o zdefiniowanym rozmiarze poréow. Duza
zaletg takiej kalibracji jest uzyskanie liposomow charakteryzujacych si¢ niewielkim
rozrzutem wielkosci.

Olbrzymie jednowarstwowe liposomy powstaja za§ w wyniku procesu
elektroformacji, kiedy to przylozone zewnetrzne pole elektryczne aktywuje spontaniczne
pecznienie lipidu w roztworze wodnym [142]. Metoda polega na naniesienia lipidu
rozpuszczonego w rozpuszczalniku organicznym na elektrody platynowe, tytanowe badz
szklo powlekane tlenkiem cyny indu (ITO, ang. Indium Tin Oxide), doktadnego osuszenia
lipidu, skontaktowaniu elektrod z roztworem wodnym i podlaczenia pradu elektrycznego.
Proces elektroformacji prowadzi si¢ zwykle przez dwie godziny z zachowaniem
odpowiedniego napigcia 1 czgstotliwosci przytozonego pola elektrycznego [143]. Warto
zaznaczy¢ w tym momencie, iZ mimo ze poszczegolne techniki preparatyki liposoméw
znacznie r6znig si¢ od siebie, maja rowniez ceche wspdlna. Jest nig zapewnienie wymagane;j
temperatury podczas preparatyki. Temperatura ta powinna przewyzsza¢ temperature
przejscia fazowego uzywanego lipidu, gdyz lipidy wystepujac w fazie zelu (w temperaturze
nizszej niz temperatura przejscia fazowego) mogg nie utworzy¢ zamknigtych, ciggltych

struktur [132].
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3.2.3. Zastosowanie liposomow

Liposomy s3a obecnie szeroko wykorzystywane miedzy innymi w przemysle
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz w medycynie. W przemysle
spozywczym petnig funkcje nosnikéw aromatéw, enzymow, barwnikow, konserwantow,
witamin czy tez przeciwutleniaczy [144]. Dzigki swojej budowie zdolne sg do transportu
zaro6wno substancji o charakterze hydrofilowym, jak i o charakterze hydrofobowym. Ta
wlasciwos¢ w polaczeniu z biokompatybilno$cia, biodegradowalnoscia, zdolnoscig do
poprawy stabilno$ci i rozpuszczalnosci zamykanych w nich substancji oraz mozliwoscia
dostrajania wtasciwosci liposomow, zwlaszcza tadunku powierzchniowego, w zaleznos$ci od
aktualnych potrzeb determinujg duza popularno$¢ liposoméw w dzisiejszym Swiecie
[135,145,146]. Ciekawym, a zarazem innowacyjnym doniesieniem z zakresu przemystu
spozywczego jest na przyktad, potwierdzony eksperymentem, Kkorzystny wplyw
zastosowania liposoméw w produkcji sera. Okazuje si¢, ze enkapsulacja proteinaz
w liposomach skraca czas dojrzewania serow o 30-50%, co w efekcie generuje znaczne
korzysci finansowe [147,148]. Eksperymentalne zamykanie witamin E 1 C w pecherzykach
lipidowych potwierdzito natomiast hipoteze, iz formulacje liposomowe petnig funkcje
ochronng witamin nawet w warunkach pasteryzacji [149]. Inne badania dowiodly, ze
zastosowanie liposomow poprawia rozpuszczalno$¢ i biodostgpnos$¢ kurkuminy — zwigzku
wykazujacego nie tylko wilasciwosci przeciwutleniajace, ale 1 przeciwbakteryjne oraz
przeciwproliferacyjne [150].

W przemysle kosmetycznym liposomy sa waznym skladnikiem preparatow do
pielegnacji skory, przy czym najprostszg forma liposomow stosowanych w kosmetykach sa
tak zwane liposomy puste, czyli liposomy bez dodatku substancji aktywnej [151]. Pozwalaja
one na wyréwnanie poziomu lipidow w skorze [152]. Natomiast substancjami dodatkowymi,
kluczowymi w pielegnacji 1 podawanymi czesto w postaci liposomalnej s3: proteiny
(kolagen, elastyna), witaminy, ekstrakty roslinne, koenzym Q10 i kwas hialuronowy. Formy
liposomowe tych substancji charakteryzuja si¢ bowiem istotnie zwigkszong
przyswajalno$cig w porodwnaniu z formami nieliposomowymi [153]. Powodem tego
zjawiska sg niewielkie rozmiary liposomow oraz ich strukturalne podobienstwo do budowy
skory [151]. Bazujac na stabilnej zawiesinie liposomowej, udato si¢ na przyktad opracowac
alternatyw¢ dla niewygodnych masci z witaming KI, poniewaz nowa formula
charakteryzowatla si¢ efektywniejsza akumulacjg substancji aktywnej zar6wno w naskorku,

jak 1 w skoérze wiasciwej [154]. Inne badania pokazaty, ze zastosowanie no$nikoéw
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lipidowych zwigksza zaréwno penetracje koenzymu Q10 przez skore, jak i ogdlng stabilno$§¢
fizykochemiczng przygotowanej emulsji [155].

W przemysle farmaceutycznym i medycynie pgcherzyki lipidowe majg zastosowanie
terapeutyczne 1 diagnostyczne [156]. Uzywane sa czesto jako nos$niki lekéw [157], nos$niki
materialu genetycznego [158], a takze jako nos$niki $rodkéw kontrastowych do badan
rezonansem magnetycznym, czy tez do tomografii komputerowej i ultrasonografii [159].
Obrazowe przedstawienie liposomow jako no$nikdw roznorodnych substancji wraz
zuwzglednieniem lokalizacji transportowanego zwigzku w dwuwarstwie lipidowej

pokazano na Rysunku 10.

zwigzek krystaliczny

przytgczony ligand
np. przeciwciato, biatko, peptyd
srodek do obrazowania

= @ <« zwigzek przytgczony

zwigzek hydrofilowy 3 ErZOMAONS
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materiat genetyczny
zwigzek hydrofobowy

Rysunek 10. Schematyczne przedstawienie liposomu jako no$nika réznorodnych substancji
wraz z uwzglednieniem ich rozmieszczenia w dwuwarstwie lipidowej [160].

Wsrédd zastosowan farmakologicznych na uwage zastuguje przede wszystkim
podawanie liposomalnych zawiesin lekow w terapii przeciwnowotworowej, w terapii
przeciw wirusowi HIV oraz w przypadku leczenia cigzkich infekcji grzybiczych. Jak
wykazano, zastosowanie pegcherzykéw lipidowych powoduje wyrazne zmniejszenie
kardiotoksycznosci lekow onkologicznych przy jednoczesnym zwickszeniu ich
cytotoksycznosci wobec komoérek nowotworowych [161,162]. Poza tym uzycie preparatow
liposomowych zwigksza stopien dostarczania leku do obszaréw zmienionych chorobowo,
co zwigzane jest z wysoka przepuszczalnoscig wobec liposomow naczyn krwiono$nych
zasilajacych guzy nowotworowe i z dlugim czasem krazenia liposomow w krwiobiegu [163].

Przyktadem s3a opracowane specjalne uklady liposomowe, ktore transportujg leki

28



przeciwnowotworowe na bazie platyny [164]. Waznym aspektem jest rowniez mozliwos¢
modyfikowania powierzchni liposomoéw w celu nakierowania ich na odpowiednie tkanki,
czy tez w celu optymalizacji procesOw zamykania i uwalniania leku [165-167]. Takie
dostrajanie liposomow moze polegaé na pokryciu struktury liposomdéw polimerem
obojetnym chemicznie (np. glikolem polietylenowym), przytaczeniu dodatkowego ligandu
(np. przeciwciato, biatko, peptyd) lub przytaczeniu ugrupowania wrazliwego na bodzce (np.
wrazliwego na zmian¢ temperatury czy zmian¢ pH) [168]. Znanym rozwigzaniem jest na
przyktad kierunkowe przenoszenie doksorubicyny do komorek raka pluc poprzez
specyficzne przeciwciata przylaczone do powierzchni liposoméw [169,170].

Jak wczes$niej wspomniano, formulacje liposomowe s3 rdwniez pomocne
w przypadku terapii przeciw wirusowi HIV 1 w leczeniu ci¢zkich infekcji grzybiczych.
Udowodniono, ze zastosowanie pecherzykow lipidowych zwieksza aktywno$¢ lekow
przeciwretrowirusowych [171]. Wzmianki na temat zastosowania liposomow jako no$nikdéw
srodkow przeciwwirusowych w leczeniu HIV pojawity si¢ w literaturze juz w 1991 roku,
kiedy sprawdzono uzyteczno$¢ liposomowej formy pierwszego zatwierdzonego do leczenia
HIV leku [172]. Z kolei stosowalnos$¢ liposoméw w terapii infekcji grzybiczych wynika
przede wszystkim ze zwigkszenia efektywno$ci i zmniejszenia toksycznosci lekow
przeciwgrzybiczych, gdy aplikowane sa w formie zawiesiny liposomowej [173—-175].
Wydaje si¢ to szczego6lnie istotne w przypadku amfoterycyny B — leku nalezacego do grupy
farmaceutykow ratujacych zycie i stosowanego mimo powodowania powaznych skutkow
ubocznych. Na przestrzeni lat prowadzono liczne badania, ktore potwierdzity pozytywny
efekt zamykania amfoterycyny B w pecherzyki lipidowe [176-179]. Obok obnizenia
toksyczno$ci leku, jako zalet¢ wymieniano poprawe skuteczno$ci leczenia zwigzang

z mozliwoscig podania wyzszych dawek leku [180].

3.2.4. Metody badania liposomow

Istnieje wiele technik badania r6znych wtasciwos$ci liposoméw, takich jak: rozmiar,
rozktad wielkoS$ci, potencjat elektrokinetyczny, ilo$¢ i struktura dwuwarstw lipidowych,
morfologia, struktura krystaliczna, wlasciwosci termiczne, efektywnos$¢ enkapsulacji
1 przepuszczalnos¢ dwuwarstw lipidowych. Czgsto podejmowane s3g réwniez proby
wyjasnienia procesu solubilizacji liposomow. Ponizej zostang szerzej przedstawione
metody badania liposomow, ktére zostaly wykorzystane w trakcie przygotowywania

niniejszej rozprawy.
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3.2.4.1. Pomiar rozkladu wielkos$ci i wspolczynnika polidyspersyjnosci

W celu okreslenia wielkos$ci czastek rozproszonych w uktadzie koloidalnym oraz ich
wspotczynnikoéw polidyspersyjnosci (PDI, ang. Polydispersity Index) stosuje si¢ najczesciej
technik¢ dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. Dynamic Light Scattering) znang
rowniez jako spektroskopia korelacji fotonow (PCS, ang. Photon Correlation Spectroscopy)
[181]. Technika ta, bazujac na zjawisku elastycznego rozpraszania §wiatla przez czastki
poruszajace si¢ ruchami Browna, pozwala na wyznaczenie (zaleznych od wielkoS$ci)
wspotczynnikéw dyfuzji tych czastek. Mate czastki dyfunduja szybko, dlatego tez w ich
przypadku detektor w danym przedziale czasowym zarejestruje gwaltowne zmiany
intensywno$ci  rozproszonego promieniowania. Natomiast duze czastki beda
charakteryzowaly si¢ wolniejszag dyfuzja, wigc fluktuacje intensywnos$ci $wiatla
rozproszonego beda mniejsze. Majac okreslony wspotczynnik dyfuzji, wielkos$¢ czastek,
a Scislej — ich srednice hydrodynamiczng (Dg), wyznacza si¢ z rOwnania Stokesa-Einsteina
[182]:

D, = ul 9
T 3mDy, ©)

w ktorym: D, to wspdtczynnik dyfuzji, k — stata Boltzmanna, T — temperatura, a  — lepkos¢
rozpuszczalnika.

Aparatura badawcza, taka jak Zetasizer Nano ZS firmy Malvern w jednoczesnym
pomiarze wielkosci czastek dokonuje pomiaru wspotczynnika polidyspersyjnos$ci. Na
podstawie jego warto$ci ocenia si¢ stopien jednorodnosci czastek w analizowanej probce
[183]. Minimalng wartoscig PDI jest 0, a maksymalng 1. Ogoélnie przyjeto, ze kiedy
wspotczynnik polidyspersyjnosci jest mniejszy od 0,1 — uktad jest monodyspersyjny. Gdy
przyjmuje warto$ci z zakresu od 0,1 do 0,7 — jest uktadem bliskim monodyspersyjnosci.
Natomiast, jesli PDI jest wigkszy od 0,7 — uktad jest polidyspersyjny, co przejawia si¢
szerokim rozktadem rozmiaréw czgstek w roztworze [181].

Pomiary rozmiaru oraz wspoétczynnika polidyspersyjnosci znajdujg zastosowanie
migdzy innymi do badania jednorodnosci biatek, kwasow nukleinowych, kompleksow
biatko—biatko, kompleksow biatko—kwas nukleinowy czy tez do badania oddziatywan biatek
z malymi czasteczkami [181,184,185]. Sa tez niezwykle przydatne w badaniach liposomow
— szczegolnie tych, ktore dotycza projektowania potencjalnych nosnikéw lekdw. Dzieje sig
tak, poniewaz w wielu przypadkach to wiasnie rozmiar liposoméw decyduje o efektywnosci

terapeutycznej oraz skutecznosci liposomowej formulacji leku [186—-189].
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3.2.4.2. Potencjal dzeta

Potencjal elektrokinetyczny, zwany tez potencjalem dzeta (potencjal () jest
potencjatem elektrycznym czastki poruszajacej si¢ pod wptywem przylozonego pola
elektrycznego, ktory wystepuje w plaszczyznie poslizgu [190]. Badania dowodza, iz
plaszczyzna ta w wigkszosci przypadkow znajduje si¢ w czesci dyfuzyjnej podwojnej
warstwy elektrycznej 1 jest niejako tgcznikiem miedzy nieruchomg warstwa adsorpcyjna
a poruszajaca si¢ warstwa dyfuzyjng [191]. Schematyczng definicj¢ potencjalu dzeta oparta
na modelu Sterna podwojnej warstwy elektrycznej oraz potozenie plaszczyzny poslizgu

przedstawia Rysunek 11.

© Ptaszczyzna
poslizgu

Potencjat Sterna

Warstwa dyfuzyjna

Potencjatl dzeta

Potencjat elektryczny

>

Odlegtos¢ od powierzchni

Rysunek 11. Schematyczna definicja potencjatu dzeta [192].

Potencjat elektrokinetyczny ~wyznacza si¢ poprzez pomiar ruchliwosci
elektroforetycznej analizowanych czastek [193]. Standardowo dokonuje si¢ tego technika
elektroforetycznego rozpraszanie swiatta (ELS, ang. Electrophoretic Light Scattering), gdzie
w wyniku dziatania pola elektrycznego natadowane czastki zaczynaja si¢ poruszac
1w zwigzku z tym rozprasza¢ padajace na nie $wiatto laserowe. Takie rozproszone §wiatlo

bedzie charakteryzowalo si¢ zmieniong w stosunku do wiazki lasera czgstotliwoscia, za$
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réznica mi¢dzy nimi bedzie proporcjonalna do predkosci migracji czastki. W konsekwencji
umozliwi to wyznaczenie wspomnianej ruchliwosci elektroforetycznej. Ta przeliczana jest
dalej na potencjatl elektrokinetyczny poprzez zastosowanie rownan: Henry’ego — rownanie

(10), Helmholtza-Smoluchowskiego — réwnanie (11) lub Hiickla — rownanie (12) [194]:

26l fika)
e T T3 (10)
=% (11)
¢ n
2
w =% (12)
e 37/]

W powyzszych rownaniach: . to ruchliwos$¢ elektroforetyczna, & to przenikalno$¢
elektryczna roztworu, n to lepko$¢ roztworu, a wyrazenie f(ka) — funkcja Henry’ego,
w ktorej: k, a doktadniej k! to grubo$¢ podwojnej warstwy elektrycznej, a a to promien
analizowanych czastek [195].

Grubo$¢ podwodjnej warstwy elektrycznej wylicza si¢ z nastgpujacej zaleznosci

[195]:

L= F’Y oz

&E9RT (13)

w ktorej: F oznacza stalg Faradaya, c; stgzenie jonu i-tego w roztworze, z; tadunek jonu i-
tego w roztworze, & wzgledng przenikalnos¢ elektryczng, £ przenikalnos¢ elektryczng
prozni, R stata gazowa, T temperature.

Wybdr rownania odpowiedniego do przeliczenia ruchliwosci elektroforetycznej na
potencjat dzeta zalezny jest od stosunku grubosci podwdjne; warstwy elektrycznej do
promienia badanej czastki [191].

Znajomo$¢ potencjatu elektrokinetycznego liposomow dostarcza informacji na temat
oddziatywan elektrostatycznych wystepujacych pomiedzy czastkami uktadu koloidalnego,
atym samym umozliwia kontrolowanie ich wlasciwosci stabilizacyjno—flokulacyjnych
[132]. Sa to cechy kluczowe przy rozwazaniach na temat aspektow aplikacyjnych bton
liposomowych. Badania dotyczace potencjatu elektrokinetycznego liposomow opierajg si¢
najczescie) na dwoch aspektach: badany jest potencjat elektrokinetyczny liposomow

o roznych rozmiarach oraz o réznym sktadzie warstwy lipidowej, a takze analizowana jest
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zmiana potencjatu dzeta w wyniku dodatku do uktadu substancji trzeciej [196-201]. Zwykle
dodatek ten wplywa pozytywnie na wiasciwosci liposomdw, co otwiera nowe perspektywy
wykorzystania. Ponadto, znajac potencjal elektrokinetyczny liposomow, mozna wyliczy¢
potencjal powierzchniowy, a nast¢pnie tadunek powierzchniowy liposomow, co pozwala na
pehniejszy opis badanych uktadéw [202]. Do obliczen potencjatu powierzchniowego, o,
stosuje si¢ rownanie (14) [203]:

tanh (L

——F — = exp(-xx) (14)
tanh (ﬁf;‘/’())

W réwnaniu tym: x to odleglos¢ wskazujaca ptaszczyzng poslizgu, przy ktérej rozwazany
jest potencjat dzeta, a pozostale symbole majg swoje standardowe znaczenie.
Zgodnie z danymi literaturowymi przyjmuje si¢, ze x wynosi 0,24 nm [204]. Natomiast
w celu obliczenia tadunku powierzchniowego, oy, stosowa¢ mozna rownanie (15) lub

rownanie (16) [202]:

5y = (8RTze,0)3sinh (%v,) (15)
0y = (8n,e,kT): [sinh (322) + Z tanh (£2)] (16)

Roéwnanie (15) jest odpowiednie dla ptaskiego modelu podwdjnej warstwy elektrycznej,
a rownanie (16) dla modelu sferycznego [202]. W réwnaniu (16) n oznacza liczbe jonow

W jednostce objetosci (m®). Pozostate symbole maja swoje standardowe znaczenia.

3.2.4.3. Pomiar Swiatla rozproszonego pod katem 90°

Technika zwana prawokatowym rozpraszaniem $wiatta (RALS, ang. Right-Angle
Light Scattering) jest specyficzng formg metod opartych na zjawisku statycznego
rozpraszania $wiatta (SLS, ang. Static Light Scattering), w ktorej pomiaru rozpraszania
dokonuje si¢ pod katem 90° [205]. Gtoéwng rdznicg miedzy metodg statycznego rozpraszania
Swiatta a opisang wczesniej metodg DLS jest to, iz w metodach statycznych obserwacji
i rejestracji podlega usredniona w czasie intensywno$¢ $wiatta rozproszonego, podczas gdy
w dynamicznym rozpraszaniu §wiatla analizuje sig, jak intensywnos¢ rozproszonego $wiatta
zmienia si¢ w funkcji czasu [205]. Pomiar statycznego rozpraszania $§wiatta jest technikg
stosowang przede wszystkim do wyznaczania masy czasteczkowej makroczasteczek, takich
jak biatka czy polimery. Jednakze technika RALS, najefektywniej sprawdza si¢ w analizie

makromolekut o rozmiarach stosunkowo matych, gdyz dla takich materiatow prawdziwe
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jest zatozenie, iz sygnat rozpraszania zmierzony pod katem 90° jest taki sam jak sygnal
zmierzony pod katem 0°. Przy czym szczegdlny potencjal wykorzystania RALS dostrzega
si¢ we wezesnym wykrywaniu procesu agregacji makromolekut [206-208].

Z kolei w badaniu liposomow technika RALS pomocna jest w monitorowaniu
procesu solubilizacji pecherzykow lipidowych [209,210]. Proces ten zachodzi z udziatem
detergentu i szerzej opisany jest w dalszej czgsci niniejszej rozprawy. W tym miejscu warto
zaznaczy¢, ze z powodu mniejszego rozpraszania $wiatta przez micele w trakcie obserwacji
procesu solubilizacji liposomoéw pod wpltywem zwiazkow powierzchniowo czynnych bedzie
miata miejsce wyrazna zmiana intensywnosci rejestrowanego sygnatu w stosunku do

sygnatu generowanego pierwotnie przez liposomy.

4. Zwiazki powierzchniowo czynne jako substancje
modyfikujace wlasciwosci modelowych biomembran

Wtasciwosci modelowych bton biologicznych podatne s3 na zmiany spowodowane
obecnoscia w uktadzie do$wiadczalnym substancji trzecich. Bardzo czesto dodatkowe
substancje sg wlaczane do uktadu celowo, by na przyktad poprawi¢ wtasciwosci uzytkowe
liposoméw [211]. Moze si¢ jednak zdarzy¢, ze zostaly dodane nie§wiadomie, przez co
zaktamujg wynik eksperymentu. Substancjami, ktore majg istotny wplyw na wiasciwosci
bton biologicznych sg, chociazby: guanidyny [212,213], karotenoidy [214,215] 1 zwigzki
powierzchniowo czynne [216,217].

Zwiazki powierzchniowo czynne, znane réwniez jako surfaktanty czy detergenty, sg
zwigzkami chemicznymi, ktore gromadzg si¢ na granicy faz 1 juz przy niskich stezeniach
obnizaja napiecie powierzchniowe cieczy, w ktore] s3 rozpuszczone i/lub napigcie
mig¢dzyfazowe z innymi fazami [218,219]. Przyczyng takiego zachowania jest budowa
czasteczki $rodkow powierzchniowo czynnych zawierajacych dwie strukturalnie odrgbne
czes$ci: niepolarng lub stabo polarng oraz silnie polarng, orientujace si¢ réznorako na granicy
miedzyfazowej. Cze$¢ niepolarng stanowi zwykle alifatyczny tancuch weglowodorowy.
Zawiera on od 8 do 18 atomow wegla i moze by¢ rozgaleziony, nierozgat¢ziony lub
utworzony przez weglowodor aromatyczny [220]. Z kolei ugrupowanie polarne

w wigkszos$ci przypadkow tworzg reszty kwasowe lub zasadowe wymienione w Tabeli 2.
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Tabela 2. Grupy hydrofilowe wystepujace najczgsciej w strukturze surfaktantow [221].

Grupy kwasowe Grupy zasadowe
karboksylowa —COOH aminowa pierwszorzegdowa —NH>
siarczanowa —OSOsH aminowa drugorzedowa -NHR
sulfonowa —SO3H aminowa trzeciorzegdowa —NR»
fosforanowa —OPO(OH). amoniowa czwartorzedowa [-NR3]"

pirydynowa [-NCsHs]"

Moga to by¢ réwniez: grupa alkoholowa, tiolowa czy tez reszty cukrow prostych lub
ztozonych [221]. W obrgbie czasteczki surfaktantu mogg wystepowaé takze dodatkowe
grupy, ktorych funkcja jest taczenie jej elementdéw strukturalnych [221]. Sg to: grupa

estrowa, amidowa, iminowa, eterowa oraz tioeterowa.

4.1. Klasyfikacja zwiazkow powierzchniowo czynnych

Surfaktanty dzieli si¢ w zaleznosci od nastepujacych kryteriow: pochodzenie
surowcOw stosowanych do produkcji surfaktantow (surfaktanty oparte na surowcach
nieodnawialnych i surfaktanty oparte na surowcach odnawialnych), wiasciwosci aplikacyjne
surfaktantow (surfaktanty zwilzajace, dyspergujace, pienigce, pioragce, emulgatory,
antyemulgatory i solubilizatory), oddziatywanie surfaktantow na Srodowisko (surfaktanty
chemodegradowalne, biodegradowalne, trudnodegradowalne i1 niedegradowalne) oraz
natura chemiczna surfaktantow (surfaktanty jonowe 1 niejonowe) [222]. Ostatnia
z wymienionych klasyfikacji bazuje na zdolnosci zwigzkéw powierzchniowo czynnych do
dysocjacji w roztworach wodnych 1 posrod surfaktantow jonowych wyrdznia: surfaktanty
anionowe, surfaktanty kationowe oraz surfaktanty amfoteryczne [223].

Surfaktanty anionowe sg to zwigzki amfifilowe, ktore w $rodowisku wodnym
dysocjuja, tworzac przy tym powierzchniowo czynny anion [224]. Ich grupa hydrofilowa
posiada zatem tadunek ujemny. Surfaktanty anionowe charakteryzujg si¢ prostota
otrzymywania, niskim kosztem produkcji, korzystnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi
oraz dobrg biodegradowalnos$cia, co czyni je grupa surfaktantdéw o istotnym znaczeniu
uzytkowym [225]. Reprezentantem tej grupy zwigzkéw jest dodecylosiarczan sodu (SDS),
ktory jest analizowany w czesci eksperymentalnej niniejszej pracy. Sklada si¢ on z 12-
weglowego tancucha alifatycznego 1 grupy siarczanowej. Jego strukture przedstawia

Rysunek 12.
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Rysunek 12. Wzor strukturalny wybranego surfaktantu anionowego.

Surfaktanty kationowe to z kolei substancje, ktorych grupa hydrofilowa
charakteryzuje si¢ tadunkiem dodatnim [218]. W §rodowisku wodnym tworza wigc
powierzchniowo czynny kation. Produkcja tego typu surfaktantow jest juz bardziej
skomplikowana i wymaga poniesienia zdecydowanie wigkszych kosztow, niz to byto
w przypadku surfaktantow anionowych [226]. W zwigzku z tym s3 one rzadziej stosowane.
Do surfaktantow kationowych naleza: bromek dodecylotrimetyloamoniowy (DTAB) —
zbudowany z 12-weglowego tancucha alifatycznego i czwartorzedowej grupy amoniowe;j,
bromek tetradecylotrimetyloamoniowy (TTAB) — tworzony przez 14-weglowy tancuch
alifatyczny i t¢ sama grupe amoniowa, a takze bromek heksadecylotrimetyloamoniowy
(CTAB) — w skiad ktorego wchodzi 16-weglowy lancuch alifatyczny i czwartorzedowa

grupa amoniowa. Struktury tych surfaktantow przedstawiono na Rysunku 13.

H3C\ /CH3
N* Br-
DTAB T S PR S AR S Rl
HSC\ /CH3
N* Br
TTAB P T T Ui T Y i “CHs
HiC. _CHs
CTAB N L

Rysunek 13. Wzory strukturalne wybranych surfaktantow kationowych.

Znane s3 rowniez surfaktanty, ktore w swojej strukturze posiadaja jednoczesnie
grup¢ anionowg oraz grup¢ kationowg. Sg to tak zwane surfaktanty amfoteryczne [226].
Stanowiac no$nik zaréwno dodatniego, jak 1 ujemnego tadunku, zwigzki te oddzialuja

z szeroka gama substancji. Jednak, ze wzgledu na kosztowno$¢ produkcji, ich aplikacja
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ograniczona jest do zastosowan specjalnych. Warto wspomnie¢, iz surfaktantami
amfoterycznymi sg glicerofosfolipidy, ktérych charakterystyka zostala przedstawiona
w rozdziale 2.1. [227].

Natomiast surfaktanty niejonowe to zwigzki amfifilowe zawierajagce w swojej
budowie niejonowe grupy hydrofilowe [218]. Substancje te cechuja si¢ brakiem zdolnosci
do dysocjacji elektrolitycznej w roztworach wodnych i zerowym tadunkiem. Sa chetnie
wykorzystywane przemystowo, co rzutuje na ich duze zapotrzebowanie produkcyjne.
Przedstawicielem tej grupy zwigzkéw jest uzywany w niniejszej pracy Triton X-100. Jego
cze$¢ hydrofobowa stanowi podstawnik weglowodorowy wraz z pier§cieniem fenolowym,

a cze$¢ hydrofilowa — grupa polioksyetylenowa (Rysunek 14).

@) H
H3C n
Triton X-100 HsC

H3C H3C CH3 n=9-10

Rysunek 14. Wzor strukturalny wybranego surfaktantu niejonowego.

Najbardziej ogo6lng klasyfikacja surfaktantow jest jednak podziat na: surfaktanty
naturalne 1 surfaktanty syntetyczne. Surfaktanty naturalne, zwane rowniez biosurfaktantami,
to surfaktanty syntezowane przez zywe komorki, ktore w pordwnaniu z syntezowanymi
metodami  chemicznymi  surfaktantami  syntetycznymi  cechuja  si¢  lepsza
biodegradowalnos$cia 1 biokompatybilnoscig oraz mniejszg toksycznoscia, mimo ze bywaja
rownie skuteczne [228]. Dlatego tez uwaza sig, ze sa one zielong alternatywa surfaktantow
syntetycznych [229,230]. Niemniej jednak ze wzgledu na wysoki koszt 1 problematyczne
oczyszczanie produkcja biosurfaktantdow pozostaje na razie ograniczona. Jak podano,
swiatowy rynek surfaktantéw w 2012 roku osiggnat okoto 26,9 mld dolaréw amerykanskich,
z czego rynek biosurfaktantow stanowil nie wigcej niz 12% [231]. Procentowy wkiad
poszczegdlnych podkategorii zwigzkow powierzchniowo czynnych w ogdlny $wiatowy

rynek surfaktantow w 2012 roku ilustruje Rysunek 15.
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Swiatowy rynek surfaktantow w 2012 roku:

inne*
12%

amfoteryczne

niejonowe
8% )

e 34%

oy

/

kationowe
18%

anionowe™*
28%

* Zawiera: surfaktanty silikonowe, fluorosurfaktanty, surfaktanty polimerowe i biosurfaktanty.
** Nie zawiera srodkow stosowanych w produkcji mydta.

Rysunek 15. Swiatowy rynek $rodkéw powierzchniowo czynnych w 2012 roku [231].

Jak wida¢, najwazniejszymi grupami surfaktantow byly wowczas surfaktanty
niejonowe oraz anionowe. W badaniu przewidywano wzrost wartosci rynku surfaktantow,
w ktérym procentowy udzial kolejnych grup surfaktantow zostalby, przynajmniej do 2020
roku, zachowany na analogicznym poziomie [231]. Szacunki okazaty si¢ prawidlowe, gdyz
Swiatowy rynek surfaktantow w 2020 roku wyniost blisko 39,5 mld dolarow [232], gdzie
udziat biosurfaktantow stanowil okoto 3,7 mld dolarow [233]. Zatem, surfaktanty
syntetyczne wcigz determinujg $Swiatowy rynek surfaktantow i prawdopodobnie jeszcze

dlugo beda tworzyly jego trzon.

4.2. Najwazniejsze wlasciwosci zwigzkow powierzchniowo
czynnych

Omawiajac charakterystyke zwigzkow powierzchniowo czynnych, wspomniec¢
nalezy o ich specyficznych wiasciwosciach: zdolnosci do asocjacji micelarnej oraz zdolnosci
do solubilizacji substancji hydrofobowych. W roztworach wodnych o niewielkim stgzeniu
czasteczki surfaktantow przybieraja bowiem form¢ monomeryczng. Jednak, gdy tylko
stezenie surfaktantu przekroczy pewng maksymalng warto$¢, zwang krytycznym stezeniem
micelizacji (CMC), ulegaja one procesowi samoasocjacji 1 zaczynaja tworzy¢ wieksze
agregaty — micele [234]. Micele moga przyjmowac rdzne ksztatty np. ksztalt sfery, cylindra
czy tez dysku [235], a proces ich tworzenia—rozpadania si¢ jest dynamiczny 1 $cisle zalezny

od koncentracji zwigzku powierzchniowo czynnego [236,237]. Warto$¢ stezenia
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odpowiadajaca CMC jest cechg charakterystyczng danego surfaktantu. Aczkolwiek zmienia
si¢ w zaleznosci od rodzaju rozpuszczalnika, temperatury i ci$nienia [221].

Tworzenie micel przez czasteczki surfaktantoéw determinuje zdolno$¢ zwigzkow
powierzchniowo czynnych do solubilizacji substancji hydrofobowych, w tym pecherzykoéw
lipidowych. Pojecie: ,solubilizacja” nalezy rozumie¢ jako samorzutne wchtanianie
substancji hydrofobowych przez agregaty micelarne zwigzku powierzchniowo czynnego,
majace na celu utworzenie termodynamicznie stabilnego roztworu charakteryzujgcego
si¢ zmniejszong aktywnos$cig termodynamiczng [238]. Proces ten opisuje, pokazany na
Rysunku 16, trojstopniowy model solubilizacji dwuwarstw lipidowych, w ktérym [239-
242]:

Etap I - obejmuje podziat detergentu pomigdzy dwuwarstwe i1 faze wodng bez
tworzenia struktur micelarnych,

Etap II — odnosi si¢ do wspoélistnienia mieszanych dwuwarstw detergentowo-
lipidowych z micelami detergentowo-lipidowymi,

Etap III — obejmuje rozpad dwuwarstw lipidowych, gdy stezenie surfaktantu

przewyzsza jego CMC.
Etap 1 Etap 11 Etap III
{f lipid 0\8)%83 %
? surfaktant J l?
SPAS SR
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Rysunek 16. Schematyczne przedstawienie trdjstopniowego modelu solubilizacji
dwuwarstwy lipidowej [243].

\/—'0

Znaczenie procesu solubilizacji jest szczegodlnie istotne w przypadku dazenia do zwigkszenia
rozpuszczalno$ci zwigzkow naturalnie nierozpuszczalnych w danym srodowisku [244,245].
Surfaktanty maja réwniez inne unikalne wlasciwosci, ktore warunkuja ich

mozliwo$ci aplikacyjne, takie jak: aktywnos$¢ biologiczna, biostatyczna i biobdjcza
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[246,247], wlasciwosci pianotworcze [248], wlasciwosci zwilzajace [249,250], wlasciwosci

zmickczajace [251], wlasciwos$ci emulgujace [252,253] oraz antystatyczne [254,255].

4.3. Zastosowanie zwiazkow powierzchniowo czynnych

Zwiazki powierzchniowo czynne wystepuja powszechnie w dzisiejszym swiecie jako
niezbedne sktadniki srodkéw myjacych, kosmetykow, produktow do powlekania (farb,
lakierow) oraz produktéw papierowych i celulozowych [256-258]. Znajduja réwniez
zastosowanie w ochronie roslin i zwalczaniu szkodnikow [259], a takze w usuwaniu réznego
rodzaju zanieczyszczen [260]. Jak podano, takie surfaktanty jak dodecylobenzenosulfonian
sodu 1 Tween 20 skutecznie usuwaja chlorowane lotne zwigzki organiczne z gazéw
spalinowych [261]. Z kolei zastosowanie membrany polieterosulfonowej i anionowego SDS
postuzyto do wydajnego i optacalnego usuwania zanieczyszczen organicznych o niskiej
masie czasteczkowej z wody [262]. Co ciekawe, w badaniu zwrdcono uwage¢ na
synergistyczny efekt dziatania SDS i1 Brij 35 w usuwaniu aniliny [262]. Idac dalej,
surfaktanty wykorzystywane s3 takze w réznorodnych procesach chemicznych — zar6wno
w postaci reagentow, jak i1 katalizatorow reakcji chemicznych [263-265]. W obrebie
zagadnien katalitycznych okazujg si¢ by¢ efektywna platformg wspomagajaca synteze
fotokatalizatoréw, gdzie ich rola dotyczy zwigkszania aktywnos$ci fotokatalicznej
fotokatalizatorow oraz regulacji morfologii 1 struktury fotokatalizatorow [266]. Ponadto,
zwigzki powierzchniowo czynne zajmuja wazne miejsce w medycynie 1 badaniach
biomedycznych, gdzie s3 angazowane migdzy innymi w izolacje¢ biatek oraz projektowanie
produktow o wiasciwosciach przeciwzapalnych i1 przeciwdrobnoustrojowych [267,268].

Srodki powierzchniowo czynne sa takze czesto wlaczane w strukture pecherzykow
lipidowych transportujacych substancje bioaktywne w organizmie, w celu skorygowania ich
wlasciwosci 1 usprawnienia systemu dostarczania lekéw [269-271]. Korzystne dziatanie
dodatku surfaktantow do suspensji liposoméw wynika przede wszystkim z ich zdolnosci do
modyfikowania tadunku elektrostatycznego pecherzykow lipidowych [217]. Jest to
szczegoblnie istotne ze wzgledu na fakt, ze tadunek liposomow wptywa bezposrednio na ich
stabilnos¢ [272]. Stwierdzono na przyklad, Zze duzy tadunek ujemny jest korzystny
w przypadku optymalizacji elastycznych liposoméw uzywanych do transdermalnego
dostarczania pentoksyfiliny [273]. Wlaczenie anionowego $rodka powierzchniowo
czynnego do pecherzykow lipidowych zapewnito ponadto skuteczne przenikanie insuliny

przez barier¢ przepuszczalnosci skory ssakow [274]. Z drugiej strony, poprzez nowatorskie
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uzycie kationowych $rodkéw powierzchniowo czynnych jako wektoréw do dostarczania
genow, surfaktanty przyczynity si¢ do rozwoju terapii genowej [275-277]. Z kolei, mieszane
liposomy utworzone z lipidu POPC 1 z ramnolipidow polecono do uzycia jako systemu
nanonosnikow w celu zwigkszenia aktywno$ci przeciwbakteryjnej peptydow [278],
a biosurfaktant z grupy mannolipidow okazat si¢ wzmacniaé efekt przeciwnowotworowy
pecherzykéw niosacych kwas betulinowy [279]. Surfaktanty moga tez stanowi¢ specjalne
powtoki dla nanoczastek, ktore poprawiajg ich elastyczno$¢ 1 zdolnos$¢ dystrybucji
farmaceutykow [280,281].

Wspomniane w tym paragrafie wazne zastosowania surfaktantéw zachecily do
przeprowadzenia eksperymentéw opisanych w czeéci doswiadczalnej niniejszej rozprawy.
Wiedzac bowiem, Ze niejednokrotnie surfaktanty celowo dodawane sa do liposomowej
formulacji leku, zweryfikowa¢ nalezy czy ich nieznaczne ilosci (takie, ktore moga by¢
wprowadzone do uktadu nie§wiadomie) réwniez wplywaja znaczaco na wilasciwosci

uzytkowe modelowych bton. Zwlaszcza ze jest to dotad nierozwigzane pytanie.
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CZESC DOSWIADCZALNA

5. Stosowane odczynniki

Do przeprowadzenia eksperymentow opisywanych w niniejszej pracy uzyto
nastepujacych odczynnikow:
e lipidy:
— 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DPPC), czysto$¢ >99%, Avanti Polar
Lipids (USA),
— 2-oleoilo-1-palmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (POPC), czysto$¢ >99%, Avanti
Polar Lipids (USA),
— 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC), czystos¢ >99%, Avanti Polar
Lipids (USA),
— cholesterol, czysto$¢ >99%, Avanti Polar Lipids (USA).
Substancje te byly uzywane bez dodatkowego oczyszczania.
e surfaktanty:
— Triton X-100, czysto$¢ >99%, Chempur (Polska),
— dodecylosiarczan sodu (SDS), czystos¢ >99%, Fluka (USA),
— bromek dodecylotrimetyloamoniowy (DTAB), czysto$¢ >99%, Sigma-Aldrich
(USA),
— bromek tetradecylotrimetyloamoniowy (TTAB), czystos¢ >98%, Sigma-Aldrich
(USA),
— bromek heksadecylotrimetyloamoniowy (CTAB), czysto$¢ >96%, Sigma-Aldrich
(USA).
Surfaktanty byty uzywane bez dodatkowego oczyszczania.
e rozpuszczalniki organiczne:
— chloroform (99,9%), Sigma-Aldrich (USA),
— metanol (99,9%), Sigma-Aldrich (USA),
— etanol (>99,8%), Avantor Performance Materials Poland S.A (Polska),
—izopropanol (p.p.a.), PP.H. ,STANLAB” Sp. z o0.0. (Polska).
e Dbufor: do sporzadzenia roztworu buforowego uzyto:
— Tricine (>99%), Sigma-Aldrich (USA),
— KCI (p.p.-a), Chempur (Polska),
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— KOH (p.p.a), Chempur (Polska).
Do badan stosowano wod¢ oczyszczong w systemie Milli-Q (Millipore, USA), ktorej

oporno$¢ wynosita 18,2 MQ-cm.

6. Uklady pomiarowe i metodyka pomiarow

Wykonany eksperyment polegat na zbadaniu wptywu niewielkich ilo$ci zwigzkow
powierzchniowo czynnych zréznicowanych pod wzgledem natury chemicznej i dtugosci
fancucha hydrofobowego na wybrane witasciwosci modelowych bton biologicznych. Jako
modele biomembran zastosowano:

e monowarstwy Langmuira,

e liposomy typu SUV (oraz porownawczo typu GUV).
Poniewaz oddziatywania réznych substancji z btong biologiczng zaleza migdzy innymi od
sktadu lipidowego samej btony, do badan wtaczono uktady modelowe utworzone z lipidow
o zréznicowanym stopniu nasycenia oraz zawarto$ci cholesterolu. Zestawienie stosowanych

uktadéw pomiarowych zawarto w Tabeli 3.

Tabela 3. Badane uktady pomiarowe.

DPPC +

DPPC POPC DOPC 30 mol % Chol

E + Triton X-100

§ g + SDS + SDS + SDS +SDS
2 +DTAB +DTAB +DTAB +DTAB
=) +TTAB + TTAB +TTAB +TTAB
= + CTAB + CTAB + CTAB + CTAB

+ Triton X-100

%‘ +SDS +SDS +SDS +SDS
2 +DTAB +DTAB +DTAB + DTAB
= +TTAB +TTAB +TTAB +TTAB
= +CTAB +CTAB +CTAB +CTAB
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6.1. Wyznaczanie CMC surfaktantow

Przewodno$¢ wiasciwa 1 napigcie powierzchniowe roztwordw surfaktantow
o réznych stezeniach mierzono odpowiednio za pomoca wielofunkcyjnego urzadzenia
Elmetron CX-601 (Elmetron, Polska) i automatycznego tensjometru KSV Sigma 700 (KSV,
Finlandia) z uzyciem pierscienia du Nouya. Miernik przewodnictwa skalibrowano za
pomoca dwupunktowej kalibracji przy uzyciu standardowych roztworéw kalibracyjnych
o przewodnosci wlasciwej 84 1 1413 uS/cm (VWR Chemicals, USA). Pomiary wykonano

w temperaturze 25°C.

6.2. Monowarstwy Langmuira

Okre$lano nastgpujace wihasciwosci monowarstw Langmuira: stan fizyczny
monowarstwy, $cisliwo§¢ monowarstwy, zmiany orientacji czasteczek substancji
filmotworczej podczas kompresji monowarstwy, morfologi¢ monowarstwy oraz zmiany
cisnienia powierzchniowego odpowiednio skompresowanej monowarstwy na skutek
inkorporacji zwigzku powierzchniowo czynnego. Procedury wykonania poszczegodlnych

eksperymentdéw opisano ponize;j.

6.2.1. Pomiar ciSnienia powierzchniowego

Zmiany ciS$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na
pojedyncza czasteczke w filmie powierzchniowym rejestrowano za pomocg wagi
Langmuira (KSV NIMA) skladajacej si¢ z teflonowej wanienki, ruchomych barierek, portu
iniekcyjnego 1 mieszadla magnetycznego. Do pomiaru ci$nienia powierzchniowego
zastosowano tensjometr Wilhelmy'ego (KSV NIMA) z bibulg filtracyjng (Whatman, UK), ktora
pehnita funkcje czujnika cisnienia powierzchniowego. Podczas pomiarow utrzymywano statg
temperature (25°C), do czego postuzyl termostat cyrkulacyjny firmy Julabo (Niemcy).
Rejestracje kolejnych izoterm poprzedzato doktadne wyczyszczenie kazdego z elementow wagi.

Roztwory poszczegdlnych lipidow o stezeniu w zakresie 0,2-0,4 mg/ml
przygotowano poprzez ich rozpuszczenie w mieszaninie chloroform/metanol (9:1, v:v).
Z kolei mieszaning DPPC/Chol przygotowywano poprzez potaczenie odpowiednich
objetosci roztworow wyjsciowych lipidow tak, by zostaly zachowane wymagane proporcje
poszczegbdlnych sktadnikéw. Nastepnie odpowiednig objeto$¢ roztworu lipidu/lipidéw
rozprowadzano na granic¢ faz powietrze/roztwdr wodny za pomoca mikrostrzykawki

(Hamilton). Po odparowaniu rozpuszczalnikoéw (10 minut), do subfazy wstrzykiwano
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roztwory surfaktantow o st¢zeniu wyjsciowym 0,01 M w takich ilo$ciach, by osiagna¢
poczatkowe stezenia w subfazie wodnej rowne 2,3 puM 19,1 uM. Sktadniki subfazy mieszano
za pomoca mieszadla  magnetycznego. Nastepnie, po 10 minutach od nastrzyku
rozpoczynano pomiar, ktory powtarzano co najmniej dwukrotnie, aby uzyska¢ zgodne

wyniki. Szybkos$¢ kompresji monowarstwy wynosita 10 mm/min.

6.2.2. Pomiar potencjalu powierzchniowego

Zmiany potencjalu powierzchniowego filmow Langmuira mierzono za pomoca
czujnika potencjalu powierzchniowego KSV NIMA sprzezonego z waga Langmuira tej
samej firmy. Elektroda wibrujaca znajdowata si¢ 2 mm nad powierzchnig subfazy
buforowej, podczas gdy przeciwelektroda byta zanurzona w subfazie. Dziesie¢ minut po
napetlnieniu  korytka wagi $wiezym roztworem buforowym warto$§¢ potencjalu
powierzchniowego zostala wyzerowana. Nastepnie z subfazy pobrano 1 ml buforu i w tej
objetosci przygotowano roztwor surfaktantu o odpowiednim stezeniu, ktory kolejno dodano
do subfazy buforowej. Analizowane catkowite poczatkowe st¢zenia §rodka powierzchniowo
czynnego w subfazie wynosity 2,3 uM 1 9,1 puM. Pi¢g¢ minut po nastrzyku, na granicy faz
bufor/powietrze rozprowadzono roztwér lipidowy, a nastepnic po 10 minutach
odparowywania rozpuszczalnikow, rozpoczynano kompresje monowarstwy z szybkoscia 10
mm/min. Temperatura pomiarow wynosita 25°C. Jako kontrol¢ zarejestrowano izoterme

AV—A bez nastrzyku surfaktantu.

6.2.3. Mikroskopia kata Brewstera (BAM)

Eksperyment BAM przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu UltraBAM (Accurion
GmbH, Niemcy) zintegrowanego z waga Langmuira (NIMA). Mikroskop wyposazony byt
w laser o mocy 50 mW (dlugos¢ fali 658 nm) spolaryzowany liniowo w plaszczyznie
padania, obiektyw z 10-krotnym powigkszeniem, polaryzator, analizator oraz kamerg CCD.
Rozdzielczo$¢ przestrzenna wynosita 2 um. Procedura pomiaréw byta analogiczna do

opisanej powyzej (sekcja 6.2.1.).

6.2.4. Testy penetracji

Aparatura i procedura opisane w punkcie 6.2.1. zostaty réwniez wykorzystane do
przeprowadzenia eksperymentow penetracyjnych. Jedyna rdznica byto to, ze zaraz po
odparowaniu rozpuszczalnikow organicznych z powierzchni subfazy rozpoczynano

sprezanie monowarstwy, ktére prowadzono do momentu osiggni¢cia zadanej wartosci
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cisnienia powierzchniowego (32 mN/m). Jak bowiem wykazano, w zakresie ci$nien
powierzchniowych 30-35 mN/m wilasciwosci takie jak: upakowanie czasteczek
w monowarstwie, $cisliwo§¢ monowarstwy czy tez stan fazowy monowarstwy s3
skorelowane z wtasciwosciami dwuwarstw lipidowych o tym samym sktadzie [46]. Po 20
minutach stabilizacji takiego uktadu do subfazy ostroznie wstrzykiwano surfaktant i od tej
pory monitorowano zmiany ci§nienia powierzchniowego nie w funkcji powierzchni

przypadajacej na pojedyncza czasteczke w filmie powierzchniowym, lecz w funkcji czasu.

6.3. Liposomy

Analiza liposoméw obejmowata pomiary rozmiaru i potencjatu dzeta pecherzykow
lipidowych po dodaniu surfaktantow zréznicowanych pod wzgledem natury chemicznej
1 dlugosci tancucha weglowego. Standardowa, znana z literatury procedura modyfikacji
powierzchni liposomoéw surfaktantami polega na ich dodaniu do uktadu na etapie preparatyki
liposoméw. Z kolei w zaprezentowanej rozprawie zwigzki powierzchniowo czynne

wlaczano do uktadu zawierajacego juz przygotowane pecherzyki lipidowe.

6.3.1. Preparatyka liposomow

Liposomy otrzymano dwiema metodami:
e metodg hydratacji cienkiego filmu lipidowego uzupetniong o ekstruzje,

e metodg elektroformacji.

Doktadne procedury zastosowane do przygotowania liposomow ilustruje Rysunek 17.
Preparatyke przeprowadzono w roztworze buforowym o pH=7,6 sktadajagcym si¢ z 20 mM
Tricine 1 10 mM KCI. Temperatura procesu hydratacji, a takze elektroformacji zostata dobrana
tak, by byla wyzsza od temperatury przej$cia fazowego uzywanego lipidu 1 wynosita
odpowiednio 47°C w przypadku liposomow otrzymywanych z DPPC 1 25°C dla liposomow
otrzymywanych z POPC 1 DOPC. W metodzie hydratacji lipidy rozpuszczano w mieszaninie
chloroform/metanol (2:1, v:v), a w metodzie elektroformacji funkcje rozpuszczalnika petnit

etanol. Stezenie lipidow w przygotowanych liposomach wynosito 2 mg/ml.
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Metoda hydrataciji cienkiego filmu lipidowego
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Rysunek 17. Schemat preparatyki liposomow.

W celach porownawczych dla lipidu DPPC przeprowadzono eksperyment, w ktorym
dwa surfaktanty (SDS i DTAB) dodano do uktadu w trakcie preparatyki liposoméw.
Przygotowano wowczas wyjsciowe roztwory SDS 1 DTAB w mieszaninie chloroform/metanol
(2:1, viv), ktore dodano w odpowiednich ilosciach do roztworu lipidu w pierwszym etapie
preparatyki liposomow. Ilosci dobrano tak, by stezenia surfaktantow w badanych probkach

wynosity 2,3 uM 19,1 uM.

6.3.2. Pomiar dynamicznego rozpraszania Swiatla

Do wyznaczenia wielkosci 1 wspotczynnika polidyspersyjnosci liposomow
zastosowano analizator Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) wyposazony w laser emitujacy
promieniowanie o dlugosci fali réwnej 633 nm. Detektor ustawiony byt pod katem 173°,
apomiary prowadzono w kuwetach typu DTS1060. Analiz¢ przeprowadzono
w temperaturze 25°C w roztworze buforowym, ktory wczesniej zastosowano do uzyskania
pecherzykow lipidowych (20 mM Tricine, 10 mM KCIL, pH 7,6). Podczas pomiarow stezenie
lipidu wynosito zawsze 0,078 mg/ml. Zwigzek powierzchniowo czynny dodawany byt
zazwycza] do $wiezo zsyntezowanej zawiesiny liposomoéw. Po dodaniu r-ru surfaktantu
probke mieszano recznie przez 1 minute, przenoszono do kuwety pomiarowej i dokonywano
pomiaru. Poczatkowe stezenia surfaktantow w zawiesinie liposomow wynosity: 2,3 uM, 4,5

uM19,1 uM. W celach poréwnawczych dwa surfaktanty zostaly dodane do uktadu w trakcie
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preparatyki liposoméw DPPC. Woéwcezas probke nalezalo tylko przenies¢ do kapilary

pomiarowej i rozpocza¢ pomiar. Dla kazdej probki wykonano od 3 do 5 pomiarow.

6.3.3. Wyznaczanie potencjalu dzeta liposomow

Ruchliwo$¢  elektroforetyczng  zawiesin  liposomow  mierzono  technika
dynamicznego rozpraszania §wiatla, uzywajac urzadzenia Zetasizer Nano ZS (Malvern,
UK). W rozdziale 3.2.4.2. wspomniano, ze do przeliczenia ruchliwosci elektroforetycznej
na potencjal dzeta stosowa¢ mozna: réwnanie Helmholtza-Smoluchowskiego, réwnanie
Henry’ego badz réwnanie Hiickla, a wybdr odpowiedniego rownania zalezy od stosunku
grubosci podwdjnej warstwy elektrycznej do promienia badanej czastki, tj. [194]:

kiedy xa > 20, to zastosowac nalezy réwnanie Helmholtza-Smoluchowskiego,

kiedy 20 > ka > 1, to zastosowac¢ nalezy rOwnanie Henry’ego,

kiedy xa < 1, to zastosowac¢ nalezy rownanie Hiickla.

Poniewaz xa otrzymanych liposomow przewyzszato 20, potencjat dzeta wyliczano poprzez

zastosowanie roéwnania Helmholtza-Smoluchowskiego (rownanie 11).

6.3.4. Wyznaczanie potencjalu i ladunku powierzchniowego, powierzchni
przypadajacej na jednostke fadunku oraz liczby ladunkow elementarnych
przypadajacych na pojedynczy liposom

Na podstawie otrzymanych wartosci S$redniej S$rednicy hydrodynamicznej
1 potencjatu dzeta poszczegdlnych liposoméw wyznaczono ich potencjat powierzchniowy
(rownanie 14), a nastepnie tfadunek powierzchniowy (rownanie 15). Do obliczenia tadunku
powierzchniowego wybrano ptaski model podwdjnej warstwy elektrycznej, poniewaz jak
wczesnie] wykazano, zastosowanie modelu plaskiego 1 sferycznego podwodjne) warstwy
elektrycznej prowadzi do otrzymania zbieznych wynikéw [202]. Uzyskana wartos$¢ tadunku
powierzchniowego zostala nastgpnie wykorzystana do obliczenia powierzchni
przypadajacej na jednostke tadunku oraz liczby tadunkoéw elementarnych przypadajacych na
pojedynczy liposom. Dane teoretyczne niezbedne do przeprowadzenia obliczen zestawiono

w Tabeli 4.
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Tabela 4. Stale wykorzystane do obliczenia potencjatu
1 tadunku powierzchniowego liposomow.

Symbol Wartos¢é
F= 96485,33 C/mol
R= 8,314 JxK!/mol
T= 298 K
X = 0,24 nm
c= 30 mM
€0= 8,85x10"? F/m
&= 78,4
e= 1,6x10"° C

6.3.5. Pomiar Swiatla rozproszonego pod katem 90°

Pomiaru $wiatta rozproszonego pod katem 90° dokonano za pomoca
spektrofotometru fluorescencyjnego Cary Eclipse (Varian Inc., USA) przy dlugosci fal
wzbudzenia i emisji réwnym 450 nm. Szerokos¢ szczeliny podczas pomiaréw wynosita 2,5
nm. Badaniu podlegaty buforowe roztwory SDS i DTAB o obje¢tosci rownej 1,5 ml i st¢zeniu
9,1 uM, do ktorych porcjami dodawano §wiezo przygotowang zawiesing liposoméw DPPC,
otrzymujac uktady o stezeniu lipidow wynoszacym: 0,027 mg/ml; 0,053 mg/ml; 0,08 mg/ml
oraz 0,016 mg/ml. Stezenie lipidu w wyjsciowej zawiesinie pecherzykoéw wynosito 2 mg/ml.
Po dodatku liposoméw probke delikatnie wymieszano i odczekano 5 minut. Analizg

przeprowadzono w temperaturze 25°C.

7. Dyskusja wynikow

Przedstawione badania dotyczyly analizy wptywu przedstawicieli dwoch gtéwnych
grup surfaktantow: niejonowego zwigzku powierzchniowo czynnego (Triton X-100)
1 surfaktantow jonowych na wtasciwosci modelowych bton biologicznych. Jako surfaktanty
jonowe wybrano zaro6wno surfaktant anionowy (SDS), jak 1 surfaktanty kationowe (DTAB,
TTAB, CTAB), ktore zostaly dobrane tak, by zweryfikowa¢ czy wplyw zwigzkow
powierzchniowo czynnych na wtasciwo$ci biomembran zalezny jest od dlugos$ci tancucha

hydrofobowego surfaktantu.
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7.1. Wplyw niejonowego zwigzku powierzchniowo czynnego
(Triton X-100) na wlasciwosci modelowych blon biologicznych

W przeprowadzonych badaniach okreslono wptyw niejonowego surfaktantu Triton
X-100 na wihasciwosci modelowych bton DPPC. Ten niejonowy zwigzek powierzchniowo
czynny czesto pojawia si¢ w literaturze migdzy innymi dlatego, ze prowadzi do efektywnej,
a przy tym tagodnej lizy komoérek [282,283]. W przeprowadzonych badaniach uzyto
niewielkich stgzen Tritonu X-100, ktére w przyblizeniu sg 100 razy nizsze od jego CMC.
Wyznaczona z pomiaréw napigcia powierzchniowego warto§¢ CMC Tritonu X-100
w wodzie 1 buforze Tricine o pH=7,6 wynosi 0,16 mM (Rysunek 18) i jest zblizona do

wartos$ci literaturowych [284].
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Rysunek 18. Zmiany napigcia powierzchniowego roztworéow Triton X-100 w wodzie (A)
1 buforze Tricine o pH=7,6 (B).

Ponadto, przy zastosowanych st¢zeniach lipidu 1 surfaktantu poczatkowy stosunek molowy
surfaktantu do lipidu w analizowanych pegcherzykach byl niski 1 wynosit mniej n 0,1.
Oznacza to, ze w opisywanych eksperymentach nastgpit podzial detergentu miedzy
dwuwarstwe 1 fazg wodna bez tworzenia struktur micelarnych (etap I procesu solubilizacji),

a obserwowane wyniki z pewnos$cig nie sg generowane przez micele surfaktantu.
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7.1.1. Wplyw niejonowego zwiazku powierzchniowo czynnego na
wlasciwosci monowarstwy DPPC

W pierwszym etapie badan analizie poddano wplyw Tritonu X-100 na ksztalt
izotermy m—A lipidu DPPC. Izotermy n—A zarejestrowane dla tego lipidu naniesionego na
czysta subfaze wodna, czysta subfaz¢ buforowa bez i w obecnosci niejonowego surfaktantu
przedstawiono na Rysunku 19A. Jak widaé, izoterma mn—A monowarstwy DPPC
zarejestrowana na wodzie wykazuje typowy ksztalt obserwowany wczesniej w literaturze
[285,286]. Punkt [lift-off monowarstwy wystepuje przy powierzchni wynoszacej okoto 85
A?%/czasteczke, a obszar wspolistnienia faz LE-LC pomiedzy 50-65 A?/czasteczke [P1].
Dalsza kompresja monowarstwy DPPC prowadzi do gwattownego wzrostu ci$nienia
powierzchniowego az do osiggnigcia wartosci maksymalnej w momencie zalamania filmu

[P1]. Ksztatt izotermy n—A lipidu DPPC zarejestrowanej na subfazie buforowej jest podobny
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Rysunek 19. Izotermy n—A zarejestrowane dla monowarstwy DPPC w obecnos$ci
surfaktantu niejonowego (A) oraz zaleznosci wartoSci wspoOtczynnika Scisliwosci od
ci$nienia powierzchniowego wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm (B) [P1].

do izotermy DPPC na subfazie wodnej [P1]. Izoterma przesunigta jest jednak w kierunku
wiekszych powierzchni przypadajacych na pojedyncza czasteczke DPPC [P1]. Pierwszy
wzrost ci$nienia powierzchniowego pojawia si¢, gdy powierzchnia czasteczkowa wynosi
okoto 115 A?/czasteczke, a obszar przejscia fazowego ze stanu LE do LC miedzy 60-80
A?%/czasteczke i jest on mniej widoczny niz w przypadku izotermy zarejestrowanej na

subfazie wodnej [P1]. Zalamanie monowarstwy ma miejsce przy ci$nieniu
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powierzchniowym réwnym okoto 55 mN/m, co odpowiada powierzchni 33 A%/czasteczke
[P1]. Podobng izoterm¢ n—A dla DPPC uzyskali Séndez i in. [287] stosujac jako subfazg
bufor zawierajacy cytrynian sodu, fosforan sodu i boran sodu (pH=7), a takze Gong i in. [51]
wykorzystujacy PBS jako subfaze (pH=7,4).

Obecno$¢ surfaktantu niejonowego Triton X-100 w subfazie buforowej znaczaco
wplywa na przebieg izotermy n—A lipidu DPPC. Zmiany obejmuja przede wszystkim
potozenie punktu [ift-off, ktory jest przesuniety w kierunku wiekszych powierzchni
czasteczkowych. Dalej przebieg izoterm jest podobny, jednak dla poszczegdlnych wielkosci
powierzchni osiggane sg nizsze warto$ci ciSnienia powierzchniowego. Skutkuje to
ostatecznie zatamaniem monowarstwy DPPC przy znacznie nizszym ci$nieniu, niz to byto
w przypadku czystej subfazy buforowej. Oznacza to, ze badany surfaktant gromadzi si¢ na
granicy mig¢dzyfazowej 1 oddzialuje z czasteczkami lipidu. Co istotne, opisane zmiany sg
bardziej wyrazne przy wyzszym st¢zeniu surfaktantu.

Dodatek Tritonu X-100 do subfazy buforowej wptywa réwniez na zaleznosci
wspotczynnika $cisliwosci monowarstwy od cis$nienia powierzchniowego (Rysunek 19B),
ktore zostaly wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm n—A. W przypadku
monowarstw DPPC naniesionych na subfaze wodng oraz na czysta subfazg buforowa
zaobserwowa¢ mozna wyrazne minimum, ktdre potwierdza wystepowanie przejscia
fazowego [P1]. Poréwnanie maksymalnych warto$ci wspotczynnika $cisliwosci przed i za
minimum $wiadczy, ze jest to przejScie LE-LC [P1]. Maksymalna warto$¢ wspotczynnika
scisliwosci monowarstwy DPPC naniesionej na subfaze wodng osiggana za minimum
wynosi okoto 250 mN/m [P1] i oznacza, ze badana monowarstwa wystepuje w wysoce
uporzagdkowanym stanie cieczy skondensowanej [102]. Zastgpienie subfazy wodnej
buforem powoduje znaczne obnizenie maksymalnej warto$ci modutu Scisliwosci [P1],
a obecno$¢ Tritonu X-100 prowadzi do dalszego zmniejszania tej wartosci, co wskazuje na
spadek stopnia uporzadkowania fancuchéw alkilowych DPPC oraz na wzrost ptynnosci tej
monowarstwy [288]. Po dodatku niejonowego surfaktantu zanika ponadto charakterystyczne
dla przejscia fazowego minimum.

Dla rozwazanego uktadu zarejestrowano rOwniez zmiany potencjalu
powierzchniowego w funkcji powierzchni czgsteczkowej, ktore przedstawiono jako
zalezno$¢ zmian potencjatu powierzchniowego w funkcji odwrotnosci $redniej powierzchni
przypadajacej na czasteczke w monowarstwie. Taka reprezentacja danych umozliwia
doktadng obserwacje zmian orientacji czasteczek na granicy faz podczas eksperymentu,

poniewaz zgodnie z przedstawionym wczesniej rownaniem (7) nachylenie krzywe;j
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wykreslonej na takim wykresie jest wprost proporcjonalne do sktadowej wektora momentu
dipolowego prostopadiej do powierzchni subfazy. Oznacza to, ze kazda zmiana nachylenia
wykresu AV—1/A jest rownoznaczna zmianie orientacji czgsteczek w monowarstwie [P3].

W przypadku monowarstwy DPPC naniesionej zaréwno na subfaz¢ wodna, jak i na
subfaze buforowa na poczatku procesu kompresji AV wykazuje warto$¢ stala, po czym
nastgpuje gwalttowny wzrost potencjalu powierzchniowego, ktory $wiadczy o pierwszej
reorganizacji czasteczek DPPC na granicy faz (Rysunek 20) [P3]. Jest ona spowodowana
zmniejszeniem powierzchni przypadajacej na pojedynczg czasteczke w monowarstwie. Po
skokowym wzro$cie AV ma miejsce przegiecie krzywych i zmniejszenie ich nachylenia, co
oznacza, ze sktadowe wektora momentu dipolowego prostopadte do powierzchni subfazy
przyjmuja mniejsze wartosci [P3]. Nastepnie, poczawszy od 1/A ~ 0,017 czasteczka/A?
nachylenie analizowanych krzywych ponownie wzrasta az do osiggniecia maksymalne;j
wartosci AV [P3].
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Rysunek 20. Zmiany potencjatu powierzchniowego w funkcji odwrotnosci powierzchni
przypadajacej na pojedyncza czasteczk¢ w filmie powierzchniowym zarejestrowane dla
monowarstwy DPPC w obecnosci surfaktantu niejonowego [P3].

Maksymalna warto$¢ potencjatu powierzchniowego odpowiada najbardziej
pionowej orientacji czasteczek w filmie lipidowym 1 zazwyczaj pokrywa si¢
z maksymalnym stopniem kondensacji monowarstwy [113]. Nalezy zaznaczy¢, ze
sekwencja zarejestrowanych zmian potencjatu powierzchniowego w funkcji powierzchni
czasteczkowe] jest analogiczna do obserwowanych wczesniej zmian ci$nienia

powierzchniowego 1 moze by¢ przypisana zmianom stanu fizycznego monowarstwy DPPC.
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Dalsza analiza Rysunku 20 wskazuje na znaczacy wptyw surfaktantu niejonowego
na przebieg zmian potencjatu powierzchniowego w funkcji powierzchni czasteczkowej
otrzymanych dla monowarstwy DPPC, co jest rtownoznaczne wptywowi tego surfaktantu na
organizacj¢ molekularng filmu DPPC. Uzyskane wyniki pokazujg, ze powierzchnia subfazy
juz przy maksymalnym potozeniu barierek wagi Langmuira jest bogata w czasteczki
zwigzkow powierzchniowo aktywnych, co wymusza ich uporzadkowanie wzgledem siebie.

Tworzenie domen DPPC na powierzchni czystej subfazy buforowej obserwowano
z wykorzystaniem techniki BAM (Rysunek 21). Zarejestrowane obrazy pokazuja, ze
w obszarze przemian fazowych LE-LC, przy ci$nieniu powierzchniowym réwnym okoto
12,6 mN/m, zaczynaja tworzy¢ si¢ mate kwiatopodobne domeny, ktore rosng wraz z dalszym
sprezaniem monowarstwy [P1]. Jednak, mimo ze wraz ze wzrostem ci$nienia
powierzchniowego zmniejszajg si¢ odlegtosci miedzy obserwowanymi strukturami, nawet
przy wysokich ci$nieniach nie tworzy si¢ catkowicie jednorodny film DPPC. Widoczne sa
natomiast obszary o roéznych odcieniach szarosci. Swiadczy to o zjawisku anizotropii
optycznej, ktére jest zwigzane z niejednorodnym azymutem kata odchylenia czgsteczek

lipidu w stosunku do granicy miedzyfazowej [289].

n=12,6 mMN/m mw=14,9mN/m

T = 18,5 mN/m 05 % 1=32,0 mN/m | e 7 = 48,1 mN/m

Rysunek 21. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DPPC na powierzchni
subfazy buforowej [P1]. Skala oznacza 100 pm.

Morfologi¢ monowarstwy DPPC w obecnosci niejonowego srodka powierzchniowo
czynnego w subfazie buforowej przedstawiono na Rysunku 22. Zauwazy¢ mozna, ze
w obecnosci Triton X-100 domeny DPPC tworzg si¢ przy ci$nieniu powierzchniowym nieco

wyzszym niz w przypadku czystej subfazy buforowej. Potwierdza to zwigkszona pltynnos¢
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nt=16,4 mN/m 7t =16,7 mN/m

=182 mN/m m=20,2 mN/m 7 =41,9 mN/m

Rysunek 22. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DPPC w obecnosci
surfaktantu niejonowego w subfazie buforowej. Stezenie srodka powierzchniowo czynnego
wynosi 2,3 uM. Skala oznacza 100 pm.

monowarstwy DPPC w obecnosci tego surfaktantu, co sugerowata wcze$niej zmniejszona
maksymalna warto$¢ modutu $cisliwosci. W miare postepu kompresji domeny zwigkszaja
swoje rozmiary i zaczynaja przypomina¢ kwiaty. Nastgpnie taczg si¢ ze sobg 1 przeksztalcaja
w jednorodng strukture o cechach anizotropii optycznej [289]. Co ciekawe, ma to miejsce
juz przy cisnieniu powierzchniowym wynoszacym 20,2 mN/m.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono test penetracji monowarstwy DPPC przez
niejonowy surfaktant przy cis$nieniu powierzchniowym réwnym 32 mN/m. Przy takim
cisnieniu monowarstwy lipidowe imituja dwuwarstwy lipidowe [122]. Eksperyment
obejmowal dwa stezenia surfaktantu — 2,3 uM oraz 9,1 uM, a otrzymane wyniki
przedstawiono na Rysunku 23. Jak mozna zauwazy¢, w przypadku mniejszego st¢zenia
Tritonu X-100 nie obserwuje si¢ zmiany cisnienia powierzchniowego w wyniku nastrzyku
surfaktantu. Z kolei po nastrzyku jego wigkszej ilosci (9,1 uM w objetosci subfazy
buforowej) ma miejsce gwattowna, cho¢ niewielka, dodatnia zmiana ci$nienia

powierzchniowego, utrzymujaca si¢ na stalym poziomie az do zakonczenia eksperymentu.
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Rysunek 23. Zmiany ci$nienia powierzchniowego w funkcji czasu po nastrzyku surfaktantu
niejonowego do monowarstwy DPPC skompresowanej do cisnienia powierzchniowego
réwnego 32 mN/m.

Oznacza to, ze Triton X-100 zostaje trwale wbudowany w tak skompresowang monowarstwe
DPPC [290,291]. Jednak jego obecnos¢ powoduje tylko niewielkie zmiany ci$nienia
powierzchniowego, ktore zaczynaja by¢ widoczne dopiero w momencie zastosowania

wyzszego stezenia surfaktantu.

7.1.2. Wplyw niejonowego zwigzku powierzchniowo czynnego na
wlasciwosci liposomow DPPC

W kolejnym etapie badan przeanalizowano wptyw dodatku Tritonu X-100 na
wlasciwosci dwuwarstw lipidowych, stosujac male jednowarstwowe liposomy DPPC
otrzymane metodg hydratacji suchego filmu lipidowego. Rozwazane poczatkowe stezenia
srodka powierzchniowo czynnego odpowiadaly st¢zeniom zastosowanym w czesci 7.1.1.,
przy czym zbadano rowniez wptyw dodatkowego, posredniego stezenia surfaktantu (4,5
uM). Do badan wykorzystano liposomy o $rednicy rownej 116,9 nm i1 wspotczynniku
polidyspersyjno$ci wynoszacym 0,52. Rozmiar ten jest adekwatny do zastosowanych
podczas kalibracji membran poliwgglanowych, ktorych §rednica poréw wynosita 100 nm.
Z kolei wielko$¢ wspodlczynnika polidyspersyjnosci wskazuje na otrzymanie zawiesiny
liposomoéw bliskiej monodyspersyjnosci [181]. W wyniku dodania do zawiesiny liposoméow
niewielkiej ilo$ci surfaktantu niejonowego obserwuje si¢ tylko nieznaczng zmiang Srednicy,

jednak wspotczynnik polidyspersyjnosci istotnie maleje (Rysunek 24). Oznacza to, ze
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dodatek tego surfaktantu nie wptywa na rozmiar otrzymanych liposoméw DPPC, jednak

zwigksza ich jednorodnos¢.
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Rysunek 24. Zmiany S$redniej S$rednicy hydrodynamicznej (Dn) 1 wspodtczynnika

polidyspersyjnosci (PDI) liposoméw DPPC otrzymanych metoda hydratacji w obecnosci
surfaktantu niejonowego.

Potencjatl dzeta czystych liposoméw DPPC otrzymanych metoda hydratacji wynosit
-3,2 + 1,4 mV [P1] 1 jak oczekiwano, nie zmienial si¢ po dodaniu niejonowego surfaktantu
(Rysunek 25A). Z uwagi na czas potrzebny na wymieszanie probki oraz jej przeniesienie do
kapilary pomiarowej przedstawione wyniki dotycza potencjatu elektrokinetycznego
wyznaczonego okoto dwoch minut po dodatku surfaktantu, co traktowane jest jako pomiar
,»0”. Sprawdzono roéwniez zmiany potencjalu dzeta w czasie od momentu dodania
surfaktantu do uktadu. Zmiany te zarejestrowano dla stezenia Tritonu X-100 réwnego
2,3 uM 1 przedstawiono na Rysunku 25B. Potencjal dzeta nie ulegt zmianie w czasie

eksperymentu trwajacego godzing. Oznacza to, ze obecno$¢ badanego surfaktantu nie

wplywa na potencjal elektrokinetyczny liposomoéw DPPC.
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Rysunek 25. Zmiany potencjatu dzeta liposoméw DPPC w zaleznosci od stgzenia
surfaktantu niejonowego (A) oraz zmiany potencjalu dzeta liposoméw DPPC w funkcji
czasu w obecnosci surfaktantu niejonowego o stezeniu 2,3 uM (B).
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Dysponujac rozmiarem i potencjatem dzeta otrzymanych liposomoéw DPPC,
obliczono potencjat powierzchniowy, tadunek powierzchniowy, powierzchni¢ przypadajaca
na jednostke tadunku oraz liczbe tadunkéw elementarnych przypadajacg na liposom.
Obliczone wielkosci wskazujg na niewielki wptyw niejonowego surfaktantu na zmiany

wlasciwosci powierzchniowych analizowanych liposoméw (Tabela 5).

Tabela 5. Zmiany parametru wa, potencjatu powierzchniowego (y9), *tadunku
powierzchniowego (&), powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku i liczby tadunkow
elementarnych e przypadajacych na pojedynczy liposom uzyskane dla liposoméw DPPC
w obecnosci surfaktantu niejonowego.

Powierzchnia

C 7 o na jednostke Liczba

surf. 0 0 ,
Surfaktant [aM] Ka [mV] [C/nm2x10%] ladunku ladu.nkow e
) na liposom

[nm?/eg]

0 33,3 -3,7 1,5 190,0 226

2,3 33,3 -3,2 1,3 126,5 339

Triton X-100 4,5 34,1 -3,8 15 106,5 423

9,1 33,6 -2,6 1,0 155,7 280

W uktadzie zawierajacym surfaktant zachodzi oddziatywanie czasteczek surfaktantu
z warstwg lipidowa. Ladunek na powierzchniach pecherzykéw lipidowych jest zatem
wypadkowa tadunku lipidu oraz surfaktantu [217]. Brak wyraznych zmian potencjalu
elektrokinetycznego, potencjatu powierzchniowego oraz ladunku powierzchniowego
w obecnosci surfaktantu niejonowego nie powinien zatem dziwi¢, gdyz ten charakteryzuje
si¢ brakiem tadunku. Wczedniej zauwazono jednak, ze poczatkowo wysoki, ujemny
potencjat dzeta pecherzykow zawierajacych 800 mg fosfoliponu 90G 1 100 mg
pentoksyfiliny ({~-26,9 mV) zmienia warto$¢ na dodatnig w obecno$ci 50 mg surfaktantow
Tween 20 (¢ ~ 1,6 mV) i Tween 21 ({ ~ 1,7 mV) [273]. We wspomnianych badaniach

surfaktanty dodawano do uktadu na etapie produkcji liposomow.
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7.2. Badanie oddzialywania anionowego (SDS) i kationowych
(DTAB, TTAB, CTAB) zwiazkow powierzchniowo czynnych
oroznej dlugosci lancucha weglowego na wlasciwosci
modelowych blon biologicznych

W kolejnym etapie badan sprawdzono wpltyw dodatku niewielkiej ilosci
surfaktantow jonowych na wilasciwosci modelowych bton biologicznych. Jako anionowy
surfaktant wybrano SDS, ktéry jest powszechnym sktadnikiem przemystowych
1 handlowych  preparatow czyszczacych [292]. Jego dodatnio natadowanym
odpowiednikiem jest DTAB, ktory tak samo, jak SDS zbudowany jest z 12-weglowego
fancucha alifatycznego. Kolejne badane surfaktanty to surfaktanty kationowe: TTAB oraz
CTAB charakteryzujace si¢ odpowiednio 14-weglowym, oraz 16-weglowym tancuchem
alifatycznym. Jak juz wspomniano, solubilizacja dwuwarstwy lipidowej w wyniku dzialania
srodka powierzchniowo czynnego jest powszechnie znanym procesem [241]. Jednak przy
stezeniu surfaktantu znacznie nizszym niz jego CMC nastgpuje podziat zwigzku
powierzchniowo czynnego pomiedzy dwuwarstwe lipidowa a faze objetosciowa, bez
rozpadu dwuwarstwy [242]. Pomimo ze wartosci krytycznego stezenia micelizacji
surfaktantow jonowych analizowanych w toku niniejszych badan sg dostgpne w literaturze,
to zasadne wydalo si¢ doktadne wyznaczenie ich warto$ci w stosowanych warunkach
eksperymentalnych. CMC wyznaczono na podstawie zmian przewodno$ci wiasciwej oraz
napigcia powierzchniowego. Na Rysunku 26 przedstawiono zmiany tych parametrow
w funkcji stezenia SDS i DTAB. W analizie CMC nie uwzgledniono TTAB oraz CTAB,
gdyz znajac krytyczne stezenie micelizacji DTAB i bazujac na strukturze hydrofobowej tych
trzech surfaktantéw, z dobrym przyblizeniem okresli¢ mozna CMCtrap i CMCctaB
w warunkach obranych wcze$niej dla DTAB.

Wyznaczone na podstawie zmian przewodnos$ci krytyczne stezenia micelizacji SDS
1 DTAB sa odpowiednio rowne: SmMi 11,5 mM, a CMC okre$lone poprzez zmiany
napigcia powierzchniowego sg nieco nizsze i odpowiednio wynosza: 2 mM 1 8§ mM [P2].
Podobne wartosci byty raportowane, gdy rozwazano CMC tych surfaktantow w buforze
fosforanowym o pH=7 [293,294]. Poniewaz zgodnie z og6lng zasada CMC surfaktantow
jonowych maleje dwukrotnie, gdy dtugo$¢ tancucha surfaktantu zwigksza si¢ o jedna grupe
metylenowg [295], to mozna zalozy¢, ze krytyczne st¢zenie micelizacji w buforze Tricine

o pH=7,6 bedzie wynosito okoto 4-6 mM dla TTAB oraz 2-3mM dla CTAB.
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Rysunek 26. Zmiany przewodnosci wlasciwej (A,B) i napigcia powierzchniowego (A’,B”)
roztworéw SDS i DTAB w buforze Tricine o pH=7,6 [P2].

Zatem stosowane Ww przedstawionych badaniach stgezenia jonowych zwigzkow
powierzchniowo czynnych sag w przyblizeniu 1000 razy nizsze od CMC tych surfaktantow.
Oznacza to, ze w opisywanych eksperymentach z pewno$ciag nie tworzg si¢ micele
surfaktantow, a obserwowane zmiany potencjatu dzeta oraz wielkos$ci dotyczg liposomow.
Potwierdzeniem tego jest rOwniez pokazany na Rysunku 27 prostoliniowy wzrost
intensywnosci $wiatta rozproszonego pod katem 90° wraz ze wzrostem stezenia liposomow
DPPC w analizowanych prébkach zarejestrowany dla najwyzszego rozwazanego stezenia

SDS i DTAB, j. 9,1 uM.
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Rysunek 27. Zmiany intensywnos$ci $wiatla rozproszonego pod katem 90° buforowych
roztworéw SDS (A) i DTAB (B) o st¢zeniu 9,1 pM w obecnosci liposoméw DPPC.

W przypadku rozerwania struktur dwuwarstwowych pod wptywem surfaktantow
intensywno$¢ §wiatta rozproszonego pozostawataby bowiem na stalym poziomie [210].
Niebieskie obszary zaznaczone na wykresach wskazuja punkty, w ktorych stezenie DPPC
w liposomach jest rowne 0,078 mg/ml (stezenie lipidu w pecherzykach badanych za pomoca

technik DLS i ELS).

7.2.1. Wplyw budowy lancucha hydrofobowego lipidu

Oddziatywania réznorodnych substancji z btong biologiczng zaleza zaréwno od
wlasciwosci 1 aktywnosci tychze substancji, jak 1 wlasciwosci blon. Kluczowe znaczenie ma
sktad lipidowy membrany, ktory determinuje jej wlasciwosci, np. stopien ptynnosci. Dlatego
tez w ponizszym rozdziale dyskusji poddano wptyw jonowych zwiazkéw powierzchniowo
czynnych na uktady modelowe utworzone z lipidow o zroznicowanym stopniu nasycenia
tancuchow hydrofobowych: DPPC, POPC 1 DOPC. DPPC jest przyktadem lipidu catkowicie
nasyconego. Zbudowany jest z dwoch nasyconych tancuchow palmitynowych
o konformacji trans, przez co tworzy upakowang warstwe lipidowa. Z kolei POPC jest
przykladem lipidu potnienasyconego, a DOPC — przyktadem lipidu nienasyconego. Czgs¢
hydrofobowa POPC tworza: nasycony tancuch palmitynowy oraz nienasycony tancuch
oleinowy, a DOPC charakteryzuje si¢ obecnos$cia w strukturze dwodch nienasyconych

tancuchéw oleinowych. Wigzanie podwdjne o konformacji cis jest powodem wygigcia
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fancucha oleinowego i uniemozliwia geste upakowanie czasteczek w warstwie lipidowe;.

W rezultacie warstwa lipidowa odznacza si¢ wigkszym stopniem ptynnosci.

7.2.1.1. Wplyw na monowarstwe DPPC

Izotermy m—A zarejestrowane dla lipidu DPPC naniesionego na czysta subfazg
buforowg oraz na subfaze¢ buforowa wzbogacong w surfaktanty jonowe przedstawione sg na
Rysunek 28. Mozna zaobserwowac, ze dodatek surfaktantow jonowych do subfazy Tricine
kazdorazowo przesuwa izoterm¢ DPPC w kierunku wigkszych powierzchni czasteczkowych
[P1]. W przypadku SDS przesunigcie to wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia surfaktantu [P1].
Rozwazajac SDS 1 DTAB, jako surfaktanty o odmiennej naturze, lecz
o tej samej dlugosci tancucha weglowego, wigkszy wplyw na przebieg izotermy DPPC ma
surfaktant kationowy [P1]. Jednak zarowno SDS, jak i DTAB wyrazZnie zmieniaja przebieg
izotermy DPPC, co uwidacznia si¢ rowniez zanikiem charakterystycznego dla DPPC
obszaru plateau 1 obnizeniem wartosci cisnienia powierzchniowego, przy ktorym zachodzi
zatamanie monowarstwy [P1]. Na uwage zastuguje ponadto nieco zmniejszone, zwtaszcza
dla DTAB, nachylenie izotermy n—A lipidu DPPC obserwowane w zakresie wyzszych
cisnien powierzchniowych, co oznacza cze¢$ciowa desorpcje surfaktantow do subfazy

buforowej [P1].
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Rysunek 28. Izotermy n—A zarejestrowane dla monowarstwy DPPC w obecnosci
surfaktantu anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P1].

[zotermy zarejestrowane dla DPPC na subfazie z dodatkiem pozostatych

surfaktantow kationowych (TTAB i CTAB) charakteryzuja si¢ nachyleniem podobnym do
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izotermy wyjsciowej, praktycznie niewidocznym obszarem plateau sygnalizujacym
wspotistnienie faz LE i LC 1 spadkiem ci$nienia powierzchniowego, przy ktorym nastgpuje
zalamanie monowarstwy. Podobne caloSciowe przesuni¢cia izotermy DPPC
zaobserwowano wczesniej podczas zastosowania 500 uM wodnego roztworu DTAB oraz
1i2 mM wodnego roztworu SDS jako subfazy [296,297]. Efekt wytlumaczono
nieodwracalnym zintegrowaniem surfaktantow z monowarstwa DPPC [296].

Inkorporacje badanych surfaktantow do struktury monowarstwy DPPC potwierdzaja
zmiany zaleznos$ci wartosci wspotczynnika S$cis§liwosci od ci$nienia powierzchniowego
wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm sprezania (Rysunek 29). Jak widac,
obserwowane maksymalne warto$ci wspotczynnikow $cisliwosci mieszczg si¢ w granicach
100-150 mN/m, co oznacza, ze monowarstwy wystepuja w stanie cieczy skondensowane;j
[P1]. W obecnosci SDS i DTAB nastepuje zauwazalne obnizenie maksymalnej wartosci
modutu Scisliwosci, wicksze dla DTAB, $wiadczace o obnizeniu uporzadkowania
monowarstw zarejestrowanych na subfazie wzbogaconej w te surfaktanty [P1]. Z kolei
dodatek TTAB i CTAB zmienia maksymalng warto$¢ wspolczynnika Scisliwosci tylko
nieznacznie, jednak osiggana jest ona przy mniejszych ci$nieniach powierzchniowych.
Ponadto, w obecnosci TTAB i CTAB widoczne jest wyrazne minimum w przebiegu
zalezno$ci wspotczynnika $cisliwosci od ci$nienia powierzchniowego. W przypadku CTAB

wystepuje ono przy nizszych warto$ciach ci$nienia powierzchniowego.
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Rysunek 29. Zaleznosci warto$ci  wspotczynnika  Scisliwosci  od  ci$nienia
powierzchniowego wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm sprezania
monowarstw DPPC [P1].
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Kolejnym dowodem interakcji surfaktantow jonowych z czasteczkami DPPC
w monowarstwie Langmuira sg zmiany przebiegu izoterm AV—1/A, ktdre zaprezentowano
na Rysuneku 30 [P3]. Jak mozna zauwazy¢, wszystkie analizowane surfaktanty znaczaco
wptywaja na wyniki przeprowadzonego eksperymentu, a ostateczny efekt surfaktantu rozni
si¢ gtéwnie w zalezno$ci od dlugos$ci tancucha weglowego zwigzku. W miare wzrostu jego
dlugosci widoczne jest bowiem przesunigcie krzywych AV-1/A w kierunku wyzszych
wartosci potencjalu powierzchniowego. Powodem tego zjawiska jest zwigkszenie st¢zenia
powierzchniowego dipoli w monowarstwie, determinowane przez wzrost aktywnosSci
powierzchniowej surfaktantow. Warto rowniez zwroci¢é uwage, ze w przypadku analizy
dodatku SDS o stezeniu 9,1 pM oraz CTAB o st¢zeniu 2,3 uM sekwencja zmian nachylenia
krzywych nie pokrywa si¢ z wynikiem otrzymanym dla monowarstwy DPPC osadzonej na
czystej subfazie buforowej. Uscislajac, w tych dwoch przypadkach zanika przejscie fazowe
gaz—ciecz rozpr¢zona monowarstwy. W pozostatych widoczne jest zaréwno przejscie

fazowe gaz—ciecz rozprezona, jak i przemiana cieczy rozprezonej w ciecz skondensowana.
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Rysunek 30. Zmiany potencjatu powierzchniowego w funkcji odwrotnosci powierzchni
przypadajacej na pojedyncza czasteczke w filmie powierzchniowym zarejestrowane dla
monowarstwy DPPC w obecnosci surfaktantow jonowych [P3].

Wplyw  jonowych zwigzkow powierzchniowo czynnych na morfologie
monowarstwy DPPC obserwowano z uzyciem mikroskopii kata Brewstera (BAM).
Tworzenie domen DPPC na powierzchni czystej subfazy buforowej pokazano wczesniej na
Rysunku 21. Dla przypomnienia, kwiatopodobne domeny zaczynaly pojawiaé si¢ przy

ci$nieniu powierzchniowym réwnym okoto 12,6 mN/m 1 rosty wraz z dalsza kompresja
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monowarstwy, jednak monowarstwa DPPC nie przybierala nigdy formy catkowicie
jednorodnej [P1]. Tworzenie domen DPPC po dodaniu do subfazy buforowej anionowego
srodka powierzchniowo czynnego przedstawiono na Rysunku 31. Zauwazy¢ mozna, ze
w obecnosci SDS domeny tworzg si¢ przy cisnieniu powierzchniowym réwnym okoto
20,2 mN/m [P1]. Charakteryzuja si¢ ponadto mniejszymi wielko$ciami, a takze potozone sa
blizej siebie w pordwnaniu z domenami DPPC obserwowanymi wczesniej na powierzchni
buforu [P1]. Oznacza to, ze SDS wywiera uptynniajacy efekt na skondensowany film DPPC
[P1].

n=12,6 MN/m 7t = 20,2 mN/m n=22,1 mN/m

=252 mN/m 1=29,1 mN/m 7 =47,1 mN/m

Rysunek 31. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DPPC w obecnosci SDS
w subfazie buforowej [P1]. Stezenie srodka powierzchniowo czynnego wynosi 2,3 pM.
Skala oznacza 100 pm.

Morfologi¢ monowarstwy DPPC w obecnosci kationowych zwigzkow
powierzchniowo czynnych przedstawiono na Rysunku 32. Dodatek DTAB do subfazy
buforowej spowodowal, podobnie jak w przypadku SDS, tworzenie domen przy ci$nieniu
powierzchniowym wyzszym od 12,6 mN/m (ci$nienie, przy ktorym tworzyly si¢ domeny
DPPC, gdy subfaza nie zawierala zadnego surfaktantu), co $wiadczy o uplynniajagcym
wptywie DTAB na film DPPC [P1]. Utworzone domeny charakteryzuja si¢ wielkoscia
podobng do domen DPPC w czystej monowarstwie fosfolipidowej [P1]. Z drugiej strony
obecno$¢ TTAB i CTAB w subfazie buforowej sprzyja formowaniu si¢ niewielkich domen
DPPC przy ci$nieniu powierzchniowym mniejszym od 12,6 mN/m. Gdy do uktadu dodany
zostat TTAB, domeny zaczely by¢ widoczne przy ci$nieniu rownym okoto 11,6 mN/m.
Natomiast, w obecno$ci CTAB — przy ci$nieniu 10,0 mN/m. Dlugotancuchowe surfaktanty
kationowe powoduja zatem przesuniecie procesu kondensacji monowarstwy DPPC
w kierunku nizszych wartosci ci$nienia powierzchniowego, co tlumaczyloby

zaobserwowane wczesniej analogiczne przesunigcie maksymalnej wartosci modutu
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scisliwosci monowarstwy DPPC, gdy subfaza byta wzbogacona w TTAB i CTAB.
Zaznaczy¢ nalezy, ze rbwniez w obecnosci surfaktantoéw jonowych monowarstwa DPPC nie
wykazuje idealnej jednorodno$ci nawet przy najwyzszych ci$nieniach powierzchniowych.
Na obrazach BAM widoczne sg bowiem obszary o roéznej skali szarosci, ktore Swiadcza

o wspomnianym w sekcji 7.1.1. zjawisku anizotropii optyczne;j.

n=12,7mN/m 7t=16,0 mN/m n=20,1 mN/m
A n=23,2 mN/m =283 mN/m n=46,5mN/m
n=38,9mN/m m=11,6 mN/m 7 =14,4 mN/m
B n=18,1mN/m 7 =30,3mN/m 7= 44,4 mN/m
7=8,1 mN/m 7=10,0 mN/m =131 mN/m
C =152 mN/m 7 =28,8 mN/m m=48,3 mN/m

Rysunek 32. Obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DPPC w obecnosci DTAB (A)
[P1], TTAB (B) 1 CTAB (C) w subfazie buforowej. Stezenie $rodka powierzchniowo
czynnego wynosi 2,3 pM. Skala oznacza 100 pm.

Kolejnym etapem badan bylo wykonanie testow penetracji monowarstwy DPPC

przez jonowe surfaktanty. Wyniki poszczegélnych eksperymentow przedstawiono na
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Rysunku 33. Jak mozna zauwazy¢, tuz po nastrzyku surfaktantow ci$nienie powierzchniowe
gwaltownie ro$nie, by ostatecznie osiggnaé warto$¢ statg [P1]. Wartos$¢ ta okazuje sie by¢
zalezna od natury surfaktantu, od dtugosci jego tancucha hydrofobowego oraz od stezenia.
Wiegkszy wzrost ci$nienia powierzchniowego jest widoczny dla anionowego $rodka
powierzchniowo czynnego niz dla surfaktantu kationowego o tej samej dtugosci tancucha

weglowego [P1]. Ponadto, zmiana ci$nienia wzrasta wraz ze wzrostem stezenia SDS 1 DTAB
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Rysunek 33. Zmiany ci$nienia powierzchniowego w funkcji czasu po nastrzyku surfaktantu
anionowego (A) 1 surfaktantoéw kationowych (B) do monowarstwy DPPC skompresowanej
do ci$nienia powierzchniowego rownego 32 mN/m [P1].

w subfazie [P1]. Rozwazajac jedynie surfaktanty kationowe o stezeniu w subfazie buforowej
wynoszacym 2,3 uM, widoczny jest wyrazny wzrost ci$nienia wraz ze wzrostem dtugo$ci
czesci niepolarnej surfaktantow. Co istotne, kazdy surfaktant spowodowat dodatnie zmiany
ci$nienia powierzchniowego. Dowodzi to tendencji do spontanicznego wnikania czgsteczek
surfaktantow do monowarstwy DPPC [290,291]. Warto rowniez zauwazy¢, ze surfaktanty
jonowe wykazuja efektywniejszg penetracj¢ filmu DPPC niz analizowany wcze$niej

surfaktant niejonowy, co wynika z wigkszych wartosci Am.

7.2.1.2. Wplyw na dwuwarstwe DPPC

W efekcie domieszkowania liposoméw DPPC surfaktantami jonowymi udato si¢
dostrzec pewne zmiany zarowno w rozmiarze [P2], jak i homogenicznosci tych liposomow,

mimo ze dodawane ilo$ci zwigzkdw powierzchniowo czynnych byty niewielkie, a surfaktant
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byt dodawany do gotowych pecherzykow lipidowych. Uzyskane wyniki zaprezentowane sg
w Tabeli 6.

Tabela 6. Zmiany S$redniej S$rednicy hydrodynamicznej (Dn) [P2]
1 wspotczynnika  polidyspersyjnosci  (PDI) liposoméw  DPPC
otrzymanych metodg hydratacji w obecnosci surfaktantéw jonowych.

Csurf.
Surfaktant Dy [nm] PDI
[uM]
0 116,9 0,52
23 105,0 0,19
SDS 4.5 105,4 0,20
9,1 103,3 0,24
2,3 128,5 0,43
DTAB 4,5 138,7 0,41
9,1 140,7 0,46
2,3 137,5 0,23
TTAB 4.5 121,6 0,18
9,1 113,1 0,18
2,3 115,8 0,16
CTAB 45 111,2 0,16
9,1 107,8 0,16

Dodatek anionowego SDS do liposoméw DPPC spowodowal zmniejszenie ich
sredniej $rednicy hydrodynamicznej, podczas gdy dodatek surfaktantu kationowego o tej
samej dlugosci tancucha hydrofobowego (DTAB) przyczynit si¢ do jej nieznacznego
wzrostu [P2]. Mozna to wytlumaczy¢ specyficznymi oddziatywaniami pomigdzy
najbardziej; zewnetrzng, dodatnio natadowang czgscig glowy lipidowe; DPPC
a czasteczkami surfaktantow. Surfaktant anionowy poprzez oddzialywania przyciagajace
spowodowat bowiem zmniejszenie sit odpychajacych w dwuwarstwie, przez co rozmiar
pecherzykow si¢ zmniejszyt, a dodatek surfaktantu kationowego przyczynit si¢ do indukcji
sit odpychajacych w dwuwarstwie, powodujac tym samym zwigkszenie rozmiaru
liposomow [298,299]. Ponadto, w przypadku SDS wspdiczynnik polidyspersyjnosci
liposoméw znaczaco zmalal, co $§wiadczy o pozytywnym wplywie tego anionowego
surfaktantu na jednorodno$¢ zawiesiny liposomowej DPPC. Jego kationowy odpowiednik

utrzymywat PDI na przybliZzonym poziomie w pordéwnaniu z liposomami czystymi.
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W literaturze mozna doszuka¢ si¢ doniesien o odwrotnym efekcie dodatku anionowego
i kationowego surfaktantu na rozmiar liposoméw, w ktorym dodatek surfaktantu
anionowego zwigksza rozmiar liposomow, a dodatek surfaktantu kationowego — zmniejsza
[300]. Jednak przytoczony przykiad dotyczy pecherzykéw z wbudowanym anionowym
lekiem [300]. Sugeruje to, ze ostateczny wptyw surfaktantu na rozmiar liposomow jest $cisle
zalezny od sktadu chemicznego pecherzykow.

Analiza wynikow otrzymanych dla surfaktantow kationowych pozwala zauwazy¢,
ze rozmiar 1 wspdtczynnik polidyspersyjnosci zmieniajg si¢ w zaleznosci od diugosci
fancucha weglowego. Jak widaé, w wiekszosci przypadkow wraz ze wzrostem dhugosci
cze$ci niepolarnej surfaktantu nastgpuje zmniejszenie zarowno Dy, jak 1 PDI. Wniosek ten
jest zgodny z obserwacjami innych Naukowcéw, mimo ze w eksperymencie literaturowym
surfaktanty inkorporowane byly w liposomy w trakcie ich preparatyki [300]. Efekt ten
przypisuje si¢ zwickszeniu sztywnos$ci pgcherzykow przez surfaktant o dtuzszym tafcuchu
weglowym z powodu jego glebszej inkluzji w dwuwarstwe lipidowa [300]. Ponadto, wraz
ze wzrostem stezenia DTAB liposomy charakteryzowaty si¢ coraz wigkszymi rozmiarami
[P2] oraz coraz wigkszym PDI, natomiast wzrastajace stezenia TTAB i CTAB powodowaty
obnizenie tych wartosci. Oznacza to, ze wigksze stgezenia DTAB sprzyjaja procesowi
pecznienia liposomoéw DPPC, a wigksze stezenia TTAB i CTAB go hamuja [271].

Potencjat dzeta czystych liposoméw DPPC otrzymanych metoda hydratacji wynosit
-3,2+ 1,4 mV [P1]. Jak mozna byto si¢ spodziewac, natadowany ujemnie surfaktant zmienit
warto$¢ potencjatu dzeta tych liposomdéw na bardziej ujemng, a surfaktanty naladowane
dodatnio na bardziej dodatniag (Rysunek 34) [P1]. Ponadto, dziatanie zwigzku
powierzchniowo czynnego kazdorazowo bylo tym wigksze im wyzZsze jego poczatkowe
stezenie w probee [P1]. Wplyw surfaktantu byl tez wyraZzniejszy w miar¢ wzrostu dlugosci
fancucha hydrofobowego. Jednak, co zaskakujace, nawet niewielka ilo$¢ jonowego $rodka
powierzchniowo czynnego (2,3 uM; 4,5 uM 1 9,1 uM), stanowiagca 0,02; 0,04 1 0,08 czes¢
molowg uzytego lipidu, znaczaco zmienita wartos¢ potencjalu dzeta liposoméw DPPC.
Majac na uwadze dwa surfaktanty o odmiennej naturze chemicznej, lecz tej samej dtugosci
fancucha weglowego, tj. SDS i DTAB, obserwowany efekt jest silniejszy w przypadku
surfaktantu anionowego [P1]. Bezwzgledna zmiana potencjatu dzeta w obecnosci
surfaktantow o stezeniu 2,3 uM; 4,5 uM 1 9,1 uM jest odpowiednio rowna: 10,0 mV;
15,6 mV i 21,0 mV w przypadku SDS, 2,0 mV; 3,9 mV i 6,4 mV w przypadku DTAB,
18,3 mV; 26,3 mV 136,4 mV w przypadku TTAB oraz 33,0 mV; 45,4 mV i 59,5 mV
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w przypadku CTAB.

Wyniki te jednoznacznie wskazuja na interakcje surfaktantow

z liposomami DPPC.
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Rysunek 34. Zmiany potencjatu dzeta liposoméw DPPC w obecnosci surfaktantu
anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P1].

W Tabeli 7 przedstawiono zmiany wa, potencjalu powierzchniowego, ladunku
powierzchniowego, powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku elementarnego i liczby
fadunkow e przypadajacych na jeden liposom dla liposoméw DPPC po dodaniu
surfaktantow jonowych [P2]. Jak mozna zauwazy¢, wszystkie analizowane liposomy DPPC
charakteryzowaly si¢ parametrem wa>20, a potencjal powierzchniowy liposomow
w obecnosci surfaktantow ulegl zmianom analogicznym do opisanych przy dyskusji
wynikow dotyczacych potencjatu dzeta [P2]. Z kolei wartos¢ tadunku powierzchniowego
pecherzykow najczesciej wzrastata w miar¢ dodatku coraz wigkszej ilosci surfaktantu [P2].
Tylko w przypadku DTAB tadunek powierzchniowy najpierw zmalal po to, by nastepnie
postepowo wzrastac, czego powodem byla poczatkowa neutralizacja ujemnego potencjatu
dzeta czystych liposomow DPPC [P2]. Co istotne, w wyniku domieszkowania liposomow
surfaktantami jonowymi obserwuje si¢ znaczgce zmiany zarOwno Ww powierzchni
przypadajacej na jednostke fadunku elementarnego, jak 1 w liczbie tadunkow
e przypadajacych na pojedynczy liposom.
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Tabela 7. Zmiany parametru wa, potencjalu powierzchniowego (yo), ladunku
powierzchniowego (&), powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku i liczby tadunkow
e przypadajacych na pojedynczy liposom uzyskane dla liposoméw DPPC w obecnosci
surfaktantow jonowych [P2].

Powierzchnia

Csurf 7 o na jednostke Liczba

surf. 0 0 y
Surfaktant [aM] Ka [mV] [C/nm?x10%] ladunku ladu.nkow e
) na liposom

[nm?/eo]

0 33,3 -3,7 15 190 226

2,3 29,9 -15,1 6,1 26 1311

SDS 4,5 29,9 -21,6 8,8 18 1902

9,1 29,3 -27,8 11,6 14 2414

2,3 36,8 -1,4 0,5 291 179

DTAB 45 39,6 0,8 0.3 501 121

9,1 40,2 3,6 14 112 557

2,3 39,2 13,8 55 29 2047

TTAB 4.5 34,7 23,4 9,6 17 2731

9,1 32,2 35,4 15,1 11 3651

2,3 33,0 26,7 11,0 15 2807

CTAB 4.5 31,7 42,4 18,7 9 4314

9,1 30,7 58,5 28,5 6 6082

Otrzymane dane potwierdzaja znaczny wpltyw surfaktantow jonowych na
wlasciwosci elektrokinetyczne liposomoéw DPPC. Warto zaznaczy¢, ze w przypadku
czystych liposomow DPPC jednostkowy tadunek elementarny przypada na powierzchni¢
190 nm? [P2]. Korzystajac z uzyskanej wczesniej izotermy m—A monowarstwy DPPC,
oznacza to, ze statystycznie 1 z 423 czasteczek DPPC niesie jednostkowy tadunek
elektryczny [P2]. Wynika z tego, ze powierzchnia liposoméw DPPC jest naladowana
w okoto 0,2% [P2]. Z kolei po dodatku najmniejszej ilosci rozwazanych jonowych
surfaktantow wartosci te wynosza: 1,8%; 0,2%; 1,9% i 3,7% odpowiednio dla SDS, DTAB,
TTAB i CTAB.

W celu zweryfikowania wplywu momentu dodania surfaktantu do ukladu na
wlasciwos$ci otrzymanych pecherzykdw metoda hydratacji otrzymano réwniez mieszane
liposomy DPPC/SDS i DPPC/DTAB poprzez dodatek surfaktantéw w pierwszym etapie
preparatyki liposomoéw. Uzyskane wyniki pokazuje Rysunek 35. Jak mozna zauwazy¢,

dodatek jonowych surfaktantow w trakcie otrzymywania zawiesiny liposomow wplywa
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w podobny sposob jak dodatek do gotowych liposoméw zaré6wno na ich $rednice, jak
i potencjal dzeta. Obecno$¢ surfaktantu anionowego zmniejsza rozmiar otrzymanych
pecherzykéw 1 powoduje bardziej ujemny potencjat dzeta. Z kolei obecnos¢ surfaktantu
kationowego zwicksza $rednice liposomow i powoduje bardziej dodatni potencjat dzeta.
Efekt dodatku SDS na wielkos$¢ liposomow jest jednak w tym przypadku wigkszy. Najnizsze
analizowane stgzenie (2,3 uM) SDS dodane do gotowych liposoméw powodowato zmiang
ich $redniej $rednicy hydrodynamicznej ze 116,9 nm na 105,0 nm, a dodane w trakcie
preparatyki ze 116,9 nm na 84,2 nm. Sugeruje to glebsza inkluzj¢ tego anionowego
surfaktantu w pecherzyki lipidowe, kiedy zwiazek powierzchniowo czynny dodano
w trakcie preparatyki liposoméw [300]. Przeciwnie, zmiany potencjatu dzeta w wyniku
addycji SDS w pierwszym etapie otrzymywania liposoméw sa mniejsze niz te widoczne,
kiedy dodano go do gotowej zawiesiny pecherzykow. Natomiast zmiany $rednicy
1 potencjatu elektrokinetycznego liposoméw DPPC pod wplywem DTAB sa niezalezne od

momentu addycji surfaktantu.
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Rysunek 35. Zmiany $redniej $rednicy hydrodynamicznej (Ds) i potencjalu dzeta (¢)
mieszanych liposomow: DPPC/SDS (A) 1 DPPC/DTAB (B) otrzymanych metoda hydratacji.

Z kolei w celu poréwnania wplywu surfaktantow jonowych na potencjat
elektrokinetyczny liposomow otrzymanych réznymi metodami czyste liposomy DPPC
otrzymano rowniez metoda elektroformacji. Nastepnie, efekt dodatku surfaktantow
zweryfikowano na przykladzie SDS 1 DTAB, dodajac surfaktanty do $wiezo
zsyntezowanych pecherzykéw. Uzyskane wyniki przedstawiono na Rysunku 36. Poniewaz
metoda elektroformacji prowadzi do otrzymania liposomow o duzej niejednorodnosci [301],
w rozprawie nie uwzgledniono dyskusji na temat zmian rozmiaru i wspolczynnika

polidyspersyjnosci uzyskanych pecherzykéw pod wplywem dodatku surfaktantow.
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Rysunek 36. Zmiany potencjalu dzeta liposoméw DPPC otrzymanych metodg
elektroformacji w obecnosci surfaktantu anionowego (A) oraz surfaktantu kationowego (B)
[P1].

Z Rysunku 36 wynika, ze liposomy DPPC otrzymane metoda elektroformacji
charakteryzowaly si¢ potencjatem dzeta réwnym -4,7 £ 0,7 mV, co oznacza, ze potencjat
elektrokinetyczny czystych liposoméw DPPC nie zalezy od metody preparatyki
pecherzykow lipidowych [P1]. Dalsza analiza tego rysunku prowadzi do wnioskéw
zbieznych z tymi opisanymi dla liposomow otrzymanych metoda hydratacji. Dowodzi to
interakcji niewielkich ilosci surfaktantow rowniez z liposomami otrzymanymi metoda
elektroformacji. Co ciekawe, obserwowane bezwzgledne zmiany potencjalu dzeta sg tu
nawet nieco wigksze, wynoszac dla surfaktantéw o stezeniu 2,3 uM; 4,5 uM 1 9,1 uM
odpowiednio: 17,1 mV; 24,1 mV 130,3 mV (SDS)13,2mV; 5,4 mV 19,2 mV (DTAB) [P1].

Zaobserwowane w toku przedstawionych badan zmiany potencjatu dzeta liposomow
spowodowane dodatkiem jonowych surfaktantow sa zgodne z dostepna literatura naukowa,
ktoéra dotyczyta dodatku surfaktantow do uktadu na etapie produkcji liposomow i1 miata na
celu zwigkszenie ich mozliwosci aplikacyjnych [300,302,303]. Wyszczegdlniono wowczas,
ze wlaczenie surfaktantow jonowych do liposoméw zdaje si¢ by¢ najtatwiejszym sposobem

na zwiekszenie ich stabilnos$ci koloidalnej [303].

7.2.1.3. Wplyw na monowarstwe POPC

Izotermy n—A zarejestrowane dla lipidu poinienasyconego w obecnosci jonowych
zwigzkdéw powierzchniowo czynnych przedstawiono na Rysunku 37. Jak mozna zauwazy¢,

izoterma monowarstwy POPC naniesionej na subfazg sktadajaca si¢ z buforu Tricine
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w temperaturze 25°C wykazuje punkt /ift-off w okolicach powierzchni czasteczkowe;j
rownej 110 A%/czgsteczke [P3]. Nastepnie ci$nienie powierzchniowe sukcesywnie wzrasta
do momentu zalamania membrany przy powierzchni okoto 50 A%/czasteczke, gdy ci$nienie
powierzchniowe wynosi 43 mN/m [P3]. Podobne izotermy dla POPC zarejestrowano
wczesniej, uzywajac subfazy wodnej, jednak punkt [lifi-off przesuniety byl wowczas
w kierunku mniejszej powierzchni molekularnej [297,304]. Oznacza to, ze zastapienie
subfazy wodnej subfazg buforu Tricine przesuwa izoterm¢ POPC w kierunku wiekszych
powierzchni czasteczkowych. Jest to zgodne z oczekiwanym trendem, poniewaz
w przypadku lipidu DPPC zaobserwowano ten sam efekt (rozdziat 7.1.1.). Ponadto, nalezy
zaznaczy¢, ze zarejestrowana krzywa cechuje si¢ przebiegiem charakterystycznym dla

monowarstwy w stanie cieczy rozprgzonej [297].
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Rysunek 37. Izotermy n—A zarejestrowane dla monowarstwy POPC w obecnosci
surfaktantu anionowego (A) oraz surfaktantéw kationowych (B) [P3].

Czasteczki srodka powierzchniowo czynnego obecne w subfazie buforowej silnie
wplywaja na przebieg izoterm kompresji filmu POPC nawet przy stgzeniu surfaktantu
mniejszym niz 10 pM. Wplyw ten przejawia si¢ przesunigciem izoterm w kierunku
wiekszych powierzchni czasteczkowych [P3]. Biorgc pod uwage SDS i DTAB jako
przeciwnie natadowane surfaktanty o tej samej dtugosci tancucha weglowego, obserwowane
przesunigcie jest wieksze dla surfaktantu anionowego [P3]. Przesunigcie zwigksza si¢
rowniez ze wzrostem stezenia $rodka powierzchniowo czynnego [P3]. Ponadto, wplyw

surfaktantu na ksztalt izoterm POPC rézni si¢ w zaleznosci od dhlugosci tancucha
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hydrofobowego surfaktantu, co wida¢ z analizy krzywych zarejestrowanych na subfazie
zawierajacej czasteczki DTAB, TTAB i CTAB [P3]. Zgodnie z przewidywaniami, surfaktant
o najkrotszym tancuchu weglowym (DTAB) najmniej zmienia izoterme¢, a ten
o najdhuzszym tancuchu weglowym (CTAB) — najbardziej [P3]. Warto rowniez zwrdcié
uwage, ze nachylenie izoterm zarejestrowanych w obecno$ci surfaktantow jest nieco
mniejsze niz nachylenie izotermy wyjsciowej. To sugeruje obnizenie stopnia kondensacji
monowarstw, gdy do uktadu dodane sg surfaktanty.

Analiza Rysunku 38 pokazujacego zalezno$¢ modutu $cisliwosci monowarstwy
POPC w funkcji ci$nienia powierzchniowego potwierdza oddzialywanie jonowych
surfaktantow z monowarstwa lipidowa. Jak mozna zauwazy¢, najwyzsza maksymalna
warto$¢ wspolczynnika Scisliwosci  zostala uzyskana dla monowarstwy POPC
zarejestrowanej na buforze wolnym od surfaktantow i wynosita 93 mN/m [P3]. Warto$¢ ta
wskazuje na ciekly charakter monowarstwy, co jest zgodne z danymi literaturowymi [305—
307]. Po dodaniu $rodka powierzchniowo czynnego do subfazy buforowej maksymalna
warto§¢ wspoOtczynnika $cisliwosci maleje [P3]. To pokazuje, ze wlaczenie $rodka
powierzchniowo czynnego do monowarstwy POPC prowadzi do spadku uporzadkowania
analizowanego filmu Langmuira [P3]. Sita tego efektu zalezy od charakteru, stezenia
1 dlugosci fancucha alkilowego surfaktantu [P3]. Ponadto, obecno$¢ surfaktantow przesuwa

maksymalng warto§¢ modutu $cisliwosci w kierunku nizszych ci§nien powierzchniowych.
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Rysunek 38. Zaleznosci warto$ci  wspotczynnika  Scisliwosci  od  ci$nienia

powierzchniowego wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm spre¢zania

monowarstw POPC [P3].
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Kolejnym krokiem badan byt pomiar izoterm AV-A dla filmu POPC naniesionego
na czysta subfaze buforowa, a takze na subfaze buforowa wzbogacong w jonowe zwiazki
powierzchniowo czynne (Rysunek 39). Jak mozna zauwazy¢, na poczatku procesu kompresji
izoterma potencjatu powierzchniowego POPC zarejestrowana na czystej subfazie buforowej
wykazuje stromy, prawie liniowy wzrost AV od warto$ci poczatkowej rownej w przyblizeniu
50 mV do okoto 350 mV [P3]. Zaleznos¢ liniowa zostaje zachowana do odwrotnosci §redniej
powierzchni czasteczkowej rownej ~ 0,009 czasteczka/A? (A ~ 110 A%/czasteczke), co
odpowiada reorientacji czasteczek lipidu zwigzanej z przejsciem fazowym ze stanu
gazowego do stanu cieklego monowarstwy [P3]. Dalsza kompresja filmu w stanie ciektym
charakteryzuje si¢ znacznie mniejsza szybkoscig wzrostu potencjatu powierzchniowego,

oznaczajac mniejszg wartos¢ u; [P3].
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Rysunek 39. Zmiany potencjatu powierzchniowego w funkcji odwrotno$ci powierzchni
przypadajacej na pojedyncza czasteczk¢ w filmie powierzchniowym zarejestrowane dla
monowarstwy POPC w obecnosci surfaktantoéw jonowych [P3].

W obecnosci rozpatrywanych surfaktantow jonowych ksztatt krzywych AV—1/A jest
inny [P3]. Izotermy charakteryzuja si¢ jednostajnym wzrostem potencjatu
powierzchniowego podczas calego procesu kompresji 1 zanikiem wyraznego przejscia
fazowego gaz — ciecz [P3]. Oznacza to, Ze czasteczki szybciej orientujg si¢ na granicy faz,
poniewaz powierzchnia subfazy jest zapelniona [P3]. Warto réwniez zauwazy¢, zZe
nachylenie krzywych zarejestrowanych na subfazie zawierajacej surfaktanty kationowe
o dluzszych tancuchach weglowych (TTAB 1 CTAB) jest zauwazalnie mniejsze [P3].

Sugeruje to przyspieszone nasycenie powierzchni miedzyfazowej, gdy te surfaktanty sg
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obecne w subfazie buforowej [P3]. Porownanie opisanych tu wynikow z tymi, ktore
uwzglednialy monowarstwg utworzong z DPPC, wskazuje na skuteczniejsza penetracje
monowarstwy przez surfaktanty jonowe, gdy sktada si¢ ona z lipidu potnienasyconego.
Analize technikg BAM monowarstwy POPC naniesionej na czysta subfaze buforowa
przedstawiono na Rysunku 40. Jak wida¢, otrzymane obrazy wykazuja jednorodng teksture
fazowa podczas calego procesu kompresji monowarstwy, co dowodzi, ze membrana
odznacza si¢ charakterem ciektym [P3]. Jest to zgodne zarowno z wynikami pokazanymi

powyzej, jak 1 z dostepnymi danymi literaturowymi [307].

n=13,3mN/m n=15,5mN/m

n=183mN/m § n=28,1mN/m n=41,7 mN/m

Rysunek 40. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy POPC na powierzchni
subfazy buforowej [P3]. Skala oznacza 100 um.

Po dodaniu surfaktantow jonowych do subfazy buforowej zarejestrowane obrazy
BAM rowniez charakteryzowaly sie catkowita homogenicznos$cia (Rysunek 41) [P3].
Oznacza to, ze dodatek tych surfaktantow nie wplywa na morfologi¢ monowarstwy POPC

[P3].
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Rysunek 41. Wybrane Obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy POPC w obecnosci
SDS (A), DTAB (B), TTAB (C) i CTAB (D) w subfazie buforowej [P3]. St¢zenie srodka
powierzchniowo czynnego wynosi 2,3 uM. Skala oznacza 100 pm.
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Wyrazny dowod oddziatywania surfaktantow jonowych z monowarstwag POPC
przedstawiono na Rysunku 42, ktory ilustruje zmiany ci$nienia powierzchniowego wstgpnie
skompresowanej monowarstwy POPC po nastrzyku badanych surfaktantow do subfazy
buforowej. Jak pokazano, po dodaniu surfaktantow (t=0) ci$nienie powierzchniowe
natychmiast ro$nie dla wszystkich analizowanych uktadow [P3], co wskazuje na
spontaniczng penetracje membrany przez zastosowane $rodki powierzchniowo czynne

[290,291]. Jednak nalezy zauwazy¢, ze w przypadku SDS 1 DTAB zarejestrowane zmiany
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Rysunek 42. Zmiany cisnienia powierzchniowego w funkcji czasu po nastrzyku surfaktantu
anionowego (A) i surfaktantow kationowych (B) do monowarstwy POPC skompresowane;j
do ci$nienia powierzchniowego rownego 32 mN/m [P3].

ci$nienia nieco malejg w czasie. Oznacza to, ze wraz z uplywem eksperymentu, czgs¢
czasteczek tych surfaktantow ulegla desorpcji do fazy wodnej [291]. Co istotne,
obserwowany poczatkowy wzrost wartosci ci$nienia powierzchniowego zalezat zarowno od
stezenia surfaktantu, jak idlugosci jego lancucha alkilowego, tj. im wyzZsze steZenie

surfaktantu i im dluzsza cz¢$¢ hydrofobowa zwigzku, tym wyzsza warto$¢ Am [P3].

7.2.1.4. Wplyw na dwuwarstwe POPC

Zmiany $redniej $rednicy hydrodynamicznej i wspolczynnika polidyspersyjnosci
liposoméw POPC w obecnosci surfaktantow jonowych przedstawione sg w Tabeli 8. Jak
wida¢, otrzymane liposomy charakteryzowaty si¢ srednig Srednicg hydrodynamiczng réwna

126,9 nm i1 wspotczynnikiem polidyspersyjnosci wynoszacym 0,11 [P3]. Rozmiar ten jest
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zgodny ze $rednicg pord6w membran poliweglanowych zastosowanych podczas procesu
kalibracji pecherzykow. Jednak, mimo jednakowej procedury preparatyki liposomow POPC
1 DPPC, rozmiary liposoméw POPC okazuja si¢ by¢ nieco wigksze. Moze to wynikaé
z obecno$ci wigzania podwdjnego w tancuchu alkilowym POPC, powodujacego zatamanie
struktury lipidu, co ostatecznie uniemozliwia S$ciste upakowanie jego czasteczek
w dwuwarstwie [308]. Z kolei wielko$¢ wspodtczynnika polidyspersyjnosci wskazuje na

otrzymanie jednorodnej zawiesiny liposomow [181].

Tabela 8. Zmiany S$redniej S$rednicy hydrodynamicznej (Dn) [P3]
1 wspotczynnika  polidyspersyjnosci  (PDI) liposoméw  POPC
otrzymanych metoda hydratacji w obecnos$ci surfaktantow jonowych.

Csurf.
Surfaktant Dy [nm] PDI
[uM]
0 126,9 0,11
2,3 130,0 0,08
SDS 4,5 131,6 0,10
9,1 130,8 0,12
2,3 132.,8 0,14
DTAB 4,5 137,0 0,14
9,1 144.,0 0,13
2,3 122,6 0,16
TTAB 4,5 121,3 0,15
9,1 120,3 0,13
2,3 123,7 0,13
CTAB 45 117,2 0,14
9,1 114,2 0,15

W obecnosci surfaktantow zbudowanych z 12-weglowego tancucha hydrofobowego
(SDS 1 DTAB) rozmiary liposoméow POPC ulegaja niewielkiemu zwigkszeniu, co
potwierdza, ze surfaktanty sg zintegrowane z analizowanymi dwuwarstwami lipidowymi
[P3]. Efekt ten wyrazniejszy jest dla surfaktantu kationowego, w przypadku ktorego wzrost
wielkosci pecherzykow obserwuje si¢ rOwniez wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu [P3].
Dodatek kolejnych w szeregu homologicznym surfaktantéw kationowych (TTAB 1 CTAB)
powoduje z kolei obnizenie wartosci Dy w taki sposob, ze sa one coraz mniejsze w miare

wiekszej 1losci zwigzku powierzchniowo czynnego 1 w miar¢ wzrostu dtugosci tancucha
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alkilowego surfaktantu [P3]. Tak wi¢c najmniejszymi rozmiarami charakteryzuja si¢
pecherzyki po dodaniu najwyzszego stgzeniem CTAB [P3]. Sugeruje to, iz surfaktanty
o dluzszym tancuchu hydrofobowym zwigkszaja sztywnos$¢ dwuwarstwy lipidowej oraz hamuja
ich pecznienie [300].

Wszystkie uzyskane wartosci indeksu polidyspersyjnosci liposoméw POPC sa
niewielkie (ponizej 0,2), co wskazuje na wysoka homogeniczno$¢ tych pecherzykow.
Jednakze zauwazy¢ mozna, iz rowniez w przypadku liposomow wytworzonych z tego
poOtienasyconego lipidu, surfaktant anionowy wykazuje tendencj¢ do zwigkszania ich
jednorodnosci. Surfaktanty kationowe dajg efekt przeciwny, gdyz w ich obecnos$ci nastgpuje
wzrost polidyspersyjnosci liposomow.

Potencjal elektrokinetyczny liposomow POPC otrzymanych metoda hydratacji
wynosit -5,1+0,9 mV 1 jak wynika z Rysunku 43, zmienia si¢ po dodaniu nawet niewielkiej
ilosci jonowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych [P3]. W zaleznos$ci od natury
chemicznej surfaktantu nast¢puje wzrost lub spadek wartosci potencjatu dzeta [P3]. Co
istotne, zarOwno w miar¢ wzrostu st¢zenia surfaktantu, jak i dtugo$ci tancucha weglowego
obserwowane zmiany sg coraz wigksze [P3]. Uscislajac, bezwzgledne zmiany potencjatu
dzeta w obecnosci surfaktantow o stezeniu 2,3 uM; 4,5 uM 19,1 uM sg odpowiednio rowne
[P3]: 14,4 mV; 22,0 mV 1 27,5 mV w przypadku dodatku SDS, 3,3 mV; 8,5 mV i 13,2 mV
w przypadku DTAB, 15,5 mV; 23,7 mV i 34,6 mV w przypadku TTAB oraz 25,9 mV; 36,6
mV 148,2 mV w przypadku CTAB.
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Rysunek 43. Zmiany potencjatu dzeta liposoméw POPC w obecnosci surfaktantu
anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P3].
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Poréwnanie przedstawionych powyzej danych z tymi otrzymanymi wczesniej dla
lipidu catkowicie nasyconego ujawnia, ze efekt surfaktantoéw zbudowanych z 12-weglowego
fancucha hydrofobowego jest wigkszy w przypadku lipidu poinienasyconego. To
zachowanie jest prawdopodobnie zwigzane ze strukturg molekularng badanych lipidow
[297]. DPPC zawierajacy dwa nasycone tancuchy acylowe w konformacji trans tworzy
bardziej upakowang warstwe lipidowa w pordéwnaniu z POPC zawierajacym jeden
nienasycony tancuch acylowy [309]. Ponadto, w przeciwienstwie do POPC, DPPC podczas
eksperymentu wystepuje w wysoce uporzadkowanej fazie zelowej, poniewaz temperatura
przejscia fazowego DPPC nie zostaje osiagnieta [310]. Zatem penetracja surfaktantow moze
by¢ wigksza w przypadku nienasyconych warstw lipidowych. Z kolei efekt surfaktantow
kationowych z 14- 1 16-weglowym tancuchem alifatycznym jest wyrazniejszy w przypadku
ich interakcji z liposomami DPPC. Sugeruje to, Zze mechanizm obserwowanych oddziatywan
zalezny jest nie tylko od struktury molekularnej lipidowych sktadnikow blony i natury
chemicznej zwiazkow powierzchniowo czynnych, ale takze od budowy surfaktantow.

Na podstawie zaprezentowanych rozmiaréw i potencjatéw dzeta liposoméw POPC
wyliczone zostaly kolejne wielko$ci charakteryzujace witasciwosci powierzchniowe
otrzymanych pecherzykow lipidowych (Tabela 9). Jak mozna zauwazy¢, dodatek
surfaktantow do uktadu =zawierajacego liposomy znaczaco modyfikuje wielko$¢
powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku oraz liczbe tadunkdw e przypadajacych na
pojedynczy liposom [P3]. Warto zauwazy¢, ze liposomy POPC charakteryzuja si¢ znacznie
zmniejszong w stosunku do liposoméw DPPC powierzchnig przypadajaca na jednostke
tadunku elementarnego. Tutaj, jeden tadunek elementarny przypada na 69 nm? powierzchni,
co oznacza, ze statystycznie 1 na 122 czasteczki POPC niesie jednostkowy tadunek
elektryczny. Zatem powierzchnia liposoméw POPC jest naladowana w okoto 0,6% [P3]. Po
dodaniu 2,3 uM SDS, DTAB, TTAB i CTAB procent natadowania powierzchni wynosi
odpowiednio 3,4%, 0,3%, 1,8% i 3,4% [P3].

82



Tabela 9. Zmiany parametru wa, potencjalu powierzchniowego (yo), tadunku
powierzchniowego (&), powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku i liczby tadunkow
e przypadajacych na pojedynczy liposom uzyskane dla liposoméw POPC w obecnosci
surfaktantow jonowych [P3].

Powierzchnia

Csurf 7 o na jednostke Liczba

surf. 0 0 e
Surfaktant [aM] Ka [mV] [C/nm?x10%] ladunku ladu.nkow e
) na liposom

[nm?/eo]

0 36,2 -51 2,3 69 526

2,3 37,1 -22.4 9,2 18 3032

SDS 45 37,5 -31,3 13,2 12 4522

9,1 37,3 -37,8 16,4 10 5498

2,3 37,9 -2,1 0,8 193 288

DTAB 4,5 39,0 3,9 1,5 103 570

9,1 41,0 9,9 3,9 41 1608

2,3 34,9 11,9 5,0 32 1471

TTAB 45 34,6 21,4 8,5 19 2432

9,1 34,3 34,1 14,5 11 4110

2,3 35,3 23,9 9,8 16 2962

CTAB 45 334 36,5 15,7 10 2729

9,1 32,5 50,4 23,4 7 6001

7.2.1.5. Wplyw na monowarstwe DOPC

Izotermy n—A zarejestrowane dla lipidu nienasyconego w obecnosci badanych
surfaktantow jonowych przedstawiono na Rysunku 44. Mozna zauwazy¢, ze izoterma
monowarstwy DOPC naniesionej na czysta subfaze buforowg charakteryzuje si¢ punktem
lifi-off wystepujacym przy powierzchni czasteczkowej rownej okoto 110 A%/czasteczke [P3].
Nastepnie ci$nienie powierzchniowe wzrasta do momentu zalamania monowarstwy przy
powierzchni réwnej okoto 47 A®/czasteczke, gdy ciSnienie powierzchniowe wynosi
40 mN/m [P3]. Tak wiec analizowana krzywa cechuje si¢ przebiegiem charakterystycznym
dla monowarstwy w stanie cieczy rozprgzonej [297] i ro6zni si¢ od pokazanej wczesniej
izotermy POPC tylko nieznacznie. Silne podobienstwo pomigdzy izotermami POPC i DOPC
zauwazyli wczesniej Qiao 1 in., ktérzy badali monowarstwy tych lipidow osadzone na

powierzchni czystej wody w temperaturze 22°C [311].
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Rysunek 44. Izotermy mn—A zarejestrowane dla monowarstwy DOPC w obecnosci
surfaktantu anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P3].

Gdy w subfazie buforowej obecne sa czasteczki srodkow powierzchniowo czynnych,
izotermy DOPC ulegaja przesunigciu w kierunku wigkszych powierzchni czgsteczkowych
[P3]. Rozwazajac SDS i DTAB jako przeciwnie natadowane surfaktanty o tej samej dtugosci
tancucha weglowego, obserwowane przesuniecie jest wicksze dla surfaktantu anionowego,
podobnie jak w przypadku monowarstwy POPC [P3]. Przesunigcie wzrasta wraz ze
wzrostem st¢zenia $rodka powierzchniowo czynnego w subfazie oraz wraz z dlugoscia
fancucha hydrofobowego surfaktantu [P3]. Ponadto, nalezy podkresli¢, ze widoczny tu efekt
zwigzku powierzchniowo czynnego jest zdecydowanie wigkszy, niz to byto w przypadku
monowarstwy DPPC czy POPC.

Dodatek surfaktantow jonowych wptywa takze na wartosci maksymalnych
wspotczynnikow Scisliwosci, ktore charakteryzuja monowarstwe DOPC. Jak mozna
zauwazyC¢ na Rysunku 45, obecnos$¢ surfaktantu obniza maksymalng wartos¢ modutu
sciSliwosci  osiggang przez monowarstwe, co pokazuje, ze wlaczenie $rodka
powierzchniowo czynnego do monowarstwy DOPC przeciwdziala formowaniu bardziej
uporzadkowanych struktur [P3]. Ponadto, uzyskane wyniki dowodza, ze zardéwno
monowarstwa DOPC zarejestrowana na czystej subfazie buforowej, jak i monowarstwy
DOPC naniesione na subfaz¢ buforowa wzbogacong w odpowiednie surfaktanty, wykazuja

cechy monowarstwy w stanie cieklym [305].
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Rysunek 45, Zaleznosci warto$ci  wspotczynnika  Scisliwosci  od  ci$nienia
powierzchniowego wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm sprezania
monowarstw DOPC [P3].

Na Rysunku 46 zaprezentowano obrazy mikroskopowe monowarstwy DOPC
naniesionej na czysta subfazg buforowa. Mozna zauwazy¢, ze otrzymane zdjecia wykazuja
jednorodng teksture fazowa podczas catego procesu kompresji monowarstwy [P3]. Dowodzi

to cieklego charakteru monowarstwy DOPC, co jest zgodne z wynikami pokazanymi

powyzej oraz z dostepnymi danymi literaturowymi [312].

n=13,1 mN/m =152 mN/m

=189 mN/m m=29,9mN/m 7 =39,8 mN/m

Rysunek 46. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DOPC na powierzchni
subfazy buforowej [P3]. Skala oznacza 100 pm.

Struktur¢ morfologiczng filmu DOPC zweryfikowano réwniez po dodaniu do
subfazy surfaktantow jonowych. Jak wida¢, obrazy BAM (Rysunek 47) w dalszym ciggu
charakteryzuja si¢ caltkowita homogenicznos$cia, co wskazuje, ze morfologia monowarstwy

nie ulega zmianie pod wplywem analizowanych surfaktantow [P3].
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Rysunek 47. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DOPC w obecnosci
SDS (A), DTAB (B), TTAB (C) i CTAB (D) w subfazie buforowej [P3]. St¢zenie srodka
powierzchniowo czynnego wynosi 2,3 uM. Skala oznacza 100 pm.
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Jak pokazuja wyniki testu penetracji wstgpnie skompresowanej monowarstwy
DOPC (Rysunek 48), po kazdym nastrzyku surfaktantu do subfazy buforowej nastepuje
dodatnia zmiana ci$nienia powierzchniowego [P3], Dbezposrednio zwigzana
z oddziatywaniami  badanych zwigzkéw z modelowg membrang DOPC [290].
Obserwowany przyrost cis$nienia jest tym wiekszy, im wyzsze jest stezenie anionowego
surfaktantu w subfazie buforowej oraz im dluzszy tancuch hydrofobowy surfaktantu
kationowego [P3]. Z kolei koncowy efekt kationowego DTAB jest niezalezny od
zastosowanego stezenia, cho¢ zauwazalne sg roznice w kinetyce zmian ci$nienia
powierzchniowego w czasie [P3]. Nie mniej jednak uzyskane dane dowodza, ze analizowane

surfaktanty ulegaja wiaczeniu w strukture monowarstwy DOPC.
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Rysunek 48. Zmiany ci$nienia powierzchniowego w funkcji czasu po nastrzyku surfaktantu
anionowego (A) 1 surfaktantow kationowych (B) do monowarstwy DOPC skompresowanej
do ci$nienia powierzchniowego rownego 32 mN/m [P3].

7.2.1.6. Wplyw na dwuwarstwe DOPC

Otrzymane czyste liposomy DOPC charakteryzowaly si¢ rozmiarem roéwnym
125,8 nm 1 wspotczynnikiem polidyspersyjnosci wynoszacym 0,13 [P3]. Rozmiar ten jest
zatem zbiezny z rozmiarem pecherzykow POPC. Analiza przedstawionych w Tabeli 10
zmian S$redniej S$rednicy hydrodynamicznej [P3] i wspotczynnika polidyspersyjnosci
liposoméw DOPC w obecnosci surfaktantow jonowych pokazuje, iz w obecnosci
analizowanych surfaktantow warto$ci tych parametrow ulegaja tylko minimalnym

zmianom. Moze to wynika¢ ze zwigkszonej ptynnosci liposoméw DOPC [P3].
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Tabela 10. Zmiany $redniej Srednicy hydrodynamicznej (Dn) [P3]
i wspotczynnika  polidyspersyjnosci  (PDI) liposoméw DOPC
otrzymanych metodg hydratacji w obecnosci surfaktantow jonowych.

Csurf.

Surfaktant D [nm] PDI
[nM]

0 125,8 0,13

2,3 122,6 0,15

SDS 4,5 123,7 0,12

9,1 125,4 0,13

23 125,8 0,15

DTAB 4,5 126,7 0,14

9,1 127,6 0,13

2,3 133,7 0,17

TTAB 4,5 133,1 0,18

9,1 128,3 0,14

2,3 129,5 0,13

CTAB 4,5 124,6 0,13

9,1 125,8 0,14

Potencjal dzeta czystych liposoméw DOPC wynosit -3,3+0,9 mV [P3] i byl bliski
potencjatowi elektrokinetycznemu pecherzykow utworzonych z DPPC. W obecnosci
jonowych $rodkow powierzchniowo czynnych potencjal dzeta liposomoéw DOPC ulegt
znaczacym zmianom (Rysunek 49) [P3]. Jak wida¢, obserwowane modyfikacje wlasciwosci
powierzchniowych liposoméw zalezaty od charakteru, dtugos$ci tancucha weglowego oraz
od stezenia surfaktantu [P3]. Jednak juz najnizsze analizowane stezenie zwigzkow
powierzchniowo czynnych silnie wptyngto na warto$¢ ¢, aw przypadku surfaktantéw
kationowych — réwniez na jego znak [P3]. Bezwzgledne zmiany potencjatu dzeta
w obecnosci surfaktantow o stezeniu 2,3 uM; 4,5 uM 1 9,1 uM okazaty si¢ by¢ bliskie tym
obserwowanym dla liposomow otrzymanych z POPC 1 wynositly odpowiednio [P3]:
14,5 mV; 21,8 mV i 30,2 mV dla SDS, 4,0 mV; 6,7 mV i 12,3 mV dla DTAB, 14,7 mV; 22,4
mV 132,0 mV dla TTAB oraz 25,6 mV; 38,0 mV i 48,9 mV dla CTAB. Wskazuje to na
poréwnywalny wplyw analizowanych surfaktantow na potencjal dzeta liposomow
niezaleznie od tego, czy skladaja si¢ one z fosfolipidu potnienasyconego, czy

nienasyconego.
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Rysunek 49. Zmiany potencjatlu dzeta liposoméw DOPC w obecno$ci surfaktantu
anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P3].

Dodatkowa charakterystyke otrzymanych liposoméw DOPC prezentuje Tabela 11.
Jak mozna zauwazy¢, potencjal powierzchniowy czystych pecherzykow DOPC wynosi
-3,8 mV 1 przyjmuje wartosci bardziej ujemne, gdy w ukladzie obecny jest surfaktant
anionowy [P3]. Z kolei dodatek juz najmniejszej ilo$ci surfaktantu kationowego
o najkrétszym  tancuchu hydrofobowym powoduje zmiang¢ znaku potencjatu
powierzchniowego na dodatnig [P3]. Znaczagcym modyfikacjom pod wptywem obecnosci
surfaktantow jonowych ulega rowniez fadunek powierzchniowy liposoméw DOPC. Jego
warto$¢ ro$nie zarOwno wraz ze wzrostem st¢zenia surfaktantu, jak i w miare¢ zwickszania
dlugosci tancucha weglowego surfaktantow kationowych [P3]. Wyjatek stanowi najmniejsze
analizowane st¢zenie DTAB, co wynika z konieczno$ci neutralizacji poczatkowo ujemnego
potencjatu elektrokinetycznego czystych pecherzykéw DOPC [P3]. Z kolei odwrotng
tendencj¢ zmian obserwuje si¢ w przypadku powierzchni przypadajacej na jednostkowy
fadunek elementarny, co odzwierciedla zwigkszanie stopnia natadowania powierzchni
liposoméw [P3]. Obliczenia oparte na danych zawartych w Tabeli 11 1 zalezno$ciach n—A
zarejestrowanych dla monowarstwy DOPC wskazuja, ze powierzchnia czystych liposomow
DOPC jest natadowana w okoto 0,5% [P3]. Natomiast liposomy wzbogacone w surfaktanty
jonowe, ktorych poczatkowe stezenie w ukltadzie wynosito 2,3 uM, charakteryzuja si¢
powierzchniami natadowanymi w 2,9% (SDS), 0,1% (DTAB), 2,2% (TTAB) 1 4,8% (CTAB)
[P3].
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Tabela 11. Zmiany parametru xa, potencjalu powierzchniowego (wy), ladunku
powierzchniowego (&), powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku i liczby tadunkow
e przypadajacych na pojedynczy liposom uzyskane dla liposoméw DOPC w obecnos$ci
surfaktantow jonowych [P3].

Powierzchnia

C 7 o na jednostke Liczba
surf. 0 0 ,
ladunk
Surfaktant vy o MV]  [Chmx102]  ladunku ~ OURKOWE
) na liposom
[nm?/eq]
0 35,9 -3,8 15 106 470
2,3 35,1 -20,5 8,3 19 2474
SDS 45 35,3 -29,0 12,1 13 3658
9,1 35,6 -38,9 17,0 9 5219
2,3 35,9 0,8 0,3 501 99
DTAB 45 36,2 3,9 16 103 490
9,1 36,5 10,3 4,1 39 1322
2,3 38,2 13,1 53 31 1848
TTAB 45 37,9 22,0 9,0 18 3120
9,1 36,5 33,2 14,1 11 4553
2,3 36,8 25,7 10,6 15 3460
CTAB 4,5 35,6 40,3 17,7 9 5451
9,1 35,9 53,5 254 6 7913

7.2.2. Wplyw obecnosci cholesterolu (30 mol %) w warstwie lipidowej

Badania naukowe potwierdzaja, iz cholesterol znaczaco modyfikuje wlasciwosci
bton biologicznych [313,314]. Z tego wzgledu jego obecnos¢ w btonie moze by¢ kluczowa
dla efektu wywotanego przez dodatek surfaktantow zar6wno na model jednowarstwowy, jak
1 dwuwarstwowy bton. W niniejszej pracy przeanalizowano warstwy lipidowe zawierajace
30% molowych cholesterolu. Taka ilo§¢ cholesterolu jest bliska stanowi fizjologicznemu
bton komorek eukariotycznych i petni funkcje chemoprotekcyjng dla lipidow blonowych

[315,316].

7.2.2.1. Wplyw na dwuskladnikowa monowarstwe DPPC/Chol

Zarejestrowane dla monowarstwy DPPC/Chol zmiany ci$nienia powierzchniowego
w funkcji powierzchni czasteczkowej przedstawiono na Rysunku 50. Jak wida¢, punkt /ift-
off mieszane] monowarstwy DPPC/Chol z 30% zawarto$cig cholesterolu, ktora zostata
naniesiona na powierzchni¢ buforu Tricine, wystepuje przy powierzchni czasteczkowej
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rownej okoto 65 A%/czasteczke [P2]. W efekcie dalszej kompresji monowarstwy ci$nienie
powierzchniowe stopniowo wzrasta az do momentu zalamania monowarstwy przy
powierzchni rownej okoto 35 A%/czasteczke [P2]. Czysta monowarstwa DPPC wykazywata
punkt lift-off w obszarze 115 AZ?/czasteczke. To specyficzne przesuniecie w kierunku
mniejszych powierzchni czasteczkowych ujawnia kondensacyjny efekt cholesterolu na
czasteczki fosfolipidu [317]. Podobne zachowanie opisano wcze$niej w badaniu mieszanych
monowarstw DPPC/Chol na powierzchni roztworu PBS [51]. Ponadto, wlaczenie
cholesterolu do monowarstwy DPPC doprowadzito do zaniku obszaru wspotistnienia stanu

cieklego rozprezonego i ciektego skondensowanego [P2].

60 — T T T T " T " T T T 60 —T 1 1 © I & & &
A B
' bez surfaktantu | bez surfaktantu
50 L —— 23uMSDS o 50 |- —— 2,3uMDTAB o
AAAAAAAAAAAAAAAA 9,1 uM SDS : w91 M DTAB
1 I —— 23uM TTAB
40 | i 40 —— 23uMCTAB i
E E
2 F4 i
Z 30 - 1 €30}
g E
20 - 20 -
10 — 10 | -
0 P i y " : 0 M . : : \
20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90
A, A’lczasteczka A, AYczasteczka

Rysunek 50. Izotermy m—A zarejestrowane dla monowarstwy DPPC/Chol w obecnosci
surfaktantu anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P2].

Po dodaniu surfaktantow jonowych do subfazy buforowej izotermy n-A monowarstw
DPPC/Chol sa przesunigte w kierunku wigkszych powierzchni czasteczkowych [P2].
Przesunigcie to jest wigksze dla anionowego Srodka powierzchniowo czynnego (SDS) niz
dla kationowego $rodka powierzchniowo czynnego o tej samej dlugosci tancucha (DTAB)
[P2]. Poniewaz izotermy m-A zarejestrowane w obecno$ci surfaktantéw wykazujg to
szczegolne przesunigcie w punkcie /ift-off 1 nie pokrywaja si¢ z izotermg DPPC/Chol
zarejestrowang na powierzchni wolnej od detergentu, mozna wywnioskowac, ze surfaktanty
sg zintegrowane z monowarstwg DPPC/Chol [P2]. Ponadto, wyniki pokazuja, iz wzrost
stezenia surfaktantu w subfazie buforowej z 2,3 do 9,1 uM nie powoduje istotnych zmian

zarowno w ksztalcie izotermy, jak 1 jej przesunigciu [P2]. Widoczna jest tylko niewielka
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réznica pomiedzy dwoma zastosowanymi stezeniami SDS, polegajaca na wystgpowaniu
zalamania monowarstwy przy nizszym cisnieniu powierzchniowym w przypadku
zastosowania wyzszego stezenia SDS [P2]. Jak mozna rowniez zauwazy¢, zwickszenie
dtugosci tancucha hydrofobowego surfaktantow kationowych powoduje mniejsze
przesunigcie izoterm niz te zaobserwowane dla DTAB [P2]. Warto rowniez dodaé, ze
ci$nienie powierzchniowe, przy ktérym membrana ulega zalamaniu, maleje wraz ze
wzrostem dtugosci tancucha hydrofobowego surfaktantu [P2].

Zarejestrowane izotermy m—A postuzyly do wyliczenia zmian zalezno$ci wartosci
wspotczynnika $cisliwosci od ci$nienia powierzchniowego, ktére zaprezentowano na
Rysunku 51. Najwyzsza maksymalna warto$¢ modutu $cisliwosci obserwowana jest dla
monowarstwy DPPC/Chol otrzymanej na czystej subfazie buforowej i wynosi ~ 250 mN/m

[P2]. Warto$¢ ta wskazuje na wysoce uporzadkowany stan LC monowarstwy [102].

300 — 7T 300 — T T 1
A B
bez surfaktantu 1 r bez surfaktantu
— 2,3uM SDS — 2,3uMDTAB
250 - 9,1 uM SDS 7] 250 - w91 UM DTAB 7
4 - —— 23uM TTAB
— 2,3uM CTAB

0 N 1 L 1 ) ] N ] 0 A . 1 . ] . 1 : 1 L,
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

7T, mN/m T, mN/m

Rysunek 51. Zaleznosci wartosci wspotczynnika — $cisliwosci  od  ci$nienia
powierzchniowego wyliczone na podstawie zarejestrowanych izoterm sprezania
monowarstw DPPC/Chol [P2].

W przypadku analogicznej jednosktadnikowej monowarstwy DPPC maksymalna wartos¢
wspotczynnika $cisliwosci wynosita okoto 150 mN/m [P1]. Znaczace podwyzszenie tej
warto$ci w obecnosci cholesterolu potwierdza raz jeszcze efekt kondensacyjny cholesterolu.
Wskazuje rowniez na zwickszong sztywno$¢ mieszanej monowarstwy fosfolipidowo-
sterolowej przy 30% zawartos$ci sterolu w poréwnaniu z czysta monowarstwa fosfolipidowa,

co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi [318,319].

92



Maksymalne wartosci wspolczynnika $ci§liwosci monowarstwy DPPC/Chol
zmniejszaja si¢, gdy w subfazie buforowej obecne sa jonowe zwigzki powierzchniowo
czynne [P2]. Swiadczy to o zwickszonej ptynnosci monowarstwy DPPC/Chol zwiazanej
z inkorporacja surfaktantow w strukture monowarstwy, gdyz uwaza si¢, ze im nizsza
maksymalna warto§¢ modutu $cisliwosci, tym wicksza plynnos$¢ 1 elastycznos¢
monowarstwy [288]. Otrzymane wyniki pokazuja rowniez, ze takie czynniki jak:
zwiekszenie stezenia SDS 1 DTAB w subfazie buforowej oraz wzrost dtugosci tancucha
alkilowego surfaktantu powoduja przesunigcie maksimum wspotczynnika $cis§liwosci
w kierunku nizszych ci$nien powierzchniowych. Ponadto, obserwowana maksymalna
warto$¢ modutu $cisliwosci wzrasta wraz z dlugoscia tancucha alkilowego surfaktantu
kationowego, sugerujac, ze wsrod rozwazanych surfaktantow kationowych to DTAB
wykazuje najwiekszy efekt uptynniajacy.

Dla dwusktadnikowego filmu DPPC/Chol zarejestrowano rowniez izotermy AV—A,
ktore przedstawiono na Rysunku 52 [P3]. W poczatkowym etapie kompresji izoterma
potencjalu powierzchniowego monowarstwy DPPC/Chol naniesionej na czysta subfaze
buforowa wykazuje stromy, prawie liniowy wzrost AV, po czym nast¢puje przegigcie
krzywej, ktore uwidacznia zmiang orientacji czasteczek w analizowanym filmie lipidowym.
Dalsza kompresja monowarstwy cechuje si¢ juz mniejszym wzrostem potencjalu

powierzchniowego, oznaczajac mniejszg wartos¢ .
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' bufor 1 [ — 23uMDTAB 1
2001 / —— 2,3uMSDS | wF g 9,1 iM DTAB ]
B w91 UM SDS | _ — 23uMTTAB ]
100 100 —— 23uMCTAB ]
oWy P A T B
0,009 0,013 0,017 0,021 0,025 0,009 0,013 0,017 0,021 0,025
1/A, czasteczka/A? 1/A, czasteczka/A?

Rysunek 52. Zmiany potencjalu powierzchniowego w funkcji odwrotnosci powierzchni
przypadajacej na pojedyncza czasteczk¢ w filmie powierzchniowym zarejestrowane dla
mieszanej monowarstwy DPPC/Chol w obecnosci surfaktantoéw jonowych [P3].
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Dodatek surfaktantow jonowych do subfazy buforowej kazdorazowo znaczaco
modyfikuje przebieg zalezno$ci zmian potencjatu powierzchniowego w funkcji odwrotno$ci
powierzchni czgsteczkowej. Zaobserwowane roznice obejmuja zaréwno polozenie krzywej
wzgledem wartosci osi rzednych, ktore jak juz wcze$niej wspomniano, jest zalezne od
aktywnosci powierzchniowej zwigzku, jak 1 wystepowanie (badz zanik) wyraznej zmiany
w orientacji czasteczek tworzacych monowarstwe w efekcie przemiany fazowej filmu.
Podobnie jak w przypadku monowarstwy DPPC, zwigkszenie stezenia SDS z2,3 do 9,1 uM
oraz wprowadzenie do uktadu dlugotancuchowego surfaktantu kationowego (tutaj réwniez
TTAB) sa powodem zaniku wyraznej reorientacji czasteczek substancji filmotworczych
podczas przej$cia monowarstwy w stan ciekly. Dzieje sie tak, poniewaz zwigkszona ilo$¢
zgromadzonych na powierzchni czgsteczek wymusza ich odpowiednie uporzadkowanie
jeszcze zanim kompresja monowarstwy zostanie rozpoczeta.

Zmiany morfologii badanych dwusktadnikowych monowarstw DPPC/Chol podczas
kompresji okreslono technika BAM 1 przedstawiono na ponizszych Rysunkach 53 i 54.

nt=1,1mN/m 7w =13,0 mN/m =149 mN/m

7 =19,3 mN/m 7 =33,6 mMN/m =47,2 mN/m

Rysunek 53. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DPPC/Chol na
powierzchni subfazy buforowej [P2]. Skala oznacza 100 pm.

Obrazy BAM monowarstwy DPPC/Chol naniesionej na powierzchni¢ czystej subfazy
buforowej w zakresie niskich ci$nien powierzchniowych wykazujg wspolistnienie fazy
gazowe] (ciemne obszary) i cieklej skondensowanej (jasne obszary) [P2]. Postepujaca
kompresja monowarstwy sprzyja utworzeniu jednorodnej tekstury, ktora utrzymuje si¢ do
momentu zatamania filmu [P2]. Efekt ten przypisuje si¢ wprowadzeniu cholesterolu do
monowarstwy DPPC, poniewaz w przypadku czystej monowarstwy DPPC na obrazach
BAM pojawiaty si¢ kwiatopodobne domeny [P2]. Wczesniej wyjasniono, iz czasteczki

cholesterolu w monowarstwie rozpraszaja si¢ migdzy czasteczkami DPPC w celu
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zmniejszenia kontaktu hydrofobowych pierscieni cholesterolu z woda, co prowadzi do
molekularnej reorganizacji monowarstwy i zapobiega tworzeniu si¢ domen DPPC [320].
W wyniku dodania do subfazy buforowej surfaktantow o odmiennej naturze
chemicznej, lecz tej samej dlugosci tancucha hydrofobowego (SDS i1 DTAB) na
poczatkowych etapach kompresji nie obserwuje si¢ zmian morfologicznych monowarstwy
DPPC/Chol w poréwnaniu z monowarstwa utworzong na czystej subfazie buforowej [P2].
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w obszarze wysokich cisnien powierzchniowych tworza si¢
bardzo mate domeny [P2]. Domeny te sg lepiej widoczne po dodaniu do uktadu kationowych
srodkdéw powierzchniowo czynnych o dtuzszych tancuchach alkilowych [P2]. W przypadku
TTAB wystepuja one przy cisnieniu powierzchniowym rownym ~ 33,8 mN/m, natomiast
w obecnosci CTAB zaczynaja si¢ tworzy¢ przy ci$nieniu powierzchniowym rownym okoto
13,3 mN/m i s3 wyraznie widoczne, gdy ci$nienie osigga wartos¢ 16,8 mN/m [P2]. Wskazuje
to na oddzialywania dlugotancuchowego kationowego srodka powierzchniowo czynnego
z monowarstwag DPPC/Chol, wplywajace na kohezyjne oddzialywania van der Waalsa
migdzy pierScieniami sterolowymi cholesterolu i tancuchami alkilowymi DPPC, ktore

w dwuskladnikowym ukladzie DPPC/Chol zapobiegaty nukleacji domen DPPC [P2].
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n=15mN/m

=26,9 mN/m

n=250mN/m
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7t =35,0mN/m

7m=10,0 mN/m

=359 mN/m

n=11,6 mN/m

m=33,8mN/m

7 =10,0mN/m

7 =30,9 mN/m

=188 mN/m

=452 mN/m

m=16,2 mN/m

m=49,9 mN/m

=164 mN/m

7 =45,4 mN/m

m=13,3mN/m

=455 mN/m

Rysunek 54. Wybrane obrazy BAM otrzymane dla monowarstwy DPPC/Chol w obecnosci
SDS (A), DTAB (B), TTAB (C) 1 CTAB (D) w subfazie buforowej [P2]. St¢zenie srodka
powierzchniowo czynnego wynosi 2,3 uM. Skala oznacza 100 um.
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Rysunek 55 przedstawia wyniki otrzymane z testoéw penetracji dwusktadnikowej
monowarstwy DPPC/Chol. Dodatek wszystkich analizowanych zwiazkéw powierzchniowo
czynnych do subfazy buforowej spowodowal gwattowny wzrost ci$nienia
powierzchniowego zaraz po ich nastrzyku [P2]. Co wazne, cisnienie powierzchniowe
wzrasta wraz ze wzrostem dtugos$ci tancucha weglowego srodka powierzchniowo czynnego,
co dobrze uwidacznia dodanie DTAB, TTAB i CTAB do uktadu do$wiadczalnego [P2].
Z kolei, efekt stezenia surfaktantu jest rézny w zaleznos$ci od natury chemicznej zwigzku.
Wraz ze zwigkszeniem st¢zenia z 2,3 do 9,1 uM cis$nienie powierzchniowe znacznie wzrasta

dla anionowego SDS, podczas gdy dla kationowego DTAB zmiany te s3 niewielkie [P2].
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Rysunek 55. Zmiany cisnienia powierzchniowego w funkcji czasu po nastrzyku surfaktantu
anionowego (A) 1 surfaktantow kationowych (B) do monowarstwy DPPC/Chol
skompresowanej do cisnienia powierzchniowego réwnego 32 mN/m [P2].

Otrzymane dane wskazuja na inkorporacje czgsteczek surfaktantow w strukture
monowarstwy ~ DPPC/Chol.  Porownujac ~ wyniki  penetracji  uzyskane dla
jednosktadnikowego filmu DPPC i dla filmu mieszanego DPPC/Chol mozna stwierdzi¢, ze
obecnos$¢ cholesterolu sprzyja penetracji SDS [P2]. Dowodem tego sa wyzsze warto$ci An
uzyskane dla monowarstwy DPPC/Chol po nastrzyku surfaktantu w poréwnaniu
z wartosciami otrzymanymi wczesniej dla monowarstwy DPPC. Powyzszy wniosek jest
zgodny z wynikami uzyskanymi ostatnio przez Nigam [297]. Stosujac metod¢ czastkowej
powierzchni molowej oraz réwnanie Pethica stwierdzono bowiem, ze w przypadku
monowarstwy DPPC/Chol ze stosunkiem cholesterolu do DPPC réwnym 0,55 penetracja

SDS jest $cisle skorelowana z ci$nieniem powierzchniowym monowarstwy [297]. Przy
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niskich ci$nieniach powierzchniowych zauwazono mniejsza penetracj¢ SDS, natomiast przy
wysokich ci$nieniach — wigksza [297]. Wyliczono, ze przy ci$nieniu powierzchniowym
rownym 32 mN/m i stgzeniu SDS wynoszgcym 0,1 mM, procent molowy SDS w mieszane;j
monowarstwie DPPC/Chol wynosi okoto 2,5%, a w monowarstwie DPPC okoto 1% [297].
Z drugiej strony, w przypadku surfaktantow kationowych zdolnos$¢ penetracji monowarstw

DPPC i DPPC/Chol utrzymuje si¢ na poréwnywalnym poziomie.

7.2.2.2. Wplyw na dwuskladnikowa dwuwarstwe DPPC/Chol

Liposomy otrzymane z wykorzystaniem mieszaniny DPPC/Chol o 30% zawartos$ci
cholesterolu miaty $rednig $rednic¢ hydrodynamiczng réwnag 120,1 nm, a wspotczynnik
polidyspersyjnosci wynosit 0,11 (Rysunek 56) [P2]. W poréwnaniu z opisanymi wczesniej
liposomami DPPC, pecherzyki z dodatkiem cholesterolu charakteryzuja si¢ nieco wigkszym
rozmiarem i znacznie mniejszg polidyspersyjnoscig. Zwigkszenie rozmiaréw pecherzykow
lipidowych wraz ze zwigkszeniem zawarto$ci cholesterolu znane jest w literaturze
przedmiotu [211,321-324]. Wzrost wielkosci pecherzykow lipidowych wyjasniono tym, iz
wraz ze wzrostem stezenia cholesterolu coraz wigcej jego czasteczek jest rozprowadzanych
w podwojnej warstwie fosfolipidowej, zakldcajac Sciste upakowanie dwuwarstwy
ipowodujagc  wzrost rozmiaru liposomow [324]. Natomiast niski wspotczynnik

polidyspersyjnosci §wiadczy o jednorodnos$ci uzyskanej zawiesiny.
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Rysunek 56. Rozktad wielkosci czystych liposoméw DPPC/Chol [P2].

Zmiany S$redniej Srednicy hydrodynamicznej 1 wspotczynnika polidyspersyjnosci
liposoméw DPPC/Chol pod wptywem surfaktantow jonowych przedstawia Tabela 12 [P2].
Jak widaé, w obecno$ci anionowego SDS zaréwno wielko$¢, jak 1 wspotczynnik

polidyspersyjnosci liposoméw DPPC/Chol zmieniaja si¢ nieznacznie w poréwnaniu
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z liposomami bez dodatku surfaktantu. Z kolei dodatek surfaktantéw kationowych znaczaco
wptywa na ich wielkos$¢ oraz polidyspersyjnos¢. Wraz ze wzrostem stezenia DTAB rozmiar
1 indeks polidyspersyjnosci liposoméw si¢ zwigkszajg. Natomiast w miar¢ wzrostu st¢zen
TTAB 1 CTAB wielkosci te malejg. Tendencja obserwowanych zmian w zaleznosci od
stezenia kationowego surfaktantu jest tu zatem analogiczna do wplywu surfaktantow na
rozmiar 1 polidyspersyjnos¢ liposomoéw DPPC. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku
liposoméw DPPC/Chol zachodzace zmiany sg wigksze oraz wykazuja wyrazng zaleznos¢

od dhugosci tancucha alkilowego surfaktantu.

Tabela 12. Zmiany Sredniej $rednicy hydrodynamicznej (Dn) [P2]
i wspolczynnika polidyspersyjnosci (PDI) liposoméw DPPC/Chol
otrzymanych metoda hydratacji w obecnos$ci surfaktantow jonowych.

Csurf.
Surfaktant Dy [nm] PDI
[uM]
0 120,1 0,11
2,3 119,9 0,11
SDS 4,5 122,2 0,11
9,1 122,5 0,12
2,3 126,4 0,15
DTAB 4,5 1353 0,19
9,1 168.,0 0,37
2,3 1515,7 0,42
TTAB 4,5 755,5 0,39
9,1 229,9 0,16
2,3 871,1 0,49
CTAB 4,5 185,7 0,17
9,1 134.,8 0,12

Potencjat dzeta otrzymanych pecherzykow DPPC/Chol zawierajacych 30%
cholesterolu wynosit -6,0+0,2 mV. Byl on zatem bardziej ujemny niz ten uzyskany dla
czystych liposoméw DPPC (-3,2 £1,4 mV) [P2]. Tendencja ta jest zgodna z literaturg
i thumaczona jest tym, ze czasteczki cholesterolu wiaczone do dwuwarstwy lipidowe;j
zmniejszaja powinowactwo powierzchniowego wigzania pomigdzy powierzchnig
dwuwarstwy a kationami obecnymi w roztworze buforowym [321]. Stad zmniejszenie

potencjatu elektrokinetycznego liposoméw wowczas, gdy w ukladzie obecny jest
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cholesterol. Zmiany potencjatu dzeta mieszanych liposoméw DPPC/Chol w obecno$ci SDS,

DTAB, TTAB i CTAB przedstawiono na Rysunku 57.

0 T T T T T 70 T T T T T
A ] B DTAB
e—e SDS | . = A
ST e Al [ e—eTTAB 54;1 _
6,0 | * CTAB : |
s -10F 1 s 50
£ - £
_g 15 B g 40 |- 33,8 -
3 .| 3 5l ¥ s ]
=5 20T 1 ® 32,8
T I 19 18,8 '
825 21,9 { § 20f ; ]
L J [] o - J
4 E\ g 205
- - — F 4 -
=0 27,9 "
[ 30,8 | i . 71 ]
-35 |- =O50 0F60 6/50 -
I ] O A ]
-40 1 1 1 | 1 -10 1 | 1 1 1
0,0 2.3 45 6,8 9,1 0,0 2,3 45 6,8 9,1
Stezenie surfaktantu, pM Stezenie surfaktantu, uM

Rysunek 57. Zmiany potencjatu dzeta liposoméw DPPC/Chol w obecnosci surfaktantu
anionowego (A) oraz surfaktantow kationowych (B) [P2].

Z przedstawionych danych wynika, ze surfaktant niosacy tadunek ujemny zmienia
warto$¢ potencjalu dzeta liposoméw na bardziej ujemna, surfaktanty niosgce tadunek
dodatni na bardziej dodatnig, a wplyw surfaktantu wzrasta wraz ze wzrostem jego
poczatkowego stezenia w uktadzie [P2]. Bezwzgledna zmiana potencjatu dzeta w obecnosci
surfaktantow o stezeniu 2,3 uM; 4,5 uM 1 9,1 uM jest bowiem réwna [P2]: 15,9 mV; 21,9
mV i24,8 mV w przypadku dodatku SDS, 3,7 mV; 8,0 mV i1 13,1 mV w przypadku DTAB,
16,3 mV; 26,5 mV 138,8 mV w przypadku TTAB oraz 24,8 mV; 39,8 mV 1 60,1 mV
w przypadku CTAB. Zatem, jak oczekiwano, wplyw kationowego srodka powierzchniowo
czynnego na potencjal dzeta liposomow silnie wzrasta wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
weglowego surfaktantu. Warto jeszcze zaznaczy¢, ze zmiany potencjatu dzeta liposomow
DPPC/Chol obserwowane w obecnosci SDS i DTAB sg wigksze niz te przedstawione
wczesniej dla czystych liposomow DPPC. Wskazuje to na wigkszy wpltyw surfaktantoéw
zbudowanych z 12-weglowego tancucha alifatycznego na liposomy DPPC, gdy
w dwuwarstwie lipidowej obecny jest cholesterol. Wptyw TTAB wydaje si¢ by¢ niezalezny
od dodatku cholesterolu do liposoméw, a w przypadku CTAB tendencja jest rozna
w zaleznosci od zastosowanego stezenia zwigzku powierzchniowo czynnego.

Dalszg charakterystyke pecherzykow DPPC/Chol zestawiono w Tabeli 13. Ze

wzgledu na duze rozmiary liposoméw w obecnosci TTAB i CTAB, w zestawieniu
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uwzgledniono jedynie uklady domieszkowane surfaktantami zbudowanymi z 12-
weglowego tancucha alkilowego. Jak przewidywano, dodatek anionowego surfaktantu
zmienia warto$¢ potencjalu powierzchniowego na bardziej ujemna, a addycja surfaktantu
kationowego na bardziej dodatnig [P2]. Natomiast wielkos¢ tadunku powierzchniowego
liposomow znaczaco wzrasta tylko w obecnosci SDS [P2]. W przypadku DTAB tadunek
powierzchni liposoméw najpierw maleje, a nastepnie nieco wzrasta, gdy znak potencjatu
dzeta zmienia si¢ z ujemnego na dodatni [P2]. Analogiczng tendencje wykazuja wartosci
liczby tadunkéw elementarnych przypadajacych na pojedynczy liposom. Natomiast
odwrotna sytuacja ma miejsce przy analizie powierzchni przypadajacej na jednostke

ladunku.

Tabela 13. Zmiany parametru xa, potencjalu powierzchniowego (wo), ladunku
powierzchniowego (&), powierzchni przypadajacej na jednostke tadunku 1 liczby tadunkow
e przypadajacych na pojedynczy liposom uzyskane dla liposoméw DPPC/Chol w obecnosci
surfaktantow jonowych [P2].

Powierzchnia

C 7 o na jednostke Liczba
surf. 0 0 ,
Surfaktant [uM] Ka [mV] [CInmex107] ladunku ladu_nkow e
) na liposom
[nm?/eo]
0 34,2 -6,7 2,7 60 751
2,3 35,9 -25,2 10,4 15 2936
SDS 4,5 38,5 -32,1 13,6 12 3961
91 47,9 -35,6 15,3 11 4451
2,3 34,2 -2,6 1,0 156 320
DTAB 4,5 34,8 2,3 0,9 176 325
9,1 34,8 8,2 3,3 49 1805

Warto zwrdci¢ uwage, ze dla czystych mieszanych liposoméw DPPC/Chol
powierzchnia przypadajaca na jednostke tadunku jest ponad trzykrotnie mniejsza niz
warto$¢ uzyskana dla czystych liposomow DPPC, co wynika z kondensacyjnego efektu
cholesterolu [P2]. Ponadto, koncowe wyliczenia wskazuja, ze powierzchnia czystych
liposoméw DPPC/Chol jest natadowana w okoto 0,7% [P2], a po dodaniu najmniejszej ilosci

SDS i DTAB natadowanie powierzchni wynosi odpowiednio 2,9% 1 0,3%.
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8. Whioski

Analiza wynikow otrzymanych z przeprowadzonych eksperymentow pozwala na
sformutowanie nastepujacych wnioskow:

v Powszechnie stosowane zwigzki powierzchniowo czynne wykazujg zdolno$¢ do
spontanicznego 1 trwalego wbudowywania si¢ w struktur¢ modelowych bton
biologicznych. Z tego powodu juz ich niewielka ilo$¢ (znacznie ponizej] CMC) jest
wystarczajgca, aby zmieni¢ wiele wtasciwosci zard6wno modelu jednowarstwowego,
jak 1 modelu dwuwarstwowego biomembran. Zakres obserwowanych zmian zalezy
od natury surfaktantu, struktury hydrofobowej surfaktantu, jego stezenia oraz sktadu
chemicznego bton.

v' Surfaktant niejonowy (Triton X-100), ulegajac wbudowaniu w strukturg
monowarstwy DPPC, obniza stopien uporzadkowania fancuchow acylowych
czasteczek lipidu i powoduje tym samym wzrost ptynnosci membrany. Swiadcza
o tym zar6wno zaleznos$ci warto$ci wspotczynnika Sci§liwosci w funkcji ci$nienia
powierzchniowego, jak 1 mikroskopowe zdjecia morfologii monowarstwy. Z kolei
nastrzyk Tritonu X-100 do subfazy buforowej, gdy na jej powierzchni utworzona jest
monowarstwa DPPC skompresowana do ci$nienia powierzchniowego rownego 32
mN/m 1 charakteryzujaca si¢ upakowaniem czasteczek, $ci§liwoscig oraz stanem
fazowym analogicznym do dwuwarstwy DPPC, powoduje tylko minimalny wzrost
ciSnienia powierzchniowego. Jednak obserwowana dodatnia zmiana ci$nienia
powierzchniowego wskazuje na spontaniczne i1 trwate wbudowanie si¢ czasteczek
Tritonu X-100 w monowarstwe lipidowa imitujaca dwuwarstwe. Mimo to,
wbudowanie czasteczek Tritonu X-100 w struktur¢ pecherzykéw lipidowych nie
wplywa ani na rozmiar, ani na potencjat dzeta i fadunek powierzchniowy liposoméw
DPPC. Powoduje natomiast zwigkszenie ich jednorodnosci.

v' Surfaktanty jonowe, anionowy SDS i kationowy DTAB, o tej samej dlugo$ci
fancucha hydrofobowego rowniez wykazuja uptynniajagcy wplyw na monowarstwe
DPPC oraz powoduja dodatnig zmiang ci$nienia powierzchniowego po nastrzyku do
wstepnie skompresowane] monowarstwy DPPC. Wykazujag jednak znacznie
efektywniejszg penetracje filmu DPPC niz analizowany wczes$niej surfaktant
niejonowy. Wynika to z wigkszego przyrostu ci$nienia powierzchniowego w ich
obecnosci widocznego podczas testu penetracji monowarstwy. Ponadto, surfaktanty

jonowe w przeciwienstwie do surfaktantu niejonowego silnie wplywaja na
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wiasciwosci liposoméw DPPC. Dodatek SDS powoduje zmniejszenie ich $rednicy
hydrodynamicznej, podczas gdy dodatek DTAB przyczynia si¢ do jej nieznacznego
wzrostu. Powodem tego zjawiska sg specyficzne oddzialywania pomiedzy
najbardziej zewnetrzng, dodatnio natadowang czegscig glowy lipidowej DPPC
a czasteczkami  surfaktantow. Surfaktant anionowy poprzez oddziatywania
przyciagajace powoduje zmniejszenie sit odpychajacych w dwuwarstwie, przez co
rozmiar pecherzykow jest mniejszy. Dodatek surfaktantu kationowego przyczynia
si¢ do indukcji sil odpychajacych w dwuwarstwie, powodujac tym samym
zwigkszenie rozmiaru liposomoéw. Ponadto, naladowany ujemnie SDS zmienia
warto$¢ potencjatu dzeta liposoméw DPPC na bardziej ujemng, a naladowany
dodatnio DTAB na bardziej dodatnig. Efekt jest silniejszy w przypadku surfaktantu
anionowego, co wynika z tego, ze surfaktant kationowy w pierwszej kolejnosci
neutralizuje ujemny potencjat dzeta czystych liposoméw DPPC.

Wplyw SDS na modelowe biomembrany wzrasta, gdy w tancuchu hydrofobowym
czasteczki lipidu obecne jest wigzanie nienasycone. W przypadku modelu
jednowarstwowego obserwuje si¢ coraz wyrazniejsze przesuni¢cia izoterm ci$nienia
powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na pojedyncza czasteczke
w filmie powierzchniowym w strong¢ wigkszych powierzchni czasteczkowych.
Rozwazajac monowarstwy lipidowe charakteryzujace si¢ upakowaniem czasteczek,
scisliwoscig oraz stanem fazowym analogicznym do dwuwarstw lipidowych, tj. przy
ci$nieniu filmu wynoszacym 32 mN/m, wyrazniejsze przesuni¢cia izoterm cisnienia
powierzchniowego obserwuje si¢ w szeregu: lipid nasycony < lipid péinienasycony
~ lipid nienasycony (Rysunek 58). Natomiast wplyw jego dodatnio natadowanego
odpowiednika DTAB na monowarstwy Langmuira jest odwrotny 1 maleje wraz
z obecno$ciag wigzan nienasyconych w czasteczce fosfolipidu, w szeregu: lipid

nasycony > lipid potnienasycony > lipid nienasycony.
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Rysunek 58. Zmiany powierzchni przypadajacej na pojedyncza czasteczke w monowarstwie
Langmuira otrzymanej przy cisnieniu powierzchniowym réwnym 32 mN/m z DPPC, POPC,
DOPC oraz mieszaniny DPPC i cholesterolu w obecno$ci SDS i DTAB. Poczatkowe
stezenie srodka powierzchniowo czynnego wynosi 2,3 pM.

v" Eksperymenty przeprowadzone z uzyciem modelu dwuwarstwowego wskazujg na
analogiczny wptyw SDS na wlasciwosci powierzchniowe liposomoéw. Efekt ten
zobrazowano na przyktadzie wyliczonego procentu natadowania powierzchni
poszczegblnych liposomoéw 1 przedstawiono na Rysunku 59. Wplyw DTAB jest
znikomy, poniewaz surfaktant kationowy w pierwszej kolejnosci neutralizuje

ujemny potencjal dzeta czystych liposomow.
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Rysunek 59. Procent natadowania powierzchni liposoméw utworzonych z DPPC, POPC,
DOPC oraz mieszaniny DPPC 1 cholesterolu w obecnosci SDS 1 DTAB. Poczatkowe
stezenie Srodka powierzchniowo czynnego wynosi 2,3 uM.
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v Obecnos¢ cholesterolu (30 mol %) w warstwie lipidowej sprzyja wbudowywaniu
si¢ anionowego SDS i kationowego DTAB w modelowe biomembrany.

v' Wplyw surfaktantdéw na modelowe biomembrany wzrasta wraz z dlugo$cig fancucha
weglowego surfaktantu 1 wraz z jego stezeniem.

v Wplyw surfaktantéw jonowych, SDS i DTAB, zbudowanych z 12-weglowego
fancucha hydrofobowego na potencjat elektrokinetyczny liposoméw DPPC tylko
w niewielkim stopniu zalezy od metody otrzymania pgcherzykéw lipidowych.
Poréwnanie metody hydratacji cienkiego filmu lipidowego uzupetnionej o ekstruzje
i metody elektroformacji prowadzi do analogicznych wnioskow, przy czym przy
zastosowaniu metody elektroformacji obserwowane bezwzglgedne zmiany potencjatu
elektrokinetycznego liposomdéw w obecnosci surfaktantow sg nieco wigksze.

v’ Zmiany potencjatu elektrokinetycznego liposoméw DPPC w wyniku addycji SDS
W pierwszym etapie otrzymywania liposomow s3g mniejsze niz te, gdy surfaktant
dodano do gotowej zawiesiny pecherzykow. Natomiast zmiany potencjatu
elektrokinetycznego liposoméw DPPC pod wpltywem DTAB sa niezalezne od

momentu addycji surfaktantu.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze wszystkie rozwazane surfaktanty
charakteryzuja si¢ dobrag mieszalno$cia ze standardowymi lipidami btonowymi
1 bezposrednio wptywaja na whasciwosci modelowych bton biologicznych. Wbudowujac
si¢ w blony, zmieniaja ich organizacj¢ molekularna, zwigkszaja ptynnos¢ i fadunek
powierzchniowy, przez co mogg rzutowa¢ mig¢dzy innymi na translokacje biatek
btonowych 1 funkcjonowanie bton komoérkowych. Dodatek niewielkiej ilosci
surfaktantow o stezeniu nawet 100 razy nizszym od ich CMC moze zmienia¢
wlasciwosci elektrokinetyczne membran lub zwigksza¢ jej przepuszczalno$¢ rowniez
w przypadku surfaktantow niejonowych stosowanych powszechnie jako detergenty
w laboratoriach. Nalezy zatem pamigtac, jak wazna jest czysto$¢ uktadu pomiarowego
zaro6wno w przypadku analizy monowarstw Langmuira, jak i liposomow, gdyz nawet
niewielkie pozostalo$ci detergentdow moga generowaé falszywe i niemozliwe do
odtworzenia wyniki. Z drugiej strony, dodatek surfaktantow do $wiezo zsyntezowanych
liposoméw  jest propozycja nowego podejScia uzytkowego  surfaktantow

optymalizujgcego konwencjonalng procedure modyfikacji powierzchni liposomow.
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Uzyskane wyniki zachgcaja do rozszerzenia przedmiotu badan o kolejne uktady
lipidow oraz kolejne techniki badawcze (np. technika Langmuir-Blodgett oraz dyfrakcja
promieniowania rentgenowskiego), ktére moglyby by¢ pomocne w ustaleniu
rozmieszczenia czgsteczek zwigzkéw powierzchniowo czynnych w warstwach
lipidowych. Jest to zagadnienie istotne w kontekscie interakcji tak zmodyfikowanych

liposomow ze §rodowiskiem.
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9. Streszczenie

W ostatnich latach liczba badan poswigconych modelowym blonom biologicznym
wykazuje nieprzerwanie tendencje¢ wzrostowg. Co wiecej, zardowno z modelu
jednowarstwowego, jak 1 dwuwarstwowego bton korzystaja obecnie Naukowcy z rdznych
dziedzin nauki, co podkresla ich ogromng przydatno$§¢ w poznawaniu $wiata. Poniewaz
wlasciwosci uktadow modelowych zmieniajg si¢ znaczaco w obecnosci surfaktantow,
zasadne jest poszerzenie i usystematyzowanie dotychczasowej wiedzy na temat interakcji
roznorodnych zwigzkéw powierzchniowo czynnych z lipidami blonowymi. W niniejszej
rozprawie doktorskiej podj¢to zatem probe analizy wptywu niewielkich ilosci surfaktantow
na wybrane wtasciwo$ci monowarstw i dwuwarstw lipidowych. Badania przeprowadzono

w sposob kompleksowy, stosujac:

— monowarstwy lipidowe (monowarstwy Langmuira): poprzez analiz¢ izoterm cis$nienia
powierzchniowego, zmian wspolczynnika $cisliwo$ci, zmian organizacji molekularnej,
zmian morfologii i badanie penetracji monowarstw,

— dwuwarstwy lipidowe (liposomy typu SUV): poprzez okreslenie zmian wlasciwosci
elektrokinetycznych liposomoéw na podstawie pomiardw potencjatu dzeta, jak rowniez
zmian $rednicy hydrodynamicznej liposomow oraz wspdlczynnika polidyspersyjnosci.

Dla pelnego opisu efektu zwigzkéw powierzchniowo czynnych na biomembrany do
badan wybrano surfaktanty zréznicowane pod wzgledem natury chemicznej (surfaktant
niejonowy, anionowy i kationowy) i dlugosci tancucha weglowego (surfaktanty kationowe
0 12-, 14-1 16-weglowym tancuchu alifatycznym). Z kolei, w celu pordwnania efektu srodka
powierzchniowo czynnego na btony lipidowe o réznej strukturze czgsci hydrofobowe;j
w eksperymentach zastosowano uktady modelowe utworzone z lipidow o zréznicowanym
stopniu nasycenia tancuchow acylowych (lipid nasycony DPPC, poinienasycony POPC
1 nienasycony DOPC). Przeanalizowano réwniez wplyw surfaktantow na mieszang
membrang utworzong z catkowicie nasyconego lipidu i cholesterolu, ktory jest gtownym
sterolem wystepujacym w btonach komorkowych ssakéw, warunkujacym ich prawidtowe
funkcjonowanie.

Rozprawa sktada si¢ z dwoch glownych czesci: czesci teoretycznej 1 czgSci
doswiadczalnej, ktore poprzedza krotkie wprowadzenie w tematyke rozprawy 1 naznaczenie
celu pracy. Cze$¢ teoretyczng stanowi przeglad literatury podzielony na trzy rozdziaty
dotyczace kolejno: charakterystyki naturalnych bton biologicznych, przedstawienia

modelowych blon biologicznych oraz opisu zwigzkéw powierzchniowo czynnych jako
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substancji zdolnych do modyfikacji wlasciwosci modelowych bton biologicznych.
W pierwszym kroku omoéwiono budowe i strukture lipidowg naturalnych biomembran.
Nastepnie, odnoszac si¢ do analogii strukturalnej, wskazano na istotne znaczenie
monowarstw Langmuira i liposoméw w nasladowaniu bton biologicznych. Omoéwiono
ponadto ich otrzymywanie, zastosowanie 1 metody badania (ze szczegdlnym
uwzglednieniem metod wykorzystywanych podczas przygotowywania niniejszej pracy).
Czes¢ teoretyczng konczy rozdziat przedstawiajacy definicje, klasyfikacje, wiasciwosci oraz
przyktady zastosowania zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Waznym punktem tej czgsci
rozprawy jest omoéwienie trojstopniowego modelu solubilizacji liposoméw przez
surfaktanty, ktore potwierdza, ze w eksperymentach opisanych w czegsci doswiadczalnej
proces ten na pewno nie zachodzi.

Na poczatku czes$ci eksperymentalnej scharakteryzowano stosowane odczynniki
oraz rozwazane uktady pomiarowe, a takze przedstawiono metodyke pomiarow. Nastepnie
zaprezentowano wyniki otrzymane w toku zaplanowanych badan. Prezentacje 1 dyskusje
wynikow podzielono na dwa rozdziaty. Pierwszy z nich dotyczy wplywu niejonowego
zwigzku powierzchniowo czynnego na monowarstwy Langmuira i liposomy utworzone
z lipidu catkowicie nasyconego, a drugi — wplywu surfaktantdw jonowych na monowarstwy
Langmuira 1 liposomy utworzone z lipidu catkowicie nasyconego, poéinienasyconego,
nienasyconego oraz z mieszaniny lipidu nasyconego i cholesterolu. Dla wszystkich uktadow
jednowarstwowych zaprezentowano uzyskane izotermy ci$nienia powierzchniowego
w funkcji powierzchni czgsteczkowej, wyliczone na ich podstawie zaleznosci wartosci
wspotczynnika Scisliwosci od ci$nienia powierzchniowego, zdjecia morfologii powierzchni
monowarstw wykonane przy uzyciu mikroskopu kata Brewstera oraz testy penetracji
wstepnie skompresowanej monowarstwy. Dla wiekszosci rozwazanych uktadow
jednowarstwowych okreslono rowniez zmiany potencjalu powierzchniowego w funkcji
powierzchni czasteczkowej. Z kolei dla uktadow dwuwarstwowych przedstawiono uzyskane
w obecno$ci surfaktantow: zmiany Srednicy hydrodynamicznej, wspotczynnika
polidyspersyjnosci i potencjatu elektrokinetycznego. Na podstawie otrzymanych wynikow
obliczono nastgpnie potencjal powierzchniowy i tadunek powierzchniowy liposomow,
powierzchni¢ przypadajaca na jednostke tadunku oraz liczbe tadunkéw elementarnych
przypadajaca na pojedynczy liposom. Finalnie pozwolilo to na okreslenie procentu
natadowania powierzchni poszczegdlnych pecherzykow lipidowych.

W kolejnej, ostatniej czgsci pracy sformutowano wnioski z przeprowadzonych

badan. Stwierdzono, ze powszechnie stosowane zwigzki powierzchniowo czynne wykazuja
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zdolno$¢ do spontanicznego i1 trwalego wbudowywania si¢ w struktur¢ modelowych blon
biologicznych. Z tego powodu juz ich niewielka ilo$¢ jest wystarczajaca, aby zmieni¢ wiele
wlasciwosci zarowno modelu jednowarstwowego, jak 1 modelu dwuwarstwowego
biomembran. Zakres obserwowanych zmian jest zalezny od natury surfaktantu, struktury
hydrofobowej surfaktantu, jego stezenia oraz sktadu chemicznego bton. Dodatek surfaktantu
niejonowego Tritonu X-100 zwigkszyt stopien nieuporzadkowania tancuchow acylowych
czasteczek DPPC w monowarstwie lipidowej 1 spowodowat tym samym wzrost ptynnosci
membrany. Jednak nie wplyngt ani na rozmiar, ani na potencjat dzeta i1 tadunek
powierzchniowy liposoméw DPPC. Spowodowat natomiast zwigkszenie ich jednorodnosci.
Anionowy SDS i kationowy DTAB o tej samej dtugosci tancucha hydrofobowego roéwniez
wykazaty uptynniajacy wplyw na monowarstwe DPPC. Spowodowaty ponadto znaczaca,
dodatnia zmiang ci$nienia powierzchniowego po nastrzyku do wstepnie skompresowanej
monowarstwy DPPC, co oznacza, ze w poréwnaniu z surfaktantem niejonowym — penetruja
film DPPC bardziej efektywnie. Wilaczenie SDS do pecherzykow lipidowych DPPC
doprowadzito do zmniejszenia ich $rednicy hydrodynamicznej i nadato bardziej ujemny
potencjat elektrokinetyczny. Przeciwnie, wiaczenie DTAB przyczynito si¢ do nieznacznego
zwickszenia $rednicy liposoméw DPPC i nadalo im bardziej dodatni potencjat dzeta.
Dodatek kolejnych w szeregu homologicznym surfaktantéw kationowych (TTAB i CTAB)
w wigkszo$ci rozwazanych wilasciwosci spowodowal jeszcze wyrazniejsze zmiany niz
DTAB. Efekt surfaktantu byt tez najczgsciej wigkszy w miar¢ wzrostu stezenia surfaktantu
1w obecnosci przynajmniej jednego wigzania nienasyconego w strukturze lipidu tworzacego
membrang.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze poprzez wplyw na wlasciwosci
biomembran surfaktanty moga rzutowa¢ migdzy innymi na translokacj¢ biatek btonowych
1 funkcjonowanie blon komorkowych. Nalezy zatem pamigtaé, jak wazna jest czysto$¢
uktadu pomiarowego zaro6wno w przypadku analizy monowarstw Langmuira, jak
1 liposoméw, gdyz pozostatosci detergentdow moga generowac fatszywe 1 niemozliwe do
odtworzenia wyniki. Z drugiej strony, dodatek surfaktantow do §wiezo zsyntezowanych
liposomow jest propozycja nowego podej$cia uzytkowego surfaktantow optymalizujacego

konwencjonalng procedure modyfikacji powierzchni liposomow.
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10. Summary

In recent years, the number of studies devoted to model biological membranes shows
a continually increasing trend. Moreover, both the monolayer and bilayer membrane models
are currently used by scientists from various fields of science, which emphasizes their great
usefulness in the exploring the world. As the properties of model systems change
significantly in the presence of surfactants, it is reasonable to expand and systematize the
general knowledge on the interaction of various surfactants with membrane lipids.
Therefore, in this doctoral dissertation an attempt was made to analyze the influence of tiny
amounts of surfactants on the selected properties of lipid monolayers and bilayers. The

research was carried out comprehensively using:

— lipid monolayers (Langmuir monolayers): by analyzing the surface pressure isotherms, the
changes in the compressibility modulus, the changes in the molecular organization, the
changes in the morphology and the monolayer penetration studies,

— lipid bilayers (SUV liposomes): by determining the changes in the electrokinetic properties
of liposomes based on the measurements of the zeta potential, as well as the changes in the

hydrodynamic diameter of the liposomes and the polydispersity index.

To fully describe the effect of surfactants on the biomembranes, the surfactants
differing in chemical nature (non-ionic, anionic and cationic surfactants) and carbon chain
length (cationic surfactants with a 12-, 14- and 16-carbon aliphatic chain) were chosen for
the study. In turn, in order to compare the effect of surfactant on lipid membranes with
a various structure of the hydrophobic part, the model systems made of lipids with different
degrees of saturation of acyl chains (saturated lipid DPPC, semi-unsaturated POPC and
unsaturated DOPC) were included. The surfactants influence on a mixed membrane made
of fully saturated lipid and cholesterol, which is the main sterol found in mammalian cell
membranes determining their proper functioning, was also analyzed.

The dissertation consists of two main parts: the theoretical part and the experimental
part, which are preceded by a brief introduction to the topic of the dissertation and setting
the purpose of the work. The theoretical part is a literature review divided into three chapters
concerning: the characteristics of natural biological membranes, the presentation of model
biological membranes and the description of surfactants as substances capable of modifying
the properties of model biological membranes. In the first step, the structure and lipid
composition of natural biomembranes were described. Then, referring to the structural

analogy, the importance of Langmuir monolayers and liposomes in mimicking biological
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membranes was indicated. Moreover, their preparation, application and research methods
(with particular emphasis on the methods used in this work) were discussed. The theoretical
part ends with a chapter presenting the definition, classification, properties and examples of
surfactant applications. An important point of this part of the dissertation is the discussion
of the three-stage model of liposome solubilization by surfactants, which confirms that in
the experiments described in the experimental part, this process certainly does not occur.

At the beginning of the experimental part, the applied reagents and the considered
measuring systems were characterized, as well as the measurement methodology was
presented. Then, the results obtained in the course of planned research were discussed. The
presentation and discussion of the results were divided into two chapters. The first concerns
the effect of nonionic surfactant on the Langmuir monolayers and liposomes composed of
fully saturated lipid, and the second — the effect of ionic surfactants on the Langmuir
monolayers and liposomes made of fully saturated, semi-unsaturated and unsaturated lipids,
and a mixture of saturated lipid and cholesterol. For all monolayer systems, the obtained
surface pressure—molecular area isotherms, the compressibility modulus—surface pressure
dependences calculated on the basis of surface pressure isotherms, the images of the
monolayers morphology recorded with the use of a Brewster angle microscope and the
penetration tests of precompressed monolayers were presented. For most of the considered
monolayer systems, the changes in surface potential as a function of the molecular area were
also determined. On the other hand, for the bilayer systems, the changes in the mean
hydrodynamic diameter, the polydispersity index and the electrokinetic potential obtained in
the presence of surfactants were presented. On the basis of the obtained results, the surface
potential and surface charge of the liposomes, the surface area per unit charge and the
number of elementary charges per single liposome were then calculated. Finally, this allowed
for the determination of the percentage of charged surface of individual lipid vesicles.

In the next, last part of the work, conclusions from the conducted research were
formulated. It was found that commonly used surfactants indicate the ability to
spontaneously and permanently integrate into the structure of model biological membranes.
For this reason, even a tiny amount of surfactant is sufficient to change many properties of
both the monolayer model and the bilayer model of biomembranes. The scope of the
observed changes depends on the surfactants nature, the hydrophobic structure of the
surfactant, its concentration and the chemical composition of the membranes. The addition
of Triton X-100 nonionic surfactant increased the acyl chains disorder of the of DPPC

molecules in the lipid monolayer and thus increased the fluidity of the membrane. However,
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it did not affect the size, zeta potential, and surface charge of DPPC liposomes. On the other
hand, Triton X-100 increased their homogeneity. The anionic SDS and cationic DTAB with
the same hydrophobic chain length also showed a fluidizing effect on the DPPC monolayer.
Moreover, they caused a significant, positive change in the surface pressure after injection
into the precompressed DPPC monolayer, which means that they penetrate the DPPC film
more effectively compared to the nonionic surfactant. The incorporation of SDS into DPPC
lipid vesicles led to a reduction in their hydrodynamic diameter and induced a more negative
electrokinetic potential. In contrast, the inclusion of DTAB slightly increased the diameter
of DPPC liposomes and induced a more positive zeta potential. The addition of further
cationic surfactants in the homologous series (TTAB and CTAB) in most of the considered
properties caused even more pronounced changes than the DTAB. The surfactant effect was
also generally greater as the surfactant concentration increased and in the presence of at least
one unsaturated bond in the structure of the membrane-forming lipid.

The obtained results allow to conclude that by affecting the properties of
biomembranes, surfactants may influence, among others, the translocation of membrane
proteins and the functioning of cell membranes. Therefore, it should be remembered how
important the cleanliness of the measurement system is in the case of the analysis of
Langmuir monolayers and liposomes, as detergent residues may generate unreal and
impossible to reproduce results. On the other hand, the addition of surfactants to freshly
synthesized liposomes proposes a new utility approach to the use of surfactants, which

optimizes the conventional procedure of liposome surface modification.
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