
ROZPRAWA DOKTORSKA

Wpływ witaminy C na właściwości
fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej

PAULINA DAŁEK

PROMOTOR

PROF. DR HAB. INŻ. MAREK LANGNER
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Streszczenie w języku angielskim

Vitamin C is an essential compound for a properly functioning organism. Knowledge
of the processes responsible for the transport of this vitamin through the lipid bilayer
allows the understanding of how local homeostasis is maintained. The influx of ascorbate is
regulated by protein transporters (SVCT1, SVCT2 and GLUT) however, the mechanism of
how ascorbate flows out to the extracellular matrix has not been explained yet. This is the
motivation to study the possible interactions between vitamin C and lipid bilayer, including
how these interactions could affect bilayer’s physicochemical properties. The obtained
results may relate to the transport of vitamin C through the lipid membrane and could
underline the creation of a model which describes the bidirectional flux of this molecule in
the cell. In the doctoral dissertation, the liposomal lipid bilayer model was used to carry
out the research. The studies have been divided into three parts related to the research
theses.

Firstly, to define the interactions between vitamin C and lipid bilayer, the isothermal
titration calorimetry measurements were performed. The results confirmed the highly
energetic interactions, depending on the lipid bilayer composition and the pH of the
aqueous environment.

In the second part, the thermodynamic parameters from calorimetric data were used
to quantitatively describe the transport of molecules through the lipid bilayer by passive
diffusion. The obtained lipid bilayer/water partition coefficient of vitamin C indicates that
this molecule has more affinity to lipid bilayer than to the aqueous environment, which
has been shown for the first time and is opposite to the commonly referred octanol/water
partition coefficient. The determined permeability coefficient is in good agreement with the
literature data obtained with a different technique. That confirms that the created model,
which was based on isothermal titration calorimetry data, could be used to determine this
parameter.

In the last part, the influence of vitamin C on the physicochemical properties of lipid
bilayer such as phase transition temperature, microviscosity and surface potential was
verified. The obtained results demonstrated that this molecule changes the phase transition
temperature and microviscosity of the lipid bilayer, which support the thesis of the possible
interactions between vitamin C and lipid membrane.

The results of the research present that vitamin C interacts with the lipid bilayer and
affects its physicochemical properties for the first time. The passive diffusion was not
considered so far as the vital process of vitamin C efflux from the cell, due to the greater
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affinity of this molecule to the polar environment, as the octanol/water partition coefficient
indicates. However, the determination of lipid bilayer/water partition coefficient along
with the effect of vitamin C on features of lipid membrane implies that this mechanism of
transport through the plasma membrane might be of great importance and could lead to
the creation of a complete model of vitamin C homeostasis in the human body.



Wykaz ważniejszych symboli i skrótów

ANS kwas 8-anilino-1-naftalenosulfonowy

AscH2 kwas askorbinowy

AscH− jon askorbinowy

BLM z ang. Black Lipid Membrane

CPP krytyczny parametr upakowania

chol cholesterol

DHA kwas dehydroaskorbinowy

DLS dynamiczne rozpraszanie światła

DMSO dimetylosulfotlenek

DOPE 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina

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

DOPS 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna

DPH 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien

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

DSC różnicowa kalorymetria skaningowa

ELS elektroforetyczne rozpraszanie światła

EPR spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego

FTIR spektroskopia furierowska w podczerwieni

GLUT transporter glukozy

GUV gigantyczne jednowarstwowe pęcherzyki

ILC z ang. Immoblized Liposome Chromatography

ITC izotermiczna kalorymetria miareczkująca

KB/W współczynnik podziału błona/woda

KO/W współczynnik podziału oktanol/woda

Lc faza krystaliczna

Lβ faza żelowa

Lλ faza ciekłokrystaliczna
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LUV duże jednowarstwowe pęcherzyki

MLV duże wielowarstwowe pęcherzyki

NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego

P współczynnik przepuszczalności

PAMPA z ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

PC fosfatydylocholina

PDI polidyspersyjność

PS fosfatydyloseryna

PE fosfatydyloetanoloamina

PI fosfatydyloinozytol

Pβ faza pofałdowana z ang. Ripple Phase

ROS reaktywne formy tlenu

SLB z ang. Supported Lipid Bilayer

SUV małe jednowarstwowe pęcherzyki

SVCT1 transporter witaminy C zależny od jonów sodu

SVCT2 transporter witaminy C zależny od jonów sodu

Tα temperatura przejścia fazowego

Tβ temperatura przedprzejścia fazowego

TMA-DPH 1-4-trimetyloamonofenyl



Cel i motywacja prowadzonych badań

Badania nad oddziaływaniami występującymi pomiędzy molekułami czynnymi bio-
logicznie a błoną lipidową, stanowią ważny aspekt współczesnej nauki, zarówno od
strony badań podstawowych, jak i nanomedycyny będącej częścią inżynierii biomedycznej.
Umożliwiają wytłumaczenie i opisanie nieznanych do tej pory procesów biofizycznych,
które towarzyszą oddziaływaniom wybranych molekuł z błoną lipidową, jednocześnie
ze względu na wykorzystany model dwuwarstwy lipidowej, pozwalają na zastosowanie
uzyskanych rezultatów w projektowaniu kierowanych nośników leków.

Celem prowadzonych badań było określenie, czy pomiędzy wybraną molekułą — wi-
taminą C a modelową błoną lipidową dochodzi do oddziaływań, i w jaki sposób wpływają
one na właściwości dwuwarstwy lipidowej. Główną motywacją do badań dotyczących
witaminy C jest jej istotna rola w prawidłowym przebiegu procesów fizjologicznych, oraz
brak kompletnego modelu opisującego utrzymanie lokalnej homeostazy tej molekuły w ko-
mórce. Co więcej, na podstawie danych dostępnych w literaturze można stwierdzić, że
mimo dużego zainteresowania witaminą C w kontekście jej terapeutycznych właściwości,
brakuje informacji dotyczących jej oddziaływań z dwuwarstwą lipidową.

W ramach prowadzonych badań postawiono trzy tezy badawcze:

1. Pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową występują specyficzne oddziaływania,
które różnią się w zależności od składu lipidowego dwuwarstwy lipidowej oraz
warunków środowiskowych.

2. Parametry termodynamiczne powiązane z oddziaływaniami występującymi pomię-
dzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową, umożliwiają wyznaczenie wielkości cha-
rakteryzujących transport tej molekuły przez dwuwarstwę lipidową.

3. Oddziaływania pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową zmieniają właściwości
fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej.

Pracę podzielono na trzy części, odpowiadające poszczególnym tezom badawczym. Ce-
lem pierwszej z nich było określenie, czy pomiędzy dwuwarstwą lipidową a witaminą C
dochodzi do specyficznych oddziaływań w zależności od składu lipidowego, uporządko-
wania dwuwarstwy lipidowej, czy pH środowiska wodnego. W drugiej uzyskane rezultaty
wykorzystano do wyznaczenia wielkości charakteryzujących witaminę C w kontekście
jej oddziaływań z dwuwarstwą lipidową — współczynnika podziału błona/woda oraz
współczynnika przepuszczalności. W ostatniej części zbadano, jak witamina C wpływa na
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właściwości fizykochemiczne błony lipidowej, takie jak temperaturę przejścia fazowego,
mikrolepkość czy ładunek powierzchniowy.

Badania prowadzono z wykorzystaniem jednego z modeli dwuwarstwy lipidowej —
liposomów o jednorodnym rozkładzie rozmiarów. Główną techniką pomiarową była izoter-
miczna kalorymetria miareczkująca, pozwalająca na pomiar stanów energetycznych, która
charakteryzuje się dużą czułością oraz umożliwia bezinwazyjny pomiar bez konieczności
ingerencji w budowę lub modyfikację mierzonych struktur. Do określenia wpływu wita-
miny C na właściwości fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej wybrano takie techniki
pomiarowe, jak dynamiczne rozpraszanie światła, czy spektroskopię fluorescencyjną.

Uzyskane rezultaty mogą zostać wykorzystane zarówno w kontekście badań pod-
stawowych, dotyczących poznania mechanizmów dystrybucji witaminy C istotnych dla
funkcjonowania komórki, jak i całego organizmu, oraz aplikacyjnych — związanych
z optymalizacją oraz projektowaniem nowoczesnych liposomalnych nośników leków. Do-
datkowo prowadzone badania mogą stanowić podstawę do tworzenia modeli opisujących
wpływ witaminy C na funkcjonowanie komórki.



Część I

Wprowadzenie



Rozdział 1

Witamina C w organizmie człowieka

Człowiek należy do grupy organizmów, które nie potrafią syntezować witaminy C.
Wynika to z braku genu kodującego oksydazę l-gulonolaktonową, enzymu uczestniczącego
w końcowym etapie syntezy kwasu askorbinowego [1]. Ze względu na zaangażowanie wi-
taminy C w wiele procesów fizjologicznych prawidłowo działający organizm musi znaleźć
jej źródło w środowisku zewnętrznym, w przeciwnym razie dochodzi do jej niedoboru,
który prowadzi do dysfunkcji organizmu, a w ostateczności może przekształcić się w ogól-
noustrojową chorobę, jaką jest szkorbut [3]. Prowadzone od lat badania nad witaminą C
uzupełniają coraz dokładniej wiedzę dotyczącą jej właściwości fizykochemicznych, jak
i mechanizmów działania w organizmie człowieka, szczególnie w kontekście utrzymania
homeostazy tej molekuły w organizmie, jak i lokalnie w komórce.

Witamina C, inaczej kwas askorbinowy (AscH2), to hydrofilowa molekuła, należąca do
grupy ketolaktonów, charakteryzująca się obecnością dwóch grup hydroksylowych [1]. Jest
słabym kwasem posiadającym dwa punkty pKa1 = 4.2 oraz pKa2 = 11.6. W zależności
od pH środowiska przyjmuje różne formy, jak przedstawiono na Rys. 1.1. W warunkach
fizjologicznych (pH 7.35–7.45) dominującą formą jest jon askorbinowy (AscH−), stano-
wiący około 99% wszystkich form witaminy C [1]. Z tego względu w dalszej części pracy
określenie jon askorbinowy oraz witamina C będą stosowane wymiennie, chyba że zostanie
wskazane inaczej. Dodatkowo w całej pracy, zarówno podczas przedstawienia danych

AscH2

pK1 pK2
AscH- Asc-

Rysunek 1.1: Schemat przedstawiający formy kwasu askorbinowego w zależności od pH środo-
wiska. Wartości pKa wynoszą pKa1 = 4.2 oraz pKa2 = 11.6. Schemat przygotowano na podsta-
wie [1, 2].
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AscH-

-e

+e

AscH•

-e - H+

+e + H+

DHA

Rysunek 1.2: Schemat przedstawiający przejście jonu askorbinowego do formy rodnika askorbino-
wego i DHA. Schemat przygotowano na podstawie [1, 2].

literaturowych, jak i wyników własnych, przyjęto separator dziesiętny w formie kropki.
Wraz z lokalnym obniżeniem pH w jelicie cienkim (pH 5.0) oraz w żołądku (pH 1.0)
zwiększa się udział formy uprotonowanej (AscH2) odpowiednio do wartości wynoszących
około 15% oraz 99% [4]. Ze względu na swoje właściwości utleniające jon askorbinowy
może być donorem elektronów, co przedstawiono na schemacie (Rys. 1.2). Po utracie
jednego elektronu powstaje rodnik askorbinowy, charakteryzujący się znaczną stabilnością,
z czasem życia od kilkunastu milisekund do kilku minut, w zależności od warunków
środowiska i obecności akceptorów elektronów, szczególnie żelaza [2]. Po utracie drugiego
elektronu powstaje kwas dehydroaskorbinowy (DHA), który jest bardziej stabilny. Obydwa
procesy są odwracalne na drodze redukcji, zarówno rodnik askorbinowy, jak i DHA mogą
wrócić do swoich wcześniejszych form. Proces ten jest możliwy, dopóki nie dojdzie do
trwałego uszkodzenia pierścienia γ-laktonowego w DHA prowadzącego do powstania
kwasu 2,3-diketogulonowego [1, 2].

1.1 Rola witaminy C w organizmie człowieka

Witamina C uważana jest za jeden z kluczowych przeciwutleniaczy biorących udział
w neutralizacji reaktywnych form tlenu (ROS). Pojawiające się nowe wyniki ekspery-
mentalne wskazują, że jest ona ważną molekułą w organizmie człowieka niezbędną do
normalnego funkcjonowania oraz metabolizmu komórek [5]. Witamina C stanowi istotny
kofaktor dla kilkunastu enzymów m.in. należących do grupy oksygenaz, które odpowiadają
za syntezę kolagenu oraz karnityny, czy niezbędnej do prawidłowego funkcjonowania
układu nerwowego — norepinefryny [6]. Jony askorbinowe regulują demetylację DNA,
będąc kluczowym kofaktorem TET dioksygenazy, oraz demetylację histonów jako kofaktor
białek domeny Jumonji [7]. Współpracują z witaminą E, zapobiegają oksydacji lipidów
oraz biorą udział w procesie tzw. recyklingu witaminy E [6]. Witamina C uczestniczy rów-
nież w gospodarce żelaza w organizmie, zwiększając jego wchłanianie w jelicie, poprzez
redukcję jonów żelaza Fe3+ do jonów żelaza Fe2+ [8]. Pomimo swoich antyoksydacyjnych
właściwości witamina C w wysokim stężeniu pełni funkcję utleniacza, redukując metale
z grup przejściowych, takie jak m.in. żelazo czy miedź. Te metale, na niższym poziomie
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utleniania, są substratami w reakcji Fentona, w wyniku której powstaje szkodliwy dla orga-
nizmu rodnik hydroksylowy [5]. Pomimo różnorodności procesów, w jakich uczestniczy
witamina C, zarówno tych korzystnych, jak i mających negatywny wpływ na organizm
człowieka, główną rolę odgrywa jej zdolność do oddawania elektronów [1]. Ze względu
na to, że właściwości redukcyjne są również niezbędne we wnętrzu komórki, istotne stają
się transportery błonowe, jak i mechanizmy pozwalające na przechodzenie witaminy C
przez błonę komórkową [9].

1.2 Mechanizmy transportu witaminy C

Stężenie witaminy C w organizmie człowieka zależy od lokalizacji. Jego wartość
waha się od 50 µM (osocze) do 10 mM (neurony) [2]. Tak zróżnicowana dystrybucja
tej molekuły wymaga poznania mechanizmów, odpowiadających za jej dwukierunkowy
przepływ na poziomie komórkowym. Poniżej omówiono poszczególne rodzaje transportu
witaminy C oraz jej dystrybucje na przykładzie absorpcji w jelicie cienkim.

Za transport aktywny witaminy C odpowiedzialne są hydrofobowe białka błonowe,
zależne od jonów sodu transportery witaminy C — SVCT1 oraz SVCT2, których rolą
jest transport tej cząsteczki do macierzy wewnątrzkomórkowej. SVCT1 jest transporterem
znajdującym się głównie w komórkach nabłonkowych, jelicie cienkim oraz kanalikach
nerkowych [2]. Uczestniczy w absorpcji witaminy C w jelicie, oraz umożliwia resorpcję
tej cząsteczki w nerkach. Natomiast SVCT2 znajduje się w większości komórek m.in.
tkance nerwowej, tkance mięśniowej oraz kostnej, nadnerczach, mózgu, płucach, czy
układzie limfatycznym [2, 10]. Kontrola nad działaniem tych transporterów odbywa się
poprzez białka kinazę A oraz C, których ekspresja jest zmniejszana/zwiększana w za-
leżności od ilości jonów askorbinowych wewnątrz komórki [11]. Funkcjonowanie tych
transporterów, zależnie od poziomu zawartości jonów askorbinowych, pokazano w bada-
niach z wykorzystaniem płytek krwi oraz komórek Caco-2TC7 [12]. Transportery te są
jednokierunkowe, pozwalają na wejście jonów askorbinowych do wnętrza komórki, jednak
kinetyka ich działania nie tłumaczy procesu wypływu tych jonów na zewnątrz, co sugeruje,
że może za to odpowiadać nieodkryte do tej pory białko błonowe lub nieznany mechanizm
odpowiedzialny za przechodzenie witaminy C przez błonę komórkową [2].

Transportery z rodziny transporterów glukozy (GLUT) to drugi rodzaj mechanizmu
odpowiedzialnego za transport witaminy C przez błonę komórkową. Ich sposób działania
różni się od transporterów SVCT, ponieważ nie przenoszą one bezpośrednio jonów askorbi-
nowych, a produkt ich utleniania — DHA (powinowactwo do DHA wykazują transportery
GLUT1, 2, 3, 4 oraz 8) [3]. Transportowane jest DHA, znajdujące się w osoczu, lub jony
askorbinowe na drodze procesu nazywanego recyklingiem askorbinianu (z ang. ascorbate
recycling) [2, 13]. W drugim przypadku znajdujące się w osoczu jony askorbinowe są
najpierw redukowane do DHA, następnie transportowane przez transportery GLUT do
macierzy wewnątrzkomórkowej, w której na drodze reakcji enzymatycznych lub z wyko-
rzystaniem m.in. glutationu są z powrotem redukowane do jonów askorbinowych [2, 13].
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Ze względu na to, że są to jednocześnie transportery glukozy, znajdują się w większości
komórek organizmu człowieka, podobnie jak transportery SVCT2. Czerwone krwinki są
jedynymi komórkami, u których potwierdzono obecność tylko transporterów GLUT [8].
Przeprowadzone do tej pory badania nie tłumaczą dokładnie roli transporterów GLUT
oraz DHA w gospodarce witaminy C w organizmie człowieka [2]. Jednak opierając się
na dostępnych danych literaturowych, można stwierdzić, że te transportery nie są główną
metodą transportu witaminy C przez błonę komórkową. Wynika to z niskiego poziomu
DHA w osoczu człowieka (stężenie < 2 µM), podczas gdy stężenie jonów askorbinowych
w komórkach jest kilka rzędów większe (1–10 mM) [8]. Dodatkowym aspektem jest
konkurencja z cząsteczkami glukozy, do których większość rodzajów transporterów GLUT
wykazuje większe powinowactwo, oraz których lokalne stężenie w organizmie przewyższa
stężenie DHA [1].

Ostatni mechanizm transportu witaminy C, który zostanie opisany to dyfuzja prosta.
Proces ten w przypadku słabych kwasów, takich jak witamina C, jest zależny od gra-
dientu stężeń, pH oraz gradientu elektrochemicznego błony lipidowej [14]. Ze względu na
większe powinowactwo witaminy C do środowiska polarnego oraz formę, jaką przyjmuje
w warunkach fizjologicznych (anionu), dyfuzja prosta tej molekuły przez błonę lipidową
jest powolna w porównaniu do cząsteczek hydrofobowych albo niejonowych, hydrofilo-
wych molekuł o mniejszej masie cząsteczkowej [4, 12]. Wzrost znaczenia tego rodzaju
transportu może mieć miejsce w żołądku lub jelicie cienkim ze względu na niższą wartość
pH, równoznaczną z występowaniem witaminy C w formie niejonowej [4].
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Rysunek 1.3: Schemat przedstawiający transport witaminy C w jelicie cienkim. Kolorem niebieskim
oznaczono transportery SVCT1 oraz SVCT2, które odpowiadają za napływ jonów askorbinowych
do wnętrza komórki. Kolorem zielonym oznaczono nieznany do tej pory mechanizm transportu
jonów askorbinowych z komórki do wnętrza jelita oraz płynu śródmiąższowego. Schemat przygo-
towano na podstawie informacji zawartych w [2, 14].
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Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem modelu zwierzęcego badające rolę
poszczególnych transporterów witaminy C pokazały, że wyłączenie ekspresji białka kon-
trolującego działanie transporterów SVCT2 jest letalne. Dodatkowo wyznaczone ekspery-
mentalnie stężenie witaminy C nie osiągnęło poziomu, który odpowiadałby wartościom
fizjologicznym w poszczególnych tkankach [8]. Pozwala to założyć, że inne transportery
tej cząsteczki — SVCT1 oraz GLUT nie odgrywają kluczowej roli w dostarczaniu jo-
nów askorbinowych do poszczególnych komórek organizmu [14]. Co więcej, analogiczne
badania, w których hamowano ekspresję białka kontrolującego działanie transporterów
SVCT1, nie dały podobnych rezultatów. Pokazano, że brak funkcjonowania tych transpor-
terów prowadzi do zwiększonej zawartości witaminy C w moczu, co wynika z lokalizacji
transporterów SVCT1 w kanalikach nerkowych i ich udziału w resorpcji tej molekuły.

Brak spójnego modelu opisującego przepływ witaminy C na poziomie komórkowym,
pokazuje droga absorpcji tej cząsteczki w jelicie cienkim (Rys. 1.3). Napływ witaminy C
do wnętrza komórek nabłonkowych jelita cienkiego odbywa się przez transportery SVCT1
od strony wnętrza jelita, oraz transportery SVCT2 z płynu śródmiąższowego. Brakuje
jednak mechanizmu, który tłumaczyłby wypływ tej molekuły z komórek nabłonkowych.
Poznane do tej pory rodzaje transportu witaminy C — przez kanały białkowe (SVCT1,
SVCT2) oraz na drodze transportu pośredniego przez kanały z rodziny transporterów glu-
kozy (GLUT) nie tłumaczą mechanizmów utrzymania lokalnej homeostazy tej cząsteczki
w komórce, jak i jej przestrzennej dystrybucji w organizmie człowieka [15]. Dodatkowo
z wyjątkiem mitochondrium nie zbadano procesu dystrybucji tej cząsteczki pomiędzy
różnymi organellami wewnątrz komórki [16]. Prowadzi to do pytania, czy możliwe jest,
aby transport witaminy C na drodze dyfuzji prostej odgrywał istotniejszą rolę, niż wska-
zywałyby na to dostępne do tej pory dane literaturowe [12, 17]. Pełne zrozumienie tego
zagadnienia oraz uzyskanych wyników badań może uzupełnić brakujące elementy modelu
dystrybucji tej cząsteczki w organizmie człowieka.



Rozdział 2

Dwuwarstwa lipidowa

Błona komórkowa, stanowiąca granicę fizyczną pomiędzy macierzą zewnątrz- i we-
wnątrzkomórkową, to ważny pod względem funkcjonowania element budulcowy komórki.
Model płynnej mozaiki, zaproponowany przez Singera i Nicolsona w latach 70., trafnie
i uniwersalnie opisywał błonę komórkową, przedstawiając ją jako strukturę, której rdzeń
stanowi płynna i dynamiczna dwuwarstwa lipidowa z wbudowanymi białkami [18]. Mo-
del opierał się na dostępnych danych eksperymentalnych, opisujących termodynamiczne
właściwości lipidów i białek, oraz dowodach świadczących o asymetrii i mobilności błon
biologicznych [19]. W późniejszych latach wraz ze wzrostem zainteresowania tematyką
związaną z funkcjonowaniem błony komórkowej i rozwojem nowych technik eksperymen-
talnych odkryto kolejne specyficzne cechy tej struktury, takie jak zdolność do formowania
mikrodomen lipidowych [20], czy też dokładniejszą dynamikę lipidów [21, 22].

Dwuwarstwa lipidowa stanowi rdzeń błony komórkowej, w który wbudowane są
białka błonowe, integralne lub powierzchniowe, oraz glikolipidy i glikoproteiny [23, 24].
Skład błony komórkowej lub ogólniej błon biologicznych (czyli również tych oddziela-
jących poszczególne organelle od cytoplazmy [25]) różni się w zależności od rodzaju
komórki/organelli. Przyjmuje się, że lipidy stanowią masowo około 50% zawartości błony
komórkowej, pozostałą część w większość zajmują białka [23].

Błona komórkowa jako całość tworzy złożony i dynamiczny układ, stanowiący selek-
tywną barierę odpowiedzialną za wymianę cząsteczek pomiędzy środowiskiem zewnętrz-
nym a wnętrzem komórki, jednocześnie pośredniczący w oddziaływaniach pomiędzy
komórkami, jaki i elementami macierzy zewnątrzkomórkowej [23]. Dodatkowo błona
komórkowa zapewnia odpowiednie środowisko wewnątrz komórki, co umożliwia jej pra-
widłowe funkcjonowanie. Białka błonowe oprócz uczestniczenia w transporcie jonów
i niewielkich, hydrofilowych cząsteczek pełnią funkcję specyficznych receptorów i enzy-
mów, umożliwiając przesyłanie sygnałów [23]. Ze względu na charakter prowadzonych
badań w dalszej części pracy główną uwagę skupiono na dwuwarstwie lipidowej, jej
budowie oraz roli, jaką odgrywają poszczególne lipidy ją tworzące.
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2.1 Budowa dwuwarstwy lipidowej

Tworzenie dwuwarstwy lipidowej w środowisku wodnym jest możliwe dzięki efek-
towi hydrofobowemu, który jest procesem polegającym na minimalizacji energii układu
poprzez samoorganizację fosfolipidów w strukturę dwuwarstwy lipidowej. Amfifilowość
fosfolipidów sprawia, że korzystnym stanem energetycznym jest ten, w którym hydrofo-
bowe łańcuchy alkilowe zwrócone są w swoją stronę z grupami polarnymi odwróconymi
w stronę cząsteczek wody, jak przedstawiono na Rys. 2.1 [26].

Samoorganizacja cząsteczek amfifilowych w struktury przestrzenne jest ściśle zależna
od ich geometrii, co opisuje krytyczny parametr upakowania (CPP), przyjmujący różną
wartość dla cząsteczek lipidowych o określonym kształcie (Rys. 2.2). Parametr ten jest
definiowany jako:

CPP =
v

a0 l0
, (2.1)

gdzie v — objętość łańcucha hydrofobowego, a0 — powierzchnia efektywna grupy po-
larnej, l0 — długość łańcucha hydrofobowego. Jak zaprezentowano na Rys. 2.2 predys-
ponowane do tworzenia dwuwarstwy fosfolipidowej w formie sferycznej są cząsteczki
o budowie walcowatej (1/2 <CPP < 1), w przeciwieństwie do tych o budowie stożkowej
(CPP < 1/2), które tworzą micele [27].

Rdzeń dwuwarstwy lipidowej stanowią hydrofobowe łańcuchy alkilowe o różnej dłu-
gości oraz stopniu nasycenia, natomiast kontakt ze środowiskiem wodnym mają grupy
polarne, co schematycznie przedstawiono na Rys. 2.1 [30]. Grupy polarne definiują to do
jakiej klasy glicerofosfolipidów należy cząsteczka, oraz wpływają na ładunek, rozmiar,
zdolność do tworzenia wiązań wodorowych, oddziaływanie z określonymi jonami, czy
enzymami [31]. Hydrofobowa część dwuwarstwy lipidowej tworzy barierę dla polarnych
i naładowanych cząsteczek, uniemożliwiając ich transport pomiędzy macierzą zewnątrz-
i wewnątrzkomórkową [32], a rodzaj łańcuchów alkilowych ją budujących wpływa na wła-
ściwości termodynamiczne [32]. Pomimo statycznej i jednorodnej prezentacji dwuwarstwy
lipidowej na Rys. 2.1 warto podkreślić, że jest to struktura niezwykle skomplikowana pod

OBSZAR
HYDROFILOWY

OBSZAR
HYDROFOBOWY

OBSZAR
HYDROFILOWY

MACIERZ ZEWNĄTRZKOMÓRKOWA

MACIERZ WEWNĄTRZKOMÓRKOWA

Rysunek 2.1: Schemat przedstawiający budowę dwuwarstwy lipidowej przygotowany na podstawie
informacji zawartych w [26, 28].
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Rysunek 2.2: Schemat przedstawiający zależność pomiędzy kształtem cząsteczki amfifilowej
a parametrem CPP oraz strukturami, jakie tworzą w środowisku wodnym. Schemat przygotowano
na podstawie [29].

względem dynamiki, heterogenna i reagująca na zmiany w otaczającym ją środowisku [28].
Z tego względu zarówno w części polarnej, jak i niepolarnej dochodzi do nieustannych
fluktuacji, które wynikają m.in. z oddziaływania z cząsteczkami wody [28]. Grupy polarne
tworzą wiązania wodorowe z cząsteczkami wody [33], a obszar, w którym występuje
zarówno hydrofilowa część dwuwarstwy lipidowej, jak i cząsteczki wody nazywany jest
interfazą. Z tego względu charakteryzuje się on innymi właściwościami oraz rolą biolo-
giczną od środowiska wodnego, otaczającego błonę lipidową, jak i od hydrofobowego
rdzenia [34]. Jedną z takich właściwości jest stała dielektryczna, która przyjmuje różną
wartość w interfazie, obszarze hydrofobowym, jak i środowisku wodnym [28].

2.2 Właściwości lipidów budujących dwuwarstwę lipi-
dową

Lipidy stanowią różnorodną grupę cząsteczek, z których trzy główne klasy budujące
błonę lipidową to glicerofosfolipidy, sfingolipidy oraz sterole [32]. Skład błony biolo-
gicznej pod względem rodzaju oraz procentowej zawartości poszczególnych klas lipidów
nie jest uniwersalny i ściśle zależy od tego, jaką funkcję pełni dana komórka, czy orga-
nella [32]. Ich zawartość w błonie lipidowej jest zależna od rodzaju komórki/organelli, przy
czym glicerofosfolipidy stanowią w przybliżeniu 50–85% całkowitej ilości lipidów, sterole
8–35%, a sfingolipidy 2–15% [24, 35]. Rozkład lipidów w poszczególnych warstwach
błon biologicznych jest asymetryczny, zazwyczaj w zewnętrznej warstwie znajduje się
fosfatydylocholina (PC) oraz sfingomielina, natomiast w wewnętrznej fosfatydyloseryna
(PS), fosfatydyloetanoloamina (PE) oraz fosfatydyloinozytol (PI) [23].

Rola lipidów w funkcjonowaniu błon biologicznych, jak i całej komórki obejmuje takie
procesy jak modulowanie właściwości fizykochemicznych, między innymi dynamiki błony
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Rysunek 2.3: Schemat przedstawiający budowę głównych lipidów, wchodzących w skład błony
komórkowej. Kolorem niebieski oznaczono obszar hydrofilowy cząsteczek lipidu, kolorem żółtym
— hydrofobowy. Schemat przygotowano na podstawie [36].

komórkowej, wpływ na elektrostatykę powierzchni błony, czy stany termodynamiczne,
w jakich się ona znajduje [31]. Dzięki rozwojowi spektroskopii masowej oraz bioinforma-
tyki możliwe staje się tworzenie lipidowych map komórkowych, pokazujących dokładne
składy lipidowe błon biologicznych w komórce. Pozwala to na tworzenie lepszych modeli
błony komórkowej, a tym samym poznanie nowych lub wytłumaczenie niezrozumiałych do
tej pory procesów zachodzących w obszarze dwuwarstwy lipidowej, jak i w całej komórce
[24].

2.2.1 Glicerofosfolipidy

Należące do tej grupy lipidy wykazują amfifilowe właściwości, co wynika z ich cha-
rakterystycznej budowy. Ich podstawę stanowi glicerol, do którego za pomocą wiązania
estrowego z jednej strony przyczepione są reszty kwasów tłuszczowych nadające czą-
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steczce hydrofobowe właściwości, a z drugiej reszty fosforanowe odpowiadające za jej
hydrofilowy charakter. Do reszt fosforanowych wiązaniem fosfoestrowym przyczepione
są aminoalkohole m.in. cholina, etyloamina lub hydroksyaminokwasy — seryna, co pro-
wadzi do powstania różnorodnych glicerofosfolipidów (najczęściej występujące grupy
hydrofilowe pokazano na Rys. 2.3) [36]. Amfifilowy charakter tej klasy lipidów jest
kluczowy, ponieważ umożliwia ich samoorganizację w strukturę dwuwarstwy lipidowej.
Fosfatydylocholina to najczęściej występujący glicerofosfolipid w błonach biologicznych
(w większości komórek/organelli powyżej 50%), inne główne glicerofosfolipidy to fosfa-
tydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol oraz kwas fosfatydowy [37].
Każdy z nich charakteryzuje się innymi właściwościami, włączając w to geometrię czą-
steczki. PC jest lipidem o budowie walcowatej, natomiast PE o budowie stożkowej. PE
ze względu na znacznie mniejszą grupę polarną samodzielnie nie tworzy dwuwarstwy
lipidowej [37]. W większości przypadków PC znajdujące się w błonach biologicznych
posiada jeden nasycony i jeden nienasycony łańcuch alkilowy, natomiast PE oraz PS są
fosfolipidami bardziej nienasyconymi od innych, co wpływa na ich niższą temperaturę
przejścia fazowego [38].

2.2.2 Sfingolipidy

Sfingolipidami występującymi najczęściej w błonach biologicznych są sfingomieliny,
ceramidy oraz glikosfingolipidy. Podstawą tej grupy lipidów zazwyczaj jest sfingozyna, do
której w zależności od rodzaju sfingolipidu, przyłączone są odpowiednie grupy funkcyjne.
Sfingomielina dzięki swojej budowie, zbliżonej do budowy glicerofosfolipidów, zaliczana
jest do fosfolipidów. Przyłączone do sfingozyny wiązaniem amidowym nasycone łańcuchy
kwasów tłuszczowych, oraz wiązaniem estrowym fosforan choliny, nadają cząsteczce
amfifilowy charakter [23, 37]. Ze względu na bardziej walcowaty kształt niż fosfatydylo-
cholina, sfingomielina tworzy gęściej upakowane obszary w błonie komórkowej. Wraz
z cholesterolem odpowiada za tworzenie w błonie mikrodomen lipidowych tzw. tratw
lipidowych [39].

2.2.3 Sterole

W przypadku komórek eukariotycznych głównym sterolem budującym błonę biolo-
giczną jest cholesterol [36]. Lipid ten ma niewielkie właściwości amfifilowe ze względu
na występującą w nim pojedynczą grupę hydroksylową, która orientuje jego pozycję
w strukturze błony lipidowej [36, 38]. W zależności od organizacji błony wpływa na
płynność dwuwarstwy lipidowej. W fazie ciekłokrystalicznej (istotniejszej pod względem
warunków fizjologicznych) zwiększa uporządkowanie błony lipidowej, zmniejszając ru-
chliwość łańcuchów alkilowych. Wpływa to na zwiększone właściwości mechaniczne
oraz zmniejszoną przepuszczalność cząsteczek przez błonę lipidową [38, 40]. Co więcej,
w przypadku oddziaływania z nasyconymi fosfolipidami oraz sfingolipidami upłynnia te
fragmenty błony, prowadząc do powstania w błonie mikrodomen lipidowych oraz tratw
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lipidowych [41]. Z tego względu, czyli możliwości wpływu na organizację dwuwarstwy
fosfolipidowej oraz wysoką mobilność w błonie (szybkość poruszania od milisekund do
sekund), lipid ten jest uważany za modulatora dynamiki w błonie lipidowej [24].
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Właściwości dwuwarstwy lipidowej

Błona lipidowa jest strukturą polimorficzną, tworzącą dynamiczne środowisko, w któ-
rym dochodzi do szeregu reakcji biochemicznych oraz pozostałych mechanizmów, takich
jak dyfuzja lateralna, czy proces flip-flop [32]. Różnica w składzie i właściwościach de-
terminuje zestaw specyficznych cech błony lipidowej, które wpływają na pełnione przez
nią funkcje w organizmie. To jak poszczególne cząsteczki z nią oddziałują, jest ściśle
zależne od jej właściwości, takich jak przepuszczalność, stan uporządkowania w określo-
nych warunkach środowiska definiowany, jako płynność błony komórkowej, właściwości
mechanicznych, czy też jej asymetrycznej budowy [23]. Asymetria rozlokowania lipidów
w dwóch monowarstwach budujących błonę wynika z kilku czynników, do których można
zaliczyć spontaniczne przechodzenie lipidów w obrębie dwuwarstwy lipidowej, trwałe
mechanizmy, które utrzymują określone lipidy w miejscu, oraz obecność transporterów
wspomagających translokację lipidów, których przykładem są białka — flipazy [42]. Na
właściwości fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej może wpływać również obecność czą-
steczek aktywnych biologicznie [43–45]. Wybranie określonych parametrów ilościowych
powiązanych z właściwościami fizykochemicznymi błony lipidowej, pozwala określić
stopień tych zmian.

3.1 Współczynnik podziału

Lipofilowość to właściwość molekuły opisująca jej zdolność do przechodzenia przez
błonę lipidową. Stanowi jeden z pięciu krytycznych parametrów określających biodostęp-
ność leków, który opisuje reguła Lipińskiego [46]. Definiowana jest jako powinowactwo
cząsteczki do środowiska niepolarnego, co można ilościowo opisać z wykorzystaniem
współczynnika podziału. Współczynnik ten określa stosunek stężenia molekuł w środo-
wisku niepolarnym do stężenia molekuł w środowisku wodnym. Środowisko niepolarne
mogą stanowić różne rozpuszczalniki organiczne nierozpuszczające się w wodzie, w bada-
niach w tej tematyce głównie wykorzystywany jest oktanol. Pozwala to na zdefiniowanie
współczynnika podziału oktanol/woda (KO/W):



Właściwości dwuwarstwy lipidowej 23

KO/W =
NN

NP
, (3.1)

gdzie NN — liczba molekuł w fazie niepolarnej, NP — liczba molekuł w fazie polarnej [47].
Współczynnik ten jest zazwyczaj przedstawiany w formie logarytmicznej. Przyjmuje
się, że molekuły, dla których wartość log(KO/W) jest mniejsza od zera, są hydrofilowe,
natomiast gdy wielkość ta przyjmuje wartość większą od zera, to mówi się o cząsteczkach
hydrofobowych.

Do wyznaczenia współczynnika podziału oktanol/woda wykorzystywany jest oktanol,
który symuluje homogenną błonę lipidową. Postuluje się, że interfaza wody i oktanolu nie
jest całkowicie izotropowa, a tworzą się w niej klastry wodne otoczone przez 16 cząsteczek
oktanolu, co naśladuje uśrednione oddziaływania błony lipidowej z nienaładowanymi
cząsteczkami [48].

Rozwój nowych technik pomiarowych umożliwił precyzyjniejsze określenie lipofilo-
wości cząsteczki w odniesieniu do błony lipidowej, i wyznaczenie współczynnika podziału
błona/woda (KB/W) przy pomocy modelowych błon lipidowych m.in. liposomów [48].
KB/W w bardziej rzeczywisty sposób charakteryzuje zachowanie cząsteczek w obecności
błony lipidowej niż KO/W [49]. Zgodnie z danymi dostępnymi w literaturze, różnica pomię-
dzy KO/W a KB/W nie występuję dla nienaładowanych cząsteczek hydrofilowych, jednak
KO/W jest niewystarczającym parametrem opisującym cząsteczki wysokohydrofobowe
(log(KO/W)> 5–6), surfaktanty, czy niektóre leki [50]. Ze względu na to, że KB/W został
wyznaczony dla niewielkiej ilości molekuł (do 2019 wyznaczono ten parametr dla około
400 cząsteczek [49]), w większości przypadków stosuje się KO/W. Istotne jest, aby zarówno
metodami eksperymentalnymi, jak i przy pomocy symulacji komputerowych poszerzać
tę bazę danych, w celu lepszej charakterystyki molekuł, co pozwoli na bardziej precy-
zyjne poznanie fizjologii organizmu człowieka oraz zwiększy możliwości projektowania
kierowanych nośników leków.

3.2 Współczynnik przepuszczalności

Badania nad przepuszczalnością molekuł aktywnych biologicznie przyczyniają się do
lepszego poznania ich funkcjonowania w całym organizmie, jak i pozytywnie wpływają
na proces projektowania leków. Z punktu widzenia celu molekularnego, istotny staje się
mechanizm, jaki dana molekuła wykorzystuje w celu przedostania się do wnętrza ko-
mórki. Transport cząsteczek przez błonę komórkową odbywa się na drodze określonych
procesów, w tym dyfuzji prostej, transportu aktywnego, czy endocytozy [32]. Dyfuzja
prosta jest najbardziej efektywnym rodzajem transportu przez błonę komórkową, dlatego
stanowi pożądany mechanizm dostarczania leków do wnętrza komórki [51]. Jak poka-
zują dane literaturowe, około 80–95% dostępnych komercyjnie leków pokonuje barierę
błony lipidowej na drodze dyfuzji prostej [52]. W przypadku cząsteczek hydrofilowych
transport odbywa się przez transportery białkowe (kwas foliowy [53], cholina [54]), czy
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z wykorzystaniem specjalnych receptorów (jony cynku [55]). Małe cząsteczki hydrofi-
lowe są również transportowane pomiędzy komórkami przez połączenia szczelinowe [56].
Badania z wykorzystaniem modeli błony lipidowej pokazały, że pomimo hydrofilowego
charakteru niektórych cząsteczek możliwe jest wyznaczenie współczynnika przepuszczal-
ności (P) m.in. dla mocznika, glicerolu, czy amoniaku (Rys. 3.1), a tym samym jednym
z mechanizmów ich transportu przez błonę lipidową jest dyfuzja prosta [57–59].

Jedną z pierwszych teorii, przedstawiającą transport cząsteczek przez błonę komór-
kową na drodze dyfuzji prostej, była zasada Overtona. Opisuje ona korelację pomiędzy
dwoma parametrami istotnymi z punktu widzenia przepuszczalności błony — współczyn-
nikiem podziału oktanol/woda (KO/W) oraz współczynnikiem przepuszczalności. Zgodnie
z zasadą Overtona wraz ze wzrostem hydrofilowości zmniejsza się wartość współczynnika
przepuszczalności (P) danej cząsteczki, co oznacza, że molekuły hydrofobowe są bardziej
predysponowane do transportu przez błonę komórkową na drodze dyfuzji prostej [60].
Później pokazano, że zasada ta nie jest uniwersalna, ponieważ niektóre małe cząsteczki,
takie jak m.in. kwas mrówkowy, czy formamid są transportowane przez błonę lipidową
szybciej, niż wskazywałaby na to zasada Overtona [58].

Teoria ta doprowadziła do rozwinięcia modeli opisujących kinetykę przechodzenia
cząsteczek przez błonę lipidową — modelu dyfuzji przez rozpuszczalność (z ang. diffusion-
solubility model), czy alternatywnego modelu flip-flop [61]. W każdym z tych modeli
możliwe jest wyodrębnienie trzech etapów opisujących transport molekuły przez dwu-
warstwę lipidową. W pierwszym kroku dochodzi do przejścia z fazy wodnej do błony
lipidowej. W kolejnym, w zależności od przyjętego modelu, następuje dyfuzja cząsteczki
przez dwuwarstwę lipidową albo przeskoczenia molekuły na drodze procesu flip-flop
pomiędzy dwoma monowarstwami. Ostatni etap to przejście z dwuwarstwy lipidowej do
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Rysunek 3.1: Schemat przedstawiający zmianę współczynnika przepuszczalności w zależności od
rodzaju cząsteczki. Schemat przygotowano na podstawie informacji zawartych w [32, 57].
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fazy wodnej [61]. Dokładna kinetyka przechodzenia przez błonę komórkową dla modelu
dyfuzyjnego jest oparta o prawo Ficka. Błona lipidowa, w tym modelu, określana jest jako
jednorodna, hydrofobowa płynna struktura, która oddziela od siebie dwie fazy wodne [57].
Proces przechodzenia cząsteczki przez błonę lipidową, zgodnie z I prawem Ficka, można
opisać poprzez strumień dyfuzji:

J =
1
A

dm
dt

, (3.2)

gdzie J — strumień dyfuzji, m — masa, t — czas, A — powierzchnia błony lipidowej.
Strumień można powiązać ze współczynnikiem podziału poprzez:

J =
D KO/W

h
C1 −C2, (3.3)

gdzie D — współczynnik dyfuzji, h — grubość błony, C1 — stężenie cząsteczki w fazie
wodnej w części zewnątrzkomórkowej, C2 — stężenie cząsteczki w fazie wodnej w części
wewnątrzkomórkowej. Równanie to można zapisać w ostatecznej formie:

J = P(C1 −C2), (3.4)

gdzie współczynnik przepuszczalności P określono jako:

P =
D KO/W

h
. (3.5)

Współczynnik przepuszczalności, określający szybkość z jaką dana cząsteczka przemiesz-
cza się przez dwuwarstwę lipidową, został wyznaczony dla wielu molekuł, co przedsta-
wiono na Rys. 3.1. Pokazano, że wartość współczynnika przepuszczalności dla małych, nie-
polarnych cząsteczek, takich jak tlen, dwutlenek węgla oraz małych, polarnych cząsteczek
wody, czy etanolu, przyjmuje wartość od P = 10−3 cm/s dla etanolu, do P = 10−1 cm/s dla
cząsteczek tlenu. Natomiast dla większych polarnych cząsteczek, takich jak glukoza, jony,
czy naładowane polarne cząsteczki w postaci m.in. aminokwasów parametr ten przyjmuje
wartości od P = 10−14 cm/s do P = 10−9 cm/s [32].

3.3 Temperatura przejścia fazowego

Dwuwarstwa lipidowa to struktura charakteryzująca się różnym stopniem uporządkowa-
nia, co jest determinowane przez jej skład lipidowy, jak i warunki środowiskowe, takie jak
temperatura, pH, czy siła jonowa [62]. Wyróżnia się cztery podstawowe stany uporządko-
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wania dwuwarstwy lipidowej — fazę krystaliczną (Lc), fazę żelową (Lβ), fazę pofałdowaną,
określaną z ang. ripple phase (Pβ) oraz fazę ciekłokrystaliczną (Lα), z którymi związane są
określone przejścia fazowe [33]. Ze względu na to, że do zmiany uporządkowania dwuwar-
stwy lipidowej dochodzi wraz ze wzrostem temperatury, mowa będzie o termotropowym
przejściu fazowym [63].

Dwuwarstwa lipidowa znajdująca się w fazie krystalicznej charakteryzuje się dużym
uporządkowaniem oraz małą ruchliwością, co wynika ze ścisłego upakowania łańcuchów
alkilowych, które znajdują się w konfiguracji trans oraz są przechylone pod niewielkim
kątem względem płaszczyzny błony. Wraz ze wzrostem temperatury kąt nachylenia zwięk-
sza się, jak i wzrasta ruchliwości lipidów, które po przekroczeniu temperatury subprzejścia
zaczynają w umiarkowanym stopniu ulegać niewielkim ruchom rotacyjnym. W fazie żelo-
wej zmniejsza się również upakowanie lipidów budujących dwuwarstwę oraz wzrasta ich
powinowactwo do cząsteczek wody. Po osiągnięciu temperatury przedprzejścia niektóre
cząsteczki lipidów przechodzą zmiany konformacyjne, tworząc konformację gauche, co
w dalszym stopniu zmniejsza uporządkowanie dwuwarstwy oraz zwiększa ruchliwość
cząsteczek. Przejście z fazy pofałdowanej do fazy ciekłokrystalicznej wymaga osiągnięcia
temperatury przejścia fazowego, w której dochodzi do topnienia łańcuchów alkilowych,
znacznego wzrostu nieuporządkowania oraz ruchliwości dwuwarstwy fosfolipidowej. Faza
ciekłokrystaliczna charakteryzuje się również największą przepuszczalnością dla innych
cząsteczek [37].

Błona komórkowa ze względu na określone warunki fizjologiczne znajduje się w stanie
największego nieuporządkowania, czyli fazie ciekłokrystalicznej. Lokalne zmiany składu
błony lipidowej, takie jak obecność steroli, mogą prowadzić do powstania tzw. tratw
lipidowych charakteryzujących się innym stopniem uporządkowania [41]. W zależności od
uporządkowania dwuwarstwy lipidowej oddziaływanie z określonymi molekułami może
mieć różny charakter i wpływać na przepuszczalność błony lipidowej, procesy fuzji w niej
zachodzącej, tworzenie się por błonowych, przewodzenie impulsów nerwowych, czy lizę
komórkową [64].

3.4 Płynność dwuwarstwy lipidowej

Płynność dwuwarstwy lipidowej stanowi jeden z istotnych parametrów ją charakteryzu-
jących, pozwalający określić dyfuzję lateralną lipidów oraz białek w błonach biologicznych.
Opisywana jest przez współczynnik dyfuzji lateralnej, który jest odwrotnie proporcjonalny
do mikrolepkości błony lipidowej (η) — powiązanej z płynnością błony lipidowej [33, 65].
Płynność określa dynamiczny charakter błony lipidowej, który wpływa na dyfuzję swo-
bodną cząsteczek, ich rotację, reorientację do określonej konformacji, jaki i zachodzenie
wielu procesów biochemicznych, takich jak ruch i wzrost komórki, jej podział oraz procesy
związane z wydzielaniem [23, 30]. Wielkość ta może być modulowana składem błony
lipidowej, jak i temperaturą [23].
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Częścią lipidów budujących dwuwarstwę lipidową, która wpływa na płynność błony
lipidowej, są łańcuchy alkilowe. W zależności od ich długości oraz ilości wiązań po-
dwójnych dwuwarstwa lipidowa jest bardziej lub mniej płynna. W przypadku krótszych
łańcuchów alkilowych (standardowo lipidy budujące błonę mają od 14 do 24 atomów
węgla w łańcuchu) cząsteczki lipidów mają mniejszą tendencję do oddziaływania ze
sobą, co wraz z występowaniem nienasyconych łańcuchów alkilowych zwiększa płyn-
ność błony lipidowej [23]. Każdy nienasycony łańcuch alkilowy ze względu na swoją
strukturę przestrzenną, zajmuje dodatkowe miejsce, uniemożliwiając ścisłe przyleganie
do siebie cząsteczek [23]. W warunkach fizjologicznych lipidy z łańcuchami nienasyco-
nymi upłynniają błonę lipidową, natomiast te z łańcuchami nasyconym zwiększają jej
upakowanie [65].

Jak wspomniano w Podrozdziale 2.2 modulatorem płynności błony lipidowych, w przy-
padku komórek eukariotycznych, jest cholesterol. Ze względu na swoją strukturę może on
wbudowywać się w przestrzeń, którą tworzą nienasycone łańcuchy alkilowe, a tym samym
zmniejszać płynność błony lipidowej oraz wpływać na takie parametry, jak sztywność oraz
przepuszczalność tej struktury [23].

3.5 Ładunek powierzchniowy

Powierzchnię błony lipidowej tworzą w większości grupy polarne lipidów. Ze względu
na ich polarny charakter stanowią interfejs do oddziaływania ze środowiskiem wodnym,
w szczególności z cząsteczkami wody, tworząc wiązania wodorowe [33]. W zależności od
rodzaju grup polarnych, nadają one powierzchni błony odpowiedni ładunek. Ze względu
na asymetryczną budowę dwuwarstwy lipidowej warstwa zewnętrzna różni się pod tym
względem od wewnętrznej. W większości komórek dominującym rodzajem fosfolipidów
budujących wewnętrzną warstwę błony lipidowej są PE oraz ujemnie naładowane PI i PS,
których obecność wpływa na ładunek powierzchniowy [42].

Ze względu na trudność pomiaru ładunku powierzchniowego niewielkich cząsteczek
w środowisku wodnym wykonuje się pomiaru tej wartości w warstwie dyfuzyjnej, a dokład-
niej na granicy poślizgu [67]. Wielkość określająca wartość tego potencjału to potencjał
zeta (ζ ) [68, 69]. Molekułę znajdującą się w roztworze wodnym otacza podwójna warstwa
elektryczna, która składa się z warstwy Sterna oraz warstwy dyfuzyjnej [66]. W warstwie
Sterna znajdują się silnie związane jony o ładunku przeciwnym do ładunku powierzchni
molekuły. W przeciwieństwie do warstwy dyfuzyjnej, gdzie występują słabiej związane
jony o ładunku przeciwnym, jak i zgodnym z ładunkiem powierzchni badanej cząsteczki.
Z wspomnianymi warstwami oraz samą cząsteczką związane są trzy potencjały — poten-
cjał powierzchniowy, potencjał Sterna oraz potencjał zeta, co przedstawiono na Rys. 3.2.
Potencjał zeta definiuje się, jako wartość potencjału na granicy warstwy dyfuzyjnej z roz-
puszczalnikiem tzw. granicy poślizgu [68].
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Rysunek 3.2: Schemat przedstawiający zależność pomiędzy potencjałem powierzchniowym a po-
tencjałem zeta struktur w środowisku wodnym. Schemat przygotowano na podstawie rysunku
zamieszczonego w [66].



Rozdział 4

Modele dwuwarstwy lipidowej

Prowadzenie badań dotyczących właściwości dwuwarstwy lipidowej wymaga wybra-
nia odpowiedniego rodzaju modelu tej struktury. Dokonuje się różnych klasyfikacji — ze
względu na matrycę, w jakiej się znajduje, technikę wytworzenia, czy też ich pochodzenie.
Żaden z powstałych modeli nie jest uniwersalny, a wybór jest zależny od tego, jakie wła-
ściwości dwuwarstwy lipidowej lub też jej oddziaływania ze środowiskiem zewnętrznym
mają zostać określone. Model błony lipidowej jest uproszczonym układem, który jest
kontrolowany pod względem właściwości fizykochemicznych. Zazwyczaj zbudowany jest
z samych fosfolipidów lub też z domieszką innych lipidów, czy białek błonowych [70].

4.1 Modele na podłożu stałym

Jednym z rodzajów modeli dwuwarstwy lipidowej jest szeroka grupa wykorzystująca
pojedyncze warstwy lipidowe (monowarstwy Langmuira–Blodgetta) lub dwuwarstwy
lipidowe (z ang. Supported Lipid Bilayer, w skrócie SLB) tworzone na określonej matrycy
albo w formie błony rozdzielającej dwie komory (z ang. Black Lipid Membrane, w skrócie
BLM) [70, 71]. Wytworzenie SLB jest możliwe dzięki technikom Langmuir–Blodgett,
Langmuir–Schaefer lub poprzez fuzję pęcherzyków [70]. Modele te są głównie wyko-
rzystywane do badań powierzchniowych [70], oddziaływań z innymi cząsteczkami [72],
samoorganizacji lipidów w mikrodomeny [73], czy przepuszczalności badanych cząsteczek
przez błonę lipidową [74].

Monowarstwy Lagmuira–Blodgetta są rodzajem jednowarstwowej struktury fosfolipi-
dowej, tworzącej się na powierzchni wody po osadzeniu roztworu lipidów w rozpuszczal-
niku organicznym. Umożliwiają, podobnie jak SLB, pomiar właściwości powierzchnio-
wych monowarstwy lipidowej oraz takich parametrów, jak upakowanie lipidów, czy jej
elastyczności [70].

Zaletą badań z wykorzystaniem modeli planarnych jest szeroka możliwość modyfikacji
dwuwarstwy fosfolipidowej umożliwiająca tworzenie asymetrycznych błon o różnorod-
nym składzie lipidowym. Dodatkowo wykorzystywane techniki pomiarowe pozwalają na
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zbieranie nie tylko danych jakościowych, ale również ilościowych. Głównym problemem
staje się planarny kształt błony lipidowej nieodzwierciedlający jej naturalnej krzywizny.

4.2 Modele komputerowe

Zastosowanie modeli in-silico w badaniach nad właściwościami fizykochemicznymi
dwuwarstwy lipidowej niesie za sobą ogromny potencjał ze względu na skalę, w jakiej
można symulować określone procesy. W przypadku technik eksperymentalnych możliwe
jest badanie procesów zachodzących w błonie lipidowej na poziomie dziesiątek nanome-
trów do kilkunastu mikrometrów, podczas gdy tworzenie modeli komputerowych otwiera
możliwości badania tych procesów w rozdzielczości od kilkunastu angstremów do kilkuset
nanometrów [70].

Wykorzystanie dynamiki molekularnej do wyznaczenia właściwości dwuwarstwy
lipidowej oraz badania jej oddziaływania z różnymi strukturami jest oparte na równaniach
Newtona, i umożliwia badanie procesów zachodzących w setkach nanosekund. Jedną
z alternatywnych metod są symulacje Monte Carlo, które to pozwalają m.in. na badanie
oddziaływań pomiędzy nanocząsteczkami a błoną lipidową [75], czy uporządkowania
dwuwarstwy lipidowej [38, 76, 77].

Metody komputerowe mogą być komplementarne w stosunku do metod eksperymen-
talnych, pozwalają na porównanie oraz potwierdzenie rezultatów uzykanych doświadczal-
nie. Główną wadą modeli in-silico są ograniczenia sprzętowe. Konieczne jest dobranie
odpowiedniego modelu, tak aby symulacje były jak najmniej czasochłonne i spełniały
możliwości obliczeniowe komputerów.

4.3 Liposomy

Liposomy to sferyczne pęcherzyki, opisane po raz pierwszy w latach 70. przez Ban-
ghama [78], które powstają na skutek samoorganizacji fosfolipidów znajdujących się
w środowisku wodnym. Dochodzi do powstania dwuwarstwy lipidowej, która oddziela
wewnętrzną fazę wodną od zewnętrznej. Rozmiar liposomów różni się w zależności od
techniki ich przygotowania,i może osiągnąć od kilkudziesięciu nanometrów do kilkunastu
mikrometrów, jak pokazano na Rys. 4.1 [79].

Największe liposomy (GUV) to pęcherzyki o średnicy od kilku do kilkunastu mikrome-
trów, wykorzystywane do badań właściwości mechanicznych dwuwarstwy lipidowej oraz
takich procesów, jak dyfuzji lateralnej lipidów, zdolności do tworzenia niejednorodności
w obrębie błony lipidowej, procesów związanych z przejściami fazowymi [71]. Tworzone
zazwyczaj techniką elektroformacji ze względu na możliwość wbudowania białek błono-
wych w strukturę dwuwarstwy lipidowej, stanowią dobry model do badania oddziaływań
lipidy – białka oraz wpływu tych molekuł na zachowanie dwuwarstwy fosfolipidowej [80].
Ze względu na swój rozmiar są jedynym rodzajem liposomów, których błonę lipidową
można obrazować z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej [81].
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GUV LUV
SUV

MLV

>1 µm 100-1000 nm <100 nm >500 nm

Rysunek 4.1: Schemat przedstawiający różne rodzaje liposomów w zależności od rozmiaru —
GUV, LUV, SUV — oraz liczby warstw budujących pęcherzyki (MLV). Schemat przygotowano na
podstawie informacji zawartych w [82].

Preparatyka mniejszych pęcherzyków odbywa się z wykorzystaniem kilku metod, do
których należą m.in. hydratacja suchego filmu, wstrzykiwanie eteru/etanolu, odparowy-
wanie techniką faz odwróconych [82]. W rezultacie otrzymywane są wielowarstwowe
pęcherzyki (MLV), które w następnym kroku są kalibrowane z wykorzystaniem ekstrudera
lub w procesie sonikacji. Krok ten pozwala uzyskać jednorodną populację jednowarstwo-
wych liposomów o określonym rozkładzie rozmiarów — od 100 nm do 1000 nm (LUV)
oraz mniejsze do 100 nm (SUV) [82]. Ten rodzaj liposomów stosowany jest w badaniach
dotyczących oddziaływań z cząsteczkami, jak i właściwości fizykochemicznych błony
lipidowej, z wykorzystaniem różnorodnych technik m.in. spektroskopii fluorescencyj-
nej [83], technik kalorymetrycznych [84], ultrafiltracji [85]. Warto również zwrócić uwagę
na aplikację tego rodzaju liposomów, jako kierowanych nośników leków, co umożliwia
podaż substancji aktywnych w bardziej efektywny sposób, często ograniczając skutki
uboczne w organizmie człowieka. Wykorzystywane techniki badające właściwości tych
struktur oprócz odniesienia ich do właściwości błony lipidowej, stanowią ważną składową
w charakteryzacji tych nośników [29, 70, 79].

Podstawowe zalety tego rodzaju modelu błony lipidowej to pomiary w warunkach, jak
najbardziej zbliżonych do fizjologicznych, łatwość i różnorodność metod ich przygoto-
wania oraz możliwość wyboru wielu technik, pozwalających scharakteryzować zarówno
dwuwarstwę lipidową, jak i jej oddziaływanie z cząsteczkami [70]. Główną wadą jest
fakt, że wytwarzane błony są zazwyczaj symetryczne, co nie oddaje rzeczywistej asyme-
trii błony komórkowej. Dopiero niedawno powstały protokoły umożliwiające tworzenie
błon niesymetrycznych [36]. Dodatkowo podczas pomiarów badających oddziaływania
liposomów z różnymi cząsteczkami, trudnością jest wyznaczenie ilościowej miary tych
oddziaływań z pojedynczym liposomem [70].



Rozdział 5

Metody pomiarowe wybranych
właściwości dwuwarstwy lipidowej

5.1 Współczynnik przepuszczalności

Techniki pomiarowe pozwalające wyznaczyć współczynnik przepuszczalności są za-
leżne od wybranego modelu dwuwarstwy lipidowej. Jedną z najczęściej wykorzystywanych
techniki jest metoda PAMPA (z ang. Parallel Artifical Membrane Permeability Assay).
Technika ta wykorzystuje układ złożony z dwóch komór, które rozdzielone są filtrem
pokrytym mieszaniną rozpuszczalnika organicznego oraz lipidów. W jednej z komór
umieszczony jest roztwór badanej substancji, a następnie mierzone jest stężenie w drugiej
komorze, po przejściu cząsteczek przez membranę rozdzielającą komorę [86, 87].

W podobny sposób działa technika in-vitro, która wykorzystuje do wyznaczenia prze-
puszczalności cząsteczek hodowle komórkowe, najczęściej Caco-2 — komórki pochodzące
z ludzkiego nabłonkowego gruczolaka jelita grubego, które charakteryzują się podobień-
stwem do enterocytów. W przypadku tych badań to komórki są umiejscowione na filtrze
oddzielającym dwie komory [88]. Powstały również nowe metody, działające podob-
nie do tej techniki, wykorzystujące filtr, na którym osadzane są liposomy, co z jednej
strony zmniejsza podobieństwo do rzeczywistej błony lipidowej, a z drugiej jest łatwiejsze
w wykonaniu oraz charakteryzuje się większą powtarzalnością od badań in-vitro [88]. Ze
względu na tematykę pracy poniżej zwrócono uwagę na techniki pomiarowe z wykorzy-
staniem liposomów, jako modelu błony lipidowej. Jedną z takich metod, pozwalającą na
wyznaczenie współczynnika przepuszczalności, jest ILC (z ang. Immobilized Liposome
Chromatography) zaliczana do wysokosprawnej chromatografii cieczowej, w której mie-
rzona jest różnica czasu retencji dla różnych cząsteczek przepływających przez kolumnę,
do której związane są liposomy [89].

Wykorzystując liposomy, jako model dwuwarstwy lipidowej, możliwe jest zastosowa-
nie wielu technik, które pozwalają wyznaczyć współczynnik przepuszczalności, a również
oddziaływanie wybranych cząsteczek z modelową błoną. Jedną z klasycznych jest technika
zatrzymanego przepływu (z ang. stopped-flow) [90, 91]. Poprzez pomiar zmian właściwości
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optycznych dwuwarstwy lipidowej indukowanych wygenerowanym ciśnieniem osmotycz-
nym, możliwe jest wyznaczenie współczynnika przepuszczalności błony. Pomiar odbywa
się w dwóch trybach — rozproszeniowym albo fluorescencyjnym [92]. Z wykorzysta-
niem klasycznej spektroskopii fluorescencyjnej możliwe jest wyznaczenie współczynnika
przepuszczalności, stosując sondę fluorescencyjną — kalceinę. W tej metodzie jest ona
zamykana w liposomach, a badany jest sygnał towarzyszący jej wyciekowi do środowiska
wodnego [93].

Techniki obrazowania mikroskopowego wymagają wykorzystania liposomów o śred-
nicy 1–10 µm (GUV) ze względu na rozdzielczość wykorzystywanej w tym celu mikro-
skopii konfokalnej [94]. Liposomy są znakowane sondą fluorescencyjną czułą na zmianę
pH, której właściwości optyczne zmieniają się w obecności badanych cząsteczek. Me-
toda ta została wykorzystana do wyznaczenia współczynnika przepuszczalności kwasów
karboksylowych [81].

Określenie oddziaływań pomiędzy molekułami a błoną lipidową jest również możliwe
z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczkującej (ITC), która została szerzej
opisana w Rozdziale 8. Technika ta charakteryzuje się tym, że jest bezinwazyjna i pozwala
wyznaczyć ciepło, które zostaje wytworzone lub pochłonięte podczas oddziaływania danej
molekuły z błoną lipidową.

Zarówno w przypadku współczynnika przepuszczalności, jak i współczynnika podziału
warto wspomnieć o metodach in-silico, czyli wykorzystujących modelowanie kompute-
rowe, głównie dynamikę molekularną. Biorąc pod uwagę dla jak wielu cząsteczek brakuje
informacji o tych parametrach, prawdopodobnie te techniki staną się kluczowe w uzu-
pełnianiu baz danych, co wpłynie na bardziej efektywne projektowanie oraz tworzenie
nowych leków [49, 59, 75, 95].

5.2 Współczynnik podziału

Wyznaczenie współczynnika podziału błona/woda (KB/W) zazwyczaj jest możliwe
z wykorzystywane tych samych metod, które są stosowane do pomiaru oddziaływań
oraz przepuszczalności błony lipidowej, przykładem może być ITC [96, 97] lub techniki
chromatograficzne, w tym ILC [98]. Charakterystyczne dla wybranego modelu błony
lipidowej są techniki dializujące, których ideą jest inkubowanie liposomów w roztworze
badanych cząsteczek, a następnie rozdzielenie fazy wodnej z cząsteczkami niezwiązanymi
z błoną lipidową przy pomocy technik ultrawirówkowych [87], czy też z zastosowaniem
worków dializacyjnych [99].

Spektroskopię UV-VIS wykorzystano do wyznaczenia KB/W m.in. dla cytostatyków:
doksorubicyny [100] oraz paklitakselu [45]. Technika polega na inkubacji liposomów
z wybranymi cząsteczkami, następnie mierzone jest widmo absorpcyjne, które poddawane
jest przekształceniom polegającym na obliczeniu drugiej pochodnej z absorbancji. Na
podstawie tej wartości, z zastosowaniem odpowiedniego modelu matematycznego, wy-
znaczany jest współczynnik podziału. Metoda, mimo łatwości wykonania, jest zależna od
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występowania maksimum absorpcyjnego dla wybranej cząsteczki w zakresie UV-VIS, oraz
doboru odpowiedniego stosunku stężeń pomiędzy lipidem a badaną cząsteczką [101]. Mia-
reczkowanie pH-metryczne [102] oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego
(NMR) [103] również są metodami wykorzystywanymi do wyznaczenia współczynnika
podziału.

5.3 Temperatura przejścia fazowego

Techniki pomiarowe umożliwiające wyznaczenie temperatury przejścia fazowego
dwuwarstwy lipidowej w większości wykorzystują złożoną aparaturę pomiarową oraz
wymagają specjalnego przygotowania próbki. Jedną z klasycznych metod jest różnicowa
kalorymetria skaningowa (DSC), która umożliwia wyznaczenie zależności zmiany ciepła
w układzie w funkcji temperatury [97]. Podczas przejścia fazowego z uporządkowanej fazy
żelowej do fazy ciekłokrystalicznej dochodzi do zmiany ciepła, która jest rejestrowana
przez odpowiednią aparaturę w postaci termogramu. Punkt, w którym występuje maksy-
malny przepływ ciepła, określa się, jako temperaturę przejścia fazowego. W metodzie tej,
w celu otrzymania powtarzalnych rezultatów, konieczne jest wykorzystanie liposomów
wielowarstwowych (MLV).

Grupę innych technik pomiarowych stanowią metody spektroskopowe, takie jak spek-
troskopia fourierowska w podczerwieni (FTIR) [62], spektroskopia fluorescencyjna [104],
czy skomplikowany pod względem aparatury NMR [105]. Pojawiają się również bardziej
nowatorskie metody, które cechują się mniej skomplikowaną aparaturą oraz sposobem
przygotowania próbek — dynamiczne rozpraszanie światła (DLS) [106], czy techniki
wykorzystujące wykrywanie nanoplazmoniczne [107].

5.4 Płynność dwuwarstwy lipidowej

Jedną z głównych technik pomiarowych pozwalającą na pomiar płynność dwuwarstwy
lipidowej jest należąca do metod spektroskopowych fluorescencja polaryzacyjna [83, 108].
Wykorzystanie sond fluorescencyjnych m.in. DPH, TMA-DPH, czy ANS wbudowujących
się w określony fragment dwuwarstwy lipidowej, pozwala na pomiar jej właściwości
zarówno w części hydrofilowej, jak i hydrofobowej, co umożliwia wyznaczenie parametrów
związanych z uporządkowaniem tej struktury [109].

Wykorzystanie fluorescencyjnych lipidów pozwala na wbudowanie ich w błonę liposo-
mów, a następnie stosując technikę lokalnego fotowybielania rejestrowanie obrazu przy
pomocy mikroskopii konfokalnej. Umożliwia to wyznaczenie ruchliwość lateralną lipidów,
która wpływa na płynność dwuwarstwy lipidowej [70]. Inne techniki spektroskopowe to
spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FTIR), która pozwala na określenie nieupo-
rządkowania łańcuchów alkilowych [110, 111], spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) mierząca dynamikę molekularną błon lipidowych, zmiany
konformacyjne w niej zachodzące oraz jej ruchliwość [112]. W celu wyznaczenia płynność
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dwuwarstwy lipidowej wykorzystuje się również dynamikę molekularną, która umożliwia
również określenie upakowania, czy lokalnej gęstości błony [65].

5.5 Ładunek powierzchniowy

Wyznaczenie eksperymentalnie potencjału zeta jest skomplikowane ze względu na
ilość czynników zewnętrznych, które mogą zaburzyć wynik pomiaru, takich jak zmienne
pH, siła jonowa, obecność jonów w roztworze, czy też sposób rozcieńczenia próbki do
pomiaru [67]. Jedną z najczęściej wykorzystywanych metod, ze względu na swoją czułość
oraz dokładność, jest elektroforetyczne rozpraszanie światła (ELS) [66, 67]. Technika
ta opiera się na pomiarze zmian właściwości optycznych struktur, występujących pod
wpływem ruchu cząsteczek, wywołanego przez zewnętrzne pole elektryczne [66]. Ogra-
niczeniem w jej stosowaniu są próbki, charakteryzujące się znacznym zmętnieniem, co
wpływa na oddziaływanie promieniowania elektromagnetycznego z mierzonymi struktu-
rami [67].

Alternatywną techniką, umożliwiające pomiar potencjału zeta, jest spektroskopia elek-
troakustyczna [113]. Wykorzystuje ona zmianę właściwości fali dźwiękowych, które
przechodzą przez środowisko wodne, co pozwala na określenie takich parametrów struktur,
jak średniego rozkład rozmiarów, czy właściwości powierzchniowe, w tym potencjału zeta.
W przypadku spektroskopii elektroakustycznej dochodzi do oddziaływania pola akustycz-
nego z polem elektrycznym, i w zależności od wariantu pomiarowego, otrzymywana jest
wartość koloidalnego potencjału wibracyjnego lub elektryczna amplituda soniczna, które
następnie z wykorzystaniem odpowiednich modeli fizycznych umożliwiają wyznaczenie
potencjału zeta [113]. Technika ta charakteryzuje się mniejszą czułością w porównaniu do
ELS, oraz jest trudniejsza w interpretacji [113].
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Materiały

Poniżej zestawiono odczynniki chemiczne, które zostały wykorzystane w prowadzo-
nych badaniach. 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (DOPC), 1,2-dipalmitoilo-sn-gli-
cero-3-fosfocholina (DPPC), 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna (DOPS), 1,2-dipal-
mitoilo-sn-glicero-3- fosfoetanoloamina (DOPE), cholesterol (Chol) zakupiono w Avanti
Polar Lipids (Alabama, Stany Zjednoczone). Askorbinian sodu, glicerol, glikol propyle-
nowy, mocznik, glukozę, wodorotlenek sodu, octan sodu otrzymano od P.P.H.U. Stanlab
(Lublin, Polska), d-sorbitol od Pol-Aura (Olsztyn, Polska). Kwas dehydroaskorbiniowy
(DHA), DPH, DMSO zakupiono w Sigma-Aldrich (Missouir, Stany Zjednoczone). N-(2-
-hydroksyetylo)piperazyno-N’-(kwas 2-etanosulfonowy) (Hepes), chlorek potasu, chlorek
sodu, kwas octowy oraz rozpuszczalniki organiczne czystości HPLC pochodziły z VWR
International (Pensywalnia, Stany Zjednoczone). Do przygotowania wszystkich próbek
wykorzystano wodę oczyszczoną o przewodnictwie mniejszym niż 0.1 µm S/cm (AquaEn-
gineering, Warszawa).
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Formowanie liposomów

Do pomiarów wykorzystano model dwuwarstwy lipidowej w postaci jednego z rodza-
jów liposomów — dużych jednowarstwowych pęcherzyków (LUV), które zostały wybrane
ze względu na dobrze zdefiniowany, jednorodny rozkład wielkości, powtarzalność wytwa-
rzania, stabilność w czasie oraz możliwość zastosowania wielu technik charakteryzujących
te struktury w obecności wybranych cząsteczek [100]. Proces przygotowania liposomów
podzielono na dwa etapy:

1. Przygotowanie dużych wielowarstwowych pęcherzyków (MLV) techniką suchego
filmu [114].

2. Kalibracja uzyskanych liposomów z wykorzystaniem ekstruzji w celu otrzymania
jednorodnej zawiesiny dużych jednowarstwowych pęcherzyków (LUV) [115, 116].

Całą procedurę przedstawiono schematycznie na Rys. 7.1. W pierwszym kroku odważono
do fiolki odpowiednią ilość lipidów oraz rozpuszczalnika organicznego — chloroformu.

ROZPUSZCZALNIKA
ORGANICZNEGO

DODANIE

FOSFOLIPIDY FOSFOLIPIDY
+

CHLOROFORM SUCHY FILM
LIPIDOWY

MLVLUV

ODPAROWYWANIE
POZOSTAŁOŚCI

ROZPUSZCZALNIKA
(24 GODZIN)

UWODNIENIE
ROZTWOREM WODNYM

(6 GODZIN)

EKSTRUZJA

Rysunek 7.1: Schemat przedstawiający kolejne kroki przygotowania dużych jednowarstwowych
pęcherzyków (LUV). Schemat przygotowano na podstawie informacji zawartych w [114, 115].
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Tabela 7.1: Zestawienie lipidów, które wykorzystano do wytworzenia liposomów.

Lipid Bufor
DOPC

20 mM Hepes pH 7.4

DOPC + 30% mol chol
DOPC + 15% mol DOPE
DOPC + 4.2% mol DOPE
DOPC + 15% mol DOPS

DPPC
DOPC 100 mM bufor octanowy pH 4.2

Po rozpuszczeniu lipidów, próbkę umieszczono w atmosferze argonu w celu odparowania
rozpuszczalnika, co doprowadziło do powstania na ściankach fiolki tzw. suchego filmu
lipidowego. Aby wyeliminować jakiekolwiek pozostałości rozpuszczalnika organicznego,
próbkę umieszczono w eksykatorze próżniowym na 24 godziny. Kolejno do uzyskanego
suchego filmu dodano roztwór wodny, wytrząsano do uzyskania mlecznobiałej zawiesiny
i pozostawiono na sześć godzin w celu uwodnienia suchego filmu.

Drugi etap to ekstruzja powstałej zawiesiny liposomów. Technika ta polega na tłoczeniu
w kilku cyklach zawiesiny liposomów przez poliwęglanową membranę o określonej śred-
nicy otworów (w prowadzonych badaniach średnica otworów wynosiła 100 nm). Proces
ten wykonano z wykorzystaniem automatycznego ekstrudera, z kontrolowaną prędkością
oraz temperaturą ekstruzji. Wytworzone tą techniką liposomy zostały odpowiednio scharak-
teryzowane poprzez określenie średniego rozkładu rozmiarów struktur, polidyspersyjności
oraz stężenia lipidu. Proces wytwarzania liposomów wykonano w temperaturze pokojo-
wej (22◦C) lub w temperaturze powyżej temperatury przejścia fazowego odpowiadającej
znajdującym się w próbce lipidom.

W prowadzonych badaniach, w zależności od wykonywanych pomiarów, przygoto-
wywano liposomy o różnym składzie lipidowym. Zestawienie składów przygotowanych
liposomów zaprezentowano w Tabeli 7.1. Dodatkowo w części prezentującej wyniki prac
badawczych umieszczono dokładną informację o stężeniu lipidów w próbce z liposomami
w legendzie przygotowanych wykresów lub w tekście opisującym wyniki.
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Izotermiczna kalorymetria
miareczkująca

Techniką pomiarową wybraną do badań nad oddziaływaniami zachodzącymi pomię-
dzy molekułami jest izotermiczna kalorymetria miareczkująca (ITC). Umożliwia ona
wyznaczenie pełnego profilu termodynamicznego dla oddziaływań pomiędzy wybranymi
molekułami, dodatkowo charakteryzuje się dużą czułością oraz nie wymaga modyfikacji
struktury badanych cząsteczek. Stanowi to jedną z głównych zalet tej techniki, ponieważ
minimalizuje ryzyko uszkodzenia próbki podczas jej przygotowania, natomiast wynik
pomiaru jest bezpośrednim rezultatem oddziaływań pomiędzy dwoma strukturami, a nie
pośrednim pomiarem z wykorzystaniem na przykład sond znakujących. Technika ta jest
szeroko wykorzystywana i opisana w literaturze w kontekście pomiaru oddziaływań po-
między ligandem a molekułą, takimi jak białko–białko, białko–makromolekuła [117, 118].
Od kilkudziesięciu lat stosuje się ją również do badań oddziaływań pomiędzy modelem
dwuwarstwy lipidowej — liposomami a wybranymi cząsteczkami m.in. solami żółcio-
wymi [119], etanolem [120], jonami metali [121], jak i DNA [122], koloidalnymi na-
nocząsteczkami [123, 124], białkami wybranych wirusów [125, 126], czy lekami m.in.
ibuprofenem [127] lub hormonami [128].

Urządzenie pomiarowe wykorzystywane w ITC stanowi integralny system składający
się z płaszcza adiabatycznego, w którym znajdują się dwie komory — pomiarowa i referen-
cyjna (Rys. 8.1). W komorze pomiarowej znajduje się roztwór/zawiesina cząsteczek albo
badanych struktur, natomiast w komorze referencyjnej wybrany rozpuszczalnik, zazwyczaj
bufor, w którym przygotowano próbki do pomiarów, albo woda destylowana. Do komory
pomiarowej przy pomocy strzykawki dodawany jest stopniowo roztwór/zawiesina molekuł
(titrant). Sposób miareczkowania zależy od zadanej objętości nastrzyku oraz objętości
strzykawki, zazwyczaj wynosi 5–20 µl. Dzięki specjalnemu zakończeniu strzykawki mia-
reczkującej zawartość komory jest mieszana przez czas trwania eksperymentu z określoną
prędkością (250–400 rpm).

Podczas pomiaru ITC dochodzi do oddziaływań pomiędzy cząsteczkami, które są
związane z określoną wymianą ciepła z otoczeniem, co skutkuje obniżeniem albo podwyż-
szeniem temperatury w komorze pomiarowej. Aby utrzymać równowagę tego parametru
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Rysunek 8.1: Schemat urządzenia pomiarowego wykorzystywanego w technice ITC. Schemat
przygotowano na podstawie [97].

względem temperatury w komorze referencyjnej, urządzenie generuje albo obniża ilość
mocy dostarczanej do grzałki utrzymującej temperaturę w komorze pomiarowej [129].
Zmiana mocy w funkcji czasu jest wielkością mierzoną w trakcie pomiaru ITC i przed-
stawianą w formie termogramu, czyli wykresu prezentującego zmianę mocy (dQ/dt)
w funkcji czasu (Rys. 8.2 oraz Rys. 8.3). Na przykładowych zestawach danych zaprezen-
towano dwa skrajne warianty wyników, jakie można uzyskać. Na schemacie (Rys. 8.2)
pokazano, jak zmienia się wartość zmierzonego sygnału w przypadku, gdy oddziaływa-
nie pomiędzy mierzonymi molekułami jest niewielkie lub nie występuje. Natomiast na
schemacie (Rys. 8.3) pokazano przykładowe dane dla klasycznego eksperymentu w przy-
padki techniki ITC — wiązania EDTA z jonami wapnia. Widoczna jest stopniowa zmiana
wartości mocy w funkcji czasu, która przekłada się na zmianę wartości entalpii w funkcji
stosunku molowego EDTA do jonów wapnia.

Wyznaczenie parametrów termodynamicznych opisujących oddziaływanie zachodzące
w komorze pomiarowej wymaga odniesienia do I prawa termodynamiki. Zgodnie z nim
zmiana energii wewnętrznej układu (∆U) przyjmuje postać:

∆U = Q−W, (8.1)

gdzie Q — ciepło wymienione z otoczeniem, W — praca wykonana przez układ. Przy
założeniu, że temperatura oraz ciśnienie są stałe W = 0, co prowadzi do zależności:

∆U ≈ Q ∼ ∆H. (8.2)

Zmiana entalpii (∆H) jest bezpośrednią wielkością, jaką można wyznaczyć z pomiaru ITC,
poprzez operację całkowania pola pod powierzchnią odpowiadającemu pojedynczemu
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Rysunek 8.2: Schemat przedstawiający reprezentatywne dane rzeczywiste dla pomiaru ITC. Dane
pomiarowe dla miareczkowania liposomów DOPC (stężenie lipidu cDOPC = 1 mM) do buforu
(20 mM Hepes, pH 7.4) wraz z podstawową analizą danych, w rezultacie której otrzymano zmianę
entalpii związaną z procesem zachodzącym w komorze pomiarowej.

nastrzykowi (Rys. 8.2). Dalsza analiza jest zależna od uzyskanych danych rzeczywistych.
Po wyznaczeniu zmiany entalpii możliwe jest zestawienie tej wielkości w funkcji stosunku
molowego titranta do ilości cząsteczek w komorze pomiarowej. Następnie, w zależności
od doboru odpowiedniego modelu, możliwe jest wyznaczenie stałej wiązania, zmiany
energii swobodnej Gibbsa, zmiany entropii, czy stechiometrii reakcji [129]. Pozwala to
na określenie charakteru zachodzących oddziaływań, tego czy reakcja była endo- lub
egzotermiczna, oraz jak zmieniło się uporządkowanie w układzie.

Oprócz klasycznego podejścia, w którym głównie wykorzystywane są modele opisujące
wiązanie pomiędzy cząsteczkami, technika ITC umożliwia wyznaczenie współczynnika
podziału błona/woda (KB/W) [97], a coraz częściej dane uzyskane podczas pomiarów
kalorymetrycznych wykorzystuje się również w analizach pojedynczych pików pomiaro-

DANE RZECZYWISTE ZMIANA ENTALPII W FUNKCJI
STOSUNKU MOLOWEGO

CAŁKOWANIE
POLA POD POWIERZCHNIĄ

Zm
ia
na

en
ta
lp
ii
∆H

[μ
J]

0

100

200

300

400

500

Stosunek molowy ntitrant/nkp
0 0.5 1 1.5 2

dQ
/d
t[
μJ
/s
]

−16

−14

−12

−10

−8

−6

−4

−2

0

Czas [s]
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Rysunek 8.3: Schemat przedstawiający reprezentatywne dane rzeczywiste dla pomiaru ITC. Dane
pomiarowe dla miareczkowania 10 mM chlorku wapnia do 1 mM EDTA (20 mM Hepes, pH 7.4)
wraz z podstawową analizą danych, w rezultacie której otrzymano zmianę entalpii związaną
z procesem zachodzącym w komorze pomiarowej.
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wych, co umożliwia wyznaczenie wielkości, określających kinetykę reakcji zachodzącej
w komorze pomiarowej [130–132].

W prowadzonych badaniach pomiary ITC wykonano w celu określenia możliwych
oddziaływań wybranych molekuł — witaminy C (w formie askorbinianu sodu), d-sorbitolu,
mocznika, glicerolu i glikolu propylenowego z modelem dwuwarstwy lipidowej. Do badań
z witaminą C wykorzystano liposomy o różnym składzie lipidowym zgodnie z informa-
cjami zawartymi w Rozdziale 7. Roztwory wybranych molekuł przygotowano bezpośred-
nio przed pomiarem, aby uniemożliwić ich degradację, szczególne w przypadku próbek
z askorbinianem sodu. Aby zminimalizować wpływ promieniowania świetlnego na stan
próbki, wykorzystano fiolki z oranżowego szkła. Ze względu na czułość metody na zmiany
pH, przed pomiarami kontrolnie mierzono pH każdego z roztworów, aby wykluczyć wpływ
tego parametru na uzyskane rezultaty.

Pomiary kalorymetryczne wykonano z wykorzystaniem urządzenia NanoITC (TA
Instruments, Stany Zjednoczone). W pierwszym kroku umieszczono zawiesinę liposomów
w strzykawce pomiarowej, a roztwór badanych molekuł w komorze pomiarowej. Wszystkie
roztwory odgazowano przed pomiarami, aby wyeliminować możliwy wpływ powietrza.
W komorze referencyjnej znajdował się bufor, który użyto do przygotowania próbek
(20 mM Hepes, pH 7.4 lub 100 mM bufor octanowy, pH 4.2). Temperatura w trakcie
trwania pomiarów była stała i wynosiła 25◦C albo 45◦C (dla liposomów DPPC), prędkość
mieszania ustawiono na 250 rpm. Objętość, liczbę oraz czas integracji poszczególnych
nastrzyków, jak i stężenie cząsteczek różniło się w zależności od pomiarów, dlatego
dla przejrzystości informację o tych parametrach umieszczono w opisach wykresów
prezentujących wyniki. Dla każdego pomiaru objętość pierwszego nastrzyku była stała
(1.14 µl) i została pominięta w analizie danych ze względu na możliwy proces dyfuzji
roztworu znajdującego się na końcu strzykawki do komory pomiarowej [133].



Rozdział 9

Dynamiczne rozpraszanie światła

Technika dynamicznego rozpraszania światła (DLS) pozwala na scharakteryzowanie
liposomów pod względem średniego rozkładu wielkości cząstek oraz polidyspersyjności
(PDI) [68, 134]. Umożliwia badanie agregacji molekuł, oddziaływań pomiędzy białkami,
jak i innymi strukturami [68]. Pojawiają się również nowe zastosowania tej techniki,
pozwalające na wyznaczenie stężenia cząsteczek w próbce [135], czy temperatury przejścia
fazowego dwuwarstwy lipidowej [106].

W przypadku pomiaru umożliwiającego wyznaczenie średniego rozkładu wielkości
cząstek, na struktury znajdujące się w próbce pada wiązka promieniowania elektroma-
gnetycznego. Detekcji podlega intensywność promieniowania rozproszonego w funkcji
czasu, która ulega fluktuacji ze względu na występujące w próbce ruchy Browna. Ruchy
te są zależne m.in. od wielkości molekuł — im większy rozmiar, tym wolniej poruszają
się struktury. Pomiar tych fluktuacji umożliwia wyznaczenie współczynnika dyfuzji trans-
lacyjnej (Dt), który określa prędkość ruchów Browna. Współczynnik ten jest powiązany
z promieniem hydrodynamicznym (Rh) poprzez równanie Stokesa–Einsteina:

Dt =
kb T

6πηr Rh
, (9.1)

gdzie kb — stała Boltzmanna, T — temperatura, ηr — lepkość rozpuszczalnika, w któ-
rym znajdują się molekuły. Promień hydrodynamiczny jest definiowany, jako promień,
który miałaby sfera o takim samym współczynniku dyfuzji translacyjnej, jak mierzone
struktury [68]. W celu uzyskania informacji o rozmiarze badanych cząstek urządzenie na
podstawie pomiarów fluktuacji intensywności tworzy funkcję korelacji:

G(τ) = ⟨I(t) I(t + τ)⟩, (9.2)

gdzie G — współczynnik korelacji, I(t) — intensywność światła rozproszonego w chwili
czasu t, I(t +τ) — intensywność światła rozproszonego w chwili czasu t +τ , τ — różnica
czasowa pomiędzy kolejnymi pomiarami intensywności. Kolejnym krokiem w przypadku
monodyspersyjnego układu jest dopasowanie z wykorzystaniem zależności:
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G(τ) = A[1+Be−2Γτ ], (9.3)

gdzie A — linia bazowa funkcji korelacji, B — nachylenie funkcji korelacji, która jest
powiązana ze współczynnikiem dyfuzji translacyjnej poprzez relację:

Γ = Dt q2, (9.4)

gdzie q to:

q =
4πn
λ0

sin(θ/2), (9.5)

gdzie n — współczynnik załamania światła w rozpuszczalniku, λ0 — długość fali źródła
promieniowania, θ — kąt rozpraszania. Efektem dopasowania jest uzyskanie informacja
o średnim rozkładzie wielkości struktur w próbce (z ang. Z-average diameter) oraz po-
lidyspersyjność. Rozkład wielkości cząstek zaprezentowany jest na wykresie w postaci
względnej intensywność promieniowania rozproszonego w funkcji średnicy hydrodyna-
micznej [68]. Na Rys. 9.1 znajdują się przykładowe wyniki prezentujące rozkład wielkości
cząstek oraz funkcję korelacji, odpowiadające pomiarowi zawiesiny liposomów o jedno-
rodnym rozkładzie rozmiarów. W przypadku analizy danych uzyskanych podczas pomiaru
DLS istotne jest zwrócenie uwagi na to, w jakiej formie prezentowane są dane końcowe
oraz jak należy je interpretować. Standardowo urządzenie wykonuje trzy pomiary jednej
próbki i wyznacza, na podstawie uzyskanych wartości średnich, odchylenie standardowe.
Jednak nie jest to parametr charakteryzujący rozrzut wielkości struktur w próbce. Jako, że
wynikiem pomiaru DLS jest rozkład rozmiarów struktur w próbce, jak zaprezentowano na
Rys. 9.1, istotnym parametrem określającym go jest szerokość rozkładu indeksu polidy-

0

5

10

15

20

 

1 10 100 1000

 

0

0.25

0.5

0.75

1

 

Czas [ s]
1 10 100 1000

 

Rysunek 9.1: Reprezentatywne wyniki uzyskane podczas pomiaru techniką DLS. Po prawej —
funkcja korelacji. Po lewej — rozkład wielkości cząstek. Wyniki zaprezentowano dla liposomów
DOPC wykonanych techniką suchego filmu, a następnie poddanych procesowi kalibracji z wyko-
rzystaniem ekstruzji.
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spersyjności (z ang. PDI width). W pracy dane z pomiarów DLS zostaną przedstawione
w formie średniego rozkładu rozmiaru struktur plus-minus szerokość rozkładu indeksu
polidyspersyjności.

9.1 Wyznaczenie średniego rozkładu wielkości oraz poli-
dyspersyjności

Każda z przygotowanych próbek liposomów została scharakteryzowana przy pomocy
metody DLS w kontekście pomiaru rozkładu wielkości struktur oraz polidyspersyjności.
Wykorzystano urządzenie Zeta Sizer Nano ZS (Malvren Instruments, Wielka Brytania)
wyposażone w czerwony laser (długość fali emisji λ0 = 633 nm) z ustawieniem detektora
pod kątem 173◦ względem wiązki promieniowania padającej na próbkę. Standardowo
do pomiarów próbka była rozcieńczana 50–krotnie buforem, w którym została przygoto-
wana. Różnica w preparatyce miała miejsce w przypadku pomiaru próbek po pomiarach
kalorymetrycznych. Aby określić rozkład wielkości struktur w tych próbkach, pobrano
je bezpośrednio po pomiarze z komory pomiarowej kalorymetru, i nie rozcieńczano do-
datkowo ze względu na odpowiednio niskie stężenie lipidu. Po wykonaniu pomiarów tą
techniką do analizy danych wykorzystano wyznaczone przez oprogramowanie urządzenia
wartości średniego rozkładu wielkości cząstek oraz PDI.

9.2 Wyznaczenie temperatury przejścia fazowego

W celu wyznaczenia temperatury przejścia fazowego wykorzystano liposomy wyko-
nane techniką suchego filmu zgodnie z protokołem opisanym w Rozdziale 7. Wybrano
lipid DPPC, który charakteryzuje się temperaturą przedprzejścia (Tβ = 34.9± 0.1◦C)
oraz przejścia fazowego (Tα = 41.4±0.1◦C) [106]. Z tego względu proces uwodnienia
suchego filmu oraz ekstruzji wykonano w temperaturze powyżej temperatury przejścia
fazowego (50◦C).

Temperaturę przejścia fazowego wyznaczono dla liposomów w obecności askorbinianu
sodu oraz innych molekuł — d-sorbitolu, glicerolu i glikolu propylenowego. Miało to
na celu porównanie, jak inne cząsteczki hydrofilowe wpływają na tę właściwość błony
lipidowej. Kontrolę stanowiła zawiesina liposomów DPPC. Do pomiarów liposomy roz-
cieńczono roztworami odpowiednich cząsteczek (cc = 10 mM), tak aby końcowe stężenie
lipidu wynosiło cDPPC = 1 mM. Wszystkie roztwory przygotowano w 20 mM Hepesie,
pH 7.4. Następnie próbki inkubowano przez cztery godziny w temperaturze 37◦C, po tym
czasie pobrano 1 ml i umieszczono w kuwecie pomiarowej. Pomiary wykonano dla za-
kresu temperatur 26.0–45.0◦C, rozpoczynając od manualnego wyznaczenia odpowiednich
parametrów związanych z optyką urządzenia oraz stężeniem struktur znajdujących się
w próbce (tzw. wzmocnienie (z ang. attenuator)). W rutynowych pomiarach parametry te
są automatycznie dobierane i zmienne w zależności od pomiaru, jednak w tym przypadku
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wpływałoby to na średnią liczbę zliczanych fotonów na sekundę, a tym samym zaburzy-
łoby wynik pomiaru. Urządzenie przed każdym pomiarem osiągało określoną temperaturę,
która była następnie stabilizowana przez 600 s. Po zebraniu charakterystyki zmiany śred-
niej liczby zliczanych fotonów na sekundę w funkcji temperatury przeanalizowano dane
zgodnie z modelem, znajdującym się w części opisującej wyniki prowadzonych badań.



Rozdział 10

Polaryzacyjna spektroskopia
fluorescencyjna

Należąca do rodziny technik spektroskopowych — fluorescencja polaryzacyjna jest
szeroko wykorzystywana w pomiarach biofizycznych, szczególnie w kontekście właściwo-
ści błony lipidowej oraz jej oddziaływań z cząsteczkami. Pomiar anizotropii fluorescencji
wykorzystuje się m.in. do określenia oddziaływań lipidów z białkami [136], badania
kinetyki rozplątywania DNA indukowanego helikazą DNA [137], płynności błony ko-
mórek bakteryjnych [19], mikrolepkości dwuwarstwy lipidowej [83, 138] oraz zmian
w uporządkowaniu błony lipidowej pod wpływem leków [45, 139].

Pomiar anizotropii fluorescencji jest techniką pozwalającą na badanie stopnia uporząd-
kowania dwuwarstwy lipidowej. Umożliwia to m.in. wykorzystanie sondy fluorescencyjnej
1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu (DPH), która jest hydrofobową cząsteczką, należącą do
grupy węglowodorów, spontanicznie wbudowującą się w dwuwarstwę lipidową [108].
Cechą charakterystyczną tej sondy jest to, że w roztworze wodnym tworzy mikroagregaty,
które nie wykazują sygnału fluorescencyjnego. Natomiast w obecności dwuwarstwy lipi-
dowej sonda wbudowuje się w jej hydrofobowy region, co skutkuje kilkunastokrotnym
wzrostem mierzonej wartości fluorescencji [140], jak pokazano na Rys. 10.1. DPH jest
standardowo wykorzystywane do wyznaczania zmian strukturalnych oraz dynamicznych
w dwuwarstwie lipidowej, a anizotropia fluorescencji jest parametrem, który może być
powiązany z mikrolepkością dwuwarstwy lipidowej [83].

Podczas pomiaru próbka wzbudzana jest światłem o polaryzacji pionowej. Wektor elek-
tryczny wiązki wzbudzającej jest zorientowany równolegle do osi pionowej. Intensywność
wyemitowanego promieniowania mierzona jest z wykorzystaniem polaryzatorów. Jeśli
polaryzator jest zorientowany równolegle do kierunku polaryzacji wiązki wzbudzającej,
mierzona jest intensywność Ivv, natomiast gdy polaryzator zorientowany jest w kierunku
prostopadłym do polaryzacji promieniowania wzbudzającego, mierzona jest intensyw-
ność Ivh. Wykorzystując zmierzone intensywności fluorescencji można wyznaczyć dwie
powiązane ze sobą wielkości — polaryzację zgodnie z:
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Rysunek 10.1: Reprezentatywne widmo emisyjne dla DPH (kolor czarny) oraz DPH w obecności
liposomów DOPC (kolor czerwony), długość fali wzbudzającej λ = 355 nm. Rysunek przygoto-
wano z wykorzystaniem własnych danych.

P =
Ivv − Ivh

Ivv + Ivh
(10.1)

oraz anizotropię fluorescencji korzystając z równania:

r =
Ivv − Ivh

Ivv +2Ivh
, (10.2)

gdzie Ivv — intensywności promieniowania przechodzącego przez polaryzator zoriento-
wany w kierunku równoległym do polaryzacji wiązki wzbudzającej, Ivh — intensywność
promieniowania przechodzącego przez polaryzator zorientowany w kierunku prostopadłym.
Współczynnik korekcji urządzenia definiowany jest jako:

G =
Ihv

Ihh
, (10.3)

gdzie Ihv — intensywności promieniowania o polaryzacji poziomej przechodzącego przez
polaryzator zorientowany w kierunku prostopadły do polaryzacji wiązki wzbudzającej,
Ihh — intensywności promieniowania o polaryzacji poziomej przechodzącego przez po-
laryzator zorientowany w kierunku równoległym do polaryzacji wiązki wzbudzającej.
Uwzględniając ten współczynnik, wzór na anizotropię fluorescencji przyjmuje postać:

r =
Ivv −GIvh

Ivv +2GIvh
. (10.4)
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Współczynnik korekcji podczas pomiaru został automatycznie wyliczony dla każdej z pró-
bek przez oprogramowanie urządzenia.

Do pomiarów wykorzystano liposomy DOPC przygotowane techniką suchego filmu
zgodnie z opisem w Rozdziale 7, które rozcieńczono do stężenia końcowego lipidu
cDOPC = 50 µM. Następnie dodano roztwór DPH i inkubowano próbki przez godzinę,
w celu inkorporacji sondy w błonę lipidową (stężenie końcowe sondy wynosiło 0.1 µM).
Wcześniej przygotowano roztwór sondy, rozpuszczając jej odpowiednią ilość w DMSO.
Aby wykonać pomiar anizotropii fluorescencji dwuwarstwy lipidowej w obecności wy-
branych cząsteczek — askorbinianu sodu, mocznika, d-sorbitolu, glicerolu, glikolu pro-
pylenowy, przygotowano ich roztwory w 20 mM buforze Hepes pH 7.4 i dodano do
zawiesiny liposomów z sondą fluorescencyjną w ilości odpowiadającej 0.2, 0.4, 0.6 oraz
0.8 ułamka molowego względem stężenia lipidów w próbce. Następnie inkubowano przez
dwie godziny w 37◦C. Próbkę kontrolną przygotowano w ten sam sposób, ale bez do-
datku badanych molekuł. Dodatkowo do pomiarów wykorzystano roztwór samej sondy
w celu weryfikacji metody pomiarowej i określenia, czy intensywność fluorescencji DPH
w roztworze bez obecności liposomów będzie miała sygnał bliski zeru. Po czasie inkubacji
wykonano pomiary anizotropii fluorescencji z wykorzystaniem fluorymetru FluoroMax 4
(Horiba, Japonia). Długość fali wzbudzającej wynosiła 355 nm, a widma emisyjne zbie-
rano dla zakresu 365–500 nm. Szerokość szczelin monochromatorów wzbudzeniowego
i emisyjnego wynosiła 2 nm, natomiast czas zbierania 0.1 s.



Rozdział 11

Elektroforetyczne rozpraszanie światła

Wyznaczenie potencjału zeta techniką elektroforetycznego rozpraszania światła (ELS)
ma wiele możliwości aplikacyjnych w odniesieniu do liposomów. Umożliwia pomiar od-
działywań z wybranymi cząsteczkami [96], określenie stabilności wytworzonych struktur
koloidalnych w zależności od składu lipidowego [66], czy też wyznaczenie współczynnika
podziału błona/woda [100].

Potencjał zeta wyznaczany jest na podstawie mobilności elektroforetycznej (µe) na-
ładowanych cząsteczek wytworzonej pod wpływem przyłożonego pola elektrycznego.
Urządzenie wykorzystane do pomiarów ELS — Zeta Sizer Nano ZS (Malvren Instru-
ments, Wielka Brytania), wykorzystuje opatentowaną technikę M3-PALS łączącą ze sobą
laserowy efekt Dopplera oraz analizę fazową światła rozproszonego [66]. W tej technice
laser oświetla próbkę znajdującą się w specjalnej kuwecie z dwoma elektrodami. Pod
wpływem przyłożonego pola elektrycznego dochodzi do ruchów cząsteczek w kierunku
odpowiedniej elektrody. Ruch ten powoduje zmianę intensywności światła rozproszonego,
którego detekcja ma miejsce pod kątem 173◦ względem wiązki lasera [66]. Po wykona-
niu pomiarów zmiany intensywności światła rozproszonego wyliczana jest mobilność
elektroforetyczna, a następnie zgodnie z równaniem Henry’ego potencjał zeta:

ζ =
3ηr µe

2εr ε0 f (Ka)
, (11.1)

gdzie ηr — lepkość rozpuszczalnika, εr — względna przenikalność elektryczna, ε0 — prze-
nikalność elektryczna próżni, ζ — potencjał zeta, f (Ka) — funkcja Henry’ego. Funkcja
Henry’ego jest zależna od odwrotności długości Debay’a oraz promienia badanej struktury
(w tym przypadku liposomów) [121]. W zależność od środowiska w jakim wykonywane
są pomiary, funkcja Henry’ego określana jest przy pomocy przybliżenia Smoluchow-
skiego dla słabych elektrolitów oraz pomiarów w środowisku polarnym f (Ka) = 1.5,
albo przybliżenia Huckel’a dla pomiarów w środowisku niepolarnym f (Ka) = 1 [66].
Reprezentatywne wyniki, z wykorzystaniem techniki ELS zaprezentowano na Rys. 11.1.

Do pomiarów wykorzystano liposomy DOPC przygotowane techniką suchego filmu
zgodnie z opisem z Rozdziału 7. Po procesie ekstruzji rozcieńczono je do stężenia lipidu
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Rysunek 11.1: Reprezentatywne wyniki uzyskane podczas pomiaru techniką ELS. Po prawej —
zmiana fazy w funkcji czasu. Po lewej — całkowita liczba zliczeń odpowiadającą określonej
wartości potencjału zeta.

równego cDOPC = 1 mM z wykorzystaniem roztworów wybranych cząsteczek — askor-
binianu sodu, d-sorbitolu, mocznika, glicerol oraz glikolu propylenowego. Wybrano trzy
różne stężenia molekuł (10 mM, 50 mM oraz 100 mM), a następnie próbki inkubowano
przez trzy godziny w temperaturze 37◦C. Aby pomiary potencjału zeta przebiegły pra-
widłowo wszystkie próbki przygotowano w 10 mM chlorku potasu. Po inkubacji próbki
przeniesiono do specjalnej kuwety pomiarowej z wbudowanymi elektrodami i wykonano
pomiary.



Rozdział 12

Analiza statystyczna

W celu określenia, czy istnieje statystycznie istotna różnica pomiędzy wartościami
średnimi odpowiadającym dwu grupom, wykonano test t-Studenta dla prób niezależnych.
Wykorzystano test t-Studenta, który jest testem parametrycznym pozwalającym na po-
równanie wartości średnich dwóch prób charakteryzujących się rozkładem normalnym,
jednorodnością wariancji oraz zbliżoną liczebnością [141]. W każdym z wykonanych
testów postawiono hipotezę zerową, zakładającą, że nie ma statystycznie istotnej różnicy
pomiędzy wartościami średnimi z prób:

H0 : µ1 = µ2, (12.1)

gdzie µ1 — wartość średnia z próby pierwszej, µ2 — wartość średnia z próby drugiej. Hipo-
tezę alternatywna zakłada, że istnieje statystycznie istotna różnica pomiędzy wartościami
średnimi:

Ha : µ1 ̸= µ2. (12.2)

Aby odrzucić (albo nie) hipotezę zerową, konieczne jest porównanie zwróconej przez test
wartości p z założonym poziomem istotności testu, α . Jeśli p < α , mamy podstawy do
odrzucenia H0.

Wszystkie obliczenia wykonano przy pomocy oprogramowania QtiPlot. Normalność
rozkładu sprawdzono za pomocą testu Shapiro–Wilka oraz założono równość wariancji.
Z uwagi na niewielką liczebność prób moc testów mogła być ograniczona.



Część III

Wyniki



Rozdział 13

Oddziaływania witaminy C
z dwuwarstwą lipidową

W tej części zostaną omówione uzyskane rezultaty pokazujące możliwe oddziaływa-
nia pomiędzy witaminą C a modelową błoną lipidową — liposomami. Do tej pory nie
wykonano pełnej charakterystyki takich oddziaływań, z wykorzystaniem techniki ITC
dla tej molekuły. Prezentację wyników rozpoczęto od zestawienia danych rzeczywistych
dla pomiarów z witaminą C w formie askorbinianu sodu. Następnie porównano rezultaty
z danymi uzyskanymi podczas pomiarów z innymi molekułami m.in. chlorkiem sodu,
czy glukozą w celu wyeliminowania możliwej interferencji innych czynników na uzy-
skane wyniki. W kolejnym etapie pokazano, jak na oddziaływania pomiędzy witaminą C
a dwuwarstwą lipidową wpływa stężenie jonów askorbinowych, skład i uporządkowanie
dwuwarstwy lipidowej, oraz pH środowiska wodnego. Uzyskane wyniki porównano z da-
nymi literaturowymi i rezultatami uzyskanymi podczas prowadzonych badań dla innych
molekuł o podobnych właściwościach.

W pierwszym etapie sprawdzono, czy pomiędzy modelową błoną lipidową — liposo-
mami a witaminą C zachodzą specyficzne oddziaływania. Technika wykorzystana w tej
części to ITC, którą opisano w Rozdziale 8. W pierwszym kroku do 10 mM askorbinianu
sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4) miareczkowano liposomy o stężeniu lipidu równym
1 mM (wybrany lipid — DOPC). Ze względu na to, że w pH 7.4 askorbinian sodu wystę-
puje w formie jonów sodu oraz głównie jonów askorbinowych [1], w dalszej części pracy
wymiennie stosowane będzie określenie jony askorbinowe, jeśli nie wskazano inaczej.
Reprezentatywny termogram zaprezentowano na Wykresie 13.1. Natomiast dla pomiaru
kontrolnego, czyli miareczkowania liposomów DOPC o stężeniu lipidu równym 1 mM
do buforu (20 mM Hepes, pH 7.4) na Wykresie 13.2. Każdy z pomiarów wykonano co
najmniej trzykrotnie, a wyniki obliczeń przedstawiono w formie wartości średniej wraz
z odchyleniem standardowym. Podstawowe wielkości wyznaczone dla każdego zestawu da-
nych to zmiana entalpii odpowiadająca pojedynczemu nastrzykowi, entalpia kumulatywna
oraz czas dochodzenia do równowagi (T1 oraz T2). Ponadto, ze względu na uzyskanie
specyficznego kształtu pików, co zostanie opisane poniżej, porównano jakościowo, jak
zmienia się on wraz ze zmianą mierzonych próbek. W przypadku zaprezentowanych
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Wykres 13.1: Termogram prezentujący dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urządze-
nia: 25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objętość nastrzyku: 20 µl.
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Wykres 13.2: Termogram prezentujący dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do buforu (20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C, prędkość
obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objętość nastrzyku: 20 µl.
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rezultatów warto również zwrócić uwagę na zadany czas pojedynczych nastrzyków —
wstępnie zarówno pomiary kontrolne, jak i właściwe wykonano dla czasu nastrzyku rów-
nego 3500 s, jednak po sprawdzeniu, że w przypadku miareczkowania liposomów do
buforu nie występuje wydłużony proces, skrócono czas pomiarów do 300 s.

Standardową wielkością, wyznaczaną z danych rzeczywistych uzyskanych podczas
pomiaru ITC, jest ciepło wydzielone albo pochłonięte podczas oddziaływania/reakcji
zachodzącej w komorze pomiarowej, przedstawione jako zmiana entalpii. Wykonanie ope-
racji całkowania pola pod powierzchnią umożliwia wyznaczenie wartości zmiany entalpii
(∆H), a następnie zmiany entalpii molowej (∆Hmol) dla każdego nastrzyku oraz entalpii
kumulatywnej (∆Hkum). Wyznaczenie ∆H dla każdej z próbek wymaga odjęcia wartość
zmiany entalpii odpowiadającej pomiarom kontrolnym. Ma to na celu wyeliminowanie
składowej odpowiadającej za ciepło rozcieńczania poszczególnych molekuł.

W przypadku pomiaru kontrolnego zmiana entalpii molowej dla pojedynczego na-
strzyku wynosiła ∆Hmol =−1.6±0.2 kJ/mol, natomiast dla pomiaru z jonami askorbino-
wymi ∆Hmol = −52.8± 7.3 kJ/mol. Rząd różnicy w wartości zmiany entalpii molowej
wskazuje na większą ilość wydzielonego ciepła podczas pomiaru z jonami askorbino-
wymi, znajdującymi się w komorze pomiarowej. Różnice w wydzielonym cieple, w formie
entalpii kumulatywnej, zaprezentowano na Wykresie 13.3. Kolorem szarym oznaczono
wartości dla pomiaru kontrolnego, a czarnym dla pomiaru z jonami askorbinowymi. En-
talpia kumulatywna dla pomiaru kontrolnego przyjmuje wartość ∆Hkum =−341±3 µJ,
natomiast dla jonów askorbinowych ∆Hkum = −10562± 2711 µJ. Oprócz zauważalnej
różnicy w wartościach entalpii kumulatywnej (ponad 30-krotny wzrost wartości wydzielo-
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Wykres 13.3: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego dla miareczkowania 1 mM
liposomów DOPC do: buforu 20 mM Hepes pH 7.4 (szary), 10 mM chlorku sodu (granatowy),
10 mM glukozy (czerwony) oraz 10 mM askorbinianu sodu (czarny).
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Wykres 13.4: Termogram prezentujący dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do 10 mM NaCl (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C,
prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objętość nastrzyku: 20 µl.

nego ciepła), warto również zwrócić uwagę na większą wartość niepewności pomiarowej
w drugim przypadku. Względne odchylenie standardowe (RSD) w przypadku pomiaru
kontrolnego wynosiło RSDkontrola = 1%, natomiast dla pomiaru z jonami askorbinowymi
RSDAS = 15%. Pomiary z wykorzystaniem jonów askorbinowych w pH 7.4 charaktery-
zowały się długim czasem stabilizacji przed rozpoczęciem pomiaru, oraz trudnościami
w ustabilizowaniu metody pod względem prawidłowej linii bazowej i powtarzalności.
W tym celu, aby wykluczyć możliwy wpływ innych czynników, które mogłyby zaburzyć
wynik lub błędnie prowadzić do założenia, że oddziaływanie pomiędzy jonami askor-
binowymi a modelową błoną lipidową prowadzi do wydzielenia znacznej ilości ciepła
względem kontroli, wykonano dodatkowe pomiary kontrolne.

Pod uwagę zostały wzięte takie zjawiska jak wiązanie jonów sodu z błoną lipidową
(miareczkowanie 10 mM NaCl), napędzana ciśnieniem osmotycznym redystrybucja roz-
puszczalnika pomiędzy fazami wodnymi oddzielonymi błoną lipidową (miareczkowanie
10 mM glukozą), powstanie kwasu dehydroaskorbinowego na skutek utleniania jonów
askorbinowych (miareczkowanie 1 mM DHA), czy zmiany topologiczne błony lipidowej
(pomiar rozkładu wielkości cząstek metodą DLS przed i po pomiarze).

Pomiary techniką ITC wykonano w analogiczny sposób, jak opisano powyżej, przy
zmienionej zawartości komory pomiarowej. Termogramy prezentujące dane rzeczywi-
ste dla miareczkowania 1 mM liposomów DOPC do 10 mM NaCl przedstawiono na
Wykresie 13.4, a do 10 mM glukozy na Wykresie 13.5. W obecności zarówno jonów
sodu oraz chloru, jak i glukozy, nie zaobserwowano oddziaływań, charakteryzujących
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dQ
/d
t	[
μJ
/s
]

0

0.5

1

1.5

 

Czas	[s]
0 500 1000 1500 2000

 

Wykres 13.5: Termogram prezentujący dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do 10 mM glukozy (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C,
prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objętość nastrzyku: 20 µl.

się specyficznym kształtem pików, jak i wartością wydzielonego ciepła. W przypadku
oddziaływania pomiędzy jonami sodu a liposomami wartość zmiany entalpii molowej
wynosiła ∆Hmol = −3.6± 1.1 kJ/mol, natomiast z glukozą ∆Hmol = −3.2± 1.0 kJ/mol.
Wartości te są o rząd niższe od zmiany entalpii molowej dla pomiaru z jonami askorbino-
wymi, a kształt pików jest zbliżony do tego uzyskanego dla miareczkowania liposomów
do buforu. Dodatkowo porównano również entalpię kumulatywną, co przedstawiono na
Wykresie 13.3. Można wnioskować, że zarówno oddziaływanie jonów sodu, jak i chloru
z dwuwarstwą lipidową nie jest wysokoenergetyczne i nie towarzyszy mu znaczne wy-
dzielenie ciepła. Również pomiary z chlorkiem sodu, jak i glukozą pokazały, że przepływ
wody indukowany ciśnieniem osmotycznym nie prowadzi do powstania specyficznego
oddziaływania, a wartość zmiany entalpii molowej jest o rząd niższa od tej wyznaczonej
dla pomiarów z jonami askorbinowymi.

W kolejnym kroku wykonano pomiary z wykorzystaniem DHA. Przykładowy ter-
mogram, w formie pojedynczego nastrzyku, umożliwiający lepsze porównanie danych
rzeczywistych, przedstawiono na Wykresie 13.6. Panel (a) prezentuje wyniki, które przed-
stawiono już wcześniej w formie kompletnego termogramu (Wykres 13.1), natomiast na
panelu (b) znajdują się dane rzeczywiste odpowiadające miareczkowaniu 1 mM liposomów
do 1 mM DHA. W przypadku tych pomiarów nie zaobserwowano charakterystycznego
kształtu na termogramach w porównaniu do rezultatów dotyczących oddziaływań z jo-
nami askorbinowymi. Wartość zmiany entalpii molowej dla pojedynczego nastrzyku,
po odjęciu odpowiednich wartości odpowiadających pomiarom kontrolnym, wynosiła
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Wykres 13.6: Termogram prezentujący dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do: (a) 10 mM askorbinianu sodu, (b) 1 mM DHA dla pojedynczego nastrzyku. Parame-
try pomiarowe urządzenia: 25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objętość
nastrzyku: 20 µl.

∆Hmol = 7.3±2.0 kJ/mol, co różni się o rząd w porównaniu do wartości zmiany entalpii
molowej dla oddziaływań z jonami askorbinowymi. Ponadto w tym przypadku dochodzi
do zmiany znaku, co związane jest ze zmianą rodzaju oddziaływań z egzotermicznego na
endotermiczny. Pokazuje to, że charakter oddziaływań DHA z modelową dwuwarstwą
lipidową różni się od tego, gdy w komorze pomiarowej obecne były jony askorbinowe.
Pozwala to na wstępne wyeliminowanie wpływu DHA na uzyskane rezultaty.

W celu wykluczenia możliwych zmian topologicznych w liposomach w trakcie pomia-
rów ITC, zmierzono z wykorzystaniem techniki DLS średni rozkład wielkości tych struktur
oraz polidyspersyjności przed oraz po pomiarze ITC. Zbiorcze wyniki dla wszystkich kom-
binacji składu błony lipidowej przedstawiono w Tabeli 13.1. Porównując średni rozkład
wielkości struktur w próbkach, uwzględniając to, że uzyskane rezultaty odpowiadają roz-
kładowi wielkości o określonej szerokości rozkładu, nie ma statystycznie istotnej różnicy
pomiędzy mierzonymi parametrami przed oraz po pomiarze ITC. Pozwala to stwierdzić, że
nie doszło do zmian, które mogłyby wskazywać na agregację lub destabilizację liposomów.

Ze względu na charakterystyczny kształt pojedynczych pików, na Wykresie 13.7 przed-
stawiono pojedynczy nastrzyk odpowiadający miareczkowaniu liposomów do (a) jonów

Tabela 13.1: Średni rozkład wielkości liposomów (dsr) ± szerokość rozkładu indeksu polidyspersyj-
ności oraz polidyspersyjność (PDI) przed pomiarem ITC oraz po pomiarze dla liposomów o różnym
składzie lipidowym.

Próbka Przed pomiarem Po pomiarze
dsr [nm] PDI dsr [nm] PDI

DOPC pH 7.4 141 ± 35 0.07 ± 0.01 137 ± 43 0.09 ± 0.03
DOPC pH 4.2 119 ± 30 0.05 ± 0.03 121 ± 32 0.07 ± 0.01

DOPC + 30% mol chol 128 ± 34 0.07 ± 0.04 122 ± 33 0.08 ± 0.03
DOPC + 15% mol DOPE 129 ± 34 0.05 ± 0.01 135 ± 45 0.14 ± 0.02
DOPC + 15% mol DOPS 119 ± 31 0.09 ± 0.01 113 ± 36 0.13 ± 0.01

DPPC 25◦C 106 ± 30 0.08 ± 0.02 125 ± 40 0.20 ± 0.02
DPPC 45◦C 110 ± 32 0.10 ± 0.02 105 ± 32 0.08 ± 0.01
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Wykres 13.7: Termogramy prezentujące dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do: (a) 10 mM askorbinianu sodu, (b) buforu (20 mM Hepes, pH 7.4) dla pojedynczego
nastrzyku. Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku:
3500 s, objętość nastrzyku: 20 µl.

askorbinowych oraz (b) buforu. W przypadku panelu (a) możliwe jest rozróżnienie dwóch
procesów — pierwszego, krótszego, trwającego T1 = 76±12 s oraz dłuższego trwającego
T1 = 3271±172 s. W przypadku pomiarów kontrolnych widoczny jest tylko jeden proces,
a czas dochodzenia do równowagi pojedynczego nastrzyku przyjmuje wartości rzędu czasu
T1. Dlatego na podstawie pomiarów kontrolnych można wnioskować, że pierwszy proces
odpowiada ciepłu rozcieńczenia lub wiązaniu się jonów askorbinowych z zewnętrzną war-
stwą lipidową. Drugi — dłuższy odpowiada redystrybucji jonów askorbinowych w błonie
lipidowej [15].

Wstępnie wykonane pomiary kalorymetryczne pozwoliły założyć, że ciepło wydzie-
lone podczas pomiaru wraz z wydłużonym czasem trwania tego procesu jest związane
z oddziaływaniem pomiędzy jonami askorbinowymi a dwuwarstwą lipidową, lub redy-
strybucją tych jonów pomiędzy dwoma fazami wodnymi [15]. W oparciu o najnowsze
dane literaturowe, w których wyznaczono eksperymentalnie parametry charakteryzujące
witaminę C w kontekście dyfuzji prostej tej cząsteczki przez dwuwarstwę lipidową [142],
założono, że uzyskane rezultaty, w szczególności powolny drugi proces, mogą również
wskazywać na taki transport tej cząsteczki przez błonę lipidową. Z tego względu uzyskane
dane z pomiarów ITC zostały wykorzystane do wyznaczenia parametrów witaminy C
związanych z transportem przez dwuwarstwę lipidową — współczynnika przepuszczal-
ności (P) oraz współczynnika podziału błona/woda (KB/W). Przed przejściem do części
opisującej proces wyznaczenia wymienionych powyżej wielkości omówione zostanie,
jak na mierzone oddziaływanie wpływa dobór odpowiedniego stężenia lipidów oraz jo-
nów askorbinowych, skład dwuwarstwy lipidowej, stopień jej uporządkowania oraz pH
środowiska wodnego.

13.1 Wpływ stężenia lipidu na mierzone oddziaływania

W celu określenia, jak na zaprezentowane w poprzedniej części oddziaływania pomię-
dzy jonami askorbinowymi a modelową błoną lipidową wpływa ich stężenie, wykonano
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serię pomiarów dla różnego stosunku molowego tych dwóch wielkości. Z uwagi na
różnorodność wykonanych pomiarów pod względem stężenia lipidów, stężenia jonów
askorbinowych, jak i objętości nastrzyków (która to wpływa na stężenie lipidu) wybrano
wielkości, które w jednoznaczny sposób pozwolą ilościowo porównać to, jaki stosunek mo-
lowy jonów askorbinowych i lipidów odpowiada określonym oddziaływaniom. W tym celu
dla każdego z pomiarów wyznaczono końcowy stosunek molowy jonów askorbinowych
i lipidu (nAS/nLIP), a dokładne informacje odnośnie stężeń w każdym z eksperymentów
zestawiono w Tabeli 13.2. Na Wykresie 13.8 zaprezentowano, jak zmienia się wartość
entalpii molowej ∆Hmol odpowiadająca pojedynczemu nastrzykowi w funkcji końcowego
stosunku molowego jonów askorbinowych do lipidu w komorze pomiarowej. Na podsta-
wie przedstawionych wyników można zauważyć, że istnieje graniczna wartość stosunku
molowego jonów askorbinowych do cząsteczek lipidu. Widoczny jest wzrost wartości
entalpii molowej odpowiadającej pojedynczemu nastrzykowy dla wartości tego stosunku
większej niż nAS/nLIP > 55.95 (w Tabeli 13.2 symbolem gwiazdki oznaczono wartości
nAS/nLIP, dla których występuje charakterystyczny kształt termogramu). Oznacza to, że
aby doszło do znacznego wydzielenia ciepła na skutek oddziaływania pomiędzy jonami
askorbinowymi a błoną lipidową, to na jedną cząsteczkę lipidu musi przypadać co najmniej
56 jonów askorbinowych. Wzrost tego stosunku nie zmienia istotnie statystycznie wartości
entalpii molowej. Natomiast dla mniejszego stosunku widoczny jest drastyczny spadek
wartości tego parametru. Porównując zarówno uzyskane wartości entalpii molowej, jak
i kształt widoczny na zaprezentowanych termogramach (Wykres 13.9), można założyć, że
poniżej granicznej wartości nAS/nLIP zachodzące oddziaływania przypominają te, które
towarzyszą pomiarom kontrolnym.

Na Wykresie 13.9 zaprezentowano pojedynczy nastrzyk z termogramów, aby podkre-
ślić różnicę w charakterze uzyskanych danych rzeczywistych dla różnego stosunku jonów
askorbinowych do lipidu. Panel (a) odpowiada pomiarowi, w którym 1 mM liposomy
DOPC były miareczkowane do 20 mM askorbinianu sodu (nAS/nLIP = 111.9). Widoczny

Tabela 13.2: Zestawienie stężenia askorbinianu sodu, lipidów, objętości nastrzyków oraz końcowego
stosunku molowego jonów askorbinowych oraz lipidów (nAS/nLIP) w komorze pomiarowej.

Stężenie askorbinianu sodu Stężenie lipidów
Objętość
nastrzyku

nAS/nLIP

1 mM 1 mM 40 µl 4.66
50 mM 50 mM 10 µl 5.59
10 mM 20 mM 20 µl 11.19
1 mM 5 mM 40 µl 23.31

10 mM 50 mM 50 µl 27.97
10 mM 50 mM 50 µl 27.97
1 mM 10 mM 10 µl i 20 µl 55.95∗

1 mM 20 mM 20 µl 111.90∗

1 mM 50 mM 40 µl 233.12∗

1 mM 50 mM 50 µl 279.75∗
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Wykres 13.8: Zmiana entalpii molowej (∆Hmol) odpowiadającej pojedynczemu nastrzykowi w funk-
cji końcowego stosunku jonów askorbinowych i lipidów (nAS/nLIP) w komorze pomiarowej.

jest charakterystyczny kształt odpowiadający dwóm procesom oraz długi czas dochodzenia
do równowagi. Natomiast na panelu (b), który prezentuje dane rzeczywiste dla miareczko-
wania 10 mM liposomów DOPC do 20 mM askorbinianu sodu (nAS/nLIP = 11.9) kształt,
czas dochodzenia do równowagi, jak i wspomniana wcześniej wartość wydzielonego ciepła,
jest zbliżona do pomiarów kontrolnych.

Podsumowując rezultaty uzyskane w tej części pracy pozwoliły one wyznaczyć gra-
niczny stosunek jonów askorbinowych do cząsteczek lipidu, powyżej którego dochodzi
do wysokoenergetycznych oddziaływań. W przypadku pomiarów w pH 7.4, wynosi on
nAS/nLIP > 55.95, co oznacza, że konieczne jest duże stężenie jonów askorbinowych, aby
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Wykres 13.9: Termogramy prezentujące dane rzeczywiste dla miareczkowania 1 mM liposomów
DOPC do: (a) 20 mM askorbinianu sodu, (b) 10 mM liposomów DOPC do 20 mM askorbinianu
sodu dla pojedynczego nastrzyku (bufor 20 mM Hepes pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia:
25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objętość nastrzyku: 20 µl.
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można było je obserwować. Wyznaczenie tej wielkości pozwoliło dobrać odpowiednie
wartości stężeń do dalszych badań.

13.2 Wpływ składu dwuwarstwy lipidowej na mierzone
oddziaływania

W tej części pomiary przeprowadzono analogicznie jak wcześniej, jednak zmianie
uległ skład lipidów budujących modelową dwuwarstwę lipidową. Na podstawie rezultatów
z poprzedniego podrozdziału, do pomiarów wybrano stałe stężenie lipidów (cLIP = 1 mM),
askorbinianu sodu (cAS = 10 mM) oraz objętość nastrzyków (20 µl). Do badań wybrano
lipidy, które stanowią istotną frakcję tych budujących błonę komórkową, są niezbędne do
jej prawidłowego funkcjonowania, a oprócz tego wpływają na jej właściwości fizykoche-
miczne. W pomiarach wykorzystano należący do grupy steroli cholesterol, który wpływa
na takie parametry błony lipidowej, jak przepuszczalność, czy jej uporządkowanie [24]
oraz fosfolipidy DOPE i DOPS. DOPE charakteryzuję się inną geometrią kształtu od głów-
nego lipidu wykorzystanego w badaniach (DOPC), co wpływa na organizację dwuwarstwy
lipidowej, natomiast DOPS jest lipidem o ujemnym ładunku, co pozwala określić, jak ten
parametr wpłynie na mierzone oddziaływania [37].
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Wykres 13.10: Termogramy prezentujące ciepło miareczkowania: (a) 1 mM liposomów DOPC,
(b) 1 mM liposomów DOPC + 30% mol chol, (c) 1 mM liposomów DOPC + 15% mol DOPE,
(d) 1 mM DOPC + 15% mol DOPS do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4).
Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s,
8000 s w przypadku DOPC + 30% mol chol, objętość nastrzyku: 20 µl. Dane zaprezentowane dla
pojedynczego nastrzyku.
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Wyznaczone zostały takie wielkości, jak zmiana entalpii molowej odpowiadająca po-
jedynczemu nastrzykowi, entalpia kumulatywna, czas dochodzenia do równowagi, jak
i porównano kształt pojedynczych pików odpowiadający pojedynczemu nastrzykowi.
Prezentację wyników rozpoczęto od omówienia termogramu pokazanego wcześniej dla
podstawowej błony lipidowej wybranej w prowadzonych badaniach — DOPC oraz pomiaru
kontrolnego (Wykres 13.7). Na Wykresie 13.10 zaprezentowano dane rzeczywiste z po-
miaru ITC w postaci pojedynczego nastrzyku dla czterech wariantów składu dwuwarstwy
lipidowej.

W celu ułatwienia analizy oraz porównania uzyskanych rezultatów przedstawiono
dane rzeczywiste prezentujące pojedynczy nastrzyk z każdego pomiaru. Zauważalna jest
różnica w kształcie pików na zaprezentowanych termogramach w zależności od składu
błony lipidowej. W przypadku obecności cholesterolu oraz DOPE w składzie dwuwarstwy
lipidowej różnica dotyczy części wykresu odpowiadającej drugiemu procesowi (dla którego
wyznaczono czas T2). Dla próbki z cholesterolem widoczne jest wypłaszczenie tej części,
natomiast w przypadku DOPE pojawia się lokalne maksimum, które stopniowo dąży do
stanu równowagi odpowiadającemu linii bazowej. Największa różnica zauważalna jest
w przypadku, gdy w błonie lipidowej obecne jest DOPS. Dochodzi do znacznego zaniku
drugiej części procesu. W celu porównania ilościowego tych zmian wyznaczono zmiany
entalpii molowej oraz czas dochodzenia do równowagi.

Wartość zmiany entalpii molowej dla podstawowego składu błony lipidowej (DOPC)
(∆Hmol =−52.8±7.3 kJ/mol) w porównaniu do próbki DOPC + 30% mol chol (∆Hmol =

−29.3±5.1 kJ/mol) jest dwukrotnie wyższa, co wskazuje na to, że obecność tego sterolu
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Wykres 13.11: Zmiana entalpii molowej w funkcji stosunku molowego titrantu — liposomów do
substancji znajdującej się w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposomów DOPC +
4.2% mol DOPE (bordowy), DOPC + 15% mol DOPE (czerwony).



Oddziaływania witaminy C z dwuwarstwą lipidową 66

w składzie błony lipidowej obniża wartość wydzielonego ciepła podczas oddziaływania z jo-
nami askorbinowymi. W przypadku obecności DOPE w błonie lipidowej wartość zmiany
entalpii molowej wzrasta wraz z coraz większą ilością moli lipidu w komorze pomiarowej.
Z tego względu na Wykresie 13.11 zaprezentowano, jak zmienia się wartość tej wielkości
dla dwóch różnych składów: DOPC + 15% mol DOPE oraz DOPE + 4.2% mol DOPE.
Wraz ze zmniejszeniem zawartości DOPE maleje wartość zmiany entalpii molowej, jednak
nawet w przypadku, gdy wynosi ona 4.2% mol, jej wartość zmienia się wraz z ilością lipidu.
Wartości tej wielkości dla początkowego etapu pomiarów są zbliżone do tych odpowiadają-
cych oddziaływaniom jonów askorbinowych z błoną DOPC, natomiast wraz ze wzrostem
stężenia lipidu w komorze pomiarowej wartość zmiany entalpii molowej maleje i dąży
do wartości, która pojawia się w pomiarach kontrolnych. Wyniki pomiarów dla błony
DOPC + 15% mol DOPS różnią się od poprzednich. Wartość zmiany entalpii molowej tylko
dla pierwszego nastrzyku przyjmuje wartości ujemne (∆Hmol =−5.7±2.1 kJ/mol), nato-
miast w przypadku kolejnych wartości zmienia się charaktery zachodzących oddziaływań
w komorze, a średnia wartość zmiany entalpii molowej wynosi ∆Hmol = 4.98±0.8 kJ/mol.
Wynik ten uzyskano po odjęciu odpowiednich wartości zmiany entalpii dla pomiarów
kontrolnych, żeby wykluczyć wpływ procesu rozcieńczania na uzyskane rezultaty.

Następnie wyznaczono wartości czasów odpowiadające dwóm procesom opisanym
wcześniej — procesowi początkowemu (T1) oraz drugiemu, dłuższemu (T2), co schema-
tycznie zaprezentowano na Rys. 13.1. Dane zestawiono w Tabeli 13.3. Pomiędzy średnimi
czasami T1 i T2 istnieje statystycznie istotna różnica (N = 3, p < 0.05), a wartości te różnią
się od siebie o dwa rzędy dla każdej z przedstawionych próbek. Chcąc opisać różnice
pomiędzy poszczególnymi składami dwuwarstwy lipidowej, należy zwrócić uwagę, że śred-
nia wartość czasu T2 dla błony DOPC różni się statystycznie istotnie od średnich wartości
czasu z pozostałych próbek reprezentujących inny skład lipidowy błony (N = 3, p < 0.05).
Natomiast czas T2 dla błony DOPC + 30% mol chol jest prawie dwukrotnie dłuższy od
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Rysunek 13.1: Schemat przedstawiający obszary na termogramie, które posłużyły do wyznaczenia
czasów T1 oraz T2.
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Tabela 13.3: Wyznaczony czas T1 oraz T2 dla pomiarów kalorymetrycznych badających oddziały-
wania z jonami askorbinowymi. Wyniki przedstawiono w formie średniej oraz odchylenia standar-
dowego dla 10 nastrzyków.

Próbka T1 [s] T2 [s]
DOPC pH 7.4 76 ± 12 3271 ± 172

DOPC + 30% mol chol 71 ± 14 6430 ± 402
DOPC + 15% mol DOPE 99 ± 17 1639 ± 125
DOPC + 4.2% mol DOPE 96 ± 11 1657 ± 401
DOPC + 15% mol DOPS 137 ± 19 2064 ± 231

czasu dla błony DOPC. W przypadku błony z DOPE, bez względu na stosunek molowy
tego lipidu widoczne jest prawie dwukrotne skrócenie czasu T2. W przypadku liposomów,
w których składzie znalazł się lipid DOPS, czas T2 jest o 23% krótszy niż dla błony DOPC.

W kolejnym kroku porównano wartości entalpii kumulatywnej wyznaczone na pod-
stawie pomiarów oddziaływań pomiędzy jonami askorbinowymi a błoną o różnym skła-
dzie lipidowym. Analizę danych rozpoczęto od wyników zaprezentowanych na Wykre-
sie 13.12, gdzie pokazano zmianę entalpii kumulatywnej w funkcji stosunku molowego
(nlipid/nAS) dla liposomów DOPC oraz DOPC + 30% mol chol. Nie zauważono sta-
tystycznie istotnej różnicy pomiędzy wartościami tej wielkości, dla zaprezentowanych
przypadków (N = 3, p > 0.05). Wartość entalpii kumulatywnej zarówno dla podstawowej
błony DOPC, jak i tej z cholesterolem jest zbliżona i mieści się w granicach niepewności
pomiarowej.
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Wykres 13.12: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdu-
jącej się w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposomów: DOPC (czarny), DOPC +
30% mol chol (szary).
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Na Wykresie 13.13 zaprezentowano wyniki dla błony lipidowej DOPC + DOPE
(15% mol oraz 4.2% mol). Wraz ze zwiększeniem zawartości DOPE w błonie lipido-
wej zmniejsza się wartość entalpii kumulatywnej. Co więcej, w przypadku obecności
lipidu DOPE, od określonego stosunku molowego (nlipid/nAS = 0.028) zanika, obecny
w przypadku błony DOPC, liniowy wzrost wartości entalpii kumulatywnej w funkcji sto-
sunku molowego. Może to oznaczać, że oddziaływania pomiędzy jonami askorbinowymi
a modelem dwuwarstwy lipidowej, w przypadku obecności lipidu DOPE, szybciej zanika
i konieczne byłoby zwiększenie liczby cząsteczek askorbinianu w komorze pomiarowej.

Na Wykresie 13.14 zaprezentowano zależność zmiany ciepła kumulatywnego dla błony
DOPC + 15% mol DOPS. Pomimo, że na wykresie prezentującym dane rzeczywiste (Wy-
kres 13.10) widoczny jest charakterystyczny kształt odpowiadający długiemu procesowi,
to po uwzględnieniu pomiarów kontrolnych entalpia kumulatywna przyjmuje niewielkie
dodatnie wielkości, co wskazuje na zmianę charakteru oddziaływań — z egzotermicznych
na endotermiczne.

Podsumowując tę część prowadzonych badań, skład dwuwarstwy lipidowej wpływa
na oddziaływania występujące pomiędzy jonami askorbinowymi a modelową błoną li-
pidową. Wykonane pomiary wskazują na to, że pojawiają się istotne różnice w zależno-
ści od rodzaju lipidów, z jakich składa się dwuwarstwa lipidowa. W przypadku próbki
DOPC + 30% mol chol zauważono ponad dwukrotne wydłużenie czasu T2, co może być
związane z efektem energetycznym wynikającym z transportu jonów askorbinowych przez
dwuwarstwę lipidową lub ich redystrybucją w błonie lipidowej. Biorąc pod uwagę, że
sterol ten zwiększa sztywność dwuwarstwy lipidowej, co zmniejsza jej przepuszczalno-
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Wykres 13.13: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdu-
jącej się w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposomów: DOPC (czarny), DOPC +
4.2% mol DOPE (bordowy), DOPC + 15% mol DOPE (czerwony).
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Wykres 13.14: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdują-
cej się w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposomów: DOPC (czarny) oraz DOPC +
15% mol DOPS (granatowy).

ści dla molekuł, taka zmiana w czasie T2 może wskazywać na wolniejszy transport lub
redystrybucję jonów askorbinowych w tej strukturze.

W przeciwieństwie do powyższych wyników dla cholesterolu, w przypadku pomiarów
z wykorzystaniem lipidu DOPE widoczne jest dwukrotne zmniejszenie czasu T2 (bez
względu na stężenie DOPE) oraz ponad dwukrotny spadek entalpii kumulatywnej wraz
z zanikiem liniowego wzrostu tej wielkości w funkcji stosunku molowego nlipid/nAS. Lipid
DOPE różni się pod względem geometrii od lipidu DOPC, jak i zachowania w środowisku
wodnym ponieważ nie tworzy samoistnie lamelarnej dwuwarstwy lipidowej (preferowana
są struktury odwróconej fazy heksagonalnej) [143]. Jego obecność w błonie lipidowej,
która makroskopowo tworzy stabilną, lamelarną strukturę, prowadzi do lokalnych zmian
w jej uporządkowaniu powiązanych ze zmianą m.in. rozkładu ciśnień w dwuwarstwie
lipidowej [143]. Dodatkowo wpływa na mechaniczne i elektryczne właściwości błony
lipidowej, co wraz z obecnością grup aminowych w grupach polarnych DOPE umoż-
liwiających tworzenie wiązań wodorowych, może wpływać na przepuszczalności oraz
oddziaływanie błony lipidowej z otaczającym ją środowiskiem [143]. Biorąc pod uwagę
uzyskane rezultaty, zmiana rozkładu ciśnień w dwuwarstwie lipidowej w obecności DOPE
— zmniejszenie tego parametru w okolicy grup polarnych oraz zwiększenie w obszarze
hydrofobowych łańcuchów alkilowych może wpływać na szybszą redystrybucję jonów
askorbinowych w interfazie.

Ostatni lipid, jaki wykorzystano do sprawdzenia jak wpływa na mierzone oddziaływa-
nia, to ujemnie naładowana DOPS. Rezultaty, jakie uzyskano znacznie różnią się od pozo-
stałych próbek o innym składzie lipidowym. W przypadku pomiarów dla DOPC + 15% mol
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DOPS zmienił się charakter oddziaływań, co może być związane z tym, że doszło do
absorpcji jonów askorbinowych na powierzchni ujemnie naładowanej błony lipidowej.

13.3 Wpływ uporządkowania dwuwarstwy lipidowej na
mierzone oddziaływania

W celu określenia jak uporządkowanie dwuwarstwy lipidowej wpływa na oddziały-
wania pomiędzy jonami askorbinowymi a dwuwarstwą lipidową, wykonano pomiary ITC
z wykorzystaniem lipidu DPPC. Ze względu na temperaturę przejścia fazowego tego lipidu
wynoszącą Tα = 41.5◦C możliwe było przeprowadzenie badań z wykorzystaniem modelu
błony lipidowej w fazie żelowej (25◦C) oraz ciekłokrystalicznej (45◦C). Miało to na celu
określić, jak zmienne właściwości błony lipidowej o różnym stopniu uporządkowania
wpływają na możliwe oddziaływania.

Na Wykresie 13.15 zaprezentowano, jak w poprzednich rozdziałach, dane rzeczywi-
ste dla pojedynczych nastrzyków pokazujące charakterystyczny kształt. Zarówno w jed-
nym, jak i drugim przypadku można go powiązać z wcześniej opisanymi procesami —
krótszym związanym z ciepłem rozcieńczania oraz dłuższym powiązanym z możliwym
oddziaływaniem jonów askorbinowych z dwuwarstwą lipidową. Porównując jakościowo
obydwa termogramy, widoczny jest wzrost lokalnego maksimum, odpowiadającemu dru-
giemu procesowi dla pomiarów w temperaturze 45◦C. Wyznaczona zmiana entalpii mo-
lowej wynosiła ∆Hmol = −37.3± 3.6 kJ/mol dla pomiarów w temperaturze 25◦C oraz
∆Hmol = 11.0±6.4 kJ/mol w temperaturze 45◦C. Rezultat uzyskany dla niższej tempera-
tury jest tego samego rzędu, co w przypadku pomiarów z błoną DOPC. Możliwe różnice
mogą wynikać z innego składu lipidowego, jak i uporządkowania błony lipidowej. Dwu-
warstwa lipidowa składająca się z lipidów DPPC w temperaturze 25◦C znajdowała się
w fazie żelowej, natomiast z DOPC w fazie ciekłokrystalicznej.
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Wykres 13.15: Termogramy prezentujące ciepło miareczkowania 1 mM liposomów DPPC w tempe-
raturze: (a) 25◦C, (b) 45◦C do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry
pomiarowe urządzenia: 25◦C lub 45◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s. Dane
zaprezentowane dla pojedynczego nastrzyku.
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W przypadku pomiarów w temperaturze 45◦C, na podstawie wartości zmiany entalpii
molowej, można założyć, że mierzone oddziaływania mają charakter endotermiczny. Jed-
nak dane rzeczywiste — kształt pojedynczych nastrzyków, wskazują na oddziaływanie
analogiczne, jak dla pozostałych pomiarów, dopiero wyliczone wartość zmiany entalpii
sugerują, że proces, jaki zaszedł w komorze różni się i ma endotermiczny charakter. Wy-
maga to analizy tego, co mogło wpłynąć na taki rezultat. Oprócz różnic w właściwościach
występujących pomiędzy dwuwarstwą lipidową w fazie żelowej oraz ciekłokrystalicznej,
dochodzi tutaj problem związany ze stabilnością askorbinianu sodu w podwyższonej tem-
peraturze. Związek ten jest niezwykle czuły na warunki środowiska i łatwo dochodzi do
jego destabilizacji oraz rozpadu [1]. Widoczne jest to w pomiarach kontrolnych, gdzie do
10 mM askorbinianu sodu miareczkowany był bufor (20 mM Hepes, pH 7.4) w dwóch róż-
nych temperaturach. Wartość zmiany entalpii molowej na nastrzyk w przypadku pomiarów
kontrolnych wynosiła Hmol =−0.17±0.05 kJ/mol dla 25◦C oraz Hmol = 2.37±0.6 kJ/mol
dla 45◦C, co daje ponad dziesięciokrotną różnicę i znacząco wpływa na uzyskane rezultaty,
co pokazano również na Wykresie 13.16. Zaprezentowano tutaj zmianę ciepła kumula-
tywnego dla trzech przypadków — pomiarów wstępnych z błoną DOPC oraz dwóch
omawianych w tym rozdziale, czyli z błoną DPPC dla dwóch różnych temperatur. Na
podstawie uzyskanych danych można stwierdzić, że nie ma istotnej różnicy pomiędzy
ciepłem kumulatywnym dla błony DOPC oraz DPPC w 25◦C. W przypadku pomiarów
w temperaturze 45◦C widoczna jest wspomniana zmiana w charakterze oddziaływań, na
co, jak opisano wcześniej, mogła mieć wpływ stabilność askorbinianu sodu w podwyż-
szonej temperaturze. Biorąc pod uwagę, że podczas wykonywania pomiarów kontrolnych
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(ciemnozielony), DPPC 45◦C (jasnozielony).
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z jednym z produktów rozpadu askorbinianu sodu — DHA, uzyskano również wartości
zmiany entalpii molowej, które wskazywały na oddziaływania endotermiczne i możliwe
wiązanie z powierzchnią błony lipidowej.

Podsumowując uzyskane rezultaty, na podstawie przeprowadzonych badań nie można
stwierdzić jednoznacznie, czy stan uporządkowania dwuwarstwy lipidowej ma znacze-
nie w kontekście mierzonych oddziaływań. Porównując wyniki dla błony DOPC (faza
ciekłokrystaliczna) oraz błony DPPC (faza żelowa, pomiar w 25◦C) uzyskano zbliżone
rezultaty, co pozwala założyć, że uporządkowanie hydrofobowej część dwuwarstwy lipido-
wej z punktu widzenia transportu jonów askorbinowych nie ma znaczenia, a tym samym
może wskazywać na to, że oddziaływania zachodzą w interfazie. Wyniki dla pomiarów
z błoną DPPC w temperaturze 45◦C, nie są jednoznaczne pod kątem oceny, czy na zmianę
charakteru oddziaływań wpływa uporządkowanie dwuwarstwy lipidowej, czy możliwy
rozpad jonów askorbinowych. W tym przypadku konieczne byłoby rozszerzenie badań
o lipid charakteryzujący się temperaturą przejścia fazowego, dla której pomiar mieściłby
się w możliwościach technicznych urządzenia oraz nie wpływał na stabilności jonów
askorbinowych.

13.4 Wpływ pH środowiska wodnego na mierzone oddzia-
ływania

Witamina C w organizmie człowieka, przy założeniu wartości fizjologicznej pH 7.4,
występuje w większości w formie jonów askorbinowych [1]. Aby sprawdzić, czy pH
środowiska wodnego wpływa na oddziaływania pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą
lipidową, wykonano pomiary dla wartości pH równej pKa1 = 4.2. Dla tej wartości pH
kwas askorbinowy w 47.64% występuję w formie uprotonowanej, natomiast w 52.23%
w formie jonów askorbinowych (wartości uzyskano przy użyciu kalkulatora Chemicalize).
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Wykres 13.17: Termogramy prezentujące ciepło miareczkowania: (a) 1 mM liposomów DOPC
do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4), (b) 0.5 mM liposomów DOPC
do 10 mM askorbinianu sodu (bufor 100 mM bufor octanowy, pH 4.2). Parametry pomiarowe
urządzenia: 25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 3500 s, objętość nastrzyku: 20 µl.
Dane zaprezentowane dla pojedynczego nastrzyku.
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Na Wykresie 13.17 zaprezentowano dane odpowiadające pojedynczym nastrzykom
dla pomiarów z wykorzystaniem błony DOPC w pH fizjologicznym oraz równym pKa1

(pH 4.2). Widoczna jest różnica w kształcie termogramów, w przypadku niższego pH nie
widać tak znacznego lokalnego maksimum i nie są rozróżnialne dwa procesy widoczne
dla pH 7.4. Pomiary w pH 4.2 wykonano dla dwóch różnych stosunków molowych jonów
askorbinowych do lipidów (nAS/nLIP = 55.9 oraz 111.9) w celu sprawdzenia, czy wyzna-
czona wcześniej graniczna wartość nAS/nLIP w niższym pH oraz dla innego składu próbki
pod względem form kwasu askorbinowego będzie wskazywała na wysokoenergetyczne
oddziaływania. Wartość zmiany entalpii molowej wynosiła Hmol =−0.3±1.2 kJ/mol dla
nAS/nLIP = 55.9 oraz Hmol =−23.54±2.7 kJ/mol dla nAS/nLIP = 111.9, co oznacza, że
aby zaszło oddziaływanie pomiędzy formami witaminy C obecnymi w komorze pomiaro-
wej a modelową błoną lipidową, konieczny jest dwa razy większy stosunek nAS/nLIP. Ze
względu na to, że dla tej wartości pH tylko 50% obecnej formy witaminy C stanowią jony
askorbinowego, a pozostałą część forma uprotonowana w postaci kwasu askorbinowego
można założyć, że to jony askorbinowe odpowiadają za zmierzony, znaczny efekt energe-
tyczny w komorze pomiarowej. W celu ilościowego porównania uzyskanych rezultatów
wyznaczono ciepło kumulatywne dla różnego stosunku molowego lipidów do askorbinianu
sodu, co zestawiono na Wykresie 13.18. Dane na wykresie, dla ułatwienia porównania,
opisano końcowym stosunkiem molowym askorbinianu sodu do lipidu (nAS/nLIP), który
szerzej opisano w Podrozdziale 13.1. Również ten wykres pokazuje, że w przypadku
pH 4.2 konieczne jest dwa razy większe stężenie askorbinianu sodu, aby uzyskać podobną
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Wykres 13.18: Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do substancji znajdu-
jącej się w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu dla liposomów: DOPC w pH 7.4 (czarny,
szary) oraz pH 4.2 (bordowy, czerwony).
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wartość ciepła kumulatywnego dla zadanego stosunku jonów askorbinowych do lipidu, jak
w pH 7.4.

13.5 Porównanie mierzonych oddziaływań z innymi mole-
kułami

W celu sprawdzenia, czy uzyskane rezultaty są charakterystyczne dla oddziaływań
pomiędzy jonami askorbinowymi a błoną lipidową, wykonano dodatkowe pomiary z wy-
korzystaniem innych cząsteczek. Wybrano molekuły hydrofilowe, które są transportowane
przez błonę komórkową na drodze dyfuzji prostej. Pomiary wykonano poprzez miareczko-
wanie liposomów o określonym stężeniu lipidu (DPPC) do komory pomiarowej, w której
znajdował się roztwór wybranych molekuł. Ze względu na hydrofilowy charakter wita-
miny C oraz założenie, że cząsteczka ta może przechodzić przez błonę lipidową na drodze
dyfuzji prostej, do porównania wybrano cząsteczki o podobnych właściwościach. Para-
metry każdej z nich, takie jak masę cząsteczkową, logarytm z współczynnika podziału
oktanol/woda (log (KO/W)), wartość pH odpowiadającą punktom pK oraz pole powierzchni
polarnej zestawiono w Tabeli 13.4.

Molekuły hydrofilowe oprócz ich możliwego transportu przez błonę lipidową wpły-
wają również na właściwości fizykochemiczne tej struktury. Mocznik i glicerol pełnią
rolę czynników chroniących błonę komórkową przed działaniem stresu osmotycznego
poprzez obniżenie potencjału chemicznego wody, który może prowadzić do szkodliwych
procesów takich, jak fuzja błon, wyciekanie zawartości komórki, przejścia fazowe w bło-
nie komórkowej [149]. Pokazano również, że obecność mocznika zapobiega przejściom
termodynamicznym z fazy ciekłokrystalicznej do żelowej błony lipidowej w stanie de-
hydratacji, oraz że zarówno mocznik, jak i glicerol stabilizują błonę lipidową w fazie
ciekłokrystalicznej [149]. Natomiast, przy użyciu modelu opartego o monowarsty lipidowe
pokazano, że glicerol usztywnia błonę lipidową [150], a glikol propylenowy destabili-
zuje jej lamelarną strukturę w temperaturze powyżej przejścia fazowego [151]. Z tych
względów wybrano te cząsteczki, jako punkt odniesienia do pomiarów z jonami askorbino-

Tabela 13.4: Zestawienie prezentujące wybrane właściwości witaminy C, d-sorbitolu, mocznika,
glicerolu, glikolu propylenowego.

Molekuła
Masa

cząsteczkowa
log(KO/W) pK

Pole
powierzchni

polarnej
[g/mol] - - [Å2]

Witamina C [144] 176.12 −1.85 4.2, 11.6 107
D-sorbitol [145] 182.17 −2.20 13.9 121
Mocznik [146] 60.06 −2.11 13.6 69
Glicerol [147] 92.09 −1.76 14.4 61

Glikol propylenowy [148] 76.09 −0.92 14.9 41
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Wykres 13.19: Termogramy prezentujące ciepło miareczkowania: (a) 5 mM liposomów DPPC
do 10 mM d-sorbitolu, (b) 5 mM liposomów DPPC do 5 mM mocznika (bufor 20 mM Hepes,
pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C, prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku:
3500 s, objętość nastrzyku: 20 µl. Dane zaprezentowane dla pojedynczego nastrzyku.

wymi. W tej część zaprezentowane zostaną wyniki pokazujące oddziaływania pomiędzy
wybranymi cząsteczkami a modelową błoną lipidową — liposomami.

Ze względu na założenie, że charakterystyczny kształt prezentowany na wcześniej-
szych termogramach może być powiązany z oddziaływaniem jonów askorbinowych i ich
transportem na drodze dyfuzji prostej przez błonę lipidową, porównano jak wygląda sygnał
dla innych molekuł, które charakteryzują się takim rodzajem transportu. Każdy z po-
miarów wykonano zgodnie z procedurą, jak dla jonów askorbinowych, zmieniając tylko
roztwór w komorze, a gdy było to konieczne, stężenie lipidu lub cząsteczek znajdujących
się w komorze pomiarowej. Na Wykresie 13.19 zaprezentowano dane rzeczywiste dla
miareczkowania 5 mM liposomów do 10 mM d-sorbitolu (Panel (a)) lub 5 mM mocznika
(Panel (b)). W obydwu przypadkach na termogramach można rozróżnić dwa procesy,
jednak sygnał jest mniej intensywny niż w przypadku oddziaływania pomiędzy jonami
askorbinowymi a błoną lipidową. W przypadku tych cząsteczek dla innych stosunków
molowych nie wykazano oddziaływania różniącego się statystycznie od pomiarów kontrol-
nych. Wartość zmiany entalpii molowej na nastrzyk dla zaprezentowanych danych wyniosła
∆Hmol =−7.4±1.9 kJ/mol dla mocznika oraz ∆Hmol =−2.0±0.6 kJ/mol dla d-sorbitolu,
co jest wartością o rząd mniejszą niż wartość dla jonów askorbinowych. Wskazuje to, że
oddziaływanie pomiędzy tymi cząsteczkami a błoną lipidową nie jest porównywalne pod
względem energetycznym.

W przypadku oddziaływań pomiędzy błoną lipidową a glicerolem oraz glikolem pro-
pylenowym nie zauważono analogicznych zmian na termogramie (reprezentatywne dane
zaprezentowano na Wykresie 13.20 oraz 13.21). Pomiary wykonano dla różnych stężeń
zarówno lipidu, jak i glicerolu/glikolu propylenowego w celu sprawdzenia, czy różny
stosunek molowy lipidu do wymienionych cząsteczek wpłynie na rodzaj oddziaływań,
jednak nie zauważono takiej zmiany. W przypadku zaprezentowanych termogramów wi-
doczny jest standardowy kształt piku, na podstawie którego nie można wyróżnić dwóch
procesów, jak w przypadku oddziaływania z jonami askorbinowymi. Wartość zmiany
entalpii przypadający na pojedynczy nastrzyk wynosiła ∆Hmol = 0.17±0.05 kJ/mol dla
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Wykres 13.20: Termogram prezentujący ciepło miareczkowania 5 mM liposomów DPPC do 0.5 mM
glicerolu, (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C, prędkość obrotów:
250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objętość nastrzyku: 20 µl.

glicerolu oraz ∆Hmol = 0.024±0.003 kJ/mol dla glikolu propylenowego, co o dwa rzędy
w przypadku glicerolu, oraz trzy rzędy dla glikolu propylenowego różni się względem
wartości uzyskanej dla jonów askorbinowych. Pomimo, że dane rzeczywiste w postaci
termogramów wskazują na proces egzotermiczny, po odjęciu odpowiednich wartości kon-
trolnych wyznaczona wartość zmiany entalpii molowej wskazuje na proces endotermiczny.
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Wykres 13.21: Termogram prezentujący ciepło miareczkowania 5 mM liposomów DPPC do 0.4 mM
glikolu propylenowego, (bufor 20 mM Hepes, pH 7.4). Parametry pomiarowe urządzenia: 25◦C,
prędkość obrotów: 250 rpm, czas nastrzyku: 300 s, objętość nastrzyku: 20 µl.
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Wykres 13.22: Zestawienie zmiany entalpii molowej ∆Hmol w funkcji wybranych właściwości
molekuł: (a) masy cząsteczkowej, (b) logarytmu z współczynnika podziału oktanol/woda (KO/W),
(c) wartości pH odpowiadającej punktom pKa, (d) pola powierzchni polarnej.

Uzyskany rezultat pozwala stwierdzić, że w tym przypadku występują niewielkie oddziały-
wania z błoną lipidową. Podobieństwo wyników dla glikolu propylenowego oraz glicerolu
wynika z podobnej budowy chemicznej tych związków oraz ich wpływu na właściwości
dwuwarstwy lipidowej.

W celu porównania uzyskanych wyników z pomiarów ITC na Wykresie 13.22 ze-
stawiono zmianę entalpii molowej w funkcji wybranych właściwości poszczególnych
molekuł, zaprezentowanych w Tabeli 13.4. Zestawienie miało na celu określenie, czy
któraś z wybranych cech molekuł może zostać powiązana z otrzymanymi rezultatami.
Analizując przygotowane zestawienia w przypadku masy cząsteczkowej oraz pola po-
wierzchni polarnej brakuje zależności, która pozwoliłaby stwierdzić, że ∆Hmol jest od nich
zależna. W przypadku logarytmu z współczynnika podziału oktanol/woda widoczne jest to,
że wszystkie hydrofilowe molekuły charakteryzują się mniejszą wartością ∆Hmol oprócz
witaminy C. Najciekawszy rezultat uzyskano w przypadku zestawienia ∆Hmol w funkcji
punktów pK wybranych molekuł. Na wykresie zestawiono tylko jedną wartość pK dla wi-
taminy C (pKa1 = 4.2), warto również podkreślić, że jest ona jedyną z wybranych molekuł,
która charakteryzuje się dwoma punktami pKa, a tym samym większą różnorodnością form
jonowych, jakie tworzy w środowisku wodnym. Widoczne jest to, że ∆Hmol dla wszystkich
molekuł o punkcie pKa > 12 przyjmuje niewielkie wartości bliskie zeru. Ze względu na
określony wybór molekuł do pomiarów i brak wyników dla pełnego przekroju różnorod-
nych cząsteczek nie można mówić tutaj o korelacji w uzyskanych rezultatach, jednak
wynik ten jest interesujący i może stanowić punkt wyjściowy do przyszłych prac ba-
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dawczych otwierający możliwość stworzenia macierzy korelacji pomiędzy parametrami
termodynamicznym uzyskanymi z pomiarów ITC a właściwościami fizykochemicznymi
molekuł.



Rozdział 14

Właściwości termodynamiczne
dwuwarstwy lipidowej w obecności
witaminy C

Podsumowując wyniki opisane w poprzednim rozdziale, pokazujące oddziaływania
pomiędzy jonami askorbinowymi a błoną lipidową, konieczne jest zwrócenie uwagi na
charakterystyczny sygnał zmiany mocy w funkcji czasu, który zaprezentowano w formie
termogramów. Uzyskane rezultaty, w tym wyznaczone wartości zmiany entalpii molowej,
jak i entalpii kumulatywnej pozwalają stwierdzić, że pomiędzy modelową błoną lipidową
a witaminą C dochodzi do wysokoenergetycznych oddziaływań w porównaniu do pomia-
rów kontrolnych. Jak wspomniano, wygenerowanie takiego sygnału może wskazywać na
redystrybucję tej molekuły w dwuwarstwie lipidowej lub jej transport na drodze dyfuzji
prostej.

W tym rozdziale zaprezentowana zostanie analiza danych uzyskanych podczas pomiaru
ITC z wykorzystaniem modeli pozwalających wyznaczyć wielkości powiązane z oddziały-
waniem molekuł z dwuwarstwą lipidową — współczynnik podziału błona/woda (KB/W)
oraz współczynnik przepuszczalności (P). Po raz pierwszy wykorzystano model [97] do
wyznaczenia współczynnika podziału błona/woda witaminy C w obecności modelowej
dwuwarstwy lipidowej, oraz przeprowadzono analizę danych uzyskanych podczas po-
miarów ITC z wykorzystaniem modeli kinetycznych w celu wyznaczenia współczynnika
przepuszczalności (P).

14.1 Współczynnik podziału

Parametrem, który charakteryzuje oddziaływania pomiędzy molekułą a błoną lipidową
jest współczynnik podziału błona/woda (KB/W). Z wykorzystaniem modelu opisanego
w literaturze [97] możliwe jest wyznaczenie tej wielkości na podstawie danych uzyska-
nych podczas pomiarów techniką ITC, które zaprezentowano w Rozdziale 13. W celu
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wyznaczenia współczynnika podziału błona/woda konieczne jest wykorzystanie zależności
pomiędzy zmianą entalpii kumulatywnej a stężeniem lipidu [97].

Zgodnie z modelem molowy współczynnik podziału Km definiowany jest jako:

Km =
cB

cLcF
, (14.1)

gdzie cB — stężenie molekuł znajdujących się w błonie lipidowej, cL — stężenie lipidów
w próbce, cF — stężenie molekuł w środowisku wodnym. Podczas pomiaru liposomy
o określonym stężeniu lipidów są wstrzykiwane do roztworu wodnego wybranej cząsteczki
(znajdującego się w komorze pomiarowej) w serii kilkunastu nastrzyków o wybranej obję-
tości (zazwyczaj 5–20 µl). Z każdym nastrzykiem w komorze dochodzi do oddziaływań
pomiędzy cząsteczkami a błoną lipidową, z którymi powiązane jest ciepło reakcji (δhi).
W idealnej sytuacji wraz z coraz to większą ilością moli lipidu w komorze ciepło reakcji
powinno maleć ze względu na coraz to mniejszą liczbę cząsteczek, które mogą związać się
z błoną [97]. Wykres prezentujący ciepło reakcji dla każdego nastrzyku lub ciepła kumula-
tywnego w funkcji stężenia lipidu (cL) umożliwia wyznaczenie molowego współczynnika
podziału Km oraz ciepła oddziaływania (∆HD). Poniżej znajduje się zależność pomiędzy
kumulatywnym ciepłem reakcji a powyższymi wielkościami:

i

∑
k=1

δhk = ∆HDVkomc0
D

Kmc0
L

1+Kmc0
L
, (14.2)

gdzie Vkom — objętość komory pomiarowej (1.014 ml), c0
D — stężenie molekuł w komorze

pomiarowej, c0
L — stężenie lipidów w komorze po i-tym nastrzyku. Km jest powiązany

ze współczynnikiem podziału KB/W poprzez zależność:

Km =
KB/W

cW

(
1+

cB

cL

)
, (14.3)

gdzie cW — stężenie molowe wody równe 55.5 M [97]. Po dopasowaniu Równania (14.2)
do danych rzeczywistych prezentujących entalpię kumulatywną w funkcji stężenia lipidu
możliwe jest wyznaczenie Km.

Wyznaczenie współczynnika podziału KB/W z wykorzystaniem przedstawionego po-
wyżej modelu wymagało uzyskania zależności zmiany entalpii kumulatywnej w funkcji
stężenia lipidu, oraz dopasowania do niej funkcji opisanej przez Równanie (14.2). Przy-
kładowe zależności dla dwóch wybranych rodzajów błony — DOPC + 15% mol DOPE
oraz DPPC (pomiar dla 25◦C) wraz z dopasowaniem zaprezentowano na Wykresie 14.1.
Współczynnik podziału KB/W wyznaczono dla jonów askorbinowych w obecności błony
lipidowej o różnym składzie, uporządkowaniu oraz pH środowiska wodnego. Rezultaty
zaprezentowano w Tabeli 14.1. Porównując pomiędzy sobą wartości wyznaczonego współ-
czynnika podziału (KB/W) dla próbki z liposomami DOPC z pozostałymi wariantami
pomiarowymi, nie zauważono statystycznie istotnej różnicy (N = 3, p > 0.05).
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Wykres 14.1: Reprezentatywne wyniki przedstawiające ciepło kumulatywne w funkcji stężenia
lipidu wraz z dopasowaniem funkcją (Równanie (14.2)). Zależności dla (a) 1mM liposomów DOPC
+ 15% mol DOPE, (b) 1mM liposomów DPPC w temperaturze 25◦C miareczkowanych do 10 mM
askorbinianu sodu.

Najbardziej istotny wniosek z uzyskanych wyników jest taki, że wartość współczynnika
podziału błona/woda (KB/W) różni się od danych literaturowych. Współczynnika podziału
oktanol/woda (KO/W) w zależności od metody, jaką został wyznaczony przyjmuje wartości
od −2.86 do −4.4 [17]. Pomimo znacznej rozbieżności danych literaturowych wskazują
one jednoznacznie na większe powinowactwo tej molekuły do środowiska polarnego.
Natomiast wyniki uzyskane w prowadzonych badaniach z wykorzystaniem modelowej
dwuwarstwy lipidowej wskazują na jej większe powinowactwo do środowiska niepolar-
nego — błony lipidowej, co znacznie wpływa na zdolność do przechodzenia przez błonę
lipidową na drodze dyfuzji prostej. Wynik ten jest interesujący, ponieważ pozwala postawić
hipotezę, że witamina C jest kolejnym przykładem cząsteczki, która nie spełnia zasady
Overtona. Potwierdzają to również obliczenia przedstawione w publikacji [17], gdzie
korzystając z zasady Overtona wyliczono współczynniki przepuszczalności w oparciu
o dostępne w literaturze wartości współczynnika podziału oktanol/woda (KO/W). Zapre-
zentowane rezultaty nie były zgodne z wartościami współczynnika przepuszczalności wy-
znaczonymi na podstawie danych eksperymentalnych z wykorzystaniem modelowych błon
lipidowych [15, 17]. Uzyskane wyniki mogą prowadzić do stwierdzenia, że współczynnik
podziału oktanol/woda (KO/W) nie jest dobrym parametrem w kontekście oddziaływania

Tabela 14.1: Zestawienie logarytmu ze współczynnika podziału, log(KB/W), dla jonów askorbino-
wych dla liposomów o różnym składzie lipidowym.

Próbka log(KB/W)

DOPC pH 7.4 3.3 ± 0.5
DOPC pH 4.2 2.7 ± 0.6

DOPC + 30% mol chol 2.9 ± 0.9
DOPC + 15% mol DOPE 3.3 ± 0.6
DOPC + 4.2% mol DOPE 3.6 ± 0.8

DPPC 25◦C 3.1 ± 0.7
DPPC 45◦C 3.4 ± 0.7
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wybranych cząsteczek z dwuwarstwą lipidową, i potwierdzić to, że oktanol nie stanowi
dobrego przybliżenia tej struktury [50].

14.2 Współczynnik przepuszczalności

Drugim z parametrów opisującym zachowanie molekuły w obecności dwuwarstwy
lipidowej jest współczynnik przepuszczalności (P). Dane uzyskane podczas pomiaru ITC
umożliwiły stworzenie modelu, który pozwala na wyznaczenie parametru charakteryzu-
jącego molekułę pod względem możliwego transportu przez błonę lipidową. Charaktery-
styczny kształt termogramów uzyskany podczas pomiarów oddziaływań pomiędzy jonami
askorbinowymi a dwuwarstwą lipidową porównano z danymi literaturowymi. W pierw-
szym kroku zweryfikowano, czy istnieje model pozwalający na wyznaczenie zmiany
stężenia jonów askorbinowych w funkcji czasu, związanej z ich możliwym transportem
przez błonę lipidową. Ze względu na brak takiego modelu umożliwiającego analizę da-
nych ITC, w kroku drugim porównano uzyskane charakterystyczne kształty termogramów
z danymi literaturowymi. Całą metodykę pozwalającą na wyznaczenie zmiany stężenia
jonów askorbinowych w funkcji czasu stworzono na podstawie modeli kinetycznych,
wykorzystanych do wyznaczenia szybkości reakcji enzymatycznych [130–132].

W celu wyznaczenia współczynnika przepuszczalności molekuły wykorzystano I Prawo
Ficka opisujące dyfuzję prostą cząsteczek:

J =−D
∂c
∂ t

, (14.4)

gdzie D — współczynnik dyfuzji, c — stężenie cząsteczek w czasie t. Wykonując odpo-
wiednie podstawienia z wykorzystaniem równań (3.2) i (3.4), otrzymano zależność:

dm
dt

1
A
= P

(
cout −

m(t)
Vlip

)
, (14.5)

gdzie m(t) — masa cząsteczek w czasie t, A — powierzchnia błony, P — współczynnik
przepuszczalności, cout — stężenie na zewnątrz błony, Vlip — objętość komórki (w tym
przypadku liposomu). Po dalszych przekształceniach otrzymano równanie w postaci:

dm
dt

=
PA
Vlip

(
cout

Vlip
−m(t)

)
, (14.6)

co przybliżono równaniem różniczkowym:

dx
dt

= a(b− x(t)) , (14.7)

którego rozwiązanie analityczne wygląda następująco:
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x(t) = b−Ce−at . (14.8)

Funkcję daną równaniem (14.8) można następnie dopasować do danych prezentujących
zależność masy cząsteczek od czasu. Następnie, przyrównując do siebie równania (14.6)
i (14.7), można wyznaczyć współczynnik przepuszczalności:

P =
aVlip

A
, (14.9)

gdzie P — współczynnik przepuszczalności, a — współczynnik z dopasowania Równa-
niem (14.8) do danych eksperymentalnych, Vlip — objętość komórki (w tym przypadku
modelu błony lipidowej), A — powierzchnia błony. Objętość oraz powierzchnię modelowej
błony lipidowej, czyli liposomów, wyznaczono na postawie poniższych zależności zgodnie
z pracą [152]. Zakładając sferyczny kształt liposomów, objętość pojedynczego liposomu
wyrażono wzorem na objętość sfery:

Vlip =
4
3
πr3, (14.10)

gdzie r — promień liposomów wyznaczony eksperymentalnie poprzez pomiar techniką
DLS. Całkowitą objętość liposomów w próbce wyznaczono na podstawie:

Vcal = NcalVlip, (14.11)

gdzie Ncal — całkowita liczba liposomów w próbce, Vlip — objętość liposomu. Liczbę
liposomów w próbce wyznaczono z zależności:

Ncal =
Nlip

Nlipid/liposom
, (14.12)

gdzie Nlip — liczba cząsteczek lipidu w próbce wyznaczona na podstawie stężenia molo-
wego lipidu, Nlipid/liposom — liczba cząsteczek lipidu przypadająca na liposom wyznaczona
zgodnie z:

Nlipid/liposom =
4πr2 +4π(r−h)2

a
, (14.13)

gdzie r — promień liposomu wyznaczony eksperymentalnie, h — grubość dwuwarstwy
fosfolipidowej budującej liposom (przyjęto h = 4.37 nm [153]), a — powierzchnia głowy
lipidowej budującej cząsteczkę lipidu (przyjęto a = 0.724 nm2 [154]).

Wyznaczenie współczynnika przepuszczalności poprzez dopasowanie Równania (14.8)
do danych rzeczywistych wymagało uzyskania zależności zmiany masy badanej cząsteczki
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Rysunek 14.1: Schemat procesu wyznaczenia współczynnika przepuszczalności w oparciu o dane
rzeczywiste uzyskane podczas pomiaru ITC. Zaprezentowano dane rzeczywiste dla pojedynczego
nastrzyku (po lewej), dane rzeczywiste po procesie dekonwolucji (pośrodku), zależność zmiany
stężenia w funkcji czasu, uzyskana poprzez opisane w tym rozdziale przekształcenia (po prawej).

w funkcji czasu. Wykorzystano do tego metodę analizy pojedynczych pików pozwalającą
na badanie kinetyk reakcji, głównie stosowaną do reakcji enzymatycznych [130–132].
Na Rys. 14.1 zaprezentowano uproszczony schemat umożliwiający wyznaczenie współ-
czynnika przepuszczalności. Po prawej stronie widoczny jest reprezentatywny termogram
dla pojedynczego nastrzyku uzyskany w trakcie badań oddziaływań jonów askorbino-
wych z błoną lipidową. Założono, że każdy z pików można podzielić na dwa procesy —
początkowy, krótszy, charakteryzujący się mniejszym wydzielonym ciepłem, odpowiada-
jący ciepłu rozcieńczenia oraz drugi, dłuższy, z odpowiednio większą wartością ciepła,
wynikającą z oddziaływań wybranej cząsteczki z błoną lipidową [15]. Dalsza analiza
wymagała wyodrębnienia danych odpowiadających drugiemu procesowi poprzez dekon-
wolucję. Następnie wyznaczono strumień przepływu masy cząsteczek przez błonę zgodnie
z równaniem:

F(Θ) =

∫ t
0 f (t)dt∫
∞

0 f (t)dt
, (14.14)

co w rezultacie pozwoliło na uzyskanie zależności zaprezentowanej na Rys. 14.1 (lewy
panel). Dopasowanie do niej Równania (14.8) i uzyskanie odpowiednich parametrów
umożliwia wyznaczenie współczynnika przepuszczalność błony na podstawie Równa-
nia (14.9).

Na Wykresie 14.2 zaprezentowano reprezentatywne zależności zmiany stężenia w funk-
cji czasu dla dwóch wybranych rodzajów błony wraz z dopasowaniem funkcją (Równa-
nie (14.8)). Analogiczne zależności wykreślono dla pozostałych wyników, co pozwoliło
wyznaczyć współczynnik przepuszczalności dla różnego składu błony lipidowej, uporząd-
kowania błony lipidowej oraz pH środowiska wodnego. W Tabeli 14.2 zaprezentowano
wyznaczone wartości współczynników przepuszczalności. Uzyskane rezultaty są zgodne
co do rzędu z wynikami literaturowymi uzyskanymi dla tego samego rodzaju modelu
błony lipidowej (wykorzystano inną technikę pomiarową oraz przedstawiono wyniki tylko
dla błony zbudowanej z DPPC) [155]. Wartość współczynnika przepuszczalności w pu-
blikacji [142] dla jonów askorbinowych wynosiła P = 1.1 · 10−8 cm/s, widoczna jest
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Wykres 14.2: Reprezentatywne wyniki przedstawiające przekształcenie danych rzeczywistych.
Zależności dla pojedynczego nastrzyku odpowiadają wykresowi: (a) 1 mM liposomy DOPC +
15% mol DOPE, (b) 1mM liposomy DPCC w temperaturze 25◦C miareczkowane do 10 mM
askorbinianu sodu wraz z dopasowaniem funkcją opisaną Równaniem (14.8).

różnica jednego rzędu względem wartości współczynnika przepuszczalności wyznaczonej
w prowadzonych badaniach. Dla kwasu askorbinowego wynosiła P = 3 ·10−12 cm/s [142],
co różni się o trzy rzędy względem uzyskanych wyników. Jednak wykorzystano tam
inny model dwuwarstwy lipidowej (BLM) oraz znacznie wyższe stężenia kwasu askorbi-
nowego (100 mM) nie odpowiadające fizjologicznemu zakresowi stężenia tej molekuły
w organizmie człowieka.

Porównując współczynnik przepuszczalności wyznaczony dla zaprezentowanych pró-
bek, w przypadku błony DOPC pH 7.4 oraz DOPC + 30% mol chol istnieje statystyczna
różnica (N = 3, p < 0.05) pomiędzy jego wartościami. Współczynnik przepuszczalno-
ści dla błony z cholesterolem jest o ponad połowę mniejszy, co wskazuje na wolniejszy
proces transportu przez dwuwarstwę lipidową. Rezultat ten jest zgodny z danymi lite-
raturowymi, które wskazują, że obecność tego sterolu w błonie lipidowej zmniejsza jej
przepuszczalność. W przypadku próbki DOPC + 15% mol DOPE oraz DOPC + 4.2% mol
DOPE widoczne jest trzykrotne zwiększenie wartości współczynnika przepuszczalności,
co potwierdza wstępne wnioski, które zostały opisane w Rozdziale 13. Obecność DOPE,
lipidu o innej geometrii, wpływa na przyspieszony proces dyfuzji jonów askorbinowych.

Dla błony DOPC pH 7.4 oraz błony DPPC (pomiar w temperaturze 25◦C) nie ma
statystycznie istotnej różnicy pomiędzy wartościami współczynnika przepuszczalności

Tabela 14.2: Współczynnik przepuszczalności P witaminy C dla liposomów o różnym składzie
lipidowym.

Próbka Współczynnik przepuszczalności P [ ·10−9 cm/s]
DOPC pH 7.4 2.96 ± 0.42
DOPC pH 4.2 1.99 ± 0.41

DOPC + 30% mol chol 1.21 ± 0.14
DOPC + 15% mol DOPE 6.72 ± 0.14
DOPC + 4.2% mol DOPE 5.64 ± 0.14

DPPC 25◦C 2.39 ± 0.54
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(N = 3, p > 0.05). W temperaturze 25◦C błona lipidowa DOPC znajduje się w fazie
ciekłokrystalicznej, natomiast błona DPPC w fazie żelowej. Inny stopień uporządkowania
błony lipidowej wraz z jednoczesnym brakiem różnicy w wartości współczynnika prze-
puszczalności może oznaczać, że organizacja części hydrofobowej nie wpływa na proces
oddziaływań witaminy C oraz jej możliwy transport przez błonę lipidową, a większą rolę
odgrywa interfaza.

Podsumowując rezultaty badań zaprezentowane w tym rozdziale, zarówno uzyskane
wartości współczynnika podziału błona/woda, jak i współczynnika przepuszczalności
wskazują, że pomiędzy jonami askorbinowymi a dwuwarstwą lipidową może dochodzi do
oddziaływań, których rezultatem jest transport jonów askorbinowych na drodze dyfuzji
prostej. Uzyskana wartość współczynnika podziału błona/woda witaminy C oznacza
większe powinowactwo tej molekuły do interfazy, co pokazano po raz pierwszy. Wartości
współczynników przepuszczalności wyznaczone z wykorzystaniem nowej metody analizy
danych ITC są zgodne co do rzędu z danymi literaturowymi, dodatkowo wraz ze zmianą
składu dwuwarstwy lipidowej wielkości te zmieniają się w oczekiwany sposób, zgodny
z właściwościami poszczególnych lipidów budujących dwuwarstwę lipidową.

14.3 Znaczenie wyznaczonych parametrów termodyna-
micznych w kontekście transportu witaminy C przez
dwuwarstwę lipidową

Do tej pory opisy mechanizmów dotyczących transportu witaminy C przez błonę
lipidową skupiały głównie swoją uwagę na transporterach białkowych. Jednak, jak wska-
zano na początku pracy takie podejście pozostawia nierozstrzygniętą kwestię tego, jak
dochodzi do wypływu jonów askorbinowych z komórki do macierzy zewnątrzkomórkowej,
co jest niezbędnym procesem do utrzymania określonej dystrybucji tej molekuły w po-
szczególnych komórkach [14]. Transportery SVCT1 oraz SVCT2 to główne struktury
umożliwiające napływ witaminy C do wnętrza komórek (z wyjątkiem erytrocytów, gdzie
transport odbywa się tylko poprzez transportery GLUT [3]), i utrzymanie jej wewnętrznego
stężenia na określonym poziomie. Jednak mechanizm wypływu tej molekuł nie został do
tej pory wyjaśniony.

Wykorzystanie dyfuzji prostej, jako procesu, który tłumaczyłby wypływ witaminy C
z komórki nie było brane pod uwagę ze względu na cechy tej molekuły — zbyt duży
rozmiar, ujemny ładunek jonu askorbinowego oraz współczynnik podziału oktanol/woda,
determinujący większe powinowactwo tej molekuły do części polarnej [9]. Uwzględniając
to, alternatywne mechanizmy transportu witaminy C przez błonę komórkową do środowi-
ska zewnętrznego, jakie zostały zbadane to m.in. transport przez kanały anionowe służące
do regulowania objętość komórki, homowymiana pomiędzy jonami askorbinowymi (z ang.
ascorbate-ascorbate homoexchange), transport przez koneksony (rodzaj połączeń szcze-
linowych), heterowymiana pomiędzy neuroprzekaźnikami — kwasem glutaminowym
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a jonami askorbinowymi (z ang. glutamate-ascorbate heteroexchange) oraz egzocytoza
z wykorzystaniem pęcherzyków zawierających jony askorbinowe [9].

Wymienione powyżej możliwe rodzaje transportu witaminy C, tłumaczące wypływ tej
molekuł z komórki, wciąż są badane ze względu na brak wyników, które potwierdzałyby
dominującą rolę któregoś z nich. Rezultaty badań dotyczące roli kanałów anionowych są
najbardziej obiecujące, jednak wskazują na to, że mniej niż 50% wszystkich jonów askor-
binowych może być transportowane w taki sposób. W przypadku homowymiany pomiędzy
jonami askorbinowymi wciąż nie odkryto transporterów, które pośredniczyłyby w tym
procesie, a w badaniach nie uwzględniono możliwej roli kanałów SVCT, które mogłyby
wpłynąć na uzyskane rezultaty [9]. Pozostałe mechanizmy charakteryzują się błędnymi za-
łożeniami, co pokazano eksperymentalnie (heterowymiana pomiędzy neuroprzekaźnikami
— kwasem glutaminowym a jonami askorbinowymi) lub koniecznością poszerzenia badań
o dodatkowe modele komórkowe i techniki eksperymentalne (transport przez koneksony,
egzocytoza z wykorzystaniem pęcherzyków, zawierających jony askorbinowe) [9].

Jak wskazano powyżej, to w jaki sposób witamina C jest transportowana na zewnątrz
komórki wciąż nie zostało wyjaśnione pomimo powstania modeli próbujących wyjaśnić ten
proces. Uzyskane w ramach prowadzonych prac rezultaty, a w szczególności wyznaczone
wartości współczynnika podziału błona/woda wskazujące na większe powinowactwo
jonów askorbinowych do dwuwarstwy lipidowej, oraz współczynnika przepuszczalności
pozwalają stwierdzić, że transport tej molekuły na drodze dyfuzji prostej może odgrywać
istotną rolę w możliwym modelu opisującym homeostazę witaminy C w organizmie
człowieka.



Rozdział 15

Fizykochemiczne właściwości
dwuwarstwy lipidowej w obecności
witaminy C

W tym rozdziale zostaną przedstawione wyniki dotyczące tego, jak na wybrane para-
metry fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej wpływa obecność jonów askorbinowych.
Wybrane właściwości fizykochemiczne to temperatura przejścia fazowego, mikrolepko-
ści dwuwarstwy lipidowej oraz ładunek powierzchniowy. Ze względu na ich specyfikę
oprócz bezpośredniego wskazania, czy wybrane właściwości ulegają zmianie pod wpły-
wem oddziaływań z witaminą C, dodatkowo możliwe będzie odniesienie do transportu
jonów askorbinowych przez dwuwarstwę lipidową. Wykonano również badania z wyko-
rzystaniem molekuł, których wyniki dla oddziaływań z błoną lipidową zaprezentowano
w Rozdziale 13. Ma to na celu określenie ich wpływu na wybrane właściwości dwuwarstwy
lipidowej w porównaniu do możliwego wpływu jonów askorbinowych.

15.1 Temperatura przejścia fazowego

W celu określenia wpływu witaminy C na właściwości fizykochemiczne dwuwar-
stwy lipidowej wyznaczono wielkości charakteryzujące termotropowe przejście fazowe
w błonie lipidowej. Temperatura przejścia fazowego oraz kooperatywność definiowana
między innymi, jako ilość łańcuchów alkilowych, które jednocześnie ulegają przejściu
fazowemu [138], to parametry pozwalające w ilościowy sposób określić, jak obecność
wybranych molekuł wpływa na ten proces. Wyznaczenie temperatury przejścia fazowego
(Tα) z wykorzystaniem DLS jest możliwe dzięki zmianie właściwości optycznych dwuwar-
stwy lipidowej w zależności od jej uporządkowania. Przy założeniu, że badane struktury,
w tym wypadku liposomy, nie zmieniają swojego kształtu ani rozmiaru w trakcie pomiaru,
możliwe jest skorelowanie zmian właściwości optycznych z procesem przejścia fazowego
w błonie lipidowej [106].
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Model pozwalający na wyznaczenie temperatury przejścia fazowego wykorzystuje
jedną z wielkości mierzonych w typowym pomiarze DLS. Parametrem tym jest średnia
liczba zliczeń fotonów na sekundę (z ang. mean count rate) [106], która jest wyznaczana
dla stałych parametrów urządzenia. Oznacza to, że w przeciwieństwie do standardowego
pomiaru techniką DLS, gdzie wartość wzmocnienia (z ang. attenuator) jest zmieniana
w zależności od zawartości próbki, w tej metodzie została ustawiona stała wartość tego
parametru, co umożliwiło powiązanie zmiany średniej liczby zliczeń fotonów na sekundę,
ze zmianą uporządkowania dwuwarstwy lipidowej. Zestawienie zmiany tego parametru
w funkcji temperatury prowadzi do uzyskania zależności zaprezentowanej na Wykre-
sie 15.1, z której możliwe jest wyznaczenie temperatury przejścia fazowego, poprzez
dopasowanie funkcją Boltzmanna:

y =
A1 −A2

1+ e
x−x0

∆x

+A2, (15.1)

gdzie y — średnia liczba zliczeń dla określonej temperatury, x — temperatura, A1 —
początkowa średnia liczba zliczeń fotonów (dla błony przed przejściem fazowym), A2 —
końcowa średnia liczba zliczeń fotonów (dla błony po przejściu fazowym), ∆x — szerokość
nachylenia, x0 — wartość odpowiadająca temperaturze przejścia fazowego definiowana
jako:

y(x0) =
A1 +A2

2
. (15.2)

A1

A2

y(x0)=(A1+A2)/2
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Rysunek 15.1: Schemat przedstawiający funkcję pozwalającą na wyznaczenie temperatury przejścia
fazowego z wykorzystaniem techniki DLS.



Fizykochemiczne właściwości dwuwarstwy lipidowej w obecności witaminy C 90

Modyfikacja Równania (15.1) zaprezentowana w [45] pozwala na wyznaczenia Tα oraz
parametru B definiowanego jako kooperatywność przejścia fazowego. Równanie ma postać:

y = b1 +m1 y+
b2 −b1 +m2 y−m1 y
1+10B(1/y − 1/Tα)

, (15.3)

gdzie m1 oraz b1 to, odpowiednio, współczynnik kierunkowy prostej oraz wyraz wolny
funkcji liniowej dopasowanej do danych przed przejściem fazowym, zaś m2 oraz b2

to, odpowiednio, współczynnik kierunkowy prostej oraz wyraz wolny funkcji liniowej
dopasowanej do danych po przejściu fazowym.

Reprezentatywne wyniki przedstawiono na Wykresie 15.1 dla próbki kontrolnej z li-
posomami DPPC. Korzystając z modelu opisanego powyżej, możliwe było wyznaczenie
temperatury przedprzejśca (Tβ) odpowiadającej przedprzejściu fazowemu (Lβ → Pβ), oraz
temperatury przejścia fazowego (Tα) odpowiadającej przejściu fazowemu (Pβ → Lα). Dla
pomiarów kontrolnych, których celem było sprawdzenie poprawności zastosowanej me-
tody, wyznaczono Tβ i Tα dla liposomów DPPC, następnie porównano uzyskane wartości
z danymi literaturowymi.

Uzyskane wartości Tβ = 31.6± 0.9◦C oraz Tα = 41.3± 0.1◦C wraz z wartością ko-
operatywności B = 1554± 75 są zgodne z danymi literaturowymi [106, 156, 157]. Na
Wykresie 15.2 zaprezentowano przykładowe dopasowanie Równaniem 15.3 do danych
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Wykres 15.1: Przebieg charakterystyki zmiany znormalizowanej średniej liczby zliczeń w funkcji
temperatury dla zakresu 27–45◦C dla 1 mM liposomów DPPC. Na wykresie oznaczono poszcze-
gólne stany termodynamiczne błony Lβ — faza żelowa, Pα — faza ripple phase, Lα — faza
ciekłokrystaliczna.
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Wykres 15.2: Znormalizowana średnia liczba zliczeń w funkcji temperatury dla 1 mM liposomów
DPPC wraz z dopasowaniem funkcją Boltzmanna.

rzeczywistych dla zakresu temperatur 37–45◦C. Analogiczne wykresy uzyskano dla li-
posomów DPPC w obecności jonów askorbinowych, jak i innych molekuł. Miało to na
celu porównanie, czy obecność wybranych cząsteczek wpływa na uporządkowanie błony
lipidowej. Dodatkowo dzięki dobraniu różnego rodzaju molekuł hydrofilowych możliwe
było sprawdzenie, czy wpływ jonów askorbinowych jest do nich porównywalny.

Wartość temperatury przejścia fazowego (Tα) oraz kooperatywność (B) wyznaczono
dla wszystkich próbek, co zestawiono w Tabeli 15.1. Porównując Tα dla próbki kontrolnej
oraz próbki z jonami askorbinowymi, pojawia się statystycznie istotna różnica (N = 3,
p < 0.05), wskazująca na obniżenie wartości tej wielkości w obecności jonów askorbi-
nowych. Dodatkowo można zaobserwować wzrost kooperatywności. Dane literaturowe
wskazują, że wpływ na zmianę kooperatywności ma głównie oddziaływanie form jono-
wych z dwuwarstwą lipidową, co w tym przypadku również ma zastosowanie ze względu
na to, że w pH 7.4 główną formą witaminy C jest jon askorbinowy. Wzrost kooperatyw-
ności w obecności jonów askorbinowych wskazuje na ich oddziaływanie z dwuwarstwą
lipidową oraz prawdopodobną lokalizację blisko grup polarnych lipidów [138]. Dodatkowo
na Wykresie 15.3 widoczny jest zanik przedprzejścia fazowego (Lβ → Pβ) w obecności
jonów askorbinowych. Jako, że proces ten związany jest z obszarem grup polarnych dwu-
warstwy lipidowej oraz interfazy, wskazuje to na możliwą interakcję jonów askorbinowym
z tą częścią błony lipidowej. Porównując uzyskane wartości temperatury Tα dla dwuwar-
stwy lipidowej w obecności innych molekuł w przypadku d-sorbitolu nie stwierdzono
statystycznie istotnej różnicy względem pomiaru kontrolnego (N = 3, p > 0.05), natomiast
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Wykres 15.3: Przebieg charakterystyki zmiany znormalizowanej średniej liczby zliczeń w funkcji
temperatury dla zakresu 27–45◦C dla 1 mM liposomów DPPC w obecności 10 mM askorbinianu
sodu. Na wykresie oznaczono poszczególne stany termodynamiczne błony: Lβ — faza żelowa, Pα

— faza ripple phase, Lα — faza ciekłokrystaliczna.

obecność glicerolu oraz glikolu propylenowego obniżyły wartość temperatury przejścia
fazowego podobnie, jak dla jonów askorbinowych. W przypadku kooperatywności różnice
dla poszczególnych molekuł są zbliżone do pomiarów kontrolnych, nie zauważono wzrostu
tego parametru, tak jak dla jonów askorbinowych. Jako, że wzrost kooperatywności jest
m.in. związany z oddziaływaniami jonów z dwuwarstwą lipidową, a wybrane molekuły:
d-sorbitol, glicerol oraz glikol propylenowy mają pKa równe 14 (dokładne dane znajdują
się w Tabeli 13.4) to brak zmiany tego parametru może wynikać z formy, w jakiej się
znajdowały.

Tabela 15.1: Temperatura przejścia fazowego Tα wyznaczona dla próbki kontrolnej — liposomów
DPPC oraz liposomów DPPC w obecności wybranych molekuł. Wielkości wyznaczono na pod-
stawie trzech niezależnych pomiarów i przedstawiono w postaci wartości średniej z odchyleniem
standardowym.

Próbka Tα [◦C] Kooperatywność B
DPPC 41.5 ± 0.1 1554 ± 74

10 mM askorbinian sodu 40.9 ± 0.1 2134 ± 121
10 mM d-sorbitol 41.5 ± 0.2 1411 ± 319
10 mM glicerol 40.9 ± 0.2 1593 ± 668

10 mM glikol propylenowy 40.8 ± 0.1 1366 ± 181
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15.2 Płynność dwuwarstwy lipidowej

Płynność błony lipidowej to parametr, na który główny wpływ ma rodzaj łańcuchów al-
kilowych budujących rdzeń dwuwarstwy lipidowej, stopień ich nasycenia oraz ich długość,
a jak pokazują badania również rodzaj grup polarnych [158]. Aby możliwe było okre-
ślenie, jak ta wielkość, charakteryzująca dwuwarstwę lipidową, zmienia się w obecności
wybranych cząsteczek, a szczególnie witaminy C, wykonano pomiary z wykorzystaniem
fluorescencji polaryzacyjnej.

Wybrana do pomiarów sonda fluorescencyjna — DPH, charakteryzuję się lokalizacją
w hydrofobowym rdzeniu, który tworzą łańcuchy alkilowe. Przy założeniu, że sonda znaj-
duje się w ciągłej, jednorodnej błonie tworzącej cienką, hydrofobową warstwę, można
uznać, że właściwości fizykochemiczne wybranej sondy, w każdym miejscu błony są
niezmienne. Wtedy mierzona zmiana anizotropii DPH może zostać powiązana ze zmianą
położenia sondy w funkcji czasu, a tym samym z jej ruchliwością i płynnością otaczającego
ją środowiska. Z wykorzystaniem pomiarów fluorescencji polaryzacyjnej możliwe jest wy-
znaczenie parametru powiązanego z płynnością błony lipidowej — lokalnej mikrolepkości
(η) [83]. Parametr ten definiuje się jako:

η =
2.4r

0.362− r
, (15.4)

gdzie r — anizotropia, wartość wyznaczona podczas pomiaru, zgodnie z metodyką opisaną
w Rozdziale 10.
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Wykres 15.4: Zmiana anizotropii dwuwarstwy lipidowej w obecności: askorbinianu sodu (czarny),
mocznika (czerwony) oraz d-sorbitolu (bordowy). Pomiary wykonano dla błony DOPC, wyniki
przedstawiono w formie wartości średniej z odchyleniem standardowym dla trzech powtórzeń.
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Pomiary wykonano z wykorzystaniem liposomów DOPC (cDOPC = 50 µM), które były
inkubowane z sondą fluroescencyjną (DPH) oraz wybranymi cząsteczkami o różnym stęże-
niu, tak aby końcowa wartość ułamka molowego wynosiła od 0 do 0.8. Oprócz określenia,
jak na mikrolepkość dwuwarstwy lipidowej wpływa obecność jonów askorbinowych, wy-
konano pomiary dla innych cząsteczek, których oddziaływanie z modelową błoną lipidową
zaprezentowano w Rozdziale 13.

Na Wykresie 15.4 zaprezentowano zmianę anizotropii w funkcji ułamka molowego
dla trzech cząsteczek: askorbinianu sodu, mocznika oraz d-sorbitolu. W przypadku askor-
binianu sodu widoczny jest spadek anizotropii wraz ze zwiększającą się ilością jonów
askorbinowych. Zależność ta charakteryzuje się podobnym przebiegiem dla mocznika oraz
d-sorbitolu. Porównując pomiędzy sobą uzyskane wartości, odpowiadające anizotropii
próbki z jonami askorbinowymi oraz z mocznikiem, występuje pomiędzy nimi statystycz-
nie istotna różnica (N = 3, p < 0.05), co wskazuje na to, że cząsteczki te w inny sposób
wpływają na rdzeń dwuwarstwy lipidowej. Podobnie prezentują się rezultaty porównujące
wpływ jonów askorbinowych oraz d-sorbitolu. Co istotne, porównując wartości anizotropii
dla próbek z mocznikiem oraz d-sorbitolem to znacząca statystycznie różnica pomiędzy
nimi pojawia się dopiero dla największej wartość ułamka molowego. Na Wykresie 15.5
zaprezentowano zmianę anizotropii, jednak w tym przypadku oprócz askorbinianu sodu
pokazano wyniki dla glicerolu oraz glikolu propylenowego. Zarówno w przypadku glice-
rolu, jak i glikolu propylenowego wartości anizotropii różnią się statystycznie dla każdej
wartości ułamka molowego względem próbki z jonami askorbinowymi (N = 3, p < 0.05).
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Wykres 15.5: Zmiana anizotropii dwuwarstwy lipidowej w obecności: askorbinianu sodu (czarny),
glicerolu (granatowy) oraz glikolu propylenowego (niebieski). Pomiary wykonano dla błony DOPC,
wyniki przedstawiono w formie wartości średniej z odchyleniem standardowym dla trzech powtó-
rzeń.
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Podobnie jest w przypadku, gdy porównano wartości anizotropii dla próbek z glicerolem
oraz glikolem propylenowym, które również różnią się od siebie statystycznie. Pomimo
tego widoczny jest zbliżony przebieg zmian tego parametru dla tych cząsteczek w funkcji
ułamka molowego. Wartości anizotropii rośnie do wartości ułamka molowego równej 0.4,
a następnie maleje.

Na podstawie wykonanych pomiarów techniką fluroescencji polaryzacyjnej, z wy-
korzystaniem Równania (15.4) wyznaczono lokalną mikrolepkość błony lipidowej, co
zestawiono w Tabeli 15.2. Spadek mikrolepkości najbardziej widoczny jest w przypadku
askorbinianu sodu (∆ η = 24.8). Zmiana tej wartości dla mocznika wynosiła ∆η = 9.3,
a ∆η = 14.4 dla d-sorbitolu. W przypadku glicerolu (∆η = 26.0) oraz glikolu propyleno-
wego (∆η = 13.9) dochodzi do wzrostu tego parametru dla ułamka molowego równego
0.4, a następnie mikrolepkość maleje i wraca do wartości początkowej.

Podsumowując uzyskane rezultaty, obecność jonów askorbinowych w próbce wpływa
na anizotropię, a tym samym mikrolepkości dwuwarstwy lipidowej. Wraz ze wzrostem
ilość moli tej substancji zmniejsza się mikrolepkość, a tym samym wzrasta nieuporząd-
kowanie błony i jej płynność. Podobny efekt uzyskano dla mocznika oraz d-sorbitolu.
W przypadku glicerolu oraz glikolu propylenowego początkowo zwiększająca się ilość
tych cząsteczek, zwiększa uporządkowanie w błonie lipidowej oraz zmniejsza płynność
dwuwarstwy lipidowej, jednak po przekroczeniu określonego stosunku mikrolepkość
wraca do wartości początkowej. Dane literaturowe wskazują, że glicerol zwiększa uporząd-
kowanie oraz sztywność błon biologicznych [150]. Porównując wpływ innych cząsteczek
na płynność błony lipidowej, to w przypadku cząsteczek hydrofobowych, takich jak α-to-
koferol, czy amfifilowych, jak pochodna kwasu askorbinowego — estry alkilowe kwasu
askorbinowego zwiększają one anizotropię dwuwarstwy lipidowej [159, 160]

Analizując zmianę anizotropii, a tym samym płynności dwuwarstwy lipidowej, w kon-
tekście jej przepuszczalności, to jak pokazują badania z wykorzystaniem różnych molekuł
(m.in. mocznika, czy amoniaku) wraz ze wzrostem płynności błony lipidowej zwiększa
się jej przepuszczalność [161]. Podobny charakter zmiany anizotropii w funkcji rosną-
cego ułamka molowego (Wykres 15.4) dla cząsteczek kontrolnych (mocznika, d-sorbitolu)
oraz askorbinianu sodu może być kolejnym parametrem wskazującym na zdolność tej

Tabela 15.2: Wyliczone wartości mikrolepkości na podstawie pomiaru anizotropii dla pięciu różnych
cząsteczek: askorbinianu sodu, mocznika, d-sorbitolu, glicerolu oraz glikolu propylenowego.

Ułamek
molowy

Mikrolepkość [cP]

Askorbinian
sodu

Mocznik D-sorbitol Glicerol
Glikol

propylenowy
0 78.7 ± 1.4 78.7 ± 1.4 78.7 ±1.4 78.7 ± 1.4 78.7 ± 1.4

0.2 62.0 ± 0.7 75.0 ± 0.5 74.6 ± 0.5 95.1 ± 0.4 87.4 ± 0.3
0.4 63.8 ± 0.5 74.6 ± 0.4 76.0 ± 0.9 105.1± 0.2 92.6 ± 1.4
0.6 59.1 ± 0.3 69.5 ± 1.8 71.1 ± 0.5 81.3 ± 0.9 86.3 ± 0.1
0.8 53.9 ± 1.4 64.3 ± 0.5 69.4 ± 0.2 78.8 ± 0.4 79.7± 0.9
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cząsteczki do dyfuzji prostej przez błonę lipidową. Dodatkowo uwzględniając znaną
z literatury wartość współczynnika podziału oktanol/woda, wskazującą na hydrofilowy
charakter witaminy C, nie powinno się obserwować wpływu tej molekuły na płynność dwu-
warstwy lipidowej powiązanej z jej hydrofobową częścią. Jednak wartość współczynnika
podziału błona/woda uzyskana w prowadzonych badaniach jest spójna z uzyskanymi rezul-
tatami, wskazującymi na wpływ jonów askorbinowych na uporządkowanie hydrofobowego
obszaru dwuwarstwy lipidowej.

15.3 Ładunek powierzchniowy

W celu określenia, jak zmienia się wartość ładunku powierzchniowego błony lipido-
wej w obecności jonów askorbinowych wykonano pomiary z wykorzystaniem techniki
elektroforetycznego rozpraszania światła. Umożliwia ona pomiar mobilności elektrofore-
tycznej oraz wyznaczenie potencjału zeta. Mobilność elektroforetyczna jest powiązana
z ładunkiem efektywnym (Qef), czyli ilością ładunków, przypadającą na jedną strukturę,
w tym przypadku na jeden liposom, poprzez równanie:

Qef =
µe

6πηr Ref
, (15.5)

gdzie µe — mobilność elektroforetyczna, ηr — lepkość ośrodka, Ref — promień efektywny
badanej struktury, definiowany jako wielkość badanej struktury wraz z warstwą Sterna.

Dla odpowiednio niskich wartość elektrolitów w próbce (10–100 mM), potencjał zeta
jest dobrym przybliżeniem ładunku powierzchniowego [162]. Do pomiarów wybrano

P
ot
en
cj
ał
	z
et
a	
[m
V
]

0

1

2

3

4

5

	

Stosunek	nlipid/ncząsteczka
0 25 50 75 100

	

Askorbinian
D-sorbitol
Mocznik
Glicerol
Glikol

Wykres 15.6: Zmiana potencjału zeta w funkcji stosunku molowego lipidów do wybranych cząste-
czek.
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błonę lipidową zbudowaną z lipidów DOPC, które to są lipidami obojnaczymi, a wartość
potencjału zeta dla takich liposomów powinna przyjmować wartość zbliżoną do zera.
Liposomy o określonym stężeniu lipidu (cDOPC = 1 mM) inkubowano przez trzy godziny
w temperaturze 37◦C, a następnie wykonano pomiar. Podobnie, jak w przypadku poprzed-
nich właściwości fizykochemicznych oprócz pomiarów dla jonów askorbinowych w celu
porównania wybrano inne molekuły. Na Wykresie 15.6 zaprezentowano, jak zmienia się
wartość potencjału zeta w funkcji stosunku molowego lipidów do określonej substancji. Dla
próbki kontrolnej, liposomów DOPC, uzyskano wartość potencjału zeta (ζ0 = 0.5±0.2).
Ze względu na to, że błona liposomów zbudowana jest z lipidów o ładunku neutralnym,
wartość potencjału zeta powinna być bliska zeru. Na możliwe odchylenia mogą wpływać
grupy polarne, polaryzacja wody, jak i możliwe zanieczyszczenia w próbce [158, 163].
Gdy w próbce oprócz modelowej błony lipidowej — liposomów, znajdują się jony askorbi-
nowe, potencjał zeta wzrasta w niewielkim stopniu (∆ζ = 2.1 mV). W przypadku próbki,
gdzie znajdują się jony askorbinowego, wartość potencjału zeta rośnie wraz ze wzrostem
stosunku molowego, jednak od nlipid/ncz = 50 następuje stabilizacja tej wielkości, co
znajduje także odzwierciedlenie w niewykryciu statystycznie istotnej różnicy pomiędzy
średnimi wartościami ζ dla nlipid/ncz = 50 oraz 100 (N = 3, p > 0.05). Analogicznie
prezentują się rezultaty dla pomiarów z innymi molekułami. Porównując pomiędzy sobą
wartości potencjału zeta dla próbek z askorbinianem sodu oraz innymi cząsteczkami, to dla
każdej wartości stosunku molowego nlipid/ncz pojawiają się statystycznie istotne różnice.
Podobnie, jak w przypadku mikrolepkości można zauważyć, że wartości dla d-sorbitolu
oraz mocznika, jak i glikolu propylenowego oraz glicerolu są do siebie zbliżone. Może
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w funkcji stosunku molowego lipidów do wybranych cząsteczek.
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to wynikać z podobnego rodzaju oddziaływań tych cząsteczek z błoną lipidową, jak i ich
właściwości.

Wykorzystując Równanie (15.5) wyznaczono wartość ładunku efektywnego, czyli
wielkość określającą, jaka liczba ładunków przypada na jeden liposom. Jako promień efek-
tywny wykorzystano zmierzoną wartość średnicy hydrodynamicznej. Biorąc pod uwagę, że
warstwę Sterna stanowi kilka warstw cząsteczek wody zmierzona wartość średnicy hydro-
dynamicznej stanowi dobre przybliżenie promienia efektywnego badanej struktury [163].
Wyznaczoną wartość ładunku efektywnego oraz zmianę mobilność elektroforetycznej
zaprezentowano na Wykresie 15.7. Zmiana ładunku efektywnego w funkcji stosunku
molowego dla każdej z molekuł przebieg w analogiczny sposób, jak zmiana potencjału
zeta. W przypadku obecności jonów askorbinowych w próbce ilość ładunków efektywnych
rośnie dwudziestokrotnie względem wartości początkowej.

Analogicznie, jak w Rozdziale 13 zaprezentowano zestawienie ładunku efektywnego
w funkcji wybranych właściwości fizykochemicznych molekuł, co przedstawiono na Wy-
kresie 15.8. Można zaobserwować, że wraz ze wzrostem masy cząsteczkowej zmniejsza
się ilość ładunków efektywnych na powierzchni liposomów, podobną zależność można
zauważyć w przypadku wartości logarytmu z współczynnika podziału oktanol/woda. Wraz
ze zmniejszeniem tej wielkości spada liczba ładunków efektywnych. W przypadku punk-
tów pKa, podobnie jak dla zestawień prezentujących zmianę entalpii molowej w funkcji
tego parametru, ciężko jest ocenić, czy wielkość ta ma znaczenie, ze względu na brak
danych dla całego przekroju osi pH. Na Wykresie 15.9 zestawiono zmianę ładunku efek-
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Wykres 15.9: Zestawienie zmiany ładunku efektywnego Qef w funkcji wartości mikrolepkości
wybranych molekuł uzyskanej podczas wykonanych pomiarów.

tywnego w funkcji wartości mikrolepkości, którą wyznaczono w trakcie prowadzenia
badań. Widoczny jest wzrost ładunku efektywnego wraz ze wzrostem mikrolepkości dla
trzech molekuł — witaminy C, mocznika oraz d-sorbitolu, co może wskazywać, że te
istnieje grupa cząsteczek, dla której te parametry są ze sobą skorelowane.

Dodatkowo, aby sprawdzić, czy oprócz zmiany potencjału zeta obecność cząsteczek
wpływa na średnicę hydrodynamiczną (Dh) liposomów, wykonano pomiary techniką
DLS. Uzyskane wartość prezentujące średni rozkład wielkości liposomów oraz PDI dla
badanych próbek, zestawiono w Tabeli 15.3. Dla próbki kontrolnej, czyli liposomów DOPC,
średnica hydrodynamiczna wynosiła Dh = 152 nm, natomiast w obecności askorbinianu
sodu wartość tego parametru spadła do Dh = 116 nm, co przesuwa rozkład prezentujący
średnicę struktur w próbce w stronę mniejszych wartości wraz ze zwiększoną ilością jonów
askorbinowych. Podobna zmiana widoczna jest dla pozostałych cząsteczek. Zjawisko
to może wynikać z obecności jonów w roztworze, co wpływa na grubość podwójnej
warstwy elektrycznej, określanej jako długość Debay’a [121]. Jednak, w takim przypadku

Tabela 15.3: Rozkład rozmiarów oraz polidyspersyjność dla liposomów w obecności różnych
cząsteczek. Wynik przedstawiono w formie wartości średniej z trzech pomiarów.

Próbka Dh [nm] PDI
Kontrola 152 ± 35 0.15 ± 0.03

Askorbinian sodu 116 ± 25 0.08 ± 0.01
Mocznik 115 ± 31 0.09 ± 0.01

D-sorbitol 115 ± 27 0.07 ± 0.01
Glicerol 115 ± 28 0.09 ± 0.01

Glikol propylenowy 120 ± 26 0.09 ± 0.01



Fizykochemiczne właściwości dwuwarstwy lipidowej w obecności witaminy C 100

wartość średnicy hydrodynamicznej powinna zmniejszać się wraz ze wzrostem stężenia
substancji w próbce, czego nie zaobserwowano. Ze względu na to, że dzięki pomiarowi
DLS mierzony jest rozkład rozmiarów, lokalna zmiana średnicy hydrodynamicznej mogła
zostać nie zaobserwowana [121].



Część IV

Podsumowanie i wnioski
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Głównym celem prowadzonych badań było określenie, jak możliwe oddziaływania
pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową wpływają na właściwości fizykochemiczne
błony lipidowej z jednoczesnym odniesieniem uzyskanych rezultatów do transportu wi-
taminy C przez błonę komórkową. Na początku postawiono trzy tezy badawcze, które
stanowiły punkt wyjściowych w prowadzonych badaniach.

Pierwsza część pracy prezentująca wyniki eksperymentalne, potwierdziła tezę, że
pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową zachodzą wysokoenergetyczne oddziały-
wania. Co więcej, w zależności od składu lipidowego oddziaływania te zmieniają swoją
specyfikę. Obecność cholesterolu wydłuża proces dochodzenia do równowagi, a DOPE
przyspiesza z jednoczesnym obniżeniem wartości ciepła wydzielonego podczas zacho-
dzących oddziaływań. Natomiast obecność ujemnie naładowanego lipidu DOPS zmienia
charakter mierzonych oddziaływań z egzotermicznych na endotermiczne. Wyniki zapre-
zentowane dla oddziaływań z dwuwarstwą lipidową o różnym uporządkowaniu (w fazie
żelowej oraz ciekłokrystalicznej) wskazały, że parametr ten nie wpływa na uzyskane
rezultaty. W przypadku zmiennego pH środowiska wodnego zmierzono, jak zmieniają
się oddziaływania w pH fizjologicznym (7.4) oraz równym punktowi pKa kwasu askor-
binowego (pKa1 = 4.2). Wyniki wskazują, że główną formą witaminy C, która generuje
wysokoenergetyczne oddziaływania są jony askorbinowe.

Uzyskane rezultaty stanowiły podstawę do drugiej części badań, w której przy wy-
korzystaniu odpowiednich modeli wyznaczono współczynnik podziału błona/woda oraz
współczynnik przepuszczalności dla jonów askorbinowych. Dzięki specyficznym oddzia-
ływaniom pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową, dane rzeczywiste z pomiarów
kalorymetrycznych pozwoliły na wykorzystanie znanego z literatury modelu stosowanego
do wyznaczenia współczynnika podziału błona/woda oraz stworzenie nowego modelu,
na podstawie zależności stosowanych w badaniach dotyczących wyznaczenia kinetyki
reakcji enzymatycznych, pozwalającego wyznaczyć współczynnik przepuszczalności.
W przypadku współczynnika podziału błona/woda uzyskane rezultaty wskazują na więk-
sze powinowactwo witaminy C do dwuwarstwy lipidowej niż do środowiska wodnego
(log(KO/W) wynoszący od 2.7 do 3.6 w zależności od składu dwuwarstwy lipidowej), co
jest wynikiem przeciwnym do wartości klasycznego współczynnika oktanol/woda dla wi-
taminy C, wskazującym na jej większe powinowactwo do środowiska wodnego. Uzyskane
rezultaty współczynnika przepuszczalności są zgodne, co do rzędu, z wartościami literatu-
rowymi, oraz potwierdzają wstępne wnioski z części pierwszej dotyczącej wpływu składu
dwuwarstwy lipidowej na transport witaminy C. Potwierdza to, że wyznaczone parametry
termodynamiczne oraz uzyskane dane rzeczywiste z pomiarów oddziaływań pomiędzy
witaminą C a dwuwarstwą lipidową umożliwiły wyznaczenie wielkości charakteryzujących
transport witaminy C przez błonę lipidową.

Ostatnim celem prowadzonych badań było określenie, czy witamina C wpływa na
właściwości fizykochemiczne dwuwarstwy lipidowej. Wykonano pomiary pozwalające
stwierdzić, czy obecność tej molekuły zmienia wartość temperatury przejścia fazowego,
mikrolepkości oraz ładunku powierzchniowego dwuwarstwy lipidowej. Obecność jonów
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askorbinowych doprowadziła do zaniku przedprzejścia fazowego oraz w niewielkim stop-
niu obniżyła temperatury przejścia fazowego. Proces ten można powiązać z wpływem
jonów askorbinowych na interfazę dwuwarstwy lipidowej. Witamina C zmienia płynność
hydrofobowego obszaru błony lipidowej, co jest interesującym rezultatem. Znany z litera-
tury hydrofilowy charakter tej molekuły wskazywałby, że nie powinna ona oddziaływać
oraz ulegać dystrybucji w fazie hydrofobowej. Jednak wynik ten jest spójny z wyznaczoną
wartością współczynnika podziału błona/woda, wskazującą na większe powinowactwo
witaminy C do dwuwarstwy lipidowej.

Podsumowując powyższe, w ramach prowadzonych badań sformułowano następujące
wnioski odnoszące się do postawionych tez badawczych:

1. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczku-
jącej potwierdziły występowanie wysokoenergetycznych oddziaływań pomiędzy
witaminą C a modelem błony lipidowej, w tym:

• Obecność cholesterolu, DOPE oraz DOPS w składzie dwuwarstwy lipidowej
wpływa na mierzone oddziaływania, czego nie zauważono dla zmiennego
uporządkowania błony lipidowej.

• Różnice w oddziaływaniach w zależności od pH środowiska wskazują, że za
wysokoenergetyczne oddziaływania odpowiedzialna jest witamina C w formie
jonów askorbinowych.

2. Uzyskane parametry termodynamiczne z badań kalorymetrycznych umożliwiły
wyznaczenie wielkości charakteryzujących transport witaminy C przez dwuwarstwę
lipidową, w tym:

• Wyznaczono współczynnik podziału błona/woda dla witaminy C, którego
wartość wskazuje na większe powinowactwo tej molekuły do środowiska
niepolarnego.

• Wyznaczono współczynnik przepuszczalności witaminy C przez dwuwarstwę
lipidową o różnym składzie wykorzystując nową metodę analizy danych.

• Obecność cholesterolu obniża wartość współczynnika przepuszczalności, nato-
miast DOPE zwiększa, co jest zgodne z wpływem tych lipidów na właściwości
błony lipidowej.

3. Oddziaływania pomiędzy witaminą C a dwuwarstwą lipidową wpływają na niektóre
z jej właściwości fizykochemicznych, a dokładniej:

• Wykazano, że obecności jonów askorbinowych obniża temperaturę przejścia
fazowego oraz doprowadza do zaniku przedprzejścia fazowego, co można
powiązać z jej wpływem na interfazę dwuwarstwy lipidowej.

• Witamina C wpływa na płynność hydrofobowego obszary błony lipidowej, co
wraz z uzyskaną wartość współczynnika podziału błona/woda może wskazywać
na transport tej molekuły na drodze dyfuzji pasywnej.
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Podsumowanie przeprowadzonych badań wymaga odniesienia się do aktualnego stanu
wiedzy dotyczącego transportu witaminy C przez błonę komórkową opisanego w Roz-
dziale 1. Opierając się na poznanych do tej pory modelach opisujących transport tej
molekuły przez błonę komórkową w organizmie człowieka, pojawia się klika problema-
tycznych kwestii, które nie zostały wyjaśnione. Porównując wartość stężenia witaminy C
w przestrzeni zewnątrzkomórkowej (40–400 µM [164]) ze stężeniem w wybranych komór-
kach (od 0.05 mM w erytrocytach do 10 mM w neuronach [2]), konieczne jest zwrócenie
uwagi na to, jak duży gradient stężeń występuje pomiędzy przestrzenią zewnątrz- oraz
wewnątrzkomórkową. O ile poznane do tej pory i zbadane transportery białkowe (SVCT1
oraz SVCT2) odgrywają kluczową rolę w procesie przenoszenia witaminy C do wnętrza
komórki, to brak wyjaśnienia przeciwstawnego mechanizmu, który przy tak dużych różni-
cach wartość stężeń, jest konieczny do wygenerowania określonego poziomu witaminy C
w wybranych tkankach. W Rozdziale 1 opisano wchłanianie jonów askorbinowych w je-
licie, i zwrócono uwagę na to, że w modelu opisującym przepływ tych jonów brakuje
elementu dotyczącego procesu wypływu witaminy C do przestrzeni międzykomórkowych,
jak i wnętrza jelita. Innym przykładem są komórki znajdujące się w mózgu. Neurony pro-
dukują DHA, które jest redukowane w astrocytach do jonów askorbinowych. Nie poznano
do tej pory mechanizmu, który odpowiadałby za wypływ tych jonów do przestrzeni zewną-
trzkomórkowej [14]. Nie można tutaj zapomnieć o transporterach GLUT, które również
biorą udział w pośrednim transporcie witaminy C. Jednak, ze względu na niskie stężenie
DHA we krwi (< 2µM), nie można uznać tego mechanizmu transportu witaminy C za
dominujący w utrzymaniu jej lokalnej homeostazy [14].

Jak pokazano w prowadzonych badaniach możliwy mechanizm transportu witaminy C
na drodze dyfuzji prostej, może być brakującym elementem w spójnym opisie transportu
tej molekuły przez błonę komórkową. Do tej pory, ze względu na hydrofilowy charakter
witaminy C nie uważano, że transport na drodze dyfuzji prostej przez hydrofobowy rdzeń
dwuwarstwy lipidowej może stanowić istotny wkład w mechanizmy transportu tej czą-
steczki. Jednak, jak pokazano w prowadzonych badaniach, wartość współczynnika podziału
błona/woda różni się do danych literaturowych (log(KO/W) od 2.7 do 3.6 w zależności od
składu dwuwarstwy lipidowej). Ten wynik wraz z pozostałymi rezultatami pokazującymi,
że obecności witaminy C prowadzi do określonych oddziaływań z dwuwarstwą lipidową,
a w szczególności z jej interfazą, wskazuje na to, że transport na drodze dyfuzji prostej
może być brakującym elementem modelu opisującego utrzymanie lokalnej homeostazy
witaminy C, jak pokazano w [14]. Dodatkowo uzyskane rezultaty stanowiły punkt wyj-
ściowy w modelu opisującym dochodzenie do równowagi wewnątrzkomórkowego stężenia
jonów askorbinowych, i jego możliwej aplikacji w doustnej podaży witaminy C [165].
Pokazuje to istotność prowadzonych badań oraz wskazuje potencjalne ich zastosowanie.
Dodatkowo metoda izotermicznej kalorymetrii miareczkującej będąca główną techniką
pomiarową w prowadzonych badaniach, oraz stworzony model analizy danych może zostać
szeroko zastosowana w charakteryzacji oddziaływań pomiędzy liposomalnymi nośnikami
leków (m.in. stosowanymi w szczepionkach mRNA) a strukturami biologicznymi. Takie
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badania są niezwykle istotne w kontekście biodostępności, efektywności działania, jak
i wystąpienia możliwych działań niepożądanych substancji leczniczych.
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somów do substancji znajdującej się w komorze pomiarowej — askorbi-
nianu sodu dla liposomów DOPC + 4.2% mol DOPE (bordowy), DOPC
+ 15% mol DOPE (czerwony) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65



SPIS WYKRESÓW 125

13.12 Entalpia kumulatywna w funkcji stosunku molowego titrantu do sub-
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stancji znajdującej się w komorze pomiarowej — askorbinianu sodu
dla liposomów: DOPC w pH 7.4 (czarny, szary) oraz pH 4.2 (bordowy,
czerwony) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
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