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SAZETAK

ODREDIVANJE TEMPERATURE FAZNIH PRIJELAZA FOSFOKOLINSKIH |
FOSFOETANOLAMINSKIH LIPOSOMA FT-IR SPEKTROSKOPIJOM | DIFERENCIJALNOM
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Prijelaz lipida u lipidnim dvoslojima iz faze gela u fluidnu fazu javlja se pri temperaturi
meksanja (Tm) koja ovisi o van der Waalsovim interakcijama izmedu ugljikovodi¢nih lanaca molekula
lipida i nekovalentnim interakcijama izmedu polarnih skupina molekula lipida i molekula vode.
Standardna tehnika za odredivanje Tm je diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC), dok se FT-IR
spektroskopijom u temperaturno ovisnom nacinu snimanja mogu istodobno odrediti Tm i strukturne
promjene u slaganju lipida. U ovom diplomskom radu pripremljeni su lipidni dvosloji od 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolina (DPPC) i 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE) u
vodenoj otopini NaCl (100 mmol/L). Vrijednosti Tm su za oba uzorka odredene FT-IR
spektroskopijom i DSC metodom: na temelju FT-IR spektara analizom vrpci koje potjeéu od
simetri¢nog istezanja metilenskih skupina vsCH> i strizne vibracije metilenskih skupina yCH: te iz
pojedinih parametara DSC krivulje. Za dvosloj DPPC lipida Tm odredena spomenutim metodama je
unutar granica nesigurnosti, dok je za DPPE lipid opazeno odstupanje od ~2 °C. Opazena odstupanja
pripisana su promjenama nekovaletnih interakcija izmedu nepolarnih i polarnih skupina kod DPPE
lipida u lipidinom dvosloju.
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Transition of lipids in lipid bilayers from gel to fluid phase occurs at melting temperature (Tm),
which depends on van der Waals interactions between hydrocarbon chains and noncovalent
interactions created by lipid polar groups with water molecules. Standard technigque for determination
of T is differential scanning calorimetry (DSC), whereas FT-IR spectroscopy applied in temperature-
dependent regime provides simultaneously Tm and lipid structural order changes. In this diploma work
lipid bilayers are made of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phoshocholine (DPPC) and 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DPPE) dissolved in NaCl water solution (100 mmol/L). For both
sample sets Tm values were determined using FT-IR spectroscopy and DSC: in FT-IR spectra the
bands originated from symmetric methylene group stretching vsCH, and methylene group scissoring
vCH; were analyzed, and from particular parameters from a DSC curve. Tr, determined by these two
methods coincides for bilayers made of DPPC lipids, whereas a discrepancy of ~2 °C was observed
for DPPE lipid. Observed deviations were attributed to unsynchronized changes in noncovalent
interactions between nonpolar and polar groups of DPPE lipids in the lipid bilayer.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Struktura 1 funkcija bioloskih membrana rezultat su interakcija izmedu njezinih
sastavnih dijelova. Medu najvaznije sastojke bioloskih membrana ubrajaju se lipidi,
amfipatske molekule koje se u vodenom okruzenju orijentiraju u dvosloje na na¢in da su
njihovi dugacki ugljikovodi¢ni lanci okrenuti jedni prema drugima, a polarne skupine prema
vodi. Modelne lipidne membrane Cesto koriStene u eksperimentalne svrhe su liposomi, sferne
strukture nalik vezikulama, i najéesée su gradene od vise lipidnih dvosloja.? Lipidi se mogu
razlikovati prema strukturi polarne glave i prema strukturi i duljini hidrofobnog repa;
primjerice, fosfokolini (engl. phosphatidylcholine, PC) imaju polarnu kolinsku skupinu, dok
fosfoetanolamini (engl. phosphatidylethanolamine, PE) imaju amino skupinu. Ovisno o
uredenju lipida u liposomu, razlikujemo razli¢ite faze lipida, npr. kristalini¢énu (Lc), gel (L"),
valovitu (Pg’) te fluidnu (L.) fazu. Prijelaz iz jedne faze u drugu funkcija je strukture lipida i
javlja se pri odredenoj temperaturi. Glavnim faznim prijelazom koji pokazuju lipidni dvosloji
smatra se prijelaz iz gela u fluid pri temperaturi meksanja (Tm).* Tm lipida PE je veéa u
odnosu na Tm lipida PC zbog moguénosti stvaranja vodikovih veza izmedu amino skupina
lipida i molekula vode, dok kolinske skupine PC lipida nemaju tu mogucnost. Tm Se rutinski
odreduje diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry,
DSC) koja myjeri razliku u brzini zagrijavanja uzorka i referentnog materijala koja se ocituje
uslijed termotropnog dogadaja poput faznog prijelaza. UnatoC osjetljivosti u detekciji fazne
promjene, spomenuta tehnika nije u moguénosti opaZeni termotropni dogadaj interpretirati u
kontekstu promjene medumolekulskih interakcija lipida. Za razliku od DSC, infracrvena
spektroskopija s Fourierovim transformacijama (FT-IR) je analiticka metoda koja,
primijenjena u temperaturno-ovisnom rezimu, daje uvid u temperaturno-ovisne strukturne
promjene uzorka i to na razini funkcionalnih skupina. Fazni prijelaz iz FT-IR spektara rutinski
se odreduje iz temperaturno-ovisnog pomaka vrpci koje potjecu od vibracija metilenskih
skupina (—CH2—) ugljikovodi¢nih lanaca. Radi spomenute mogucnosti, FT-IR spektroskopija
se koristi ne samo za odredivanje temperature faznog prijelaza lipida ve¢ i za karakterizaciju

strukturnih promjena uzorka.®
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§ 1. Uvod 2

Svrha ovog rada je odrediti temperaturu meksanja (Tm) za odabrane lipide koji su
dvojni ioni (,,zwitterioni<): 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DPPC) i 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamin (DPPE) na dva nacina: FT-IR spektroskopijom i DSC-om. Uz
to, u ovom radu je na temelju FT-IR spektara Tm odredena analizom temperaturne ovisnosti
apsorbancije vrpci koje potjecu od vibracija pojedinih funkcionalnih skupina molekula.
Naposljetku, ovim se radom nastoji prikazati jedan originalan pristup u odredivanju Tm
pomocu FT-IR spektara, ali i ukazati na odredena odstupanja izmedu Tm vrijednosti odredenih

razli¢itim tehnikama za razlicite lipide.
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8§ 2. Literaturni pregled 3

§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura membrana i membranskih lipida

Membrane su dinamicke strukture koje predstavljaju granice izmedu stani¢nog
sadrZzaja 1 izvanstani¢noga prostora. PreteZzno se sastoje od lipida 1 proteina poslaganih u
dvosloj medu kojima brojne nekovalentne interakcije djeluju kooperativno i1 ¢ine membrane
jako fluidnim strukturama.! Usprkos frazi da su membrane dvodimenzionalne otopine
orijentiranih lipida i proteina ni molekule lipida ni proteina ne mogu slobodno prelaziti s
jedne na drugu stranu membranskog dvosloja. Na takav nacin se odrzava 1 sama asimetri¢nost
membrane jer je unutarnja strana (citoplazmatska) uvijek razli¢ita od vanjske (vanstani¢ni
prostor). Razlika izmedu vanjske i unutranje strane membrane vidljiva je 1 u vrijednosti
membranskog potencijala (unutrasnja strana je negativnija), $to ima jako vaznu ulogu u
transportu tvari, pobudljivosti stanica i pretvorbi energije.? Lipidne komponente &ine barijeru
za propusnost tvari kroz membranu, dok proteini djeluju kao transportni sustav crpki i kanala.
Zahvaljuju¢i svojoj strukturi membrane imaju znatnu ulogu u prijenosu, distribuciji,
aktivnosti 1 selektivnosti biomolekula i upravo je zbog toga vrlo vazno shvatiti molekulske

mehanizame interakcija razli¢itih biologkih molekula s lipidima u modelnim membranama.®

VANIJSKI MEDIJ

Ugljikohidratni
lanci

Proteini
STANIENA o0
MEMBRANA LA K S
1 I ﬁr&“ (\1\&“((\\\\ "!)l it 7 ) ,},f
& AT \)\1\_\\’&“-\‘1- o "'l’i’ll//;,,,
CITOSOL Transmembranski o .

kanal Lipidni dvosloj

Slika 1. Shematski prikaz membranskog dvosloja u biologkoj stanici.®
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§ 2. Literaturni pregled 4

domene, Kklastere ili agregate. Funkcija bioloskih membrana ovisi upravo o njihovom sastavu,
a one mogu sadrzavati stotine razli¢itih lipida i proteina.* Osim lipida i proteina, membrane
grade 1 Seceri, uglavnom u obliku glikolipida i oligosaharida koji takoder imaju funkcionalnu
ulogu.? Na temelju lakoée izdvajanja proteina iz membranskog dvosloja, proteine u
membranama dijelimo na: periferne i integralne ili transmembranske proteine. Periferni
membranski proteini su vezani polarnim interakcijama kao Sto su elektrostatske ili vodikove
veze za polarne glave lipida pa se nalaze na povrS§ini membrana. Oni su najeS¢e enzimi i
hormoni uklju¢eni u mnogobrojne bitne funkcije staniéne membrane. Integralni ili
transmembranski proteini su povezani ¢vrS¢im nepolarnim interakcijama za ugljikovodicne
lance masnih kiselina lipida (viSe o gradi lipida u sljede¢em odjeljku). Transmembranski
proteini imaju vaznu ulogu kao ionski kanali i proteinske pumpe te su kljuéni u transportu
tvari kroz membranu. Specificni periferni i transmembranski proteini su zasluzni za gotovo

sve njene funkcije osim barijere propusnosti za koju su odgovorni lipidi.?

5
O —%’ =0
7
HIDROFILNA ) CH,
GLAVA CH——CH,
I
% 0 &m0

d

P
(5]

Y

Nolelajoioi

HIDROFOBNI
REP

L0000

B NN S S T

R1

Slika 2. Struktura lipida: polarna glava okrenuta prema vodenom mediju, a nepolarni repovi
orijentirani prema unura$njosti membrane.!
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8§ 2. Literaturni pregled 5

Lipidi su amfipatske molekule gradene od hidrofobnih repova i hidrofilne glave (slika
2.). Polarne glave su sastavljene od polarnih skupina kao $to su fosfati, koje ostvaruju
interakcije s vodom, te su iz tog razloga okrenute prema vodenom mediju. Nepolarni repovi
su gradeni od dugih ugljikovodi¢nih lanaca masnih kiselina i ne reagiraju s vodom te su
orijentirani jedni prema drugima.* Masne kiseline mogu biti zasi¢ene i nezasiéene §to ovisi o
tome imaju li ili nemaju dvostruku vezu u ugljikovodi¢nom lancu. Sami naziv zasi¢enih
masnih kiselina govori da one sadrZe isklju¢ivo jednostruke veze, a nezasi¢ene masne kiseline
imaju jednu ili viSe dvostrukih veza. Nezasi¢ene masne kiseline postoje u dvije konfiguracije,
cis i trans. Vecina nezasi¢enih masnih kiselina ima cis konformaciju. Duljina alkilnog lanca i
stupanj zasi¢enosti lanca reguliraju svojstva masnih kiselina, a samim time i svojstva
membrana.*® Masne kiseline u Zivim organizmima obi¢no imaju od 14 do 24 C-atoma, a
najéescée su one sa 16 i 18 C-atoma.® Takva samoorganizacija lipida u dvosloje u vodenom
mediju je brz i spontan proces gdje su presudne hidrofobne interakcije izmedu alkilnih lanaca

razli¢itih lipidnih vrsta.*

Palmitinska(C16) Stearinska(C18) Oleinska(C18)

O\\C /D_ O\\C /0_ O\\C/Cl_
~ <
cH, CH, cH,
CH CH CH
2 2 2
C/L.Hz C/c_.H2 ) /:| I,
H H
N2 32 N2
/CH2 /CH2 /CHz
CH CH HC
o 2 i
/CH2 CH2 HC\
CH, CH, CH,
CH, _CH, CH,
CHI CH; CHZ
N ~ /
/CH2 /CH2 (_1‘{2
CH, CH, CH,
\ ~ 7

CH, CH, cH,
CH, cH,
CH; CH,

Slika 3. Primjeri osnovnih struktura zasi¢enih (palmitinska i stearinska) i nezasi¢enih

masnih kiselina (oleinska).
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8§ 2. Literaturni pregled 6

2.1.1. Vrste membranskih lipida

Postoje tri glavne skupine membranskih lipida s obzirom na vrstu polarne glave, a to
su fosfolipidi, glikolipidi, sfingolipidi i steroli (kolesterol). U bioloskim membranama
najzastupljeniji su fosfogliceridi (fosfolipidi). Gradeni su od trohidroksilnog alkohola
glicerola kao osnovice na koju su esterskom vezom vezana dva lanca masnih kiselina. Na
tre¢u hidroksilnu skupinu glicerola vezan je fosfat i polarna skupina koja odreduje vrstu
molekule fosfolipida.? Za veéinu fosfolipida karakteristicno je svojstvo kiralnosti, te je

veé¢inom kiralni centar sredi$nji ugljikov atom na glicerolskoj osnovici.*
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Slika 4. Strukturne formule nekih fosfolipida koji se mogu na¢i u membrani. *

Razli¢ite vrste fosfolipida nastaju vezanjem razliCitih funkcionalnih skupina na
najjednostavniji fosfoglicerid fosfatidat (diacilglicerol-3-fosfat). Na fosfatidat esterskom
vezom se moze vezati hidroksilna skupina alkohola, aminokiselina serin, glicerol, inozitol,
etanolamin i kolin. Na takav nacin nastaju fosfatidilserin, fosfatidilglicerol, fosfatidilinozitol i
fosfoetanolamin koji su najzastupljeniji u unutarnjem sloju membranskog dvosloja koji je
okrenut prema citosolu stanice, dok je fosfokolin u vanjskome sloju okrenutom prema
vanstani¢nom mediju.? Asimetri¢nost membrana u Zivim bi¢ima se manifestira zbog razli¢itog

sastava membranskih lipida, gdje bitnu ulogu ima i duljina alkilnih lanaca odgovaraju¢ih
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masnih kiselina. Svojstvo asimetrije membrana ima bitnu ulogu kod membranskih fuzija i
dioba, interakcija membranskih lipida s proteinima i procesa prijenosa signala. Ukoliko
izostane asimetrija membrane, stanica gubi svoje funkcije te se poti¢e apoptoza (stani¢na

smrt) i pojavljuju se razne bolesti.’

Vazan membranski lipid koji takoder doprinosi asimetriji membrane je sfingomijelin.
Njegova okosnica, za razliku od fosfolipida, nije glicerol ve¢ sfingozin, dugolancani
nezasi¢eni aminoalkohol na ¢iju je primarnu hidroksilnu skupinu esterificiran fosforilkolin te
je amidnom vezom povezana masna kiselina (najéeS¢e palmitinska ili stearinska kiselina).
Pretpostavlja se da su sfingolipidi vazni za formiranje mikrodomena u biologkim stanicama.?*
Na lipide u membranama mogu se vezati Seceri Cine¢i strukture koje se nazivaju
glikolipidima. Oni ¢ine drugu vrstu mambranskih lipida te je njihova grada jako slicna gradi
prethodno navedenog sfingomijelina, ali razlika je Sto je umjesto fosforilkolina vezan Secer ili
nekoliko Secera (najceSce glukoza ili galaktoza). Glikolipidi na membranama su uvijek

Seéernim ostatkom orijentirani prema vanstani¢noj strani.?

Posljednja skupina lipida koji grade membrane su steroli, od kojih je najbitniji
kolesterol koji gradi 20% eukariotskih membrana i plazma membrana.* Kolesterol je graden
od cetiri medusobno povezana ugljikovodicna prstena, gdje je na jednom kraju vezan
ugljikovodi¢ni lanac, a na drugom hidroksilna skupina. U membrani smjesten je paralelno na
repove masnih kiselina fosfolipida, a OH- skupina interagira s najblizom polarnom skupinom
fosfolipida. Kolesterol djeluje kao stabilizator u membranama, povecavajuéi fluidnost pri
nizim temperaturama, a pri visim temperaturama ih ¢ini ¢vrséima.”® Ujedno ima jako vaznu

ulogu u membranama Zivéanih stanica.?
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Slika 5. Kolesterol ugraden u membranski dvosloj polarnom hidroksilnom skupinom
orijentiranom prema polarnim hidrofilnim glavama lipida.t

2.1.2. Ostali agregati lipida

Osim spomenutog lipidnog dvosloja, lipidi u vodenom mediju mogu formirati i druge
oblike agregata, ovisno o uvjetima (koncentraciji) i vrsti (strukturi) lipida; u uvjetima visokih
razrjedenja lipidi, bez obzira na strukturu, mogu postojati kao monomeri, dok lipidi koji imaju
jedan ugljikovodic¢ni lanac umjesto dva tvore micele. Micele su najcesce sferne strukture koje
se sastoje od nekoliko desetaka do nekoliko tisu¢a amfipatskih lipida. Budu¢i da su gradene
od lipida koje imaju samo jedan ugljikovodi¢ni lanac, hidrofobni lanci orijentirani su prema
unutra$njosti gdje nema vode, a hidrofilne glave su na povrsini, u kontaktu s vodom.* Za
razliku od micela, kod lipidnih dvosloja hidrofobne regije ostvaruju interakcije medusobno, a
hidrofilne glave reagiraju s vodom i to na povrsini svakog sloja. Budu¢i da, doticaj hidrofobne
regije s vodom na njihovim krajevima dovodi do nestabilnosti takve planarne strukture, dolazi
do spontanog nastajanja liposoma, sfernih struktura koje mogu imati i nekoliko lipidnih

dvosloja poredanih poput koncentri¢nih kruZnica izmedu kojih se nalaze slojevi vode.®
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Liposomi su najc¢esc¢e koriSteni modelni sustavi za istrazivanje propusnosti membrane
ili mehanizama uno$enja razlicith tvari u stanice. Zbog svog oblika jo$ se nazivaju lipidnim
mjehuri¢ima. Naéin pripreme liposoma je jako jednostvan jer je potrebno u vodeni medij
suspenzirati odredeni lipid te suspenziju sonificirati (djelovanje visokofrenkventnih
ultrazvuénih valova). Sonifikacijom se dobivaju liposomi priblizno jednakih veli¢ina §to je
jako korisno u daljnjem eksperimentalnom radu.? U podruéju farmakoloske nanotehnologije,
lipidni dvosloji u obliku liposoma imaju Siroku primjenu 1 to najéeS¢e kao vezikule za

prijenos lijekova unutar stanica ili izmedu stanica.®

HIDROFILNE
. GLAVE LIPIDA
' UNUTRASNJOST
LIPOSOMA VODENI MEDIJ
" HIDROFOBNI
@ REPOVI LIPIDA

Slika 6. Shematska struktura liposoma u vodenom mediju.!

2.1.3. Temperatura faznih prijelaza membranskih lipida

Ve¢ je spomenuto da su membrane fluidne tvorevine, ¢ija dinamika i struktura ovisi o
nizu faktora kao Sto su pH, temperatura, tlak, te kemijski potencijal raznih iona. Mijenjanjem
tih faktora moZemo uzrokovati razaranje lipidnih agregata ili nastanak nekih novih oblika.*
Budu¢i da se u ovom radu proucavaju fazni prijelazi lipida uzrokovani promjenom
temperature, u ovom poglavlju detajnije se razmatra samo utjecaj temperature na membranski
lipidni dvosloj. Membrane se najvise proucavaju u fazi gela (Cvrsta uredena faza) i fazi fluida
(tekuéa neuredena faza).'® Pri niZim temperaturama, lipidni dvosloj je uredena, &vrsta
struktura, a svi lanci masnih kiselina nalaze se u trans konformaciji (slika 7.). Takva faza

naziva se L. faza ili kristalinicna lipidna faza. PoviSenjem temperature lipidni dvosloj prelazi
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iz ¢vrste strukture u gel fazu, odnosno Lg fazu (slika 7.). Struktura lanaca u gel fazi ne mijenja
se drasticno u odnosu na kristalicnu formu, pa su lanci i dalje u trans polozajima, ali lipidi
mogu biti nagnuti pod odredenim kutem koji ovise o skupinama koje ¢ine glavu lipida.
Primjerice, fosfokolini (PC) u ovoj fazi pokazuju nagib od 30° u odnosu na normalu
membrane, dok npr. fosfatidiletanolamini (PE) ne pokazuju nikakav nagib (Lg). Sljedeca faza
koja moze nastati daljnjim porastom temperature je Pp faza (slika 7.) u kojoj se na povrsini
dvosloja stvaraju nabori (engl. ripples), ve¢inom dugacki 15-30 nm, za koje se, medu ostalim,
smatra da su uzrokovani periodni¢nom izmjenom lipida koji se nalaze u fazi gela (Lp) i fazi
fluida (L.). Ova faza nastaje prije glavnog faznog prijelaza pri temperaturi pretprijelaza (engl.
pretransition, Tp) i sastoji se od ve¢inom djelomi¢no omeksane lipidne faze sa smanjenim
stupnjem uredenosti lanaca.* Veéina lipida u ovoj fazi i dalje sadrZze samo masne kiseline s
trans-konfiguracijom alkilnih lanaca kao i u gel fazi.'> Pojavnost ove faze znatno ovisi 0
glavama lipida. Fosfatidiletanolamini i glikolipidi nemaju promjenu prije glavnog faznog dok
je promjena kod fofatidilkolina i fosfatidilglicerola dokazana. Osim toga, smatra se da je za
ovu fazu jako bitan utjecaj otapala.* Veéina proucavanja ove faze se provodi na
multilamelarnim liposomima, iako neki radovi sugeriraju pojavu nabora i kod unilamelarnih
vezikula. Kod unilamelarnih vezikula uo¢eni su manje kooperativni procesi prije glavne fazne
promjene.”®* Kod multilamelarnih liposoma nabori se mogu jednostavno detektirati
difrakcijskim tehnikama dok je to kod unilamelarnih liposoma znatno teze zbog pojave
nekoherentnog sparivanja zracenja.!® Pretpostavlja se da su procesi pretprijalaza i glavnog
faznog prijelaza dva medusobno povezana fenomena koja zajedno uzrokuju promjenu faze
lipida, osim $to su vidljivi kao dva odvojena dogadaja.* Zadnja faza lipidne transformacije
uzrokovane temperaturom je fluidna faza (L.) u kojoj u potpunosti nestaje uredenost lanaca
(slika 7.).
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Slika 7. Fazni prijelazi membranskog dvosloja koji nastaju povisenjem temperature.*

Temperatura pri kojoj se faza mijenja iz gela (Lg) u fluid (Lo) je temperatura mekSanja
Tm.2® Ta temperatura ovisi o duljini lanaca i njihovom stupnju nezasi¢enosti te o polarnoj
glavi lipida. Sto je veéa duljina lanaca, to je i Tm veca jer su van der Waalsove interakcije
izmedu lanaca jaCe. Pojava dvostrukih veza u lancima drastiéno smanjuje Tm jer je tada
membrana opustenija te je dvosloj fluidniji. Primjerice, lipid 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfokolin (DOPC) ima Tm oko —20 °C, dok 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DSPC)
ima Tm 0ko 53 °C. Jedina razlika izmedu ta dva lipida je dvostruka veza izmedu C9 i C10 u
oleilnim lancima DOPC-a. Takoder, proces mekSanja se dogada pri temperaturi
karakteristicnoj za svaki lipid ovisno 1 o gradi same lipidne glave jer se mogu stvarati razlicite
medumolekulske interakcije, kao $to su npr. vodikove veze izmedu polarnih glava i vodenog

medija.*
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2.1.4. Fosfokolin (DPPC) i fosfoetanolamin (DPPE)

U prethodnom poglavlje prikazani su neki od mogué¢ih membranskih lipida koji mogu
graditi lipidne agregate odnosno bioloske membrane (slika 4.). U ovom radu izabrana su dva
lipida razli¢itih polarnih glava koji su posluzili za pripremu liposoma koji su istrazivani
dvjema instrumentalnim tehnikama: FT-IR spektroskopijom i diferencijalnom pretraznom
kalorimetrijom. Ta dva lipida su 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DPPC) i 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin (DPPE). Zajednicka strukturna svojstva navedenim
lipidima su dvije palmitinske masne kiseline u strukturi te su oba lipida dvojni ioni, odnosno
imaju jednak broj pozitivnog i negativnog naboja pri fizioloskoj pH vrijednosti. Razlika u
gradi DPPC-a i DPPE-a je u polarnoj glavi jer fosfokolin (DPPC) ima vezan kolin
(-N(CHz3)3"), dok fosfoetanolamin (DPPE) sadrzi amino skupinu (-NH3") (slika 8.).
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Slika 8. Polarne skupine DPPE i DPPC; bojom oznac¢ena kolinska skupina (crveno) i amino

skupina (zeleno).®

Za razliku od DPPC lipida ¢ija kolinska skupina ne sudjeluje kao donor H-atoma u
vodikovoj vezi, DPPE lipidi medusobno mogu stvarati i intra- te intermolekulske vodikove
veze zahvaljuju¢i fosfatnim i amino skupinama. Posljedicno, Tm DPPE lipida je veca u

odnosu na Tm DPPC lipida zbog ja¢ih vodikovih veza izmedu polarnih glava lipida.
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2.2. Instrumentalne tehnike odredivanja temperature faznog prijelaza

Postoji viSe razli¢itih vrsta tehnika koje mogu posluziti za prac¢enje faznih prijelaza
modelnih i bioloskih membrana, te za odredivanje njihove to¢ne temperature. Tehnike koje se
mogu koristiti imaju razli¢itu teorijsku osnovu te se mogu svrstati u spektroskopske, termicke,
mikroskopske i florescencijske tehnike.’>® U ovom radu su koristene dvije instrumentalne
tehnike, a to su termi¢ka analiza diferencirajuéom pretraznom kalorimetrijom i IR

spektroskopska metoda FT-IR .

2.2.1. Diferencirajuca pretrazna kalorimetrija (DSC)

Diferenciraju¢a pretrazna kalorimetrija (DSC) je vrlo mo¢na termoanaliticka tehnika
koja se koristi za identifikaciju faznih promjena membranskih dvosloja te za odredivanje
termodinamickih parametara, napose Tm. Nacin rada se temelji na usporednom zagrijavanju
(ili hladenju) uzorka 1 inertnog referentnog materijala, koji ne pokazuje fazni prijelaz u
temperaturnom intervalu kojeg promatramo. Uzorak je obi¢no suspenzija lipida ili membrane
u vodi ili u puferu, a referentni materijal je samo otapalo (voda ili pufer). Razlika u brzini
zagrijavanja (odnosno hladenja) izmedu uzorka i referentnog materijala biljezi se kao ovisnost
otpustene (egzotermna reakcija) ili primljene (endotermna reakcija) topline u ovisnosti o

temperaturi. Podaci koje mozemo dobiti iz DSC krivulje koja pokazuje fazni prijelaz su:

L Tm faznog prijelaza (maksimum signala)

2 Tonset (po&etak faznog prijelaza)

% Tme (temperatura na polovici $irine signala faznog prijelaza)

4 ). 2021

Enalpija fazne promjene (povrsina ispod signala
Kao analiticka tehnika DSC nudi puno prednosti. Neke od njih su jednostavnost pripreme
uzoraka (vidi pripremu uzoraka za DSC na str. 23), te osjetljivost i preciznost u odredivanju
promjena termodinamickih svojstava fosfolipidnin membrana dodatkom kemikalije koja se
moze ugraditi u lipidni dvosloj. Najvec¢a prednost DSC-a za na$ rad je ta Sto to¢no moZe
odrediti T i $to kao tehnika moze posluziti za odredivanje temperaturnog intervala faznih

promjena koji bi posluzio kod drugih eksperimentalnih tehnika.

Kao i svaka analiticka metoda i DSC ima svoje nedostatke, primjerice, DSC krivulje
faznih prijelaza razli¢itih lipida DPPC-a i DHPC-a jako sli¢no izgledaju, a rijec je o razli¢itim

lipidima. Nadalje, DSC moZze detektirati pomjene u strukturi uzoraka, ali ih ne moZe povezati
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s dogadajima na molekularnoj razini.?? Iznimno je vazno naglasiti da uzorak koji se analizira
DSC-om obavezno prolazi minimalno dva ciklusa grijanja i hladenja; budu¢i da prilikom
prvog zagrijavanja uzorka DSC krivulja, uz karakteristike termickog ponasanja uzorka, sadrzi
i njegovu termalnu povijest, obi¢no se tezi tumacenju termiCkih svojstava uzorka iz drugog

zagrijavanja uzorka.?

2.2.2. Infracrvena spektroskopija

2.2.2.1. Osnove FT-IR spektroskopije

Infracrvena spektroskopija je analiticka metoda koja proucava interakcije molekula i
elektromagnetskoga zracenja u rasponu od 14000 cm™ do 20 cm™. Apsorpcije zracenja u
infracrvenom podrucju odgovaraju promjenama vibracijskih i rotacijskih razina u molekuli,
do kojih dolazi kada se frekvencija promjenjivog elektricnog polja izjednaci s razlikom
frekvencija vibracijskih 1 rotacijskih stanja molekule. Drugim rije¢ima, IR zraCenjem
pobuduju se prijelazi izmedu vibracijskih stanja molekula, ako u trenutku apsorpcije postoji
promjena dipolnog momenta, taj se prijelaz biljezi kao signal u IR spektru. Za dobivanje IR
spektara u kratkom vremenskom razdoblju zasluzna je primjena Fourierove transformacije
(FT), no o tome se neée opsirnije pisati u ovom radu,?® a u nastavku ¢e se samo navoditi FT-
IR. Signal se u FT-IR spektru biljezi pri odredenom valnom broju (¥) koji je recipro¢na
vrijednost valne duljine (1) izraZzena mjernom jedinicom cm™, proporcionalan je s energijom
(E) i1 frekvencijom fotona (v), brzinom elektromagnetskog zracenja u vakuumu (c) i

Planckovom konstantom (h = 6,626 x 1073 J s).

<t
I

o =

>0

E=hv=7=hcv~

Podru¢je infracrvenog zracenja podijeljeno je na tri dijela: blisko, srednje i daleko
(tablica 1.). U podrucju bliskog infracrvenog zracenja dogadaju se elektronski prijelazi nizih
energija kao i1 neke promjene u vibracijskim, odnosno rotacijskim razinama molekula. Srednje

podru¢je infracrvenog zracenja je od posebne vaznosti jer se u njemu uglavnom nalaze
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vibracijsko-rotacijske promjene veéine molekula. U podru¢ju dalekog infracrvenog zra¢enja
uocavaju se promjene u rotacijskim razinama u molekuli, za razliku od bliskog i srednjeg,

gdje se promjene vibracijskih razina slazu zajedno s promjenama u rotacijskim razinama.?? 23

Tablica 1. Podjela IR spektralnog podrucja s odgovaraju¢im valnim duljinama (A) i valnim

brojevima (¥).%

IR podrudje Valna duljina (1) Valni broj (V)
blisko 0,7 um-2,8 pm 14000 cm™1-3600 cm?
srednje 2,8 Um-50 um 3600 cm~1-200 cm™!
daleko 50 um-500 pm 200 cm™1-20 cm~1

Apsorpcijom IR zracenja iz srednjeg IR podrucja molekule, odnosno njihovi pojedini
dijelovi vrSe odredeno gibanje koje predstavlja molekulske vibracije koje su podijeljene u
dvije osnovne skupine: vibracije istezanja i1 vibracije deformacije. Vibracije istezanja
odgovaraju promjeni duljine veze izmedu dva atoma i mogu biti simetri¢ne ili antisimetri¢ne.
Simetri¢no istezanje je vibracija pri kojoj se dvije jezgre istovremeno pribliZzavaju istoj tocki
ili se od nje udaljavaju. Antisimetri¢no istezanje se dogada kad se jedna jezgra priblizava

centru masa dok se druga istovremeno od njega udaljava.

N —

H H R — O___H

simetricno antisimetricno

Slika 9. Primjeri vibracija istezanja.?*
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Deformacijske vibracije su gibanja jezgara koja uzrokuju promjene kuta izmedu veza
koje vibriraju, §to zna¢i da molekula mora imati najmanje dvije veze, odnosno tri atoma.
Vibracije deformacije troatomne skupine u kojoj su dva atoma jedne vrste vezana na atom

druge vrste su: strizenje, zibanje, klaéenje i uvijanje.?*
— - — — + + + _
H H H H H H H H
WO ONS N

striZenje zibanje kla¢enje uvijanje

Slika 10. Primjeri deformacijskih vibracija kod troatomne molekule.?*

Na koliko nacina molekula moze vibrirati ovisi o broju atoma u molekuli (N). Za
nelinearne molekule broj vibracija jednak je 3N-6, a za linearne molekule 3N-5. Taj broj
vibracija proizlazi iz toga $to kod nelineranih molekula postoje 3 stupnja slobode translacije i
3 stupnja slobode rotacije, a kod linearnih molekula je jedan stupanj slobode manje jer

rotacija oko internuklearne osi ne predstavlja gibanje.®

Tablica 2. Broj i vrsta stupnjeva slobode kod linearnih i nelinearnih molekula.?*

Vrste stupnjeva slobode Linearne molekule Nelinearne molekule
Translacijske 3 3
Rotacijske 2 3
Vibracijske 3N-5 3N-6
Ukupno 3N 3N
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Snimljeni FT-IR spektar predstavlja ovisnost propustenog ili apsorbiranog zracenja o
valnom broju zracenja. FT-IR spektar ¢ine vrpce, odnosno apsorpcijski maksimumi u spektru
uzrokovani vibracijama molekule. Polozaj vrpce u spektru karakteristican je za vibraciju
odredene funkcionalne skupine, a ovisi o jaCini veze izmedu atoma i 0 masi atoma sa svake

strane veze i dan je relacijom:

1 |k

" 2me Ju

pri ¢emu je ¥ valni broj, k konstanta veze, x reducirana masa, a ¢ brzina svjetlosti u vakuumu
koja iznosi priblizno 3 x 108 m sl Intenzitet vrpce ovisi o promjeni ve¢ spomenutog

dipolnog momenta prilikom vibracije odnosno apsorpcije zradenja.?

2.2.2.2. FT-IR spektroskopija u odredivanju temperature faznih prijelaza lipida

Uslijed faznog prijelaza mijenja se konformacija metilenskih (-CH>-) skupina alkilnih
lanaca iz trans u gauche. Budu¢i da —CH— skupine u razli¢itoj konformaciji apsorbiraju pri
drugacijem valnom broju, iz FT-IR spektara se moze odrediti nalaze li se lipidi u fazi gela ili
fazi fluida. Drugim rijeCima, fazni prijelaz se detektira promjenom polozaja i apsorbancije
vrpci koje odgovaraju simetriénom (vs) i antisimetricnom (vas) istezanju metilne (CHs) i
metilenske (CH2) skupine, deformacijama CH: skupine, poput zibanja, klacenja, njihanja te
striznih deformacija. Vrpca simetri¢nog i antisimetri¢nog istezanja CHz skupine pojavljuje se
pri otprilike 2850 cm™ !, odnosno 2920 cm™. Fazni prijelaz se o¢ituje pomakom valnog broja
maksimuma vrpce za 1,5-3 cm, ovisno o duljini i kemijskoj strukturi lipidnih
ugljikovodi¢nih lanaca, strukturi polarnih glava lipida, prirodi aditiva koji mogu biti prisutni 1
o samoj prirodi faznog prijelaza.?®#" Poveéanjem stupnja neuredenosti lipidnog dvosloja
dolazi do smanjenja apsorbancije vrpci. lako se obje vrpce mogu koristiti za pracenje faznog
prijelaza, vrpca pri 2920 cm™, koja odgovara vasCH> rijede se koristi jer postoji moguénost
preklapanja s vrpcom CHs skupine i s Fermijevom rezonancijom prvih tonova strizne
vibracije CH: skupine.?! Kod simetri¢nog istezanja CHz skupine (vsCH2 pri 2850 cm™) ne
postoje takva preklapanja vrpci te je zbog toga vrpca simetricnog istezanja metilenske skupine

korisnija za analizu faznog prijelaza modelnih i bioloskih membrane, kao i za
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semikvantitativnu karakterizaciju promjena u ugljikovodicnom lancu prilikom fazne
promjene. Metilenske deformacijske vibracijske vrpce takoder se mogu koristiti za detekciju
faznog prijelaza. Strizne vibracije i vibracije njihanja (~1470 cm™ i ~720 cm™?) su osjetljive
na lateralne interakcije izmedu trans-polimetilenskih lanaca, §to moze indicirati nacin
pakiranja ugljikovodi¢nih lanaca u fazi gela. Faznim prijelazom povecava se mobilnost lipida
te se Sirina vrpci tih normalnih modova poveéava. Vibracije zibanja CH: skupina
ugljikovodi¢nih lanaca se takoder mogu koristiti za odedivanje faznog prijelaza s obzirom da
intenzitet ovih vrpci u fazi gela ovisi o duljini lanca. Pove¢anjem gauche rotamera smanjuje
se duljina segmenata lanca koji su u trans konformaciji, uslijed ¢ega se smanjuje intenzitet
vrpei, §to moze dovesti do njihovog nestajanja nakon faznog prijelaza. S dodatnim oprezom
se trebaju inerpretirati vrpce zibanja metilenskih skupina jer su jako slabe i najée$ce se nalaze

izmedu mnogo ja¢ih vrpca otapala i/ili IR-aktivnih skupina lipidne polarne glave.

Veliki izazov kod karakterizacije faznoga prijelaza modelnih membranskih lipida
FTIR spektroskopijom predstavlja prisustvo vodenog medija, koji je jak IR apsorbens i
prekriva ve¢i dio IR spektra u podrudju od 3280 cm™ do 3920 cm™, u kojem s javljaju
vibracije simetriénog i antisimetriénog istezanja molekule vode (vsymOH i vasOH), koje
djelomi¢no prekrivaju i vrpce simetriénog i antisimetri¢nog istezanja metilne i metilenske
skupine. Radi toga je pri snimanju IR transmisijkih spektara potrebno Kkoristiti jako
koncentrirane uzorke (za lipide se naj¢e$¢e uzima 2-5 mg uzorka u 50 yL vode) te veoma
kratke duljine puta zracenja kako bi se smanjili signali vode. Jo$§ jedna mogucnost je koristiti
deuteriranu vodu (D20) umjesto obi¢ne (H20) jer su vrpce vibracija teSke vode pomaknute
prema nizim valnim brojevima te ne prekrivaju vrpce antisimetri¢nog i simetri¢nog istezanja
metilne i metilenske skupine.?® Postoji jo§ i dodatna moguénost koristenja FT-IR
spektroskopske tehnike u koja se temelji na prigusenoj refleksiji zracenja (engl. attenuated
total reflection, ATR) tehnika kojom se ucinkovito rjeSava problem intezivnih vrpci otapala

(vode) u spektrima, no istodobno se smanjuje i intenzitet vrpci uzorka.®

Osim koristenih tehnika diferencijalne pretrazne kalorimetrije i FT-IR spektroskopije
postoje i mnoge druge instrumentalne metode koje se mogu primijeniti za proucavanje
strukturnih promjena pri faznim promjenama lipida u membranama te geometrije i raspodjele
funkcionalnih skupina unutar pojedine faze. Te tehnike su mikroskopija atomskih sila

(AFM)™17 ) difrakcija rendgenskim zrakama (engl. X-ray diffraction, XRD)®, nuklearna

Petra Male§ Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 19

magnetska rezonancija (NMR)!® te fluorescentna mikroskopija.l®?! lako se Tm veé
desetlje¢ima rutinski odreduje DSC tehnikom, nastoje se razviti nove tehnike za odredivanje
Tm. Jedna od njih je nanoplazmonsko senzorno odredivanje (engl. nanoplasmonic sensing,
NPS) koje je manje osjetljivo na intrinzi¢nu promjenu temperature i komplementarno se
koristi s QCM-D tehnikom (eng. quartz crystal microbalance with dissipation monitoring,

QCM-D) koja ima velik potencijal u detekciji manjih strukturnih promjena biomolekula.?

3.1. Odredivanje veli¢ine suspendiranih ¢estica

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) je jedan od
najkorisnijih alata za odredivanje veliCine Cestica u koloidnim disperzijama. Brownovim
gibanjem se opisuje nasumicno kretanje Cestica u otopinama koje su ometane molekulama
otapala koje ih okruzuju. Vece Cestice se sporije gibaju od manjih Cestica. Brzina Brownovog
gibanja se mjeri i definirana je kao translacijski koeficijent difuzije (D). Koristenjem Stokes-
Einsteinove jednadzbe iz translacijskog koeficijenta difuzije se racuna hidrodinamicki

promjer (Dw):

D — kT
H_3myD

gdje je Dn= hidrodinamic¢ki promjer, D = translacijski koeficijent difuzije, k = Boltzmannova

konstanta, T = apsolutna temperatura, # = viskoznost.

Svjetlost se rasprSuje s povrSine Cestica otopljenih u otopini. Svaka promjena na povrSini
Cestice, koja utjee na brzinu difuzije, mijenja prividnu veli¢inu cestice. Glavna svrha
koristenja DLS tehnike u analitickoj kemiji je odredivanje veli¢ine, stabilnosti i prisutnosti
makromolekula u otopini. Dodatno se moze korititi za objasnjenje kako eksperimentalne
varijable (npr. temperatura, koncentracija, pH itd.) utjeCu na aglomeraciju (stvaranje
agregata).®%3! DLS se lako izvodi uz napomenu da ne moZe sa sigurno$éu mjeriti veli¢ine

Cestica ako postoji velika razlika u promjeru dispergiraninh molekula i molekula otapala.®®
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4.1.Utjecaj ionske jakosti i kationa na fazne promjene lipida

U fizioloskim uvjetima, lipidi u bioloskim membranama reagiraju s otopinom soli, ¢iji
sastav ovisi u kojem dijelu stanice ili organela se nalazi membrana. Najvazniji kationi koji se
mogu naéi u otopini su Na*, K*, CI-, Ca?* i Mg?" . Vrijednost ionske koncentracije natrijeva
klorida u bioloskim stanicama je oko 150 mM, koja moze biti ¢ak i do 400 mM kod nekih
morskih organizama.* Vezanjem iona na membrane povecavaju se medusobne interakcije
izmedu lipida $to dovodi do sabijanja membrane. Utjecaj iona na fosfolipidne membrane je
utvrden interakcijom kationa s karbonilnom (C=0) skupinom, dok kloridni anioni (CI") ostaju
u vodenom mediju. Jadina i nain interakcije kationa s lipidom membrane ovise 0 vrsti
kationa i samom lipidu. Primjerice, DPPC i Na* pokazuju ja¢u interakciju od one koja nastaje
izmedu DPPC i K*, jer je K' znatno ve¢i od Na*.®? Sto se ti¢e utjecaja kationa na
fosfoetanolamine (DPPE), uocava se znatno slabiji efekt u odnosu na fosfokolinske (DPPC)
lipide. Vezanje Na* je znatno slabije kod DPPE u odnosu na DPPC, dok se vezanje K* gotovo
ni ne primjecuje. Spomenuti efekt ima vaznu ulogu u bioloskim membranama jer unutarnja
strana membrane (gdje se ve¢inom nalaze PE) grani¢i s velikom molarnom koncentracijom
kalijevih kationa. Posljedica slabe interakcije PE i K* iona je nastajanje puno gusce
membranske strukture. Kationi mogu prodriti u membranu jako duboko, najces$¢e do same
karbonilne skupine gdje se formiraju jaki kompleksi s lipidnim molekulama.®? Promjene
ionske jakosti (ili pH) znatno utje¢u na elektrostatske sile izmedu makromolekula u
fizioloskim uvjetima. Elektrostatski potencijal membrane (%) pri fizioloskim uvjetima ne
ovisi o ionskoj jakosti, no znatno varira pri nizim ionskim jakostima. Na povrSini membrane

elektrostatski potencijal doseze svoj maksimum, a udaljavanjem od povrSine se smanjuje.
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Slika 11. Utjecaj koncentracije Na* i CI" na elektrostatski potencijal membranske povrSine pri
ionskoj jakosti od 150 mM NaCl. Na samoj povrsini povrSini potencijal je —36 mV, a
Debyeva duljina je 0,8 nm.*

Doseg elektrostatskog naboja opisuje veli¢ina koja se zove Debyeva duljina ili
polumjer (engl. Debye length). Predstavlja recipro¢nu vrijednost Debyeve konstante (k)

zadane formulom:

{, 2 0.5
K eoekT c0

gdje je e naboj elektrona (e = 1.602x10™'? C), &o relativna permitivnost (go = 8.854x107'2 C%/J
m), e permitivnost koja je tabli¢no zadana, k Boltzmannova konstana (k = 1.3806 x107%* J/K),

T termodinamicka temperatura te co ionska jakost.

S obzirom da su sve veli¢ine osim ionske jakosti konstantne ili tablicne vrijednosti, Debyeva

duljiina (x 1) ovisi prvenstveno o ionskoj jakosti :

k1=0.3082/,/cy
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Iz prethodnog izraza je vidljivo da se povecanjem ionske jakosti (Co) Smanjenje
Debyeva duljine (x!). Kod faznih promjena lipida mijenja se elektrostatski potencijal
membrane (¥). Prelaskom iz gela u fluid lipidima se povecava povrSina, time i njihova
efektivna povr§ina unutar membrane, Sto smanjuje elektrostatsku slobodnu energiju

membrane (Fer). Pri Tm uravnoteZzene su elektrostatske energije oba fazna stanja.*
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§3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U ovom diplomskom radu kemikalije koje su koristene su 1,2 dipalmitol- 2-glicero-3-
fosfokolin (DPPC, bijeli prah, 99% cisto¢e, Avanti Polar Lipids) i 1,2-dipalmitol- 2-glicero-
3-fosfoetanolamin (DPPE, bijeli prah, 98% Ccisto¢e, Cayman Chemical). Kao otapalo za
navedene lipide (DPPC i DPPE) koriStena je otopina natrijeva klorida koncentracije 100
mmol/L i pH~5 pripravljena otapanjem NaCl (Kemika) u mili-Q vodi.

3.2. Priprema uzoraka
3.2.1. Uzorci za FT-IR spektroskopiju

Za pripremu DPPC multilamelarnih liposoma, izvagano je 25 mg praha (DPPC) koji
je otopljen u 500 pL otopine NaCl (100 mmol/L). Koristena otopina NaCl (100 mmol/L) je
prvotno napravljena otapanjem 59,34 mg NaCl u 10 mL mili-Q-vode. Suspenzije liposoma su
priredene na nacin da su mijeSane pomocu Vortex mijesalice nekoliko minuta, zagrijavane U
vru¢oj vodenoj kupelji zagrijanoj pri 80 °C (jer se DPPC tali na 41 °C) do 2 minute te hladene
u hladnoj kupelji. Taj proces je ponavljan najmanje 3 puta dok nije dobivena blago mlije¢na
otopina. Drugi koristeni lipid DPPE, pripravljen ja na isti nacin kao i DPPC uz jednu iznimku:
izvagana masa od 26 mg praha DPPE-a otopljna je u 1000 pL otopine NaCl (100 mmol/L).
Po potrebi se ciklus mije$anja i zagrijavanja u vodenoj kupelji provodi vise puta dok nije

dobiven bijela otopina bez taloga, koja se koristila za mjerenje.

3.2.2. Uzorci za DLS mjerenja

Za mjerenje veli¢ine pripremljenih multilamelarnih liposoma DPPC i DPPE izvagano
je po 1 mg svakog lipida koji su otopljeni zasebno u 10 mL otopine NaCl (100 mmol/L).

Suspenzije su priredene na nacin jednak onome za FT-IR mjerenja.

3.2.3. Uzorci za DSC mjerenja

Priprema uzoraka za mjerenja diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom je analogna
pripremi uzoraka za FT-IR spektroskopiju. Koncentracija priredenih uzoraka (DPPC i DPPE)
bila je ~5 mg/mL. Detaljnije, 17 mg DPPC-a otopljeno je u 3 mL otopine NaCl (100
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mmol/L), dok je 16 mg DPPE-a otopljeno u 3 mL otopine NaCl (100 mmol/L). Suspenzije su
priredene na nac¢in jednak onome opisanom u 3.2.1. Dodatni korak pripreme uzoraka prije
DSC mjerenja je otplinjavanje uzoraka u otplinjavaju¢oj komori 15 minuta. Ovaj korak je
jako bitan jer otapanjem uzoraka moze zaostati zrak, te mogu nastati plinovi (pretezno CO3)

koji mogu uzrokovati artefakte u DSC krivulji.

3.3. Mjerni uredaji
3.3.1. FT-IR spetroskopija

FT-IR spektri suspenzija DPPC-a i DPPE-a snimljeni su pomoc¢u IR spektrometra
ABB Bomem MB102 opremljenog optikom od Csl i DTGS detektorom. Kiveta s uzorkom je
smjeStena u metalnom plastu koji je hladen vodom, ¢ija je temperatura regulirana pomocu
visokotemperaturnog kontrolera Specac 3000 Series. Kiveta za uzorak sadrzi prozore od CaF;
koji su medusobno udaljeni 27,37 pm, sto se odredilo interferometrijski. Uzorak je potrebno
pomocu pipete oprezno unositi u kivetu kako ne bi zaostao zrak u kiveti koji bi ometao
transmisiju. Nakon postignute Zeljene temperature regulirane pomoc¢u kontrolera, snimaju se
spektri uzoraka. Spektri DPPC-a su snimani u temperaturnom intervalu od 30 °C do 52 °C, a
spektri DPPE-a od 53 °C do 75 °C uz brzinu zagrijavanja uzorka od 1 °C min™t. Svaki uzorak
je mjeren tri puta u tri zasebna neovisna punjenja kivete (osim vodene otopine NaCl koja je
mjerena jedanput). Svako punjenje Kivete grijano je dva puta (R1 i R2). Nakon prvog grijanja
uzorka tijekom kojeg su snimani spektri (R1) kiveta je ohladena kako bi se ponovno grijala za
drugo mjerenje istog uzorka (R2). Rezolucivanje pri kojem su snimljeni spektri iznosilo je 2
cmL, a broj snimljenih snimaka za spektar bio je 10. Dobiveni FT-IR spektri su analizirani

pomocu programa Origin 8.5 i Spectragryph v1.2.11.
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Slika 12. Koristeni IR spektometar ABB Bomem MB102 i visokotemperaturni kontroler
Specac 3000 Series (fotografirano u Laboratoriju za biomolekularne interacije i
spektroskopiju Zavoda za organsku kemiju i biokemiju IRB-a).

3.3.2. Dinamic¢ko rasprsenje svjetlosti (DLS)

Veli¢ina Cestica uzoraka izmjerena je uredajem Zetasizer Ultra, Malvern Panalytical,
Velika Britanija, opremljenim s crvenim He/Ne laserom Kkoji emitira zracenje valne duljine
632,8 nm. Laser je izvor zracenja koji daje maksimalnu snagu od 10 mW uz fotodiodu kao
detektor. Mjerenje veli¢ine uzoraka je bilo pod kutem od 173° zbog bolje osjetljivosti.

Dobiveni rezultati su prikazani u Dodatku u Tablici D1.

3.3.3. Diferencijalna pretraZna kalorimetrija (DSC)

Za kalorimetrijska mjerenja koriSten je mikrokalorimetar Nano-DSC, TA Instrumenti,
New Castle, USA. Volumen ¢elije za uzorke je 700 pL, te su uzorci snimani u temperaturnom
intervalu od 10 °C do 80 °C. Porast temperature je tekao brzinom od 1 °C u minuti. Svaki
uzorak je sniman tri puta, nakon tri zasebna punjenja. Svako punjenje je dva puta izlozeno
ciklusima zagrijavanja i hladenja. Prvi ciklus zagrijavanja uzoraka liposoma se dogovorno
zanemaruje pri analizi podataka jer sadrzi termalnu povijest.*® DSC mjerenja provedena su i
za otapalo (vodena otopina NaCl 100 mmol/L) na isti na¢in kao i za uzorke, ali samo jednom.

DSC krivulja referentne otopine oduzeta je od DSC krivulje DPPC i DPPE suspenzija.
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. FT-IR spektri uzoraka

FT-IR spektri analizirani su u svrhu odredivanja Tm faznog prijelaza na temelju
promjena polozaja 1 potencijalno apsorbancije vrpci koje odgovaraju istezanju karbonilne
skupine (vC=0), antisimetricnom istezanju fosfatne skupine (vasPO?%), simetriénom i
antisimetriénom istezanju metilenske skupine (vsCH2 i vasCH>) te iz deformaciji metilenske
skupine yCH,. Za analizu IR spektara uzoraka potrebno je odrediti spektralno podrucje u
kojem apsorbira pojedina funkcionalana skupina te provesti korekciju bazne linije. Vrpce koje
su analizirane u ovom radu potje¢u od simetri¢nog istezanja metilenske skupine vsCH2 i
strizne deformacije metilenske skupine yCH: koje se nalaze u sljede¢em spektralnom
podrugju: 3075-2625 cm!, te 1505-1427 cmt. Ti dijelovi spektra se prilagode polinomu 5.
stupnja te se dobivena bazna linija oduzme od pocetnog spektra (da bi se eliminirao utjecaj
vrpci istezanja vode) ¢ime se dobije korigirani spektar koji se dalje analizira. Literaturno je
poznato da se temperatura faznih prijelaza (napose Tm) moZze odrediti mjerenjem temperaturne
ovisnosti poloZaja vrpci koje potjecu od odgovarajucih molekulskih vibracija. Medutim, u
ovom radu je jedna od novosti ta da se Tm odredivala iz temperaturne ovisnosti apsorbancije

odgovarajuc¢ih vrpci.

4.1.1. Analiza FT-IR spektara DPPC-a

U tablici D2. u Dodatku su navedeni polozaji vaznijih vrpci iz spektra uzorka DPPC u
vodenoj otopini NaCl pri temperaturama prije (35 °C) i poslije (46 °C) faznog prijelaza u
prvom (R1) i u drugom mjerenju (R2). 1z rezultata je vidljivo da se pove¢anjem temperature u

intervalu od 30-52 °C maksimumi pomic¢u prema visim valnim brojevima (slika 13.)
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Slika 13. FT-IR spektari DPPC-a u temperaturnom intervalu od 30 °C do 52 °C tijekom prvog
mjerenja (R1). Uvecane su vrpce karakteristicne za simetricno istezanje vsCH2 i striznu
deformaciju metilenske skupine yCH2 kako bi bio uo¢ljiviji pomak maksimuma vrpci s

porastom temperature.

Kao §to je i literaturno poznato,? temperatura faznog prijelaza u IR spektrima DPPC-a
i DPPE-a ocituje se kao pomak valnog broja vrpci simetricnog istezanja metilenske skupine
vsCHa, ali i strizne deformacije metilenske skupine yCHp, istezanja karbonilne skupine vC=0
te antisimetri¢nog istezanja fosfatne skupine vasPO?". Vrpca antisimetri¢nog istezanja CHz
skupine (2916-2936 cmt) preklapa se s vrpcom istezanja O—H vode, stoga ona nije pogodna
za odredivanje Tm. Za odredivanje temperature faznog prijelaza pogodnija je vrpca
simetri¢nog istezanja CH skupine. Na slici 15. su prikazani spektri prvog mjerenja uzorka
vodene otopine DPPC-a u temperaturnom intervalu od 30 °C do 52 °C. Izdvojene su dvije
vrpce koje odgovaraju vsCH2 i yCH2, pri ¢emu Se pri dvije razliCite temperature uocava
pomak maksimuma vrpce, ali i nagli pad apsorbancije. Upravo taj nagli pad ukazuje na
konformacijsku promjenu prelaskom iz gela u fluid DPPC liposoma. O¢itani valni brojevi pri
kojima se apsorbancija najvise promijenila promjenom temperature, za simetri¢no istezanje
metilenske skupine vsCHz i striznu deformaciju metilenske skupine yCH2 za DPPC liposome,

iznosili su 2848 cm™, odnosno 1467 cm™.

S
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4.1.2. Analiza FT-IR spektara DPPE-a

Analizirani FT-IR spektri uzorka vodene otopine DPPE-a pokazali sli¢cne promjene
kao i spektri DPPC liposoma. Najvaznije vibracijske vrpce pri temperaturi prije (56 °C) i
poslije (70 °C) fazne promjene navedene su u tablici D2. u Dodatku. Fazna promjena DPPE
liposoma iz gela u fluidnu fazu dogada se pri 64 °C, na $to upucuje nagli pomak vrpci prema
ve¢im valnim brojevima s povecanjem temperature (tablica D3.). Kao i kod DPPC-a, za
odredivanje Tm mogle su se koristiti 1 druge vrpce kao S§to su istezanje karbonilne skupine
(vC=0) i antisimetri¢no istezanje fosfatne skupine vasPO?". Veéa odnosno lakse mijerljiva
promjena polozaja i apsorbancije se ipak ocituje kod simetri¢nog istezanja vsCH: i strizne
deformacije metilenske skupine yCH>. Promatrano podruéje za vsCH: je bilo od 2874-2822
cm?, a za yCH, 1485-1427 cm* (slika 16.). Naglo smanjenje apsorbancije vrpci je
najizrazenije pri 2848 cm* za vsCH, i pri 1467 cm* za yCH,. Taj pomak pri razli¢itim

temperaturama dokazuje promjenu strukture uzrokovanu faznom promjenom iz gel stanja u

fluidno stanje liposoma.

g m—
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Slika 14. FT-IR spektri DPPE-a u temperaturnom intervalu od 53 °C do 75 °C tijekom prvog

mjerenja (R1), s uveanim vrpcama simetriénog istezanja vsCH> i strizne deformacije

metilenske skupine yCHo.
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Usporedba FT-IR spektara liposoma DPPC-a i DPPE-a prikazana je na slici 15.

a) b)

YCH,
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2880 28'70 28'60 28l50 28'40 ' 28I30 ' 1500 1490 1480 1470 1460 1450 1440 1430
v/ cm! v/ cm!
C) d)
v.CH |
~
~
2848 cm 75 °C & ' '
2870 2860 2850 2840 2830 1480 1470 1460 1450 1440 1430
7/ cm! v/ em?

Slika 15. Podruc¢ja FT-IR spektara DPPC i DPPE suspenzija: a) vsCH2 za DPPC, b) yCH> za
DPPC, c) vsCHz za DPPE, d) yCH. za DPPE. Istaknuti su valni brojevi pri kojim se uoc¢ava

najveca promjena u apsorbancije s porastom temperature.
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4.2. Analiza DSC krivulja DPPC-a i DPPE-a

Za odredivanje Tm termoanalitiCkom tehnikom kao $to je DSC mogu se koristiti dva
nacina: onset odredivanje ili odredivanje iz maksimuma DSC krivulje. Ekstrapolirana
temperatura pocetka signala (engl. onset) se dobije iz sjeciSta tangente na rastuci ili padajuéi
nagib signala i linearno ekstrapolirane pocetne osnovne linije. Iako je kod liposoma najcesci
nacin odredivanja Tm iz maksimuma DSC krivulje, ovdje je koriSteno mjerenje onseta jer
spomenuta veli¢ina ne ovisi o promjeni brzine grijanja i opéenito je manje podlozna varijaciji
s eksperimentalnih uvjeta pri odredivanju temperature meksanja.®® DSC krivulje DPPC
liposoma prikazani su na slici 16. Fazni prijelaz iz gela u fluid je endoterman, a ocitana
vrijednost Tm je 40,8 + 0,1 °C, §to je u izvrsnom skladu s literaturnim podacima od oko 41
°C.% Izmjerena temperatura pretprijelaza (Tp) je 34,6 + 0,1 °C za prvi ciklus grijanja (R1), a
33,4 £ 0,2 °C za drugi ciklus (R2). 1z slike 17. DSC tehnikom za DPPE liposome odredena je
Tm 63,4 £ 0,1 °C za R1 te 63,5 £ 0,1 °C za R2. Literaturna vrijednost Tm za DPPE iznosi
64 °C.4

DPPC
1500 ~ grijanje 1
] grijanje 2
1000 - hladjenje 1
. ] hladjenje 2
2 500-
1 -
()
c 0 1
5 . —
(@)
< -500-
S ]
©
& ~10004
-1500 -
0 3 40 50 60 70 80
T1°%C

Slika 16. DSC krivulje DPPC liposoma.
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DPPE
1500 4 grijanje 1
grijanje 2
1000 4 hladj.enjle 1
o hladjenje 2
2 500 - J
g oM -
g r —N
S -500-
o
o
-1000 A
-1500 y T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
T/°C
Slika 17. DSC krivulje DPPE liposoma.
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4.3. Odredivanje Trm usporednom analizom FT-IR spektara i DSC krivulja za DPPC i
DPPE

Graf ovisnosti apsorbancije analiziranih vrpci (vsCH. pri 2848 cm™ i yCH, pri 1467
cm?) o temperaturi otkriva diskontinuitet kod oba uzorka, a tocka infleksije takve

sigmoidalne krivulje se podudara s Tm. To vrijedi za sve navedene primjere (slike 18.-21.).

) S DFFC ”
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"’*o“. ?l.
)18 _‘N-‘_‘"’ -
z
. [ -
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T.%406+0.1
| e R
o124 B =)
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A 40 . ! \ IR m p“

e Sy
30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 S0 52

0
b) TG
' R2 'l et
! ;_._-““—.—‘ 1\ r-n(!r,: "3
h— l ="
i g
b W [ | =3
T.=41.0201 Y o
7.=408+ 01 N
| 4
124 ] =
0.&‘\‘ H
___/\ _/ e SN g
0,104 T,=33.440.2 Ay
30 32 34 36 38 40 42 44 48 48 50 52
0
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Slika 18. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpce simetricnog istezanja metilenske
skupine vsCH. pri 2848 cm i DSC krivulja DPPC-a: a) prvi ciklus zagrijavanja (R1) (FT-IR
- crvena krivulja, DSC - narancasta krivulja) i b) drugi ciklus (R2) (FT-IR - ruzicasta, DSC -

tamnoZzuta).
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Slika 19. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpce deformacije metilenske skupine yCH>

pri 1467 cm™ i DSC krivulja DPPC-a : a) prvi ciklus zagrijavanja (R1) (FT-IR - crvena

krivulja, DSC - narancasta krivulja) i b) drugi ciklus zagrijavanja (R2) (FT-IR - ruziCasta,

DSC - tamnozuta).

Iz FT-IR spektara DPPC-a odredene su sljede¢e vrijednosti Tm 40,6 £ 0,1 °C (R1) i
41,0+0,1 °C (R2) na temelju vrpce vibracije vi«CH, (2848 cm™) te 40,9 £0,2 °C (R1) i

40,8+0,1 °C (R2) na temelju vrpce vibracije yCH2 (1467 cm™). Vrijednosti Tm o&itanih iz

DSC krivulja su iste za oba ciklusa zagrijavanja 40,8 +0,1 °C (R1) i 40,8 +0,1°C (R2). Tm

vrijednosti odredene dvjema tehnikama odli¢no se podudaraju.
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Slika 20. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpce simetricnog istezanja metilenske

skupine vsCH: pri 2848 cm™ i DSC krivulja DPPE-a: a) prvi ciklus zagrijavanja (R1) (FT-IR -
tamnoplava, DSC - svjetloplava) i b) drugi ciklus zagrijavanja (R2) (FT-IR - ljubi¢asta, DSC -

zelena)
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Slika 21. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpce deformacije metilenske skupine yCH>
pri 1467 cm* i DSC krivulja DPPE-a: a) prvi ciklus zagrijavanja (R1) (FT-IR - tamnoplava,
DSC - svjetloplava) i b) drugi ciklus zagrijavanja (R2) (FT-IR - ljubicasta, DSC - zelena).

Na isti na¢in kao $to je odredena za DPPC, vrijednost Tm je odredena i za DPPE (slika
20. i 21.). Analizom temperaturno ovisnih promjena IR vrpce vibracije vs<CH, 2848 cm™
odredene su vrijednosti Tm: 61,1 +0,2 °C (R1) i 62,1 £ 0,2 °C (R2), dok su na temelju IR
vrpce vibracije yCH, 1467 cm* vrijednosti Tm iznosile 61,3 + 0,9 °C (R1) i 62,1 + 0,1 °C
(R2). DSC tehnikom izmjerene su vrijednosti 63,4 + 0,1°C (R1) 1 63,5 + 0,1 °C (R2).
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Rezultati odredivanja vrijednosti Tm liposoma DPPE i DPPC liposoma u vodenoj
otopini NaCl (100 mmol/L) FT-IR spektroskopijom i DSC metodom prikazani su u tablici 3.
Vrijednosti Tm DPPC lipida u oba ciklusa mjerenja i primjenom obje metode se potpuno
poklapaju: FT-IR na temelju vsCH> 40,6 +0,1 °C (R1), 41,0+ 0,1°C (R2): FT-IR na temelju
yCH2 40,9 + 0,2 °C (R1), 40,8 £0,1 °C (R2); DSC 40,8 + 0,1 °C (R1), 40,8 + 0,1 °C (R2). Za
DPPE je uoceno odstupanje od ~2 °C: FT-IR na temelju vsCH2 61,1 0,2 °C (R1),
62,1 £ 0,2 °C (R2): FTIR na temelju yCHz 61,3 + 0,9 °C (R1), 62,1 + 0,1 °C (R2); DSC 63,4 +
0,1°C (R1), 63,5 £ 0,1 °C (R2) koje se moze objasniti kao moguénost neuskladenosti kidanja,
odnosno promjene nekovaletnih interakcija izmedu nepolarnih 1 polarnih skupina kod DPPE

lipida u lipidinom dvosloju.

Tablica 3. Vrijednosti T liposoma DPPC i DPPE u vodenoj otopini NaCl (100 mmol/L)
odredene FT-IR spektroskopijom i DSC metodom.

Tehnika Tm(DPPC) °C Tm(DPPE)/°C
R1 R2 R1 R2

DSC

40,8 +0,1 40,8 +0,1 63,4+0,1 63,5+0,1
onset
FT-IR

40,6 £ 0,1 41,0+0,1 61,1£0,2 62,1 £0,2
vCH, 40,9+0,2 40,8+ 0,1 61,3+0,9 62,1 £0,1
yCH,
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§5. ZAKLJUCAK

Transmisijskom FT-IR spektroskopijom u temperaturno ovisnom naéinu snimanja |
termoanalitickom metodom diferencijalne pretrazne kalorimetrije moguce je odrediti
temperaturu faznog prijelaza razli¢itih lipida i1 detektirati strukturne promjene uslijed
navedenog procesa. U FT-IR spektrima lipida DPPC i DPPE analizirane su vrpce vibracija
metilenske skupine, i to simetri¢nog istezanja vsCH2 pri 2848 cm i strizne deformacije yCH>
pri 1467 cm™ u ovisnosti o temperaturi, pri ¢emu je pri odredenoj temperaturi opaZen
diskontinuitet. Temperatura diskontinuiteta odgovara temperaturi meksanja (Tm) koja upucuje
na glavni fazni prijelaz lipida DPPC i DPPE iz gela u fluid. Vrijednost Tm odredene FT-IR
spektroskopijom za DPPC lipide u dva ciklusa zagrijavanja (R1 i R2) odlicno se slazu s
vrijednostima ocitanima iz DSC krivulja. Za lipid DPPE opazeno je odstupanje od ~1°C
izmedu vrijednosti odredenih FT-IR spektroskopijom i DSC-om u oba ciklusa zagrijavanja
(R1 i R2); detaljnije, FT-IR spektri ukazuju na nizu Tmnego DSC krivulje. Pretpostavlja se da
je spomenuto odstupanje posljedica neuskladenosti faznog prijelaza u slu¢aju DPPE lipida
zbog slabljenja van der Waalsovih interakcija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca i promjene

nekovalentnih  interakcija ~u  kojima  sudjeluju  polarne  skupine  DPPE-a.
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§ 8. Dodatak viii

§7. DODATAK

Tablica D1. Rezultati dobivenih veli¢ina liposoma DLS tehnikom.

DPPC (30°C) / pM | DPPE (52°C) / pM

Dn/nm 3000 200

Tablica D2. Asignacija vaznijih vrpci u IR spektrima za R1 1 R2 za uzorak vodene otopine

DPPC-a na temperaturi prije (35 °C) i nakon faznog prijelaza (46 °C).

v/em!
R1 R2
35°C 46 °C 35°C 46 °C ASIGNACIJA
3659,6 3662,8 3655,8 3660,8 vs(O-H)
3121,6 3130,5 3115,8 3126,4 -
2849,9 - 2850 - vs(CH>)
2120,1 2109,8 21217 2109,9 kombinacija: 3(HOH) +
libracija H20
1630,7 1625,9 1625,9 1627,6 0(HOH)
1467,4 1466,4 1467,6 1466,6 v(CH>)
1222 12245 1222,6 12241 vas(PO2)
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Tablica D3. Asignacija vaznijih vrpci u IR spektrima za R1 i R2 za uzorak vodene otopine

DPPE-a na temperaturi prije (56 °C) i nakon faznog prijelaza (70 °C).

v/ em™
R1 R2

56 °C 70 °C 56 °C 70°C ASIGNACIJA

3664,6 3666,2 3664,3 3665,5 vs(O-H)

3138,9 3156,1 3625,9 3152,4 -

2099,2 - 3136,1 - -

1664,3 1661,6 1661,1 1661,1 0(HOH)

1627,6 1624,8 1624,9 1624,6 v(CH2)
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