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Molekule 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolina  (engl.  1,2-dipalmitoyl-sn-glicero-3-
phosphatidylcholine, DPPC) u vodenom mediju stvaraju hidrirane dvosloje koji se, ovisno o
temperaturi, nalaze u odredenoj fazi. Prijelaz DPPC-a iz faze gela (Lg) u fazu fluida (L),
odnosno glavni fazni prijelaz opazen pri temperaturi meksanja (Ty,), prekinut je valovitom
fazom (Pg) koja se opaza pri temperaturi pretprijelaza (Tp). Budu¢i da su Ty, i Tp iznimno
osjetljive na ugradnju organskih molekula u lipidni dvosloj, posebice onih koje su kadre
primati i otpustati proton, u sklopu ovog diplomskog rada istrazeni su viSestruki hidrirani
dvosloji DPPC lipida u odsutnosti i prisutnosti male koli¢ine palmitinske kiseline (engl.
palmitic acid, PA) u puferima razli¢itth pH vrijednosti. T, i T, odredene su analizom
vibracijskih potpisa metilenskih (vsCH,) i fosfatnih (vasPO, ) skupina iz temperaturno-ovisnih
FT-IR spektara. Dobiveni podaci su djelomi¢no upotpunjeni onima dobivenima iz
razlikovno-pretrazne kalorimetrije (engl. differential scanning calorimetry, DSC).
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1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocoline form hydrated bilayers in an aqueous medium
which, depending on the temperature, can be found in certain phase. The transition from gel
(Lp) to fluid phase (L), assigned as the main phase transition with a peak at melting point
temperature (Ty), is interrupted by the ripple phase (Pg) observed at the pretransition
temeprature (T,). Since T, and T, are extremely sensitive to the incorporation of organic
molecules into the lipid bilayer, especially those capable of receiving and releasing a proton,
multiple hydrated bilayers of DPPC lipids in the absence and presence of small amounts of
palmitic acid (PA) in buffers of different pH values have been investigated across this thesis.
Tm and T, have been determined by the analysis of vibrational signatures of methylene
(vsCH2) and phosphate (vasPO, ) groups from temperature-dependent FT-IR spectra. These
data have been partially supplemented by those obtained from differential scanning
calorimetry (DSC).
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Lipidi su amfifilne molekule s nepolarnim ugljikovodi¢nim lancima (repovima) i
polarnim skupinama (glavama) koji predstavljaju jedne od temeljnih gradevnih elemenata
biologkih membrana.! Buduéi da su struktura i funkcija bioloskih membrana iznimno slozene,
njihova se pojedina strukturna obiljeZzja proucavaju na jednostavnijim modelnim
membranskim sustavima medu kojima su liposomi jedni od najc¢es$¢ih. Liposomi su sferne
tvorevine koje nastaju slaganjem molekula lipida u jedan ili vise lipidnih dvosloja razdvojenih
slojevima vode na nacin da su nepolarni ugljikovodi¢ni lanci okrenuti jedni prema drugima, a
polarne hidrofilne glave prema vodi.” Jedan od uobi¢ajenih modelnih lipida je 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfokolin (engl. 1,2-dipalmitoyl-sn-glicero-3-phosphatidylcholine, DPPC)? &iji
se dvosloji, u temperaturnom rasponu od 10 °C do 100 °C, mogu naci u tri faze: i) faza gela
(Lp), ii) valovita faza (Pg) te iii) fluidna faza (L,).® Premda se kod ve¢ine modelnih lipida
glavnim faznim prijelazom smatra prijelaz Ly — L, koji se opaza pri temperaturi mekSanja
(Tm), kod DPPC-a postoji i pretprijelaz (Ly — Pg) s maksimumom pri temperaturi
pretprijelaza (Tp; Tp < Tm) koji je karakteristiCan po pojavi valova na povrsini lipidnih
dvosloja.* Buduéi da je pretprijelaz proces niske kooperativnosti,* iznimno je osjetljiv na
ugradnju razli¢itih organskih molekula u lipidni dvosloj kao 1 na sastav hidratacijskog medija
u kojem su liposomi suspendirani. Ugradnjom molekula poput palmitinske kiseline (engl.
palmitic acid, PA) te uz promjenu, odnosno kontrolu pH-vrijednosti medija, istodobno se
mogu izazvati promjene u valovitoj fazi, ne samo zbog umetanja PA, ve¢ i zbog mogucnosti
izmjene protona izmedu karboksilne skupine (COO(H)) PA molekula i hidratacijskog medija.

Cilj ovog diplomskog rada je odrediti T, i Tr liposoma sastavljenih od DPPC-a u
odsutnosti i u prisutnosti PA molekula suspendiranih u puferima pH vrijednosti u rasponu 4 <
pH < 9. Primarna tehnika koja ¢e se koristiti u tu svrhu je temperaturno-ovisna FT-IR
sprektroskopija. lako je ve¢ desetlje¢ima poznato da se iz temperaturne ovisnosti signala
odredenih funkcijskih skupina lipida moze odrediti temperatura pojedinog faznog

prijelaza®®”

najnovija istraZzivanja na tom podrucju pokazuju da se mozZe procijeniti i koliko
je pojedini dio molekule lipida osjetljiv na dani fazni prijelaz.® Budué¢i da PA moze biti,

ovisno o pH vrijednosti medija, protonirana ili deprotonirana i time vise ili manje pomaknuta
1
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§ 1. Uvod 2

od ravnine povriine pojedinog dvosloja,® analizom FT-IR spektara ¢e biti moguée procijeniti
koliko prisutnost male koli¢ine PA i u kojem obliku izaziva promjene na valovitoj povrsini
lipidnog dvosloja. Spektroskopski rezultati djelomi¢no ¢e se nadopuniti onima dobivenima
razlikovno-pretraznom kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry, DSC) koja
predstavlja standardnu tehniku u odredivanju T, odnosno Tm. 2 Snimljeni FT-IR spektri i DSC
krivulje ¢e se detaljno analizirati i iz njih ¢e se odrediti Ty i Ty DPPC liposoma u odsutnosti i

prisutnosti PA.

2
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura membrana i membranski lipidi

Jedna od najvaznijih uloga membrane je kontrola prolaska malih nepolarnih molekula
(O, CO,, H,0), makromolekula poput TAT peptida (engl. trans-activator of transcription,
TAT)™ te nabijenih vrsta (H*, K*, HCOs~, Mg**, Ca?* itd.)." 1zgled i uloga biologke membrane
je funkcija slaganja njezinih osnovnih gradevnih elemenata medu kojima najvaznije mjesto
zauzimaju lipidi i proteini.* Primjerice, na slici 1 membrana je prikazana kao sustav lipidnog
dvosloja s integralnim te perifernim membranskim proteinima. Istaknuta je i nakupina

kolesterola (engl. lipid raft) u koju je usidren protein glikozil-fosfatidilinozitol.

/ GPI- SIDRO

UGLJIKOHIDRAT NI LANAC

VANJSKI MEDLJ

KOLESTEROL

HIDROFOBNO PODRUCJE

m (5‘,

!-i‘i“ﬁéégf'

:}— HIDROFILNO PODRUCJE

INTEGRALNI PROTEIN

FOSFOLIPID

PERIFERNI PROTEINI

UNUTARNJI MEDIJ

Slika 1. Shematski prikaz primjera bioloske membrane*

Lipidi su amfifilne molekule koje se sastoje od hidrofobnog ugljikovodi¢nog lanca i
hidrofilne glave koja sadrzi nabijenu/e funkcijsku/e skupinu/e; npr. u fosfokolinskim lipidima
hidrofilnu glavu &ine fosfatna PO,>" i kolinska (—N(CHs)s") skupina. U vodi spontano stvaraju

agregate u kojima su ugljikovodi¢ni lanci okrenuti jedni prema drugima, a polarna glava

3
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§ 2. Literaturni pregled 4

prema vodi (slika 2). Ovisno o koncentraciji lipida te o temperaturi, tlaku i pH medija lipidi
mogu stvarati razliito strukturirane agregate: monomere (pri izrazito niskim

koncentracijama), micele te dvosloje.

POLARNA SKUPINA GLAVE

AR A
Www;{&

£ .
UBORICUARIK

LIPID MICELE LIPIDNI DVOSLOJ

NEPOLARNI UGLIIKOVODICNI LANCI

Slika 2. Shematski prikaz lipida i lipidnih agregata®

U najzastupljenije membranske lipide ubrajaju se fosfolipidi (fosfogliceridi),

sfingolipidi i steroli (kolesterol) (slika 3).**

4
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§ 2. Literaturni pregled 5

/\WN\/\J\ c,«pao
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SFINGOLIPID
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Slika 3. Prikaz tri osnovne skupine membranskih proteina: fosfoglicerid kao 1-oleoil-2-

palmitoil-fosfatidilkolin, sfingolipid kao N-palmitoil sfingomijelin®

Kod fosfolipida polarne glave sadrze: i) fosfatnu skupinu koja je pri fizioloskim pH-
vrijednostima negativno nabijena'® te ii) polarnu skupinu poput fosfatne kiseline (engl.
phosphatidic acid, PA), kolina (PC engl. phosphocholine), serina (PS engl. phosphoserine) ili
glicerola (PG engl. phosphoglycerol)® (slika 4). Kod najzastupljenijih fosfolipida u biologkim
membranama (fosfoglicerida) na dva mjesta glicerolne okosnice vezani su lanci masnih
kiselina od kojih je na polozaju sn-1 vezana zasi¢ena, a na polozaju Sn-2 nezasi¢ena masna
kiselina. Duljina lanaca masnih kiselina moZze varirati od 14 do 24 atoma ugljika, a stupanj

nezasi¢enosti moze imati do najvise 6 dvostrukih kovalentnih veza u lancu.”

5
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Slika 4. Strukturne formule fosfolipida s razli¢itim polarnim glavama’

Sfingomijelin je fosfolipid prisutan u membranama koje nisu derivirane iz glicerola
(slika 3). Njegovu okosnicu ¢ini sfingozin, aminoalkohol koji sadrzi dugi, nezasi¢eni
ugljikovodi¢ni lanac, Koji je povezan s masnom kiselinom amidnom vezom. Primarna
hidroksilna skupina sfingozina je esterificirani fosforilkolin.*®

Treca skupina vaznih membranskih lipida su steroli od kojih je najpoznatiji kolesterol
(slika 3). Molekule kolesterola umetnute izmedu molekula fosfolipida sprijecavaju jaku
interakciju susjednih lanaca masnih kiselina, a istodobno odrzavaju normalnu dinamiku i

funkciju membrana u sluajevima promijenjenih temperaturnih ili drugih uvjeta.’®

2.2.  Modelne lipidne membrane

Jedan od najistrazivanijih modelnih fosfolipida je 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfokolin (engl. 1,2-dipalmitoyl-sn-glicero-3-phosphatidylcholine, DPPC) koji sadrzi dva
lanca palmitinske kiseline (engl. palmitic acid, PA) i ¢ija polarna glava ima jednak broj

pozitivnog i negativnog naboja pri fizioloskim pH-vrijednostima (slika 5). DPPC se pri

6
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§ 2. Literaturni pregled 7

sobnim uvjetima (25 °C) nalazi u fazi Lg, pri fizioloskim uvjetima (37 °C) je u Pg fazi, au L,

fazu prelazi pri 41,3 °C."

Slika 5. Prikaz DPPC-a’

2.2.1. Liposomi
Liposomi su sferne tvorevine nastale samoorganizacijom molekula lipida u vodenom
mediju (slika 6)."® Kao modelne lipidne membrane &esto se prireduju u obliku jednostrukih

odnosno visestrukih lipidnih dvosloja.

Slika 6. Shematski prikaz nastajanja liposoma™®

Liposomi se dijele u dvije skupine (slika 7):

1) Unilamelarne liposome (engl. unilamellar vesicles, UV) koji sadrze jedan hidrirani

lipidni dvosloj, a prema veli€ini se dijele na:

a) male unilamelarne liposome (engl. small unilamellar vesicles, SUV), promjera
20-100 nm,

b) velike unilamelarne liposome (engl. large unilamellar vesicles, LUV) promjera

100-1000 nm te
7
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§ 2. Literaturni pregled 8

c) vrlo velike unilamelarne liposome (engl. giant unilamellar vesicles, GUV) promjera

veceg od 1 000 nm

2) Oligolamelarne liposome (engl. oligolamellar vesicles, OLV) koji sadrze nekoliko

koncentri¢nih lipidnih dvosloja okruzenih vodenim medijem

3) Multilamelarne liposome (engl. multilamellar vesicles, MLV) odnosno visestruke
hidrirane lipidne dvosloje koje karakterizira postojanje velikog broja koncentri¢nih
lipidnih dvosloja razdvojenih slojevima vodenog medija. Veli¢ina im se kre¢e od 1000
do 2000 nm.?

P
s aEne
» R > AMEw ¢
\:t'é,;..‘i l_\‘:,
&% "ﬂ:‘:‘o‘!‘,&: -

SUV LUV GUV
<200 nm 200-1000 nm >1000 nm

Slika 7. Klasifikacija liposoma prema veli&ini i broju fosfolipidnih dvosloja®

Jedan od najpoznatijih nacina priprave visestrukih hidriranih lipidnih dvosloja DPPC-
a ukljucuje:® i) otapanje lipida (najées¢e krutog uzorka) u organskom otapalu (najéesée u
CHCly), ii) pipetiranje odredenog volumena otopine (koja sadrzi odredenu koli¢inu, tj. masu
lipida) u tikvicu, iii) uparavanje organskog otapala do suha (dok se ne dobije film lipida), iv)
hidrataciju zeljenim medijem, v) naizmjeni¢nu intenzivnu tresnju (engl. vortex), grijanjem u
vrucoj kupelji te hladenjem u ledenoj kupelji (ponoviti minimalno 3 puta). Radi postizanja
jednolike veli¢ine liposoma te SUV-ova radi se i sonikacija (no to nije potrebno u sklopu

izrade ovog diplomskog rada).**

2.2.2. Fazni prijelazi membranskih lipida
Dvosloj DPPC lipida moze se naé¢i u nekoliko razli¢itih faza ovisno o temperaturi,
tlaku te hidrataciji (slika 8). Pri niskim temperaturama DPPC se nalazi u kristalnoj fazi (L)
8
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(slika 8.a), koja tijekom zagrijavanja prelazi u fazu Lg (slika 8.b). U toj je fazi dvosloj vise
hidratiziran nego u L. fazi i molekule lipida su nagnute pod odredenim kutom (30°) (otud
oznaka ). Nastavkom zagrijavanja dvosloj DPPC lipida prelazi iz Lg u Pp fazu; taj se
prijelaz, karakteristi¢an po pojavi valova na povrSini dvosloja, naziva pretprijelazom i opaza
se pri temperaturi pretprijelaza T, (33,5 °C)? (slika 8.c). Spomenuti prijelaz je znatno
izrazeniji kod videstrukih (MLV) nego jednostrukih (SUV) lipidnih dvosloja.® Daljnjim
porastom temperature dolazi do promjene konformacije metilenskih skupina iz trans u
gauche, odnosno dolazi do izomerizacije C—C veza u ugljikovodi¢nim lancima. Spomenuta
pojava je ujedno glavna karakteristika prijelaza DPPC-a u L, fazu (slika 8.d). Prijelaz iz L,
odnosno Pg u L, fazu se takoder naziva i glavnim faznim prijelazom i opaza se pri

temperaturi mek3anja (Tp) (41 °C). %%

mnon m
Wl aadd
a)Lc b) Lg c) Psr d) La

Slika 8. Shematski prikaz faza lipidnih membrane prilikom poveéanja temperature®: a)
kristalna faza (L.); b) faza gela (Ly); c) valovita faza (Pg); d) fluidna faza (L)

Vrijednosti T, za lipide razli¢itih duljina lanaca variraju jer su one, u prvom redu,
funkcija van der Waalsovih interakcija medu ugljikovodi¢nim lancima. Zbog toga prisutnost
dvostrukih veza u lancima kod npr. 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfokolina (engl. 1-
palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphocholine, POPC)  znacajno  smanjuje T, jer
ugljikovodiéni lanci ne mogu biti gusto slagani kao kod DPPC-a (T = —2 °C)**. Utjecaj
polarne skupine lipidnih molekula, odnosno njihove medusobne interakcije, kao i one s
vodom, predstavljaju sekundarni faktor u veli¢ini T, pojedinog lipida. Primjerice, 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin (engl. 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine, DPPE) ima jednake ugljikvodi¢ne lance kao i DPPC, no zbog

9
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interakcija koje stvaraju amino-skupinu (—-NHz") u odnosu na kolinsku skupinu (~N(CHz)s")
njegova Tr, je znatno visa (Tm(DPPE) = 63 °C).2

Dodatak malih organskih molekula u dvosloj DPPC-a utjete na pojavnost i
temperature pojedinih faznih prijelaza.®> Primjerice, ugradnjom palmitinske kiseline (engl.
phosphatidic acid, PA) ne samo da se mijenjaju Ty i Ty u 0dnosu na MLV ¢istog DPPC-a, ve¢
se, pri ve¢im koli¢inama PA ugradene u dvosloj, pretpijelaz vise ne moze vidjeti iz DSC
krivulje.’®® Utjecaj ugradene PA na pretprijelaz viSestrukih lipidnih dvosloja DPPC-a
dodatno se moze ocitovati 1 promjenom pH medija u kojem je DPPC suspendiran budu¢i da
PA moze biti protonirana (COOH) ili deprotonirana (COO™). U vodenom mediju njezina pK,
vrijednost je 4,75, dok je u membrani, kad je mnozinski udio (x) ugradene PA oko 10 %, pK,

vrijednost oko 7,7.%

2.3. Instrumentalne tehnike odredivanja temeprature faznog prijelaza

Fazni prijelazi lipida samoorganiziranih u liposome mogu se mjeriti razli¢itim
nacinima pri ¢emu primarno mjesto tradicionalno zauzima razlikovno-pretrazna kalorimetrija
(engl. differential scanning calorimetry, DSC) jer daje termodinamicke podatke
karakteristi¢ne za pojedini fazni prijelaz.* Medutim, i spektroskopske tehnike poput FT-IR
spektroskopije mogu dati vazne informacije koje se dogadaju na molekulskoj razini prilikom
pojedinog faznog prijelaza® pa upravo ova tehnika, djelomi¢no upotpunjena DSC-om,

zauzima sredi$nje mjesto u ovom diplomskom radu.

2.3.1. Razlikovno-pretraina kalorimetrija

Razlikovno-pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorometry, DSC) je
jedna od najcesée koristenih tehnika pomocu koje se odreduju termicka svojstva materijala.?’
Ova tehnika ukljucuje istovremeno zagrijavanje (ili hladenje) uzorka 1 inertne referentne tvari,
materijala usporedive toplinske mase i toplinskog kapaciteta, koji ne pokazuje termotropne
dogadaje unutar temperaturnog podrucja od interesa. Zagrijavanje se odvija s unaprijed
odredenom konstantnom brzinom u kalorimetru u kojem se mjeri razlika brzine protoka
topline u uzorku u odnosu na referentnu inertnu tvar,”® a DSC mijeri apsorbiranu odnosno
otpustenu toplinu iz materijala kao funkciju temperature. Time je omoguéeno odredivanje
termodinamickih veli¢ina poput temperature faznih prijelaza (T, i Tm), ali i promjene

specifi¢nog toplinskog kapaciteta (Acp) uslijed pojedinog faznog prijelaza.?® Temperatura
10
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faznog prijelaza se moze odrediti na dva nacina: iz ekstrapolirane temperature pocetka signala
(engl. onset) DSC krivulje koja ne ovisi 0 brzini zagrijavanja (Tonset)30 te iz maksimuma
krivulje (Tmaks) pri kojoj je 50 % molekula lipida ve¢ proslo kroz dani fazni prijelaz. U ovom
¢e se diplomskom radu iskazivati temperature faznih prijelaza odredene na oba nacina jer je u
znacajnom broju radova T, DPPC-a iskazana preko Tmaks.4

Vazno je naglasiti da uzorak koji se analizira DSC-om obavezno prolazi minimalno
dva ciklusa grijanja i hladenja; buduci da prvo zagrijavanje uzorka, osim termodinamic¢kih (i
kineti¢kih) svojstava uzorka sadrzi i njegovu termalnu povijest, Spomenuta svojstva uzorka se

.y . . .. . 2
obi¢no tumade iz drugog zagrijavanja uzorka.?®

2.3.2. Infracrvena spektroskopija

2.3.2.1. Osnove FT-IR spektroskopije

Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama (FT-IR) je jedna od
najstarijih i najceSc¢e koristenih tehnika u identifikaciji spojeva budu¢i da razliiti spojevi,
izuzev enantiomera te homomolekulskih diatomnih molekula, daju razli¢it FT-IR spektar.®
Medu ostalim, njena velika prednost se iskazuje u moguénosti istrazivanja razlic¢itih spojeva
(anorganski, organski, bioloski) na razli¢ite nac¢ine (u ¢vrstom, tekucem i plinovitom stanju).32
Energija IR zradenja proteze se od 14000 cm™ do 20 cm i dijeli se na: blisko infracrveno
podrugje od 14000 cm™* do 3600 cm™ (engl. near-infrared, NIR), srednje infracrveno
podrugje od 3600 cm ™ do 200 cm™* (engl. mid-infrared, MIR) i daleko infracrveno podrugje
od 200 cm *do 20 cm™* (engl. far-infrared, FIR).*

FT-IR spektar je posljedica promjene vibracijske (i rotacijske) energije molekule
uslijed apsorpcije IR zracenja i biljezi se kao vrpca odredenog intenziteta Ciji se maksimum
nalazi na odredenom valnom broju (v). Polozaj vrpce u spektru karakteristican je za nacin
vibriranja (normalni mod) odredene funkcijske skupine, a ovisi o ja¢ini veze izmedu atoma te

0 masi atoma sa svake strane veze:

~_ 1 [k
v=E— |-

2mC Al U

pri ¢emu je v valni broj (recipro¢na vrijednost valne duljine (1) izrazena mjernom jedinicom

cm ), k konstanta veze, u reducirana masa, a ¢ brzina svjetlosti u vakuumu koja iznosi

11
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priblizno 3 x 10® m/s. Intenzitet vrpce ovisi o promjeni dipolnog momenta molekule koja se
dogada uslijed apsorpcije zragenja (odnosno uslijed promjene vibracijske energije).*
Molekulske vibracije troatomne molekule koje ostavljaju otisak u FT-IR spektru se
opcenito dijele na istezanja (engl. stretching) i svijanje (engl. bending). Vibracije istezanja
ukljucuju promjenu duljine veze, dok vibracije savijanja ukljucuju promjenu kuta veze (engl.
bond angle) (slika 9). Vibracije istezanja su vibracije duz kemijske veze, a mogu biti
simetri¢ne i antisimetri¢ne. Vibracije savijanja uzrokuju promjenu kuta izmedu kemijskih
veza u molekuli. U slu¢aju troatomnih molekula ili funkcijskih skupina, koje se sastoje od dva
atoma jedne vrste vezane na sredi$nji atom druge vrste, vibracije svijanja su: njihanje, strizna
savijanja, uvijanje i mahanje (slika 9).* Za sloZenije molekulske strukture, vibracije

deformacije dijele se na svijanja u ravnini i izvan ravnine.

/
__H L HY
c e
~ "\H T “‘-H ,)
\
Simetri¢no istezanje Strizna savijanja Mahanje
/
‘uC/H ‘-.C/H h
» "‘\H Cd "‘\H )
\
Asimetriéno istezanje Njihanje Uvijanje
Vibracije istezanja Vibracije savijanja

Slika 9. Prikaz vibracija istezanja i vibracija savijanja®

2.3.2.2. FT-IR spektrometar

Glavni dijelovi FT-IR spektrometra su: izvor zracenja, interferometar i detektor (Slika
10.) Izvor zracenja uglavnom je globarov Stapi¢ nacinjen od silicijeva karbida u obliku Stapica
ili spirale, koji zagrijavanjem oko 1500 K emitira infracrveno zracenje. Zracenje dolazi do
interferometra u kojem ga dijelitelj zrake dijeli na dva snopa: jedan snop pada na nepokretno,
a drugi na pomicno zrcalo koje se kre¢e odredenom brzinom. Nakon odbijanja od zrcala
snopovi zraCenja se vracaju na djelitelje zrake gdje interferiraju (konstruktivno ili

destruktivno, ovisno o tome u kojoj su fazi), prolaze kroz uzorak i dolaze do detektora koji
12
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opticke signale pretvara u elektricne. Sve frekvencije infracrvenog izvora na detektor padaju
istovremeno §to je velika prednost u odnosu na disperzivne spektrometre u kojima se
frekvencije infracrvenog zracenja detektiraju jedna po jedna, ¢ime se vrijeme snimanja
spektra produljuje. U konac¢nici se na detektoru registrira signal, odnosno dobiva se
interferogram, a primjenom matematic¢kih operacija, odnosno Fourierovih transformacija, iz

interferograma se dobiva FT-IR spektar.®

INTERFERCMETAR
"""""""" ETACIONARNG ZREALD M1
DIELITEL] :
Y ) | IZVORIR

POKRETNO L % ;
ZRCAL \, *
M2 \\\\} : sl

i ' LECA

e .

LZORAK
E DETEETOR

Slika 10. Konstrukcija FT-IR spektrometra®

2.3.2.3. FT-IR spektroskopija u odredivanju faznih prijelaza lipida

Za odredivanje temperature faznih prijelaza lipida najée$¢e se promatraju istezanja
metilenske skupine (slika 9).** Konkretno, promjenom konformacije metilenske skupine
(—CH2-) ugljikovodi¢nih lanaca iz trans u gauche (tj. prilikom glavnog faznog prijelaza)
dolazi do znacajnog pomaka vrpci koje proizlaze iz antisimetricnog (vasCHy) te simetri¢nog
(vsCH,) istezanja CH, skupine i koje apsorbiraju pri oko 2920 cm™ i 2850 cm ™. Vrpce CH;
striznog uvijanja i njihanja (pri 1470 cm™ i 720 cm™) takoder se djelomiéno koriste kod
odredivanja temperatura faznih prijelaza jer je njihov polozaj iznimno osjetljiv na lateralno
slaganje lipidnih molekula.*

Prilikom promjene faze ne mijenjaju se samo signali koji potje€u od ugljikovodi¢nih
lanaca, ve¢ i oni koji su posljedica istezanja karbonilne skupine glicerolne okosnice (vC=0) s
maksimumom apsorpcije pri oko 1700 cm™ te antisimetriénog (vsPO ) i simetri¢nog
(vsPO,") istezanja PO, skupine s maksimumima pri ~1230 cm* te ~1080 cm*.° Stovise,

promjene u spomenutim signalima takoder ukazuju i na to u kojoj mjeri vrpce, koje opisuju
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nacine vibriranja polarnih glava lipida, odrazavaju pojedini fazni prijelaz. U ovom

diplomskom radu posebna ¢e se paznja posvetiti analizi vrpci koje potjecu 0d viCH3 1 v4PO5 .

2.3.3. Dinamicko rasprSenje svjetlosti

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) je tehnika koja
se koristi za mjerenje veli¢ine Cestica na temelju njihovog Brownovog gibanja. Brownovo
gibanje je nasumi¢no kretanje Cestica zbog sudaranja s molekulama otapala. Na brzinu
Brownovog gibanja utjetu: veli¢ina &estice, viskoznost uzorka i temperatura. Sto je manja
Cestica, brzina Brownovog gibanja postaje veca i obrnuto; takoder visa temperatura ubrzava
Brownovo gibanje. Prema Stokes-Einsteinovom izrazu brzina Brownovog gibanja je
definirana translacijskim difuzijskim koeficijentom, te se pomocu izraza moze izracunati
hidrodinamicki promjer Cestice:

kT
Dy = 3rnD

gdje je Dy hidrodinamicki promjer, k Boltzmannova konstanta, T apsolutna temperatura, n

koeficijent viskoznosti, a D difuzijski koeficijent.

Komponente DLS sustava su:

1. Izvor svjetlosti, naj¢esce laser (HeNe, u ¢vrstom stanju ili diodni laser)

2. Celija za uzorak, najéesce cilindri¢na kiveta s promjerom izmedu 10-30 mm, te ako je
moguce s termostatom

3. Detektor, fotomultiplikatorska cijev (ili vrlo osjetljiva lavinska fotodioda (engl. avalanche

photo diode, APD)) te uz nju povezana optika®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Kemikalije koje su se koristile u eksperimentima za ovaj diplomski rad su: 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DPPC, 99 % C¢istoce, Avanti polar lipids), palmitinska
kiselina (PA, p.a., Kemika), kloroform (CH3Cl, p.a., Gram-Mol), acetatni pufer (pH = 4,0 i
pH = 5,0) sastava: octena kiselina (CH3COOH, p.a., Kemika) i natrijev acetat (CH3COONa,
p.a., Kemika), fosfatni pufer (pH = 6,0, pH = 6,9, pH = 7,3) sastava: natrijev hidrogenfosfat
(Na;HPOQy4, > 99 % cistoce, Alfa Aesar), natrijev dihidrogenfosfat (NaH,PQOy,, p.a., Fluka) te
karbonatni pufer (pH = 9,1) sastava: natrijev karbonat (Na,COgs, p.a., Kemika), natrijev
hidrogenkarbonat (NaHCO3, p.a., Gram-Mol). Svi puferi su priredeni u trostruko destiliranoj

vodi i njihova ionska jakost iznosi | = 100 mol L2,

3.2. Priprema uzoraka

3.2.1. Uzorci za FT-IR spektroskopiju

Izvagano je 292 mg DPPC praha i otopljeno u 5 mL kloroforma (CHCIs). Dobivena
otopina koristena je za pripravu DPPC multilamelarnih liposoma bez prisutnosti i u
prisutnosti PA. Filmovi DPPC-a bez PA pripremljeni su na nacin da je pipetirano 500 pL
spomenute otopine DPPC i upareno u tikvici na rotacijskom uparivacu. Dobiveni filmovi su
suspendirani u puferima sljede¢ih pH-vrijednosti: 4,0 i 5,0 (acetatni pufer), 6,0, 6,9 i 7,3
(fosfatni pufer) i 9,1 (karbonatni pufer) tako da je dodano 600 pL pojedinog pufera u tikvicu,
nakon cega slijedi uzastopno intenzivno mijesanje, zagrijavanje u vru¢oj vodenoj kupelji na
80 °C 1 hladenje u ledenoj kupelji u barem 3 ciklusa, dok nije dobivena suspenzija. Masena
koncentracija lipida u DPPC-u iznosila je 48,7 mg/mL.

Otopljeno je 211 mg PA u 100 mL kloroforma (CHCIs). Pipetirano je 500 uL. DPPC
otopine i 100 pL priredene otopine PA u istu tikvicu. Nakon uparavanja otapala na
rotacijskom uparivacu i dobivanja suhih filmova DPPC + PA, priredene su njihove suspenzije

u puferima razli¢itih pH-vrijednosti na isti na¢in kao i za Ciste DPPC liposome (prethodni
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odlomak). Masena koncentracija lipida u DPPC + PA iznosila je 292 mg/mL, dok je

monozinski udio PA iznosio 2 %.

3.2.2. Uzorci za DSC

Priprema uzorka za razlikovno-pretraznu kalorimetriju (DSC) identi¢na je gore
navedenoj pripremi uzorka za FT-IR spektroskopiju (3.2.1). Ukratko, za pripremu DPPC
filma otopljeno je 15 mg DPPC praha u 250 pL kloroforma. Nakon uparavanja kloroforma
film DPPC-a suspendiran je u 3 mL fosfatnog pufera pH-vrijednosti 6,9. Liposomi DPPC-a s
ugradenom PA priredeni su na analogan nacin, tj. pomijeSana je otopina DPPC-a u
Kloroformu (15 mg DPPC praha u 250 uL kloroforma) s prethodno priredenom otopinom PA
u kloroformu (150 pL otopine PA tako da je koncentracija DPPC-a u priredenim uzorcima
bila ~ 5 mg/mL, a mnozinski udio PA (x) je iznosio 2 %. Dodatni korak je otplinjavanje u
komori tijekom 15 minuta, u svrhu uklanjanja zraka iz uzorka koji moze utjecati na DSC

krivulju.

3.2.3. Uzorci za DLS
Za mjerenje veli¢ine pripremljenih multilamelarnih liposoma koriStene su suspenzije
koje su priredene za DSC mjerenja (DPPC (+PA)) u puferu (pH = 6,9) koje su dodatno

razrijedene (odgovaraju¢im puferom) tako da je koncentracija DPPC iznosila 0,3 mg/mL.

3.3. Mjerne tehnike

3.3.1. Mjerenje FT-IR spektara

FT-IR spektri suspenzija DPPC u odsutnosti i prisutnosti PA snimljeni su pomocu
ABB Bomem MB102 FT-IR spektrometra opremljenog optikom od Csl i DTGS detektorom.
FT-IR spektri uzoraka (i suspenzija i pripadajucih pufera) su mjereni u dvjema celijama s
prozorima od CaF, debljina d = 25 pm i d = 50 pm. Celija je smjestena unutar metalnog
plasta Cija je temperatura regulirana pomoc¢u grijaca Specac 3000 Series. Otprilike 150 pL
uzorka (suspenzije, odnosno pufera) je uneseno u ¢eliju pomocu pipete pazeéi da ne ude zrak.
Nakon postignute Zeljene temperature snimljeni su spektri uzoraka. Spektri su snimani u
temperaturnom intervalu od 30 °C do 51 °C uz brzinu zagrijavanja od 1 °C/min. Svaki uzorak

je mjeren tri puta (tri neovisna punjenja ¢elije). Razlucivanje pri kojoj su snimljeni spektri
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iznosilo je 8 cm™, a broj snimljenih snimaka za spektar bio je 10. Dobiveni FT-IR spektri su

analizirani pomoc¢u programa Origin 8.5 1 Spectragryph v1.2.11.

Slika 11. Koristeni IR spektometar ABB Bomem MB102 i visokotemperaturni grijac Specac
3000 Series (fotografirano u Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju

Zavoda za organsku kemiju i biokemiju IRB-a)

3.3.2. Mjerenje DSC krivulja
Za kalorimetrijska mjerenja suspenzija koristen je mikrokalorimetar Nano-DSC, TA
Instruments, New Castle, USA. Budu¢i da su DSC podaci za DPPC (+PA) suspenzije veé

2519 jedan set suspenzija (DPPC te

dokumentirani i poznate su temperature faznih prijelaza,
DPPC+PA u puferu pH = 6,9) koristit ¢e se kao kontrola za Tr, i T odredene analizom FT-IR
spektara. Volumen ¢elije za uzorke je 300 pL. Uzorci su snimani u temperaturnom intervalu
od 10 °C do 80 °C uz brzinu zagrijavanja 1 °C/min. Svaki uzorak je izmjeren tri puta u dva
ciklusa grijanja i hladenja (osim pufera koji je izmjeren jednom u dva ciklusa grijanja i
hladenja). (DSC krivulje oba ciklusa prikazane su na slici D1 u Dodatku). DSC krivulje iz
drugog zagrijavanja su analizirane na nacin da je prvo oduzeta DSC krivulja pufera iz

odgovarajuceg koraka grijanja da bi se nakon toga provela o€itanja temperature faznih

prijelaza (i iz onseta i iz maksimuma DSC krivulje).
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Slika 12. Mikrokalorimetar Nano-DSC, TA Instruments, New Castle, USA (fotografirano u
Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju Zavoda za organsku kemiju i

biokemiju IRB-a

3.3.3. Odredivanje velicine suspendiranih Cestica

Veli¢ina pripremljenih DPPC (+PA) liposoma u puferu pH = 6,9 izmjerena je
uredajem Zetasizer Ultra, Malvern Panalytical, Velika Britanija, opremljenim s crvenim
He/Ne laserom koji emitira zraCenje valne duljine 632,8 nm maksimalne snage 10 mW.
Mjerenje veli¢ine Cestica provedeno je pod kutem od 173°, uz fotodiodu kao detektor.

Prosjec¢na velicina liposoma je Dy = 1000 £+ 200 nm.

18

Marina PiSonié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 19

§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Analiza FT-IR spektara

Pri odredivanju Tn i Tp vrijednosti DPPC-a u odsutnosti i prisutnosti PA analizirana su
spektralna podrucja u kojima se nalaze vrpce koje potjecu od simetri¢nog istezanja metilenske
skupine (vsCH,) i antisimetri¢nog istezanja PO, skupine (v,PO;"); drugim rijeCima,
analizirano je podru&je od 2980 do 2924 cm™* (vsCH,) i od 1273 do 1190 cm™ (vaPO2).
Nakon korekcije bazne linije u spomenutom spektralnom podruéju ocitane su vrijednosti
apsorbancija pri valnim brojevima 2851 cm™* (vsCH,), odnosno 1227 cm ™ (vasPO,).

U nastavku teksta prikazani su i detaljnije diskutirani podatci dobiveni na temelju FT-
IR spektara suspenzija DPPC (+PA) suspendiranih u fosfatnom puferu pH = 6,9 te
pripadaju¢ih DSC krivulja (slika 14, tablica 1). Temperature faznih prijelaza ostalih
suspenzija odredene su na temelju FT-IR spektara te navedene u tablici 1 (slike D2-D6 u
Dodatku).
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Slika 13. FT-IR spektri suspenzija DPPC i DPPC+PA pri pH-vrijednosti 6,9 u temperaturnom
intervalu od 30 °C do 51 °C s istaknutim valnim brojevima maksimuma apsorpcije u
sliede¢im spektralnim podruéjima: a) vsCH; za DPPC (Vinaks = 2851 cm ), b) vsCH, za DPPC
+ PA (Vmaks = 2851 cm™Y), €) vasPO; za DPPC (Vimaks = 1227 cm™®), d) vaPO, za DPPC+PA
(Vinaks = 1227 cm™).

Na slici 13 vidljiv je pad intenziteta vrpci DPPC-a (tj. spektralnih potpisa) uslijed
porasta temperature. Uz to, nagli pomak maksimuma vsCH, vrpce prema viSim valnim
brojevima opazen je pri temperaturi koja se podudara s T, dok se oblik v,PO,™ vrpce mijenja
s porastom temperature (narocito pri Tp) zbog znaCajne promjene mreze vodikovih veza u
koju su ukljugene fosfatne skupine, u skladu s literaturnim podacima.** Ovisnost apsorbancije
vrpci vsCH, i vaPO,™ pri 2851 cm™ i 1227 cm™ o temperaturi daje krivulje koje pokazuju
diskontinuitete pri odredenim temperaturama, a njihove tocke infleksije odgovaraju
temperaturama faznih prijelaza.
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Prije navodenja temperatura faznih prijelaza DPPC / DPPC+PA suspenzija odredenih
analizom vsCHy i v4PO," vrpci ukratko ¢e se predstaviti na¢in njihova oznacavanja:

1) u slucaju prilagodbe dobivene krivulje (A u ovisnosti o T / °C) na sigmoidalnu
(Boltzmannovu) funkciju, &ime se dolazi do tocke infleksije,® navest ée se temperatura faznog
prijelaza u obliku ab(,c) + d(,e) °C (8to se isklju¢ivo odnosi na Tp,),

If) oznaka ~ znaci da je vrijednost procijenjena (vrijedi za odredivanje i Tp i Tm),

Iii) znak — znaci da se Ty ne moze procijeniti, tj. izdvojiti.

Za suspenzije DPPC / DPPC+PA u puferu pH = 6,9 tocke infleksije dobivene analizom vsCH,
vrpce opazene pri ~ 36 °C / — pripisane su Tp, a one koje su opazene pri 41,4 + 0,3 °C / ~ 34
°C pripisane su Tp,; analogne vrijednosti dobivene analizom v,sPO,~ vrpce opazene pri ~ 35
°C / — pripisane su Tp, a one opazene pri 41,2 + 0,4 °C / ~ 35 °C pripisane su Tn, (slika 14).
Budu¢i da je diskontinuitet svih krivulja znatno naglaseniji pri temperaturama koje se
podudaraju s Tp, (odnosno proglasene su Ty), znacajnije promjene na molekulskoj razini se
ocekivano dogadaju uslijed Py — L, prijelaza viSestrukih hidriranih dvosloja DPPC-a nego
uslijed Ly — Pp prijelaza.’

Analizom DSC krivulje suspenzije ¢istog DPPC-a pri drugom grijanju, temperature
faznih prijelaza ocitane iz onseta (i maksimuma) DSC krivulje su: T, = 28,0 £ 0,3 °C (32,3 +
0,1°C)te Tm = 39,4+ 0,3 °C (40,6 £ 0,1 °C). Dodatkom PA temperature faznih prijelaza se
ponesto mijenjaju i postaju: Tp = 33,8 + 0,1 °C (36,1 £ 0,1 °C) te T, = 40,7 £ 0,1 °C (41,8 +
0,1 °C).
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Slika 14. Temperaturna ovisnost apsorbancije FT-IR vrpci DPPC-a u odsutnosti i prisutnosti
PA s pripadaju¢im DSC krivuljama pri pH = 6,9: a) DPPC: viCHy (Vmaks = 2851 cm); b)
DPPC + PA: vsCH3 (Vimaks = 2851 cm™); ¢) DPPC: vasPO2 (Vimaks = 1227 cm™); d) DPPC + PA:

VasPO2~ (Vmaks = 1227 cm ™) (FT-IR — crna i smeda krivulja, DSC — crvena i plava krivulja)
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Tablica 1. Temperature faznih prijelaza (Ts, izrazena u °C) viSestrukih hidriranih dvosloja
DPPC (+PA) suspendiranih u puferima razlic¢itih pH-vrijednosti (4,0; 5,0; 6,0; 6.9; 7,3; 9,1)
odredene analizom vrpci viCHz (Vimaks = 2851 cm™) i vasPO2 (Vmaks = 1227 cm™) u FT-IR

spektrima te DSC tehnikom (samo za pH =6,9)

Tq / °C
N DPPC DPPC+PA
VSCHZ Vaspoz_ VSCH VasPOZ_
Tp=- Tp~34 Tp — Tp~35
4,0
Tn=40,5+04 T =405+ 0,3 Tn=40,9+04 T=140,8 0,6
To~ 36 Tp~ 35 To=" To=-
5,0
T, =415+0,2 Tm=41,4+02 Tm~35 Tm~35
T, ~35 Tp~ 35 Tp~ 35 To~-
6.0 T~ 39
Tn=41,3+0,2 Tn=41,2+0,1 Tn=40+2 m
_ T, ~—
6.9 Tn=414+03 Tn=412+04 T, ~ 34 Tm~35
| Tp(onset/maks) = 28,0 + 0,3 /3233 + 0,1 Tp(onset/maks) = 33,8 + 091 / 36,1 + 091
Tm(onset/maks) =39,4+0,3/40,6 0,1 Tm(onset/maks) =40,7+0,1/41,8+0,1
Tp=- To~ 36 To=" To=-
7.3 ~
Tm=415+01 | Tn=40,5+0,5 Tm~39 Tm=38+1
' Tw=40,5 £ 0,3 T,,=405+0,1 To=41,1+05 Tm=41,1+03

Medusobnom usporedbom FT-IR podataka, kao i njihovom usporedbom s DSC
podacima, uocavaju se odredene pravilnosti, ali i odstupanja. T, i Ty vijednosti suspenzija
¢istog DPPC-a u puferu pH-vrijednosti 6,9 dobivene analizom vsCH,, odnosno v,PO, vrpce
daju gotovo jednake vrijednosti: T~ 36 °C, odnosno T, ~ 35 °C i T = 41,4 £ 0,3 °C odnosno
Tm=41,2 £ 0,4 °C. Analogno vrijedi 1 za suspenzije DPPC+PA u istom puferu, uz iznimku
oCitanja samo jednog faznog prijelaza koji je proglasen za Tn, 1 procijenjen je na T, ~ 34 °C
(vsCH>), odnosno T, ~ 35 °C (vasPO2 ).
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Usporedbom FT-IR i DSC podataka DPPC (+PA) suspenzija dobivenih u puferu pH =
6,9 opaza se izvjesno neslaganje u temperaturama faznih prijelaza (slika 14). Kada je posrijedi
odredivanje T, iz DPPC suspenzija, FT-IR podatci (iz oba spektralna podruc¢ja) daju nesto
viSu vrijednost nego DSC (tablica 1), a kod odredivanja T, odstupanje je neS$to manje.
Neslaganja izmedu FT-IR i DSC podataka se za ciste DPPC suspenzije mogu pripisati
unoSenju nesigurnosti prilikom odredivanja tocke infleksije, kao i Cinjenici da se myjerila
apsorbancija vrpce u maksimumu (intenzitet vrpce), a ne ¢itava vrpca (povrSina vrpce). To sa
sobom takoder povlaci i1 veliku nesigurnost kod analize pojedinih vrpci §to je vidljivo na slici
14 te na slikama D2—-D6. Drugim rije¢ima, o¢ekuje se da bi primjena multivarijatne analize na
FT-IR spektrima dala pouzdanije i vjerojatno usporedivije podatke s onima dobivenima
analizom DSC krivulja.® Analiza FT-IR podataka DPPC+PA suspenzija u puferu pH-
vrijednosti 6,9 pokazuje jo§ veée neslaganje s DSC podacima (slika 14, tablica 1); Stovise,
krivulje temperaturne ovisnosti apsorbancije za obje vrpce daju samo jedan diskontinuitet,
koji je proglasen za T, i koji se po svojoj vrijednosti javlja izmedu T, i Tm vrijednosti
dobivenih iz DSC krivulje (slika 14, tablica 1). Valja napomenuti da se vrijednosti Ty i Tr,
dobivene iz DSC krivulje cCistog DPPC-a, kao i neSto vece vrijednosti za suspenzije
DPPC+PA zbog stabilizacije faze Lp odnosno Py, dobro slazu s ve¢ objavljenim
podatcima.’*%®

Prije nego se ponudi moguce objasnjenje opazenih pojava u FT-IR spektrima DPPC
(+PA) suspenzija, kao i neslaganje FT-IR i DSC podataka, potrebno je komentirati i FT-IR
podatke DPPC (+PA) suspenzija u ostalim puferima. Prema podatcima iz tablice 1 (i slika
D2-D6 u Dodatku) za suspenzije DPPC (+PA) pri pH = 4,0 se T, moze eventualno samo
procijeniti (T, ~ 34-35 °C) i to analizom v,sPO; vrpce, dok se iz vsCH; vrpce ne moze doci
do tog podatka. Ty, su odredene analizom oba spektralna podrucja i uglavnom se kreéu oko
jednakih vrijednosti (izmedu 40,5 i 41,0 °C). Kod suspenzija pri pH = 5,0 se iz signala obje
vrpce Cistog DPPC-a mogu procijeniti, odnosno odrediti T, (35-36 °C), odnosno Tp
(40,8-40,9 °C), dok se u prisutnosti PA pri istoj pH-vrijednosti samo Tp, moze, u najboljem
slucaju, procijeniti na oko 35 °C. Za DPPC i DPPC+PA suspenzije u puferu pH = 6,0 T, je
procijenjena iz oba spektralna podrucja pri ~ 35 °C, dok se T, krece u rasponu od 39 do 41
°C. Kod suspenzija pripravljenih u puferu pH-vrijednosti 7,3 T, vrijednost se moze samo
procijeniti (T, ~ 36 °C) analizom v,PO,  ¢istog DPPC-a, dok se analizom vrpce vsCH> ne
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moze do¢i do podataka. Ty, vrijednosti oba spektralna podrucja kod suspenzije DPPC+PA se
kre¢u oko jednakih vrijednosti (~ 38—39 °C), dok su za ¢isti DPPC vrijednosti izmedu 40,5 i
41,5 °C. Za suspenziju cistog DPPC-a pri pH-vrijednosti 9,1 analizom vrpce viCH, T,
vrijednost se moze samo procijeniti (~ 36 °C), kao i analizom vrpce v,PO; , u kojem slucaju
iznosi ~ 35 °C. T, vrijednost se kre¢e kod obje vrste oko jednakih vrijednosti 40,5 °C.
Vrijednost T, se analizom vrpce vsCH; ne moze odrediti za suspenziju kojoj je dodana PA, a
analizom vrpce v,sPO; Ty se procijenjuje na ~ 35 °C. T, vrijednost dobivena analizom obje
vrpce se krec¢e oko 41 °C.

S obzirom na nesigurnosti u vrijednostima pojedinih temperatura faznih prijelaza nije
moguce dati jednoznac¢no objaSnjenje zaSto se iz odredenog spektralnog podrué¢ja pri danoj
pH vrijednosti, u odsutnosti, odnosno prisutnosti PA, T, mogu u najboljem sluc¢aju samo
procijeniti, a Ty, odrediti u vecini slucajeva s relativno malim rasipanjem dobivenih podataka
(razlozi zasto je tome tako diskutirano je gore u tekstu). Ono $to se moZe navesti s izvjesnom
sigurno$¢u je veca osjetljivost fosfatne skupine u odnosu na metilensku skupinu na
pretprijelaz (slika 14, slike D2—-D6). Buduc¢i da je poznato da se PA, ovisno o tome je li
(de)protonirana, nalazi na razli¢itoj dubini u lipidnom dvosloju (COO" strsi, dok je COOH
uronjena u dvosloj),? pove¢anjem pH-vrijednosti vise je COO™ skupina koje mogu pojacavati
valovitost povr§ine DPPC dvosloja. To se narocito vidi kod suspenzija priredenih u puferu pH
9,1 (slika D6).

Dobiveni podatci upuéuju na moguénost da na valovitu fazu DPPC+PA
multilamelarnih liposoma utjeCu i neki drugi procesi koje, konkretno, FT-IR spektroskopija
moze zabiljeziti (odnosno, dovoljno je osjetljiva), dok DSC ne moze. S obzirom na proton-
donorsku, odnosno akceptorsku sposobnost PA, ovisno o pH-vrijednosti medija, prvi moguci
dogadaj koji remeti valovitu fazu onakvu kakva je prikazana FT-IR spektrima bi mogao biti
prijenos protona izmedu COO(H) skupine PA i hidratacijskog medija.***® Tome u prilog ide
Cinjenica da se prijenos protona dogada na pikosekundnoj skali na kojem se dogada i
promjena vibracijske energije.*® Za bilo kakve daljnje navode potrebno je provesti DSC
mjerenja za suspenzije svih pH-vrijednosti kako bi se provjerilo postoji li odstupanje izmedu
svih FT-IR podataka i DSC krivulja ili se ona opaza samo pri odrednim pH vrijednostima;

primjerice, onima pri kojima je pH priblizno jednak pKa PA.° U konaénici, dobiveni spektri bi
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se trebali analizirati i multivarijatnim metodama kako bi se dobili $to pouzdaniji podaci o

temperaturama faznih prijelaza.’
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§ 5. ZAKLJUCAK

Visestruki hidrirani dvosloji DPPC-a, u odsutnosti i prisutnosti male koli¢ine PA (x = 2 %),
suspendirani su u puferima pH-vrijednosti u rasponu 4 < pH < 9. Temperature faznih prijelaza
suspenzija DPPC (+PA) odredene su iz temperaturno ovisnih promjena vrpci viCH, te v,sPO,
u FT-IR spektrima. Vrpce su analizirane na nacin da je ocitana apsorbancija vrpci pri valnim
brojevima 2851 cm™' i 1227 cm ™' (koji predstavljaju maksimume apsorpcije zradenja pri
odgovaraju¢im vibracijama) i prikazana njena ovisnost o temperaturi. Dobivene krivulje su
sigmoidalnog karaktera cije se tocke infleksije podudaraju s literaturnim navodima
temperatura faznih prijelaza, posebice Tp. 1z FT-IR spektara DPPC liposoma moguée je
odrediti Tr, analizom vrpci vsCH; te vasPO, , dok je T, pretezno moguce odrediti samo iz
temperaturno ovisnih promjena vrpce v,PO, . Za suspenzije DPPC+PA, ¢ak i pri malom
mnozinskom udjelu PA (2 %), temperature faznih prijelaza se razlikuju u odnosu na DPPC uz
istodobno narusavanje sigmoidalnog karaktera dobivenih krivulja. FT-IR podatci djelomi¢no
su nadopunjeni podatcima iz DSC krivulje (samo za pH = 6,9). S obzirom na variranje
temperature faznih prijelaza s pH-vrijednostima, kao i sigmoidalan karakter krivulja ovisnosti
apsorbancija o temperaturi, pretpostavlja se da razmjena protona izmedu PA i hidratacijskog

medija utje¢e na valovitu fazu DPPC dvosloja onako kako ih biljezi FT-IR spektroskopija.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA (PREMA

POTREBI)

DPPC —1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin
DSC - razlikovno-pretrazna kalorimetrija

PA — palmitinska kiselina

Tm — temperatura glavnog faznog prijelaza lipida

Tp — temperatura pretprijelaza lipida
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§ 8. Dodatak XV
§ 8. DODATAK
DPPC pH=6,9 DPPC+ PA
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Slika D1. DSC krivulje DPPC liposoma u odsutnosti (lijevo) i prisutnosti PA (desno) prilikom

dva ciklusa grijanja i dva ciklusa hladenja
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§ 8. Dodatak
a) DPPC pH=4,0 b) DPPC+ PA
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Slika D2. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpci pri pH vrijednosti 4,0: @) vs CHz (Vimaks
= 2851 cm %) za DPPC; b) vs CHy (Vmaks = 2851 cm %) za DPPC+PA;C) vasPOs (Vmaks = 1227
cm ) za DPPC; d) vasPO2~ (Vmaks = 1227 cm™') za DPPC+PA. Vrijednosti temperatura faznih

prijelaza su navedene na slici i u tablici 1.

XVi

Marina PiSoni¢

Diplomski rad



§ 8. Dodatak Xvii

H=50 DPPC+ PA
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Slika D3. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpci pri pH vrijednosti 5,0: a) vs CH2 (Vinaks
cm ) za DPPC; d) vasPO2~ (Vmaks = 1227 cm™') za DPPC+PA. Vrijednosti temperatura faznih

prijelaza su navedene na slici i u tablici 1.
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§ 8. Dodatak
a) DPPC pH=6.0 b) DPPC+ PA
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Slika D4. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpci pri pH vrijednosti 6,0: a) vs CHz (Vinaks
cm ) za DPPC; d) vasPO2~ (Vmaks = 1227 cm™') za DPPC+PA. Vrijednosti temperatura faznih

prijelaza su navedene na slici i u tablici 1.
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§ 8. Dodatak
a) DPPC pH=7.3 b) DPPC+ PA
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Slika D5. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpci pri pH vrijednosti 7,3: &) vsCH2 (Vimaks
cm ) za DPPC; d) vasPO2~ (Vmaks = 1227 cm™') za DPPC+PA. Vrijednosti temperatura faznih

prijelaza su navedene na slici i u tablici 1.
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§ 8. Dodatak
a) DPPC pH=9,1 b) DPPC+ PA
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Slika D6. Temperaturna ovisnost apsorbancije IR vrpci pri pH vrijednosti 9,1: @) vs CHz (Vimaks
= 2851 cm %) za DPPC; b) vs CHz (Vimaks = 2851 cm ™ Y) za DPPC+PA; €) vasPOs  (Vimaks = 1227
cm ) za DPPC; d) vasPO2~ (Vmaks = 1227 cm™') za DPPC+PA. Vrijednosti temperatura faznih

prijelaza su navedene na slici i u tablici 1.
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