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Lipidi u vodenom mediju tvore liposome, sferi¢ne strukture u kojima se slazu u dvosloje. Faza,
odnosno nacin slaganja lipida u dvosloje, funkcija je temperature. Glavni fazni prijelaz je
prijelaz lipida iz faze gela u fazu fluida i opaza se pri temperaturi meksanja Tm. Uz razlikovnu
pretraznu kalorimetriju kao rutinsku tehniku odredivanja Tm odnedavno se istice 1 UV/Vis
spektroskopija. U sklopu ovog rada pripremljene su suspenzije 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfokolina (DPPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE), 2-oleil-1-
palmitoil-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) i sfingomijelina (SM) u acetatnom, fosfatnom i
karbonatnom puferu (pH = 4,09; 7,01; 9,19). Razlikovhom pretraznom kalorimetrijom 1
temperaturno-ovisnom UV/Vis spektroskopijom odredene su vrijednosti Tm lipida te je ispitan
utjecaj pH medija na Tm. Pokazano je da je temperaturno-ovisna UV/Vis spektroskopija
prikladna za odredivanje Tm te da promjena pH najvise utjece na DPPE i POPE liposome.
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Lipids form liposomes in which they arrange into bilayers. The transition of lipids from the gel
to the fluid phase, namely the main phase transition, is observed at the melting temperature Tn.
Alongside differential scanning calorimetry (DSC), a routine technique for T determination,
UV/Vis spectroscopy recently stood out. As part of this thesis, suspensions of 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(DPPE), 2-oleyl-1-palmitoyl-glycero-3-phosphoethanolamine (POPE) and sphingomyelin
(SM) in three buffers (pH = 4.09; 7.01; 9.19) were prepared. Using DSC and temperature-
dependent UV/Vis spectroscopy, Tm of lipids were determined and the influence of pH on Tm
was examined. It was shown that temperature-dependent UV/Vis spectroscopy is suitable for
determining Tm and that DPPE and POPE liposomes are affected by the change in the pH.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Strukturna i funkcionalna svojstva bioloskin membrana posljedica su interakcija njihovih
sastavnih elemenata medu kojima izuzetno vazno mjesto zauzimaju molekule lipida. Lipidi su
amfifilne molekule sastavljene od polarnih glava i nepolarnog repa zbog cega se
samoorganiziraju u agregate medu kojima se isticu liposomi, Sfericne tvorevine lipidnih
molekula organiziranih u dvosloj u &jem se sredi§tu nalazi vodeni medij.! Zbog svoje
jednostavnosti Cesto zamjenjuju bioloske membrane u istrazivanjima, a zbog mogucnosti
ugradnje malih hidrofobnih i hidrofilnih molekula primjenu nalaze u industriji i medicini.?®

U lipidnom dvosloju, glavnom strukturnom motivu liposoma, ovisno o temperaturi
molekule lipida se mogu naci u nekoliko razli¢itih faza medu kojima su najvaznije faza gela
(Lp) i faza fluida (Lo). U fazi gela C—C veze u masnokiselinskim lancima nalaze se u trans
konformaciji, dok fluidnu fazu karakterizira istovremena prisutnost trans i gauche
konformacija nastala uslijed pucanja van der Waalsovih interakcija medu lancima koju prati
nizi stupanj uredenosti strukture dvosloja. Fazni prijelaz Ly — L, S maksimumom pri
temperaturi mekSanja (Tm) je visokokooperativan prijelaz pra¢en izmjenom velike koli¢ine
energije i naziva se glavnim faznim prijelazom. Vrijednost Tr, ovisi o strukturi lipida, to¢nije o
duljini i stupnju zasi¢enosti masnokiselinskih lanaca i funkcijskim skupinama koje ¢ine polarne
glave lipida.® Kod fosfokolinskih (engl. phosphocholine, PC) lipida zasi¢enih ugljikovodiénih
lanaca odredenih duljina, glavni fazni prijelaz Ly — L je prekinut preprijelazom koji se opaza
~10 °C ispod Tm (Tp; Tp < Tm). Buduéi da stvaranje valova na povrsini lipidnog dvosloja kao
glavnog strukturnog obiljezja pretprijelaza iziskuje malu, ali ipak izvjesnu energiju,
niskokooperativni pretprijelaz oznacava prolazak lipida kroz valovitu fazu (Pg) odnosno Lg —
Py — Lq.°

Glavni fazni prijelaz lipida termodinamicki se odreduje razlikovnom pretraznom
kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry, DSC). DSC je rutinska tehnika
odredivanja Tm lipida zbog svoje jednostavnosti i dostupnosti, ali ipak nedostatna za analizu
strukturnih promjena i dinamike faznih prijelaza na molekulskoj razini.” Spomenuti nedostatak
se moze nadomjestiti spektroskopskim tehnikama poput infracrvene®® i NMR

spektroskopijel®!! kao i difrakcijskim tehnikama.!? Medutim, nedavno se pokazalo da se i
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UV/Vis spektroskopijom, bez obzira na nepostojanje kromofornih skupina u molekulama
lipida, moze odrediti ne samo Tm 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolina (DPPC), ve¢ i
T, svojstvena znacajno slabijem pretprijelazu koji prethodi glavnom prijelazu. >4

Svrha ovog diplomskog rada je odrediti Tm liposoma priredenih od cetiri neutralna
(zwitterionska) lipida: DPPC, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-etanolamina (DPPE), 2-
oleil-1-palmitoil-glicero-3-fosfatidil-etanolamina (POPE) i sfingomijelina (SM) pripremljenih
hidratacijom puferima razli¢ite pH vrijednosti, koriste¢i UV/Vis spektroskopiju i DSC tehniku.
Valja naglasiti da ¢e rezultati dobiveni potonjom tehnikom prvenstveno posluziti za provjeru i
potvrdu slaganja vrijednosti Tm odredenih UV/Vis spektroskopijom, a ¢iji se rezultati smatraju
standardnima. UV/Vis apsorpcijski spektri analizirat ¢e se univarijatnim pristupom. Visoka
osjetljivost spektroskopske tehnike iskoristit ¢e se za istrazivanje utjecaja vrijednosti pH medija

na strukturne promjene ispitivanih liposoma.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. BioloSke membrane i membranski lipidi

Granicu izmedu stanice i njezine okoline, kao 1 izmedu njezinih odjeljaka kod eukariota, ¢ini
membrana. Sastavljena je od lipidnog dvosloja u koji su ugradeni proteini od kojih su mnogi
glikozilirani, a ¢esto su na membranu vezane i sastavnice citoskeleta (slika 1) koje odreduju
polozaj organela u stanici. Bioloske su membrane opisane opceprihva¢enim modelom tekuceg
mozaika za koji se zasluge pripisuju znanstvenicima Singeru i Nicolsonu,®® a koji
podrazumijeva pokretljivost lipidnih i proteinskih jedinica unutar membrane §to omogucuje

njihovu prilagodbu na temperaturu okoline, tlak te polarnost medija u kojem se membrana

nalazi.®
/ GPI-USIDREN PROTEIN
IZVANSTANICNI UGLJIKOHIDRATNI LANCI
PROSTOR
GLIKOPROTEIN
KOLESTEROL

<

Pl
Nt v &
- © 54
S >

- W

}— HIDROFILNA REGIJA

—— HIDROFOBNA REGIJA

—— HIDROFILNA REGIJA

INTEGRALNI

PROTEIN
PERIFERNI

PROTEIN

CITOSOL

Slika 1. Shematski prikaz staniéne membrane. Preuzeto'® i doradeno
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Membrane stanica razli¢itih tkiva i vrsta razlikuju se u udjelima proteina i lipida Ovisno o
funkciji stanice. Membranski proteini su podijeljeni na integralne, periferne i kovalentno
vezane hidrofobnom molekulom ,,sidra* kao Sto je glikozilfosfatidilinozitol (GPI) ¢iji udio
varira u membranama razlicitih tipova stanica i organela ovisno o funkciji. Primjerice, vanjska
membrana mitohondrija mjesto je zbivanja procesa oksidativne fosforilacije u stanici zbog cega
obiluje membranskim proteinima, dok su neuroni obavijeni pretezno lipidnom mijelinskom
ovojnicom, koja djeluje kao elektriéni izolator.*

Osim temeljne strukturne podrske stanici, lipidni dvosloj predstavlja i barijeru za prodiranje
tvari topljivih u vodenom mediju iz izvanstani¢nog prostora u citosol. U teoriji je mogu¢ proces
difuzije molekula kroz lipidni dvosloj niz koncentracijski gradijent, a brzina navedenog procesa
¢e uvelike varirati za molekule razli¢itih svojstava. Male nepolarne molekule poput O2i CO>
lako ¢e se otapati u lipidnom dvosloju i brzo difundirati, dok je za relativno velike i/ili nabijene
molekule difuzija vrlo spora; drugim rije¢ima, za takve je molekule lipidni dvosloj (bez
proteinskih aktivnih ili pasivnih transportera) gotovo nepropustan.!’ Na taj se na¢in odrzava
karakteristicna razlika u sastavu unutarstani¢nog i izvanstani¢nog prostora odijeljenih
membranom. Posljedi¢no tome membrana je polarizirana, a razlika potencijala membrane u

mirovanju najéesc¢e iznosi od =60 do —70 mV.*®

2.1.1. Vrste lipida u bioloskim membranama
Glavne lipidne sastavnice bioloskih membrana su glicerofosfolipidi, sfingolipidi i steroli. U
stanicama vecine vrsta tkiva najzastupljeniji su glicerofosfolipidi. Strukturno ih karakterizira
glicerolna okosnica; polarna, hidrofilna glava na polozaju C3 glicerola koja sadrzi fosfatnu
skupinu te podrué¢je nepolarnog, hidrofobnog repa koje ¢ine dvije masne kiseline. Masne
Kiseline najéesce sadrze ugljikovodiéne lance duljine 14 — 24 atoma ugljika vezane na polozaje
C1i C2 glicerolne okosnice. Osim varijacija u duljini ugljikovodi¢nih lanaca masnih kiselina,
moguc je i razli¢it stupanj nezasic¢enosti ugljik-ugljik veza unutar lanaca. Cis-dvostruka veza u
ugljikovodi¢nom lancu stvara ,,pregib* unutar lanca i na taj na¢in onemogucava gusto pakiranje
lipida $to posljediéno mijenja fluidnost membrane.16:1°

Postojanje hidrofilne i hidrofobne regije unutar iste molekule ¢ini glicerofosfolipide, ali i
lipide opcenito, amfifilnim molekulama. 1z svojstva amfifilnosti lipida proizlaze svojstva
molekule potrebna za izgradnju funkcionalnih bioloskih membrana. U stani¢nim membranama

sisavaca visoko su zastupljeni glicerofosfolipidi fosfoetanolamin (PE), fosfoserin (PS) i



2. Literaturni pregled 5
§ preg

fosfokolin (PC) koji imaju razli¢ite polarne glave. PC i PE unutar podru¢ja glave imaju
negativno nabijenu fosfatnu skupinu i pozitivno nabijen dusikov atom u kolinskoj (—N(CHa)3")
odnosno etanolaminskoj (—NHs") skupini $to ih svrstava u zwitterionske tj. neutralne lipide.
Ovisno o pH vrijednosti medija, spomenute skupine mogu biti (de)protonirane pa se tako mogu
naéi kao kationi pri niskom pH odnosno kao anioni pri visokom.*

U glicerofosfolipide ubrajaju se i tri neutralna lipida koriStena u ovom radu: 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfatidil-kolin ~ (DPPC),  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-etanolamin
(DPPE) i 2-oleil-1-palmitoil-glicero-3-fosfatidil-etanolamin (POPE) prikazani na slici 2.
Razlikuju se u vrsti funkcijske skupine vezane na diacil-glicerol-3-fosfat esterskom vezom.
Rije¢ je 0 kolinu (-N(CHs3)3*)) kod DPPC odnosno etanolaminu (~NHs*) kod DPPE i POPE.
POPE se od ostala dva razlikuje u masnim kiselinama vezanim na okosnicu. Kod DPPC i DPPE
radi se o dvije palmitinske kiseline, a kod POPE o jednoj palmitinskoj te jednoj oleinskoj

masnoj kiselini s C9—C10 nezasi¢enom vezom.?°

0 0)
[l
/\/\/\/\/\/\/\/U\ ~P~
0% ofro~  DPPC
\/\/\/\/\/\/\/\n/o i © e
0

(@)
0% 07T DPPE
O- X

O
O 0
I
.~ P~
O N 07, O\/\NH3‘ POPE
A PSR R AR S A 0
|
0]

Slika 2. Kemijske strukture glicerofosfolipida DPPC, DPPE i POPE sastavljenih od glicerolne
okosnice (zeleno), polarne glave (zuto fosfatidilkolin, plavo fosfatidiletanolamin) i

nepolarnog repa (ljubicasto palmitinska kiselina, naranc¢asto oleinska kiselina)
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Sfingolipidi su lipidi koji se od glicerofosfolipida razlikuju u molekuli okosnice koja je u ovom
slu¢aju aminoalkohol sfingozin (slika 3).1” U velikoj koli¢ini se nalaze u membranama neurona
poznatim po svojoj lipidnoj kompleksnosti. Gangliozidi, podvrsta glikosfingolipida, u sastavu
neurona i sive tvari mozga, kao i sfingomijelin, galaktozilceramid i galaktozilsulfatid u
oligodendrocitima i mijelinskoj ovojnici, vazni su za razvoj i odrzavanje funkcije ziv€anog
sustava.’! Kao predstavnik sfingolipida isti¢e se najzastupljeniji medu njima, sfingomijelin
(SM), koji zajedno s ve¢ spomenutim DPPE-om, DPPC-om te 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidil-serinom (DPPS) izgraduje veéinu stani¢nih membrana sisavaca.l’ Sudjeluje u
prijenosu signala u stanici i regulaciji odgovora na upalne procese. Zbog velike zastupljenosti
u mijelinskoj ovojnici neurona, klju¢an je za odrzavanje funkcije mijelina i sazrijevanje
mozdanog tkiva §to je bitno za razvoj mozdanih mreza i kognitivnih sposobnosti u djecjoj

dobi.??

Slika 3. Kemijska struktura sfingomijelina sastavljenog od sfingozinske okosnice (zeleno),

polarne glave (Zuto) i nepolarnog repa (plavo)

Posljednja visokozastupljena skupina membranskih lipida su steroli. Medu sterolima isti¢u se
kolesterol i ergosterol, &esto uklopljeni u sastav stani¢nih membrana eukariota i gljiva. Glavna
strukturna jedinica sterola je rigidna steroidna jezgra sastavljena od Cetiri fuzionirana prstena.
Na nju se s jedne strane nastavlja polarna glava, a s druge nepolarni rep kao $to je prikazano na

slici 4.7
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Slika 4. Kemijska struktura kolesterola (A) i shematski prikaz strukture sterola (B). Preuzeto!’

1 doradeno

2.1.2. Samoorganizacija lipida

Jedno od bitnih svojstava lipida proizaslo iz amfifilnog karaktera molekule je njihovo
samoorganiziranje u agregate razlic¢itih veli¢ina i oblika. Polarna glava amfifila ostvaruje
povoljne interakcije s molekulama vode vodikovim vezama, dok se lipofilni rep usmjerava
prema drugom, manje polarnom mediju (npr. zraku ili nepolarnoj tekuéini). Kada ostvarivanje
takvih interakcija nije moguce, hidrofobni ¢e lanci medusobno ostvarivati hidrofobne
interakcije. Posljedi¢no nastaju agregati i oslobadaju se molekule vode koje su prethodno bile
uredeno smjestene oko hidrofobnih lanaca lipida. Rezultat je porast entropije sustava sto ¢ini
proces samoorganizacije spontanim odnosno termodinamicki povoljnim. Nastanak i stabilnost
agregata lipida poput micela (sferiénih i cilindriénih) te dvosloja (vezikula i lamelarnih faza)

prikazanih na slici 5 ovise o temperaturi i koncentraciji lipida u suspenziji.®°
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Slika 5. Nagini samoorganizacije amfifilnih molekula u agregate. Preuzeto!® i doradeno

Lamelarne faze (slika 5) nastaju pri visim koncentracijama lipida u otopini kada se micelarne
strukture rastegnu do mjere pretvorbe u dvodimenzionalnu planarnu strukturu.
Samozatvaranjem zbog doticaja hidrofobnog dijela dvosloja na njegovim krajevima s polarnim
medijem, nastaju vezikule tj. liposomi. Rije¢ je o metastabilnim strukturama koloidnih
dimenzija (10 nm — 10 um) pripremljenim metodom mijeSanja, sonikacije ili ekstrudiranja u
vodenom mediju.®

Najpoznatiji modelni membranski sustavi su liposomi koji zbog svoje jednostavne strukture
i moguénosti kontrole sastava pokazuju velik potencijal u kozmetici i medicini.>* Ovisno o

veli¢ini i broju hidriranih lipidnih dvosloja koji ¢ine sferi¢nu strukturu, liposomi se dijele na
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unilamelarne (izgradene od jednog dvosloja; engl. large unilamellar vesicles, LUV) i
multilamelarne (izgradene od vise hidriranih dvosloja; engl. multilamellar vesicles, MLV) u

kojima razmak izmedu dvosloja &ine slojevi vode debljine ~20 A (slika 6).°

UNILAMELARNI LIPOSOM
promjer 20-250 nm

@ hidrofilna molekula
(lijek/antigen)

—= polarna "glava"

= nepolarni "rep"

™ fosfolipidni dvosloj

MULTILAMELARNI LIPOSOM
promjer 1000-5000 nm

@ hidrofobna molekula
(lijek/antigen)

Slika 6. Shematski prikaz nacina ugradnje hidrofilnih i hidrofobnih molekula u unutra$njost

unilamelarnog i u dvosloje multilamelarnog liposoma. Preuzeto? i doradeno

Kao §to je prikazano na slici 6, u unutrasnjost liposoma moguca je ugradnja malih molekula,
Sto je posebice korisno za molekule netopljive u vodi. Buduéi da ugradnja nepolarne molekule
lijeka ili antigena unutar hidrofobnog sucelja lipidnog dvosloja skriva molekulu od vodenog
medija, MLV predstavlja sustav dostave nepolarnog lijeka (engl. drug delivery) u stanicu. Isto
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tako molekula topljiva u vodi moze biti ugradena u LUV (otopljena u vodenom mediju u
unutragnjosti) i na takav je nacin zastiéena tijekom prijenosa do ciljnog tkiva.?® Aktualan je
primjer mRNA cjepiva protiv bolesti COVID-19 koja koriste tehnologiju lipofekcije.
Injekcijom se u tkivo unose liposomi s ugradenim molekulama mRNA koje su ugradnjom u
liposom zasti¢ene od nukleaza na putu do ciljnog tkiva. Fuzijom lipidnog dvosloja sa stani¢cnom

membranom, molekula mRNA se unosi u citosol ciljne stanice gdje zatim podlijeze translaciji.®

2.1.3. Fazni prijelazi lipida

Nastanak lipidnih agregata ovisan je o njihovoj koncentraciji, a struktura i stupanj uredenosti
unutar njih samih mijenja se s temperaturom. Lipidi u lipidnom dvosloju s povisenjem
temperature u otopini mogu pro¢i kroz vise faza medu kojima su (za ovaj diplomski rad)
najvaznije faza gela (Lg), valovita faza (Pg) i fluidna faza (L) koje su za DPPC prikazane na

slici 7 i koje ¢e se dalje podrobnije opisati.®

A

Lp Pp: Lo

Slika 7. Shematski prikaz faznih prijelaza DPPC lipida u lipidnom dvosloju izmedu faza gela
(Lp), valovite (Pp) i fluidne faze (L,) s porastom temperature (slijeva na desno). Preuzeto® i

doradeno

U fazi gela (Lp) vecina masnokiselinskih lanaca je trans konformacije s postojanim van der
Waalsovim interakcijama izmedu lanaca i periodickim uredenjem molekule lipida.
Zagrijavanjem DPPC lipidi prolaze kroz valovitu fazu (Pg) koja se opaza pri temperaturi
pretprijelaza (engl. pretransition) Tp i u kojoj su molekule DPPC nagnute pod kutem od 30° u
odnosnu na normalu ravnine lipidnog dvosloja. Stupanj uredenosti strukture je nizi nego u fazi
gela $to se manifestira u obliku periodicki ponavljaju¢ih nabora (engl. ripples) na vanjskoj
povrsini dvosloja, a napustanje uredene strukture te poprimanje istovremeno trans i gauche
konformacija C—C veza u masnokiselinskim lancima, karakteristike su fluidne faze lipidnih

dvosloja (L«). Temperatura prijelaza Lg — L. (glavni fazni prijelaz) naziva se temperaturom
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meksanja (engl. melting temperature) Tm. Pretprijelaz i glavni prijelaz usko su povezani
fenomeni. Primjerice, uvecavanjem kalorimetrijskog profila meksanja na primjeru 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolina (DMPC) (slika 8) moze se uoditi da se vrijednost
promjene toplinskog kapaciteta ACp ne vraca u potpunosti U razinu bazne linije odnosno ne
poprima vrijednost Acp = 0 J mol™! K™t sve do zavrietka glavnog prijelaza. 1z toga se izvodi
zakljucak o sprezi pretprijelaza i glavnog prijelaza, stoga se temperaturni raspon Tp — Tm moze

promatrati kao kontinuirani rezim mekSanja.
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Slika 8. Kalorimetrijski profil meksanja 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolina
(DMPC). Dva vrha krivulje odgovaraju temperaturama pretprijelaza (Tp) i meksanja (Tm).

Preuzeto® i doradeno

Temperatura meksSanja liposoma nacinjenih od jedne vrste lipida suspendiranih u vodenoj
otopini ovisi 0 kemijskoj prirodi i tipu polarne glave, duljini i stupnju nezasi¢enosti
masnokiselinskih lanaca. Temperature meksanja za DPPC (Tm =41 °C) i DPPE (Tm = 63 °C),
glicerofosfolipide razli¢ite samo u funkcijskoj skupini glave, razlikuju se za ¢ak 22 °C jer

etanolaminska skupina ostvaruje intramolekulske i intermolekulske vodikove veze za cije je



§ 2. Literaturni pregled 12

narusavanje potreban veéi ulog energije. Usporedbom temperature meksanja za DPPE (Tm = 63
°C) 1 POPE (Tm = 25 °C) ocekivana bi bila obrnuta situacija zbog vece duljine jednog
masnokiselinskog lanca unutar molekule POPE, ali prisutnost nezasi¢ene veze ¢ini pakiranje
molekula POPE u dvosloj manje gustim, stoga je i manja koli¢ina energije potrebna za glavni

prijelaz.?* Ostali parametri o kojima ovisi vrijednost T su ionska jakost otapala, tlak i pH.%8

2.2. Instrumentalne metode odredivanja temperature faznog prijelaza

Siroku primjenu liposoma u podruéju industrije i medicine omoguéila su brojna istraZivanja
lipidnih agregata u ¢iju su svrhu razvijene brojne analiticke metode. Neke od metoda
karakterizacije liposoma su pretrazna (engl. scanning electron microscopy, SEM) i
transmisijska elektronska mikroskopija (engl. transmission electron microscopy, TEM),
mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM), FT-IR spektroskopija,
fluorimetrija, proto¢na citometrija i spektroskopija nuklearne magnetne rezonancije (NMR).8-
10122526 J ovom radu za odredivanje temperature mekSanja liposoma primijenit ée se
razlikovna pretrazna kalorimetrija (DSC), ve¢ uhodana termoanaliticka tehnika u ovom
podrucju, te UV/Vis spektroskopija koja se odnedavno koristi za odredivanje temperature

faznih prijelaza.'*

2.2.1. Razlikovna pretrazna kalorimetrija (DSC)
Razlikovna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) je
termoanaliticka tehnika kojom se termodinamicka svojstva tvari odreduju temperaturnim
mjerenjima. Osim mogucnosti detekcije I karakterizacije faznih prijelaza, odlikuje ju i
moguénost izravnog odredivanja vrijednosti termodinamickih veli¢ina poput promjene
entalpije AH i entropije prijelaza AS sto joj daje prednost pred spektroskopskim metodama. Uz
sve navedeno tehnika je brza, jednostavne izvedbe i lako dostupna $to ju ¢ini Cestim izborom u
istrazivanju termotropnog ponasanja modelnih i bioloskih membranskih lipidnih dvosloja.”?’
DSC eksperiment podrazumijeva istovremeno zagrijavanje ili hladenje uzorka i referentnog
uzorka. U ovom radu rije¢ je o uzorku suspenzije liposoma u puferu i referentnoj puferskoj
otopini koja ne pokazuje nikakav termotropni dogadaj unutar temperaturnog raspona u kojem
dolazi do faznog prijelaza lipidnog dvosloja. Uzorak suspenzije liposoma mora biti Cist i
homogen, dakle hidratacija liposoma mora biti potpuna, a dispergiranost u puferu uniformna.’
Nekoliko je razli¢itih izvedbi razlikovnih pretraznih kalorimetara, a za potrebe izrade ovog

diplomskog rada korisSten je razlikovni pretrazni kalorimetar uz kompenzaciju snagom (engl.
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power-compensated) koji se temelji na programiranom odrzavanju jednake temperature uzorka
I referentnog uzorka. Temperature u obje ¢elije mijenjaju se linearno uz pomo¢ dva grijaca,
svaki za jednu od celija, ugradenih u toplinski spremnik ¢ija se temperatura kontrolira.
Instrument biljezi snagu potrebnu za odrzavanje jednake temperature u obje ¢elije kao funkciju
temperature. Snaga ili razlika protoka topline kroz dvije celije prikazana u ovisnosti o
temperaturi naziva se DSC krivuljom.?’

Kod DSC krivulje lipida pri temperaturama nizim od Tm temperature uzorka i referentnog
uzorka mijenjaju se linearno u vremenu. Razlika protoka topline u dvjema ¢elijama je stalna.
Na DSC krivulji se pritom biljezi bazna linija koja je u idealnom slu¢aju potpuno ravna i
horizontalna. Prilikom faznog prijelaza lipida pojavljuje se razlika u temperaturama uzorka i
referentnog uzorka, a instrument je kompenzira promjenom snage grijanja. UloZena snaga
mjera je koju instrument biljezi kao pozitivno ili negativno odstupanje od bazne linije u slucaju
endotermnog odnosno egzotermnog faznog prijelaza. Zavrsetkom termotropnog dogadaja se
prati ponovna uspostava stabilne horizontalne bazne linije koja se u slu¢aju promjene specifi¢ne
topline uzorka razlikuje od pocetne. Ako kinetika procesa faznog prijelaza i znacajke vremena
odziva instrumenta nisu uravnotezene, moguca je pojava prekomjerne kompenzacije snage u
power-compensated na¢inu snimanja §to je Cest slucaj kod snimanja brzog, visokoenergetskog
i visokokooperativnog procesa glavnog faznog prijelaza sintetickih fosfolipida. Ovoj pojavi se
moze doskog¢iti smanjenjem brzine skeniranja ili koli¢ine uzorka.’

Prilagodba protokola DSC analize u vidu zanemarivanja rezultata prvog ciklusa hladenja
nuzna je zbog termalne povijesti lipida koja utjece na njihovo termotropno ponasanje.’ Buduéi

da je DSC krivulja prikaz ovisnosti promjene toplinskog kapaciteta Acp 0 temperaturi, vrijedi:

T;

AH = f cpdT 1)

To

gdje je To temperatura pocetka faznog prijelaza (engl. onset), a T1 temperatura zavrsetka faznog
prijelaza. Promjenu entalpije faznog prijelaza AH moguce je odrediti integriranjem povrsine
ispod maksimuma signala nakon kalibracije poznatim standardom. Promjenu entropije faznog
prijelaza AS moguce je odrediti iz AH i Trm jer je na polovici faznog prijelaza promjena Gibbsove

energije AG = 0, stoga za ostre signale vrijedi aproksimacija:
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Tm+A Tm+A
cp 1 AH
AS = —dT =~ — dT = — 2
f T T f “p T @
Tm-a Tm-a
gdje je A mali temperaturni interval iznad ili ispod temperature faznog prijelaza.®?

Temperatura faznih prijelaza se moze odrediti na dva nacina: iz onset vrijednosti te iz
maksimuma signala. Vrijednost temperature koja odgovara pocetku termotropnog dogadaja
odreduje se iz sjecista tangenti na ekstrapoliranu baznu liniju i nagib krivulje koji odgovara
pocetku faznog prijelaza. Takav nacin odredivanja vrijednosti Tm manje je podlozan utjecajima
promjene eksperimentalnih uvjeta u odnosu na metodu odredivanja temperature faznog
prijelaza iz temperature maksimuma krivulje.?

Relativno cjenovno dostupna instrumentacija, brzo snimanje uzoraka i jednostavna
interpretacija rezultata glavne su prednosti ove tehnike. Nadalje, DSC za razliku od nekih
spektroskopskih metoda ne zahtijeva dodatak molekule sonde za koje je pokazano da se mogu
nakupljati na granicama faza i utjecati na sustav. Razvoj visokoosjetljivih instrumenata
omogucio je snimanje uzoraka Sirokog raspona vrijednosti pH i ionskog sastava vodenog
medija. Ipak, unato¢ velikoj prednosti izravnog termodinamickog opisa sustava, DSC tehnika
nedostatna je za odredivanje molekulske strukture i dinamike gdje je mogu nadopuniti

difrakcijske tehnike, spektroskopija NMR ili vibracijska spektroskopija.® 101228

2.2.2. UV/Vis spektroskopija

U mnostvu instrumentalnih analitickih metoda UV/Vis spektroskopija svakako se isti¢e po
svojoj Sirokoj 1 ucestaloj primjeni. NajviSe se koristi za kvantitativno odredivanje niza
organskih, anorganskih ili bioloskih spojeva.*® Temelj metode je mjerenje propusnosti otopine
analita za elektromagnetsko zracenje iz ultraljubicastog (engl. ultraviolet, UV) ili vidljivog
(engl. visible, Vis) dijela spektra koja se izrazava fizikalnim veli¢inama transmitancijom T ili

apsorbancijom A povezanih izrazom:

A=—logT 3)
gdje je transmitancija T dana izrazom:
I
T = — (4)
IO

pri ¢emu je lo intenzitet upadnog zracenja, a | intenzitet zracenja propustenog kroz uzorak.



§ 2. Literaturni pregled 15

Vrijednost apsorbancije analita proporcionalna je njegovoj koncentraciji $to je opisano
Lambert-Beerovim zakonom:
A = ebc (5)

gdje je ¢ molarni apsorpcijski koeficijent pojedinog prijelaza, b duljina puta zrafenja i ¢
koncentracija tvari koja apsorbira zraCenje iz ultraljubicastog ili vidljivog dijela spektra
elektromagnetskog zracenja.?’3!

Glavna prednost ove analiti¢ke spektroskopske metode je jednostavnost izvedbe. Zraka
UV/Vis svjetlosti koju emitira kontinuirani izvor zracenja usmjerava se kroz uzorak otopine
sadrzan u Celiji (najéesce kiveti) nacinjenoj od materijala propusnog za UV/Vis zracenje, do
detektora. Budu¢i da se zracenje reflektira na suceljima triju medija razli¢ite opticke gustoce
(zraka, otopine i stijenki ¢elija) te rasprSuje na veéim Cesticama u otopini, ono se prigusuje.
Efekt priguSenja korigira se usporedivanjem snage propustenog zracenja kroz uzorak otopine
analita s onim propustenim kroz ¢isto otapalo. Na rezultate utjeCe i odrzavanje Celije za uzorak
jer necisto¢e poput otisaka prstiju i masnoc¢a mogu utjecati na propusnost ¢elije za zracenje.
Potrebno ih je temeljito ocistiti prije odnosno nakon koriStenja te se njima treba paZzljivo
rukovati za vrijeme punjenja i stavljanja u drza¢ unutar instrumenta.?’

lako je primjena UV/Vis spektroskopije u svrhu kvantitativnog odredivanja temeljenog na
Lambert-Beerovom zakonu (5) naj¢esc¢a, ova je metoda daleko Sire primjene. Temperaturno
ovisna UV/Vis spektroskopija pokazala se kao tehnika prikladna za odredivanje temperatura
faznih prijelaza lipida.}* Prethodno je ova metoda primijenjena u svrhu detekcije niskih
koncentracija molekula lijeka koje sadrze kromofor, uklopljenih u liposom.*> Buduéi da
liposomi, izgradeni od molekula lipida koje nemaju kromofore, ne apsorbiraju zracenje iz UV
i vidljivog dijela spektra, detekcija ugradnje lijeka u liposome na temelju spektra bila je
jednostavna i ocita. Kao takva, UV/Vis spektroskopija kojom bi se istovremeno detektirala
apsorpcija kromofora u molekuli lijeka i promjena faza liposoma predstavlja velik potencijal
za primjenu u farmakologkim istrazivanjima.'*

Upravo je nedostatak UV/Vis signala lipida razlog zbog kojeg se UV/Vis spektroskopija
rijetko koristila u karakterizaciji termotropnog ponasanja samih liposoma.** Primjerice, Cevc i
suradnici su na temelju temperaturno-ovisnog zamucéenja lipidnih suspenzija nacinjenih od
fosfokolina i masnih kiselina, a §to se odrazavalo kao promjena apsorbancije suspenzije,

odredili temperature glavnih faznih prijelaza lipida. Jakost zamucenja otopine porasla je za tri
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reda veli¢ine pri postizanju temperature prijelaza liposoma u obrnutu heksagonalnu strukturu
(Hu), stoga je UV/Vis spektroskopija predlozena kao povoljna, a uz to lako dostupna i
jednostavna metoda za odredivanje temperatura prijelaza iz lamelarne u nelamelarnu fazu.*?
Males i1 suradnici nastavili su ispitivanje prikladnosti ove apsorpcijske spektroskopske
metode za odredivanje faznih prijelaza DPPC liposoma uz multivarijatnu analizu dobivenih
spektara, pri ¢emu su uspjesno odredili ne samo Tm, veé i Tp DPPC lipida.>!* Zaklju¢eno je da
je sprega UV/Vis spektroskopije i multivarijatne analize uspjesna i iznimno osjetljiva metoda

odredivanja temperatura faznih prijelaza lipida.'*

2.3. Odredivanje veli¢ine liposoma u suspenziji (DLS)

Velicinu cestica koloidnih dimenzija u suspenziji moguce je odrediti metodom dinamickog
rasprSenja  svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS). Uzorak se osvijetli
monokromatskim laserskim zra¢enjem koje se zatim rasprSuje na makromolekulama u svim
smjerovima kao funkcija njihove veli¢ine i oblika. Budu¢i da na makromolekule u otopini
djeluju nasumicne sile kao posljedica stalnog sudaranja s molekulama otapala, gibanje im je
takoder nasumi¢no te se naziva Brownovo gibanje. Mjerenjem i analizom fluktuacija intenziteta
zraCenja rasprSenog na Cesticama u otopini koje su posljedica Brownovog gibanja dobiva se
vrijednost difuzijskog koeficijenta D, poveznice Brownovog gibanja i veli¢ine Cestice. Gibanje
Cestica u otopini, osim o njihovoj veli¢ini i obliku, ovisi i 0 temperaturi te viskoznosti otapala.

Pomocu Einstein-Stokesove jednadzZbe:
kgT
R, =
H 6mnD

gdje je Ru hidrodinamicki radijus, ks Boltzmannova konstanta, T apsolutna temperatura, #

(6)

viskoznost medija i D difuzijski koeficijent, moguce je povezati vrijednost difuzijskog
koeficijenta dobivenog DLS eksperimentom s hidrodinami¢kim promjerom &estice.*
Tehnika je prikladna za istrazivanja uzoraka pripremljenih u sirokom rasponu koncentracija
I vrsta pufera, pri Sirokom rasponu temperatura. Nadalje, prednost je neinvazivnost tehnike i
potreba za relativno malom koli¢inom uzorka. Sve navedeno ¢ini DLS ¢esto primjenjivanom
tehnikom u istrazivanju bioloskih uzoraka (DNA, RNA, kompleksa nukleinskih kiselina)®® i
razvoju sustava dostave lijekova, dijagnostickih i terapijskih alata (liposoma, polimera i

metalnih nanocestica).3
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Kemikalije koriStene u eksperimentima provedenim u sklopu ovog diplomskog rada su: 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolin (DPPC, >99% ¢isto¢e, Avanti Polar Lipids), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-etanolamin (DPPE, 98% Cdisto¢e, Cayman Chemical), 2-
oleil-1-palmitoil-glicero-3-fosfatidil-etanolamin (POPE, >99% cistoce, Avanti Polar Lipids),
sfingomijelin (SM, >99% cistoc¢e, Avanti Polar Lipids), kloroform (CHCI3, p.a., Carlo Erba
Reagents), acetatni pufer (pH = 4,09; octena kiselina, CH3COOH, p.a., KEFO; natrijev acetat,
C2HsNaO2 x 3H20, p.a., Kemika), fosfatni pufer (pH = 7,01; natrijev hidrogenfosfat, NazHPOs,
>99% Cistoce, Alfa Aesar; natrijev dihidrogenfosfat, NaH2POg, p.a. Fluka) i karbonatni pufer
(pH = 9,19; natrijev karbonat, N2COg, p.a., Kemika; natijev hidrogenkarbonat, NaHCOs3, p.a.,
Kemika). Puferi su pripravljeni u trostruko destiliranoj vodi te im ionska jakost iznosi | = 100

mol dm,
3.2. Priprema uzoraka

3.2.1. Uzorci za DSC
Priprava multilamelarnih liposoma uklju¢ivala je otapanje lipida za ishodne otopine u
kloroformu (c = 10 mg mL"), uparavanje otapala i zatim hidrataciju lipidnog filma u
odgovarajuéem puferu (¢ =5 mg mL™'). Za pripravu SM liposoma izvagano je 102 mg praha
SM i otopljeno u 10 mL kloroforma (CHCIz). Po 3 mL otopine je prebaceno u tri tikvice s
okruglim dnom te je kloroform uparen na rotacijskom upariva¢u. Eventualni tragovi
neuparenog otapala uklonjeni su izlaganjem sadrzaja tikvice struji argona. Dobiveni filmovi
suspendirani su u 6 mL acetatnog (pH = 4,09), fosfatnog (pH = 7,01) odnosno karbonatnog
pufera (pH = 9,19) tako Sto je ponavljano uzastopno intenzivno mijesanje na vortex mijesalici,
zatim su zagrijavani u vrucoj kupelji na 52 °C te ohladeni u ledenoj kupelji. Ciklus je ponavljan
barem pet puta sve do nastanka bijele suspenzije bez taloga.

Postupak priprave POPE liposoma jednak je postupku priprave SM liposoma, razli¢it jedino
u masi izvaganog POPE (96,8 mg) i temperaturi vruée kupelji (40 °C). Ishodne otopine DPPE
i DPPC lipida pripremljene su otapanjem 51,0 mg DPPE odnosno 50,6 mg DPPC u 5 mL
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kloroforma. Postupak priprave DPPC i DPPE liposoma je identican kao i u prethodnim
slu¢ajevima kod sva tri pufera, osim §to su suspenzije pripravljene na vru¢im kupeljima na 79
°C za DPPE i 56 °C DPPC.

Neposredno prije DSC mjerenja pripremljeni uzorci suspenzija liposoma te njima
odgovarajuci puferi degazirani su 10 minuta u otplinjavaju¢oj komori uz magnetsko mijesanje

s ciljem uklanjanja mjehurica zraka koji mogu utjecati na konacan izgled DSC krivulje.

3.2.2. Uzorci za UV/Vis spektroskopiju

Suspenzije liposoma cetiriju lipida (SM, POPE, DPPC i DPPE) pripravljene za DSC
eksperiment (c = 5 mg mL™), (opisano u poglavlju 3.2.2.) uz iznimku koraka degaziranja,
posluzile su kao ishodne suspenzije za pripravu uzoraka za UV/Vis spektroskopiju. U Cetiri
razli¢ite kivete ishodna je suspenzija liposoma peterostruko razrijedena puferom (¢ = 1 mg
mL™") do kona¢nog volumena od 1 mL, dok je u petu kivetu dodan 1 mL odgovarajuéeg &istog

pufera.

3.2.3. Uzorci za DLS

Suspenzije liposoma ¢etiriju lipida pripravljene za DSC eksperiment (¢ =5 mg mL™!) (opisano
u poglavlju 3.2.2) uz iznimku koraka degaziranja, posluzile su kao ishodne suspenzije za
pripravu uzoraka za DLS eksperiment. Svaka je od ishodnih suspenzija liposoma stostruko
razrijedena (¢ = 0,05 mg mL™") tako da je kona¢an volumen iznosio 1 mL, a kao usporedba

koriSteni su uzorci €istih pufera volumena 1 mL.

3.3. Mjerne tehnike i uredaji

3.3.1. Mijerenje DSC krivulja

Za DSC mjerenja koriSten je mikrokalorimetar Nano-DSC (TA Instruments) prikazan na slici
9. U ¢elije volumena 500 pL stavljeni su degazirani uzorak suspenzije liposoma u puferu
odnosno odgovarajuéi pufer kao referenca. Programirani temperaturni porast iznosio je 1 °C
min~! te je primijenjen u rasponu temperatura 30 — 75 °C za DPPE, 20 — 60 °C za DPPC, 10 —
60 °C za POPE te 10 — 60 °C za SM. Svaki je uzorak sniman dva puta nakon dva zasebna
punjenja te je jedanput snimana samo otopina pufera. Jedno je mjerenje ukljucivalo po dva
ciklusa zagrijavanja 1 hladenja. Zbog postojanja termalne povijesti liposoma podrobno ¢e se

analizirati DSC krivulje dobivene iz drugog ciklusa zagrijavanja.’
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Slika 9. Mikrokalorimetar Nano-DSC (TA Instruments) fotografiran na Zavodu za organsku

kemiju i biokemiju Instituta Ruder Boskovi¢

3.3.2. Mjerenje UV/Vis spektara

Za temperaturno ovisnu UV/Vis spektroskopiju koristen je UV/Vis spektrofotometar Cary 100
Bio (Varian) prikazan na slici 10. Uzorci volumena 1 mL snimani su u kvarcnim kivetama
zaCepljenim plasticnim ¢epi¢em | postavljenim u termoregulirani drza¢ za kivete unutar
instrumenta. Mjerenje je provedeno u rasponu valnih duljina pobudnog zrac¢enja 250 — 500 nm
u temperaturnom intervalu 40 — 80 °C za DPPE, 10 — 40 °C za POPE, 20 — 50 °C za SM te 30
— 52 °C za DPPC bez korekcije bazne linije. Uzorak je primijenjenoj temperaturi izlozen u

trajanju od jedne minute prije pocetka mjerenja.
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ran na Zavodu za
organsku kemiju i biokemiju Instituta Ruder BoSkovi¢

3.3.3. Odredivanje velicine liposoma DLS tehnikom

U svrhu DLS eksperimenta koriSten je instrument Zetasizer Nano-ZS (Malvern Panalytical)

koji ima ugraden He/Ne laser kao izvor monokromatskog linijskog zracenja valne duljine 632,8

nm snage do 10 mW te fotodiodu, postavljenu pod kutem od 173° u odnosu na upadnu zraku,

kao detektor zracenja rasprSenog na suspendiranim Cesticama. Za svaki je uzorak provedeno 6

mjerenja za raspon veli¢ina 0,6 — 5000 nm na 25 °C. Dobiveni rezultati prikazani su u Dodatku
u tablici D1.



§ 4. Rezultati i rasprava 21

§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Analiza apsorpcijskih UV/Vis spektara

Apsorpcijski spektri suspenzija liposoma u puferu i ¢istih puferskih otopina prikupljeni su u
rasponu valnih duljina pobude 250 — 500 nm. Za odredivanje vrijednosti Tm liposoma
analizirana je promjena apsorbancije pozadinskog zra¢enja u rasponu valnih duljina 250 — 330
nm s obzirom na to da se na valnoj duljini od 350 nm mijenja izvor pobudnog zracenja (iz
podrucja vidljivog u UV podrucje), a sto se u spektru opaza kao pojacan Sum. Spektri su
izglacani Savitzky-Golay algoritmom (polinom treéeg stupnja kroz 10 to¢aka) i dalje analizirani
bez korekcije bazne linije.!* Za potrebe univarijatne analize temperaturno-ovisnih UV/Vis
spektara odabrana je valna duljina od 270 nm jer je procijenjeno da se u toj tocki temperaturno-
ovisne promjene u UV/Vis spektrima najbolje opazaju. Obradeni apsorpcijski spektri uzoraka
suspenzija liposoma DPPC, DPPE, POPE i SM u acetathom (pH = 4,09), fosfatnom (pH =7,01)
i karbonatnom puferu (pH = 9,19) prikazani su redom na slikama 11 — 14.

Krivulje koja prikazuje temperaturnu ovisnost apsorbancije suspenzija pri 270 nm su
sigmoidalnog karaktera, stoga je na njima provedena regresijska analiza pri ¢emu su
aproksimirane Boltzmannovom funkcijom. Vrijednost temperature koja odgovara tocki
infleksije aproksimirane krivulje uzeta je kao vrijednost Tm lipidal* jer nagla promjena
apsorbancije s promjenom temperature (diskontinuitet o¢itan u tocki infleksije) nastaje zbog
nagle promjene zamucenja suspenzije, odnosno zbog faznog prijelaza. Zamucenje suspenzije
smanjuje se s porastom temperature zbog povecanja udjela lipida cis konformacije
masnokiselinskih lanaca u lipidnom dvosloju.®® Apsorpcijski spektri &istih puferskih otopina
gotovo su ravne linije jer ne apsorbiraju elektromagnetsko zracenje iz UV ili Vis dijela spektra
(temperaturno-ovisni UV/Vis spektri pufera prikazani su na slici D1 u Dodatku).

Analizom temperaturno-ovisnih apsorpcijskih krivulja u temperaturnom rasponu 30 — 52 °C
odredene su vrijednosti Tm (DPPC). Premda su tocke infleksije (Tm) dobivene regresijom, zbog
izrazito velike nesigurnosti koja je proizas$la kao posljedica univarijatne analize, njihove ¢e se
vrijednosti pisati s ~. Za dvije puferske suspenzije (pH 7,01; 9,19) odredene su vrijednosti Tm
(DPPC) ~41 °C, dok je za suspenziju pH = 4,09 odredena vrijednost ~40 °C. U slucaju

suspenzije DPPC liposoma u acetatnom puferu (pH = 4,09) relativno nagli pad apsorbancije
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pozadinskog zracenja uocljiv je ve¢ pri 40 °C, ali ipak najizrazeniji iznad 41 °C kada se
varijacija apsorbancije ponovno relativno stabilizira (slika 11). Odredene vrijednosti u skladu
su s teorijskom vrijednosti Tm (DPPC) = 41 °C.?*
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Slika 11. Temperaturno ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri (a) i temperaturna ovisnost
apsorbancije DPPC liposoma suspendiranih u acetatnom (pH = 4,09), fosfatnom (pH =7,01) i
karbonatnom puferu (pH = 9,19) pri 270 nm (b)

Na isti nacin su odredene vrijednosti Tm DPPE i POPE liposoma. S porastom vrijednosti pH
iznose: ~64 °C, ~63 °C i ~58 °C za DPPE te ~25 °C, ~25 °C i ~23 °C za POPE (slike 12 i 13).
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Odredene vrijednosti Tm pri pH 4,09 1 7,01 slazu se s literaturnim vrijednostima Tm (DPPE) =
64 °C i Tm (POPE) = 25 °C.?* Za obje vrste lipida primijeéeno je smanjenje vrijednosti Tm u
karbonatnom puferu (pH = 9,19) sto se moze pripisati djelomi¢noj deprotonaciji amino skupine
pri pH medija ve¢em od pH izoelektri¢ne tocke makromolekule. Posljedi¢no, dio amino skupina
polarne glave postaje negativno nabijen. Pojava istovrsnog naboja na relativno malim
udaljenostima unutar dvosloja energetski je nepovoljna zbog pojave elektrostatskih odbojnih
sila, stoga je manje energije potrebno za naruSavanje uredene strukture. U skladu s time,
meksanje dvosloja zbiva se pri nizim temperaturama.®=°

Iz diskontinuiteta ocitanog u tocki infleksije krivulje temperaturne ovisnosti Az7o U
temperaturnom rasponu 20 — 50 °C odredene su vrijednosti Tm (SM) za suspenzije u puferima
pH = 7,01; 9,19 odnosno iz diskontinuiteta udaljenosti temperaturno-ovisnih apsorpcijskih
krivulja za suspenziju u puferu pH = 4,09 zbog relativno velike pogreske dobivene regresijskom
analizom (slika 14). U sva tri pufera odredena je vrijednost ~35 °C. Kao i za DPPC liposome,
temperatura mekSanja ne ovisi o pH S§to se moze pripisati fosfokolinskoj skupini glave koja je
za razliku od fosfoetanolaminske kod DPPE i POPE ,.otpornija“ na promjene vrijednosti pH i
zadrzava zwitterionski oblik pri pH = 9,19. Buduc¢i da je koristeni sfingomijelin zapravo smjesa
sfingomijelina razli¢itih duljina masnokiselinskih lanaca, za fazni se prijelaz uzima teorijska
srednja vrijednost Tm (SM) = 35 °C.% 1z tog je razloga nesto manje oéit diskontinuitet u

udaljenostima apsorpcijskih krivulja, nego §to je slucaj kod DPPC, DPPE 1 POPE.
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Slika 12. Temperaturno ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri (a) i temperaturna ovisnost
apsorbancije DPPE liposoma suspendiranih u acetatnom (pH = 4,09), fosfathom (pH =7,01) i
karbonatnom puferu (pH = 9,19) pri 270 nm (b)
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Slika 13. Temperaturno ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri (a) i temperaturna ovisnost

apsorbancije POPE liposoma suspendiranih u acetatnom (pH = 4,09), fosfathom (pH =7,01) i

karbonatnom puferu (pH = 9,19) pri 270 nm (b)
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Slika 14. Temperaturno ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri (a) SM liposoma suspendiranih u
acetatnom (pH = 4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH =9,19) te
temperaturna ovisnost apsorbancije SM liposoma suspendiranih u fosfathom (pH = 7,01) i
karbonatnom puferu (pH = 9,19) pri 270 nm (b). Posljednje nije prikazano za suspenziju u
acetatnom puferu (pH = 4,09) zbog prevelike pogreske i nemogucnosti aproksimacije

Boltzmannovom funkcijom
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4.2. Analiza DSC krivulja

DSC tehnikom analizirani su uzorci suspenzija liposoma u puferu uz pufersku otopinu kao
referentni uzorak. Nakon oduzimanja DSC krivulje pufera od DSC krivulje lipidnih suspenzija
dvama nacinima odredene su temperature mekSanja liposoma iz DSC krivulja drugog
zagrijavanja. Rije¢ je o odredivanju iz maksimuma DSC krivulje i tzv. onset odredivanju
temperature faznog prijelaza. Potonje podrazumijeva odredivanje temperature pocetka
termotropnog dogadaja iz sjecista tangenti na ekstrapoliranu baznu liniju i nagib krivulje koji
odgovara pocetku faznog prijelaza, a pozeljno je zbog manje izrazene podloznosti utjecajima
promjene eksperimentalnih uvjeta, posebice brzini zagrijavanja/hladenja, u odnosu na metodu
odredivanja temperature faznog prijelaza iz maksimuma krivulje.?°

Rezultati analize prikazani su na slikama 15 — 18 i u tablici 1. Na DSC krivulji DPPC
liposoma uocava se odstupanje signala od bazne linije koje prethodi glavnhom prijelazu i
odgovara pretprijelazu, odnosno Tp spomenutoj u dijelu 2.1.3. 1z DSC krivulje drugog
zagrijavanja odredena je vrijednost Tm za DPPC liposome u puferskim otopinama pH
vrijednosti 4,09; 7,01 9,19 redom: 40,5 £ 0,1 °C, 40,9 + 0,1 °C 1 40,6 £ 0,1 °C $to je u suglasju
s teorijskom vrijednosti Tm (DPPC) = 41 °C.2* Posebno je dobro slaganje za vrijednost Tm u
puferskoj otopini fizioloskog pH. Maksimum krivulje daje nesto visu vrijednost Tm: 41,6 + 0,1
°C,41,8+£0,1 °Ci41,7+0,1 °C redom s porastom vrijednosti pH. Onset odredivanjem dobiva
se temperatura pocetka faznog prijelaza, a odredivanjem iz maksimuma krivulje temperatura
pri kojoj je polovica lipida unutar dvosloja u gel, a druga u fluidnoj fazi, §to objasnjava razliku

izmedu vrijednosti Tm dobivenih navedenim metodama.’
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Slika 15. DSC krivulje drugog ciklusa zagrijavanja DPPC liposoma suspendiranih u
acetatnom (pH = 4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH = 9,19)

Vrijednosti T liposoma priredenih od DPPE i POPE, dva glicerofosfolipida strukturno jednaka
u regiji glave, odredene su u trima puferima razli¢itih vrijednosti pH (4,09; 7,01; 9,19) (slike
16 i 17). Onset odredivanjem dobivene su vrijednosti Tm s porastom pH: 62,4 + 0,1 °C, 62,4 +
0,1 °C 1 52,8+ 0,1 °C za DPPE te 21,6 = 0,1 °C, 22,1 + 0,1 °C i 17,1 £ 0,1 °C za POPE.
Odredivanjem iz maksimuma krivulje dobivene su vrijednosti Tm s porastom pH: 64,1 + 0,1 °C,
64,3+ 0,1°Ci582=+0,1°CzaDPPEte 24,8 +0,1 °C, 25,1 +0,1 °Ci22,2+0,1°C za POPE.
Rezultati se relativno dobro slazu s teorijskim vrijednostima Tm (DPPE) = 63 °C i T (POPE)
=25 °C.%* Za obje vrste liposoma vrijednost Tm niza je u karbonatnom puferu (pH = 9,19). Isto
je primijeceno i u spektroskopskom odredivanju Tm. Pri pH viSem od pH izoelektri¢ne tocke
lipida dolazi do deprotonacije amino skupine i negativnog nabijanja skupine glave. Na relativno
malim udaljenostima unutar dvosloja pojavljuje se destabilizirajuce elektrostatsko odbijanje,
stoga je manje toplinske energije potrebno za narusSavanje uredene strukture tj. mekSanje

dvosloja. Znatno manje izrazeno, ali ipak primjetno je i smanjenje vrijednosti Tm za DPPE i
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POPE liposome u acetatnom puferu (pH = 4,09). Navedeno moze biti posljedica prevladavanja
pozitivnog naboja protonacijom kisika u fosfatnoj skupini. Taj fenomen nije primijecen iz
UV/Vis spektroskopskih mjerenja zbog, vrlo vjerojatno, velike pogreske koja proizlazi iz
univarijatne analize ovakvog seta podataka (bez apsorpcije u uobi¢ajenom smislu rijeci |
ocitavanju apsorbancije pri samo jednom valnom broju), $to dodatno opravdava primjenu DSC
tehnike kao standardne u izuavanju termotropnog ponasanja lipidnih tvorevina.®

Onset odredivanjem dobivene su vrijednosti Tm s porastom pH: 28,9 £ 0,1 °C, 28,1 £ 0,1 °C
i 28,2+ 0,1 °C za SM. Iz maksimuma krivulje dobivene su vrijednosti Tm: 34,6 £ 0,1 °C, 34,8
+0,1 °C135,1 £0,1 °C za SM. Primjetna je razlika izmedu vrijednosti Tm dobivenih razli¢itim
metodama, Sto se kao i kod spektroskopske tehnike moze pripisati prisustvu sfingomijelina
razlicitih duljina ugljikovodi¢nih lanaca u pripremljenom uzorku.

Rezultati odredivanja vrijednosti Tm DPPC, DPPE, POPE i SM liposoma suspendiranih u
acetatnom (pH =4,09), fosfathom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH = 9,19) DSC tehnikom
I UV/Vis spektroskopijom prikazani su u tablici 1. Vrijednosti Tm odredene UV/Vis
spektroskopijom se, uz pojedine iznimke, podudaraju s onima odredenim iz maksimuma DSC

krivulja.
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Slika 16. DSC krivulje drugog ciklusa zagrijavanja DPPE liposoma suspendiranih u
acetatnom (pH = 4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH =9,19)
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Slika 17. DSC krivulje drugog ciklusa zagrijavanja POPE liposoma suspendiranih u
acetatnom (pH = 4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH =9,19)
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Slika 18. DSC krivulje drugog ciklusa zagrijavanja SM liposoma suspendiranih u acetatnom
(pH = 4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH = 9,19)
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Tablica 1. Vrijednosti Tm DPPC, DPPE, POPE i SM liposoma suspendiranih u acetathom (pH

=4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH = 9,19) odredenih DSC tehnikom

(iz onset vrijednosti i maksimuma krivulje) i UV/Vis spektroskopijom.

Tm/°C
PH DSC onset DSC max UV/Vis
4,09 40,5+ 0,1 41,6 £ 0,1 ~40
DPPC 7,01 40,9 £ 0,1 41,8 £0,1 ~41
9,19 40,6 £ 0,1 41,7 +£0,1 ~41
4,09 62,4+ 0,1 64,1+ 0,1 ~64
DPPE 7,01 62,4+0,1 64,3+0,1 ~63
9,19 52,8 +0,1 58,2+ 0,1 ~58
4,09 21,6 £ 0,1 24,8 £0,1 ~25
POPE 7,01 22,1 +0,1 25,1+0,1 ~25
9,19 17,1 +0,1 22,2+0,1 ~23
4,09 28,9+ 0,1 34,6+ 0,1 n. o.
SM 7,01 28,1+0,1 348+ 0,1 ~35
9,19 28.2+0,1 35,1+0,1 ~35

n.o. - nije odredivo
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§ 5. ZAKLJUCAK

Tehnikama UV/Vis spektroskopije 1 razlikovne pretrazne kalorimetrije odredene su
temperature meksSanja DPPC, DPPE, POPE i SM lipida suspendiranih u puferima pH
vrijednosti 4,09, 7,01 i 9,19. Spektroskopsko odredivanje Tm temeljeno je na temperaturno-
ovisnoj razli¢itoj prozirnosti lipidnih suspenzija Sto se oc€ituje kao spektar na razlicitoj visini na
ordinati u temperaturno-ovisnim UV/Vis spektrima. Temperatura pri kojoj se pojavljuje
diskontinuitet u apsorbanciji UV/Vis spektara lipidnih suspenzija, a koja je izmjerena pri 270
nm, okarakterizirana je kao Tm lipida, odnosno temperatura glavnog faznog prijelaza Lg — L.
Rezultati dobiveni UV/Vis spektroskopijom u skladu su s rezultatima kalorimetrijske analize,
a pojedina odstupanja su pripisana izazovnoj reproducibilnosti UV/Vis spektara odnosno
velikim nesigurnostima u mjerenjima kao i uni- (a ne multivarijatnoj) analizi. Objema
metodama utvrdeno je smanjenje vrijednosti Tm za liposome nac¢injene od DPPE i POPE,
zwitterionskih lipida s fosfoetanolaminskom polarnom skupinom glave, pri pH vrijednosti
medija 9,19 u odnosu na nize vrijednosti pH. Taj se fenomen objasnjava nabijanjem skupine
glave negativno, dakle pojavom elektrostatskog odbijanja unutar dvosloja. Za liposome
nac¢injene od DPPC i SM, zwitterionskih lipida fosfokolinske polarne skupine, pokazano je da
Tm ne ovisi o pH vrijednosti medija. Dosad rijetko primjenjivana metoda temperaturno ovisne
UV/Vis spektroskopije u svrhu istrazivanja faznih prijelaza lipida pokazala se prikladnom za
detekciju 1 odredivanje temperature glavnog faznog prijelaza multilamelarnih liposoma

nacinjenih od neutralnih lipida uz potporu rutinski koristene DSC kalorimetrije.



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola

33

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

AFM
DLS
DMPC
DPPC
DPPE
DPPS
DSC
FT-IR
GPI
Hi
LUV
Lo

Ly
MLV
NMR
PC
PE
POPE
PS

SEM
SM
TEM
Tm

uv
Vis

mikroskopija atomskih sila

dinamicko rasprsenje svjetlosti
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-kolin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-etanolamin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-serin
razlikovna pretrazna kalorimetrija

infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom
glikozilfosfatidilinozitol

obrnuta heksagonalna faza

unilamelarni liposomi

faza fluida

faza gela

multilamelarni liposomi

nuklearna magnetska rezonancija

fosfokolin

fosfoetanolamin
2-oleil-1-palmitoil-glicero-3-fosfatidil-etanolamin
fosfoserin

valovita faza

pretrazna elektronska mikroskopija

sfingomijelin

transmisijska elektronska mikroskopija
temperatura mekSanja

temperatura pretprijelaza

ultraljubicasto

vidljivo
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§8. DODATAK

Tablica D1. Rezultati odredivanja veli¢ine DPPC, DPPE, POPE i SM liposoma suspendiranih

u acetathom (pH = 4,09), fosfatnom (pH = 7,01) i karbonatnom puferu (pH = 9,19) tehnikom

dinamickog rasprSenja svjetlosti.

pH du/nm
4,09 260 + 100
DPPC 7,01 1350 + 500
9,19 3200 + 1200
4,09 490 + 100
DPPE 7,01 450+ 170
9,19 2800 + 280
4,09 240 + 95
POPE 7,01 765 + 260
9,19 1500 + 300
4,09 230+ 30
SM 7,01 245 + 15
9,19 1260 + 555
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Slika D1. Temperaturno ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri acetatnog (pH = 4,09), fosfatnog
(pH = 7,01) i karbonatnog pufera (pH = 9,19) prikupljeni u temperaturnom rasponu 30 — 52
°C
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