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Streszczenie

Uklady samoorganizujace na bazie surfaktantéw polimerycznych i formulacji
lipidowych, charakterystyka oraz zastosowanie do tworzenia stabilnych
kompleksow z kwasami nukleinowymi

Terapia genowa to szczegdlna galgz wspoétczesnej medycyny, pozwalajaca
naleczenie choréb na poziomie genéw, a kluczem do jej skutecznosci jest opracowanie
wydajnych i bezpiecznych no$nikéw (tzw. wektorow) materiatu genetycznego. W ostatnim
czasie duzym zainteresowaniem ciesza sie niewirusowe wektory w szczegélnosci
otrzymywane na bazie kationowych surfaktantéw, lipidéw czy polimeréw. Maja one istotng
przewage nad stosowanymi od lat wirusowymi wektorami (np. opartymi na retro-
i adenowirusach), ktéorym zarzuca sie, ze moga wywotywaé efekty uboczne w postaci
np. cytotoksycznosci, silnej odpowiedzi immunologicznej czy onkogenno$ci. Niewirusowe
wektory do transfekcji efektywnie wigza sie z materiatem genetycznym, majg niemal
nieograniczong pojemnos$¢, s3 tatwe i tanie w produkcji, a przy tym sa bezpieczne
dla organizmu (niska immunogennos$¢). Niewirusowym nos$nikom, zarzuca sie natomiast
niska wydajno$¢ transfekcji, jednak problem ten mozna tatwo rozwigzaé poprzez
odpowiednig modyfikacje nos$nika.

Dobrym kandydatem na niewirusowy nosnik sg kationowe surfaktanty trimeryczne,
ktére ze wzgledu na zwielokrotniony tadunek elektryczny i liczbe tanicuchéw alkilowych,
wykazuja zdecydowanie lepsze wtasciwosci od swoich monomerycznych odpowiednikow
np. kompleksujg materiat genetyczny przy nizszym stezeniu, tym samym mozna obnizy¢
potencjalne efekty cytotoksyczne.

Innym sposobem redukcji potencjalnych efektéw cytotoksycznych no$nikow
na bazie surfaktantow trimerycznych moze by¢ wprowadzenie do systemu lipidéw, ktére
naturalnie wystepujg w btonach biologicznych. Oprécz obnizenia efektow cytotoksycznych
i zwiekszenia biokompatybilno$ci nosnika, dodatek lipidow moze réwniez poprawic
wydajnos¢ transfekcji do komorek zywych.

Glownym celem niniejszej pracy bylo otrzymanie i charakterystyka systemow
na bazie kationowych surfaktantéw trimerycznych i formulacji lipidowych pod katem ich
potencjalnego zastosowania jako niewirusowych no$nikéw do terapii genowej. W pracy
badano uktady na bazie surfaktantéw trimerycznych (réznigcych sie czes$cig polarng),
formulacji lipidowych (DMPC - oznaczony jako L1, DMPC/DOPE - L2, DMPC/DPPC/DOPE
- L3) i DNA o réznej dtugosci.

Ze wzgledu na innowacyjno$¢ badanych w pracy surfaktantéw trimerycznych,
w pierwszej kolejnosci zdecydowano sie przeprowadzenie badan pod katem ich zdolnosci
do agregacji i micelizacji. W tym celu zastosowano metody pomiarowe: konduktometrie,
spektroskopie UV-Vis, spektroskopie fluorescencji, dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS)
oraz matokgtowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS). Badane
surfaktanty trimeryczne réznily sie budowa czesci polarnej, w ktérej sktad wchodzita
czwartorzedowa s6l amoniowa, ugrupowanie imidazoliowe lub benzimidazoliowe. Wyniki
pomiaréw Kkrytycznego stezenia agregacji CAC oraz krytycznego stezenia micelizacji CMC,
wykazaly, Zze uzyskane warto$ci sg znacznie nizsze niz dla monomerycznych analogéw
surfaktantow, a istotny wptyw na warto$¢ CMCi CACma obecnos¢ struktur aromatycznych
w budowie surfaktantu.
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Na podstawie wynikéw badan przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni
z transformata Fouriera (FTIR) oraz réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC),
wyznaczono parametry termodynamiczne przemian fazowych badanych fosfolipidéw, takie
jak: temperatura przejScia fazowego, zakres przemiany fazowej, entalpia przemiany.
Badania DSC oraz FTIR wykazaty, ze w wielosktadnikowych uktadach lipidowych wzrasta
ptynnos$¢ btony lipidowej, co moze poprawiaé wiasciwosci fuzyjne nos$nika z zywa komérka.

W uktadach typu lipid /surfaktant trudno wskaza¢ jednoznaczna tendencje, jednak
dla wiekszos$ci uktadéw na termogramach DSC obserwowano separacje fazowa na regiony
btony lipidowej ubogie i bogate w surfaktanty. Na podstawie wynikéw FTIR stwierdzono,
Ze wraz ze wzrostem stezenia surfaktantow w uktadzie wzrasta ptynno$¢ btony lipidowe;j.

Krzywe SAXS dla badanych mieszanin lipidowych wskazujg na obecno$¢ kanatow
wodnych, ktére sa szczegdlnie cenione w projektowaniu no$nikéw lekéw. W uktadach typu
lipid/surfaktant - surfaktant zaburza lamelarng strukture DMPC, indukujac powstawanie
i/lub wspotistnienie struktur unilamelarnych np. biceli. Wbudowywanie sie czasteczek
DNA zaburza dodatkowo strukture fosfolipidéw w uktadach tréjsktadnikowych. Dochodzi
do zwiekszenia grubosci dwuwarstwy lipidowej i przej$cia tancuchéw alkilowych
w konformacje gauche.

Na podstawie testéow elektroforetycznych w zelu agarozowym oraz
elektroforetycznego rozpraszania $wiatta (ELS), dla uktadow typu lipid/surfaktant/DNA
okreslono warunki tworzenia stabilnych kompleksow z DNA o rdéznej diugosci.
Dowiedziono, ze wielko$¢ czes$ci polarnej surfaktantu ma wplyw na zdolnosci do
kompleksowania DNA. Co wiecej dodatek fosfolipidéw w uktadach znaczaco obniza p/n
wymagane do utworzenia kompleksu z DNA. Otrzymane wyniki wykazaty, ze sztywnos$¢
czasteczki DNA wplywa na proces kompleksowania - dtugie fragmenty kompleksuja przy
nizszych wartosciach stosunku p/n. Dowiedziono, Ze sita wigzania materialu genetycznego
wzrasta wraz ze stezeniem surfaktantu w ukladzie, a dodatek lipidéw w uktadzie
dodatkowo go stabilizuje.

Konformacje kwasu nukleinowego w utworzonych kompleksach zbadano przy
uzyciu spektroskopii dichroizmu kotowego (CD). W uktadach surfaktant/DNA,
obserwowano kondensowanie sie struktury DNA, ale pozostawata ona w formie B-DNA,
ajedynie dla jednego ukitadu obserwowano silng kondensacje - faze psi. Natomiast
w uktadach lipid/surfaktant/DNA - DNA nie zmienia swojej formy, pozostaje prawoskretng
helisa.

Do badan cytotoksyczno$ci proponowanych uktadéw zastosowano testy
cytotoksycznosci MTT i analizy zywotno$ci komérek przy uzyciu btekitu trypanu.
Surfaktanty trimeryczne wykazujg wysoka cytotoksyczno$¢, ale efekty te zostajg silnie
zredukowane po dodaniu fosfolipidéw do uktadu. Najwieksza redukcje cytotoksycznosci
obserwowano dla uktadéw na bazie formulacji L2. Cho¢ uktady na bazie L3 nie wykazywaty
takiego spadku cytotoksycznosci, to ze wzgledu na zréznicowanie dtugosci tancuchow
alkilowych w tym uktadzie mogg uzyska¢ wysoka wydajnos$¢ transfekji.

Wykorzystano tez mikroskopie sit atomowych (AFM) do oceny topografii
kompleks6w DNA, a wuzyskane wyniki korespondowaty =z wynikami badan
spektroskopowych.

Reasumujac, otrzymane wyniki potwierdzity potencjat aplikacyjny proponowanych
systeméw na bazie surfaktantow trimerycznych i formulacji lipidowych jako
niewirusowych nosnikéw, takze pozwolily wytypowaé najbardziej obiecujace uktady
do dalszych badan pod katem ich zastosowania.
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Abstract

Self-assembling systems based on polymeric surfactants and lipid formulations,
characterization, and application for forming stable complexes with nucleic acids

Gene therapy is a novel form of modern medicine that allows the treatment
of diseases at the gene level. The key to its effectiveness lies in the development of efficient
and safe carriers of genetic material. Recently, non-viral vectors, particularly those based
on cationic surfactants, lipids, or polymers have gained popularity. . They hold significant
advantages over viral vectors (e.g. those based on retro- and adenoviruses), which have
been used for years but are associated with side effects such as cytotoxicity, strong immune
response, or oncogenicity. Non-viral transfection vectors effectively bind to genetic
material, offer almost unlimited capacity, are easy and inexpensive to produce, and are safe
for the body due to their low immunogenicity. While non-viral carriers have been criticized
for low transfection efficiency, this issue can be resolved through appropriate carrier
modifications.

A promising candidates for a non-viral carriers are cationic trimeric surfactants,
which, due to their multiplied electric charge and the number of alkyl chains, exhibit far
better properties than their monomeric counterparts. For instance, they complex with
genetic material at lower concentrations, reducing potential cytotoxic effects.

Another approach to minimizing the cytotoxic effects of carriers based on trimeric
surfactants is to add lipids that naturally occur in biological membranes. This not only
reduces cytotoxic effects and increases the biocompatibility of the carrier but also enhances
the efficiency of transfection into living cells.

The primary goal of this study was to obtain and characterize systems based
on cationic trimeric surfactants and lipid formulations for their potential use as non-viral
carriers in gene therapy. In this research, systems consisting of trimeric surfactants
(differing in their polar parts), lipid formulations (DMPC - marked as L1, DMPC/DOPE - L2,
DMPC/DPPC/DOPE - L3), and DNA of various lengths were studied.

Given the innovative nature of the trimeric surfactants explored in this study, initial
research focused on their aggregation and micellization abilities. To achieve this, the
following measurement techniques were employed, including conductometry, UV-Vis
spectroscopy, fluorescence spectroscopy, dynamic light scattering (DLS), and small-angle
X-ray scattering (SAXS). The trimeric surfactants studied varied in the structure of their
polar parts, which included a quaternary ammonium salt, an imidazolium,
or benzimidazolium moiety. The results of measurements of the critical aggregation
concentration CAC and the critical micellization concentration CMC showed that the
obtained values were much lower than those of monomeric surfactant analogs. Additionally,
the presence of aromatic structures in the surfactant significantly impacted CMCand CAC
values.

Based on the results from Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and
differential scanning calorimetry (DSC), the thermodynamic parameters of the phase
transitions in the phospholipids were determined, such as the phase transition
temperature, phase transition range, and transformation enthalpy. The DSC and FTIR
studies revealed that, in multicomponent lipid systems, the fluidity of the lipid membrane
increases, which may enhance the fusion properties of the carrier with a living cell.
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In lipid/surfactant systems, identifying a clear trend was difficult. However, phase
separation into regions of the lipid membrane that were poor and rich in surfactants was
observed in most DSC thermograms. FTIR results showed that as the concentration
of surfactants in the system increased, the fluidity of the lipid membrane also increased.

SAXS curves for the studied lipid mixtures indicated the presence of water channels,
which are especially valued in drug carrier design. In lipid/surfactant systems, the
surfactant disrupted the lamellar structure of DMPC, inducing in some cases, the formation
of coexistence of unilamellar structures, such as bicells. The incorporation of DNA molecules
further disrupted the phospholipid structure in ternary systems. The thickness of the lipid
bilayer increased, and the alkyl chains transitioned into gauche conformation.

Based on electrophoretic tests in agarose gel and electrophoretic light
scattering (ELS) studies, conditions for the formation of stable DNA complexes of varying
lengths were determined in lipid/surfactant/DNA systems. It was demonstrated that the
size of the surfactant’s polar part affected its ability to complex DNA. Furthermore, the
addition of phospholipids to the systems significantly lowered the p/n ratio required to
form a complex with DNA. Results indicated that the rigidity of the DNA molecule influenced
the complexation process, with longer fragments forming complex at lower p/n values.

Circular dichroism spectroscopy (CD) was used to study the nucleic acid
conformation in the formed complexes. In surfactant/DNA systems, condensation of the
DNA structure was observed, although it remained in the form of B-DNA. Strong
condensation, forming the psi phase, was noted only in one system. Whereas,
in lipid/surfactant/DNA systems — DNA does not change its form, it remains a right-handed
helix.

MTT cytotoxicity assays and cell viability analysis using trypan blue were conducted
to assess the cytotoxicity of the proposed systems. Trimeric surfactants exhibited high
cytotoxicity, but these effects are significantly reduced with the addition of phospholipids.
The greatest reduction in cytotoxicity was observed in systems based on L2 formulations.
Although L3-based systems did not show as pronounced a decrease in cytotoxicity they
demonstrated high transfection efficiency due to the variation in alkyl chain lengths. Atomic
force microscopy (AFM) was also used to evaluate the topography of the DNA complexes,
and the results were consistent with spectroscopic findings.

In conclusion, the results confirmed the potential application of the proposed
systems, based on trimeric surfactants and lipid formulations, as non-viral carriers.
The study also identified the most promising systems for further investigation regarding
their practical use.
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Cel pracy

Gtownym celem, ktéry postawiono sobie podczas przygotowywania niniejszej
dysertacji byto opracowanie metod otrzymywania i charakterystyka uktadéw do transfekcji
kwasow nukleinowych na bazie kationowych surfaktantéw trimerycznych i formulacji
lipidowych oraz zweryfikowanie ich potencjalnego zastosowania jako niewirusowych
no$nikéw do terapii genowej. Do badan wlasciwosci proponowanych uktadéw
zastosowano metody pomiarowe takie jak: testy elektroforetyczne w zelu agarozowym,
elektryczne rozpraszanie $wiatla (ELS), testy cytotoksyczno$ci MTT, analiza zywotnosci
komoérek przy uzyciu btekitu trypanu, spektroskopie dichroizmu kotowego (CD),
spektroskopie podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR), réznicowa kalorymetrie
skaningowg (DSC), matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS)
oraz mikroskopie sit atomowych (AFM).

Cele szczegbétowe realizowane w pracy to:

e okreSlenie warunkow tworzenia stabilnych komplekséw surfaktant/DNA oraz
kompleksow fosfolipid /surfaktant/DNA,

e zbadanie konformacji kwasu nukleinowego w utworzonych kompleksach,

e wyznaczenie parametrow fazowych fosfolipidow w uktadach mieszanych
fosfolipid/surfaktant oraz w uktadach fosfolipid/surfaktant/DNA,

e wyznaczenie parametrow strukturalnych badanych uktadéw,

e ocena cytotoksyczno$ci proponowanych nosnikéw.

Ze wzgledu na innowacyjno$¢ badanych w pracy surfaktantéw trimerycznych,
zdecydowano sie przeprowadzenie badan pod katem ich zdolno$ci do agregacji i micelizacji.
W tym celu zastosowano metody pomiarowe: konduktometrie, spektroskopie UV-Vis,
spektroskopie fluorescencji, dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS) oraz matokatowe
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS).

Do badan wybrano kationowe surfaktanty trimeryczne o tej samej dtugosci fancucha
alkilowego, ale réznigce sie czescig polarna, ztozong odpowiednio z IV-rzedowego kationu
amoniowego, imidazoliowego lub benzimidazoliowego:

e trichlorek 1,2,3-propanotri[oksymetylo-3-(1-dodecyloamoniowy) - oznaczony
jako TRI_N,

e trichlorek 1,2,3-propanotri[oksymetylo-3-(1-dodecyloimidazoliowy) -
oznaczony jako TRI_IM],

e trichlorek 1,2,3-propanotri[oksymetylo-3-(1-dodecylobenzimidazoliowy)
- oznaczony jako TRI_BEN.

W pracy zbadano formulacje lipidowe na bazie fosfolipidow:
e 1,2-dimyristylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina - DMPC,
e 1,2-dimyristylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina - DOPE,
e 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina — DPPC.

Do badan przygotowano roztwory wodne uktadéw referencyjnych: surfaktantéw,
badanych formulacji lipidowych, kwaséw nukleinowych oraz mieszanych uktadéw typu:
fosfolipid/surfaktant, surfaktant/DNA oraz fosfolipid /surfaktant/DNA o réznym sktadzie.
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Wstep

Wspétczesna medycyna coraz czeSciej decyduje sie na leczenie chordéb, siegajac do ich
podstaw molekularnych, aby leczy¢ przyczyne a nie wylgcznie wywotane przez nig efekty
niepozadane. Takg mozliwo$¢ zapewnia terapia genowa, ktéra polega na wprowadzeniu do
organizmu prawidlowej kopii genu, ktéry poprzez zamiane, naprawe lub wyciszenie
ekspresji wadliwego genu, ztagodzi objawy chorobowe (np. mukowiscydozy, stwardnienia
rozsianego, nowotworow, choroby Alzheimera, artretyzmu czy mukopolisacharydozy).
Kluczem do sukcesu terapii genowej jest opracowanie no$nikéw (wektoréw), ktére
w sposob efektywny (wysokie stezenie terapeutyczne, celowe dostarczenie) i bezpieczny
(minimalna toksyczno$¢ dla organizmu, ochrona materiatu genetycznego przed czynnikami
zewnetrznymi) dostarczy transgen do komoérek docelowych. Cho¢ od lat znane i stosowane
sg wektory wirusowe (gléwnie oparte na retro- i adenowirusach), to ze wzgledu na
potencjalne efekty uboczne (silna odpowiedZ immunologiczna, potencjalna onkogennos¢
czy cytotoksycznos$c), poszukuje sie nowych niewirusowych no$nikow.

Wektory niewirusowe oparte sg przede wszystkim na kationowych polimerach,
lipidach lub surfaktantach. Ich dodatni tadunek elektryczny pozwala efektywnie taczy¢ sie
z materialem genetycznym. Wykazujg one niemal nieograniczong pojemnos$¢, przy
zachowaniu niskiej immunogenno$ci. Dodatkowo sg tatwe i tanie w produkcji. Czesto
jednak niewirusowym no$nikom zarzuca sie mata wydajnos¢ transfekcji, co zniwelowac
mozna stosujac odpowiednie metody modyfikacji nosnikow.

Obiecujgce wyniki uzyskano dla niewirusowych wektoréw na bazie kationowych
surfaktantow gemini (dimerycznych). Wykazujga one znacznie lepsze wtasciwosci
w poréwnaniu do ich monomerycznych odpowiednikéw. Jednak, o ile surfaktanty gemini sa
dos¢ intensywnie badane pod katem potencjalnego zastosowania jako wektory, to rzadko
stosuje sie surfaktanty o wyZszym stopniu oligomerycznosci. W ich przypadku
zwielokrotniony tadunek elektryczny, jak rowniez wystepowanie wiekszej iloSci fancuchow
alkilowych moze dodatkowo zwiekszy¢ efektywnos$¢ taczenia sie z transgenem. Wyzszy
stopien oligomeryczno$ci surfaktantu wigze sie potencjalnie réwniez z wyzsza
cytotoksycznos$cig. Problem ten mozna rozwigza¢ wprowadzajgc do systemu neutralne
lipidy, ktére naturalnie wystepujg w btonach biologicznych. Zabieg ten oprécz obnizenia
efektow cytotoksycznych i zwiekszenia biokompatybilnosci uktadu, moze poprawic
wydajnos$¢ transfekcji. Co wiecej zréznicowanie lipidéw pod wzgledem dtugosci tanicucha
alkilowego i stopnia jego nasycenia moze mie¢ korzystny wplyw na wydajno$¢ terapii
genowej.

Gléwnym celem pracy bylo otrzymanie i charakterystyka systeméw na bazie
kationowych surfaktantéow trimerycznych i formulacji lipidowych pod katem ich
potencjalnego zastosowania jako niewirusowych nos$nikéw do terapii genowej.

Rozdziat pierwszy czesci teoretycznej przybliza podstawowe zagadnienia z zakresu
terapii genowej. Zawarte w tym rozdziale informacje o systemach do transportu
transbtonowego oraz o mechanizmach, jakie rzadza tym transportem, pozwala zrozumiec,
czym nalezy sie kierowa¢ projektujgc niewirusowe nosniki. W kolejnym rozdziale szeroko
przestawiona zostaje budowa i wtasciwosci surfaktantéw oligomerycznych, ktére czynig
je  wyjatkowymi. Dodatkowo przedstawiono wybrane potencjalne zastosowania
surfaktantow oligomerycznych, podkreslajagc ich przewage nad ich monomerycznymi
odpowiednikami. Rozdziat trzeci to przedstawienie krok po kroku koncepcji projektowania
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niewirusowego wektora na bazie surfaktantéw i fosfolipidéw. Zawarto w nim informacje
o dotychczasowych osiggnieciach, jak i wilasciwosciach rozwazanych systemow:
od oddziatywania kwaséw nukleinowych z surfaktantami, poprzez wptyw surfaktantow
na fosfolipidy az po wlasciwe kompleksy, czyli uklady tréjsktadnikowe
fosfolipid/surfaktant/DNA. W rozdziale czwartym przedstawiono metody pomiarowe
wykorzystane do charakterystyki badanych uktadéw. Zestawiono je wedtug problemu,
ktéry majq wyjasnic.

Cze$¢ eksperymentalna otwiera przedstawienie badanych zwigzkéw wraz
z wyjasnieniem czym sie kierowano w ich doborze. Omoéwiono réwniez preparatyke probek
oraz aparature pomiarowg. Nastepnie przystapiono do prezentacji wynikow. W pierwszej
kolejnosci przedstawiono wyniki badan wlasciwosci kationowych surfaktantéw
trimerycznych. Surfaktanty réznity sie cze$cia polang (IV-rzedowa sdél amoniowa,
imidazoliowa lub benzimidazoliowa), dzieki czemu mozliwe bylo uzyskanie
zréznicowanych wlasciwosci. Wyznaczono zatem jak zmiana budowy czeSci polarnej
wptywa na warto$¢ krytycznego stezenia agregacji oraz micelizacji, liczbe agregacji oraz
wielko$¢ miceli surfaktantow (rozdzial 6.1). Nastepnie proponowane systemy
do transfekcji zbadano pod katem wigzania i uwalniania materialu genetycznego, wptywu
na konformacje DNA oraz cytotoksyczno$ci (rozdziat 6.2). W kolejnym rozdziale
scharakteryzowano formulacje lipidowe, uktady fosfolipid/surfaktant oraz uktady
fosfolipid/surfaktant/DNA o réznym sktadzie pod katem wtasciwo$ci termodynamicznych,
dynamiki konformacyjnej oraz zmian hydratacyjnych (rozdzial 6.3). Ostatnim etapem
cze$ci eksperymentalnej byta charakterystyka strukturalna przy pomocy badan SAXS
(rozdziat 6.5) oraz obrazowanie AFM topografii (rozdziat 6.6) wybranych uktadéw.

Rozdziat sidédmy to podsumowanie i dyskusja otrzymanych wynikéw, cho¢ wiele

kwestii byto juz wstepnie omawianych w trakcie analizy wynikéw, co w duzej mierze
wynikato to z wyjasnienia sposobu analizy danych. Gtéwne wnioski zestawiono w rozdziale
osmym.
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1 Terapia genowa

Za poczatki genetyki, jako dziedziny nauki zajmujacej sie dziedziczno$cia, przyjmuje
sie badania Grzegorza Mendla nad krzyZzowaniem osobnikéw i otrzymywaniem u nich
pozadanych cech na przyktadzie groszku zwyczajnego Pisum sativum, ktérych wyniki sie
w I polowie XIX wieku. Sam termin , genetyka” wprowadzit William Bateson w 1906 roku,
rozwingt on takze prawa Mendla, wprowadzajac terminy takie jak: allele, heterozygota czy
homozygota, a takze wykazujac, ze prawa te majg stuszno$¢ dla wszystkich organizméw
rozmnazajacych sie ptciowo [1]. Cho¢ definicja genu, jako czynnika dziedziczenia,
ewoluowata wraz z kolejnymi odkryciami m. in. z zakresu mikrobiologii (transformacja,
transdukcja, koniugacja bakterii), dopiero od 1953 roku dzieki pracy nad strukturg DNA
Francisa Cricka i Jamesa Watsona, w petni zostata sformutowana w formie, ktéra obecnie
znamy [1, 2]. Ogromny wktad w rozwdj genetyki rowniez wniesli Marshall W. Nirenberg
i Johann H. Matthaei, ktorzy w latach 1961 - 1966 rozszyfrowali kod genetyczny, czyli
okredlili sekwencje nukleotydowa kodondéw, odpowiadajacych poszczegdlnym
aminokwasom w tancuchu polipeptydowym. Tym samym udowodnili, Ze materiat
genetyczny jest uniwersalny dla wszystkich organizméw zywych [3 - 5].

Przetom w biologii molekularnej to takze badania Wactawa Szybalskiego, ktéry
w 1962 roku przeprowadzit pierwszy udokumentowany transfer gendéw na ssaczych
liniach komérkowych. Badania te pokazaly, ze defekt genetyczny (w tym przypadku brak
genu) moze zosta¢ naprawiony przez transfer danego genu z zewnetrznego zrodia.
Co wiecej, zmiany takie moga by¢ dziedziczne w kolejnych pokoleniach [2, 6]. Tak wazne
odkrycie stato sie punktem wyjscia dla terapii genowej - dziedziny medycyny majgcej na
celu leczenie choréb na poziomie materiatu genetycznego, ktorej koncepcje w 1972 roku
rozwineli Theodore Friedmann i Richard Roblin [7].

Pierwsze proby Kliniczne terapii genowej na ludziach przeprowadzono juz
w 1988 roku. Natomiast pierwszym zarejestrowanym i komercyjnie dostepnym lekiem byt
Gendicine™ (Chiny, 2003) - stosowany do leczenia raka ptaskonabtonkowego regionu
glowy i szyi zwigzanego z mutacjg genu TP53 [2,8]. Do sierpnia 2019 roku zarejestrowano
22 leki genetyczne z czego 8 przeciwko chorobom monogenetycznym, 6 - przeciw
nowotworom, 4 - przeciw chorobom uktadu sercowo-naczyniowego i innym [7].
Wedtug Amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekéw, obecnie zatwierdzonych jest 38 lekéw
do terapii komdérkowej i genowej (stan na 17.09.2024) [9].

Na etapie badan jest wiele nowych terapii genowych i zgodnie z baza danych Gene
Therapy Clinical Trials Worldwide ich liczba ciagle ro$nie: od 1989 roku do 2017 liczba
zarejestrowanych badan wynosita 2597, natomiast do marca 2023 roku - 3900 (stan na maj
2023 roku). Badania te nacelowane sg w gtéwnej mierze na terapie przeciwnowotworowe
(ok. 68% badan), terapie przeciwko monogenetycznym chorobom (ok. 13%), chorobom
zakaznym (ok. 6%), chorobom uktadu sercowo-naczyniowego (ok. 6%) oraz chorobom
neurologicznym (w tym neurodegeneracyjnym) - ok. 2% [10, 11].
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1.1 Podstawy terapii genowej

Europejska Agencja Lekoéw (ang. European Medicines Agency, EMA) okresla
preparaty stosowane w terapii genowej jako produkty lecznicze, zawierajace substancje
czynng stosowang w celu regulacji, naprawy, zastepowania, dodawania lub usuwania
sekwencji genetycznej; a jej dziatanie terapeutyczne, efekt profilaktyczny lub diagnostyczny
jest bezposrednim wynikiem zawartego w niej kwasu nukleinowego badZ produktu
ekspresji genetycznej tej sekwencji [2]. Celem terapii genowej jest uzyskanie dtugotrwatej
ekspresji genu na poziomie wystarczajacym do ztagodzenia lub zminimalizowania
niepozadanych efektow chorobowych [12].

Transgen to materiat genetyczny przeniesiony miedzy dwoma ré6znymi komoérkami
w obrebie tego samego organizmu lub miedzy komoérkami réznych organizmoéw.
Transgenem moze by¢ zaréwno kwas deoksyrybonukleinowy DNA, jak i kwas
rybonukleinowy RNA. Gléwna funkcja kwaséw nukleinowych jest przechowywanie,
przekazywanie i ekspresja informacji genetycznej, ale biorg one réwniez udziat
w rozmaitych procesach, jako czgsteczki transportowe (tRNA), katalityczne (rRNA) czy
regulatorowe (np. siRNA, miRNA) [13].

Ze wzgledu na specyfike komoérek organizmu, ktére moga zosta¢ poddane terapii
genowej, czyli moga przyjac terapeutyczny transgen, wyrdznia sie terapie genowa:

e somatyczng, ktora dotyczy wszystkich rodzajow komorek organizmu poza
gametami (komorki rozrodcze),

e germinalng, ktéra obejmuje wprowadzanie materiatu genetycznego do komoérek
rozrodczych. Jednak modyfikacja materiatu genetycznego komoérek rozrodczych

budzi tak wiele kontrowersji moralnych i etycznych, Ze jest zabroniona prawnie [2].

Nieliczne badania nad liniami zarodkowymi in vitro prowadzone sie w Chinach np.

nad nukleazami z motywem palca cynkowego (ang. zinc-finger nucleases, ZFNs) [14]

lub krétkimi powtérzeniami palindronowymi (ang. clustered regularly inter-spaced

short palindromic repeats, CRISPRs) [15].

Aby osiggnaé wysoka wydajno$¢ stosowanej terapii genowej, nalezy przede
wszystkim dostosowa¢ procedure do wybranej jednostki chorobowej. Do najwazniejszych
czynnikow wptywajacych na efektywnos$¢ terapii genowej naleza:

A. Rodzaje transgenow
o sekwencje kodujace bialka - ze wzgledu na ograniczong pojemnos$é
dostepnych nosnikdw w terapii genowej, nie jest mozliwe dostarczenie
do komorki catej kopii genu kodujacego dane biatko ($rednio 27 kpz), dlatego
z matrycy mRNA na zasadach odwrotnej transkrypcji otrzymuje sie dwuniciowa
czasteczke cDNA, zawierajgca wytacznie sekwencje kodujaca dane biatko
(bezintronowg) o dtugosci srednio 2,5 kpz. Mimo, Ze w czeSci intronowe;j
zawarte sg informacje o obrébce potranslacyjnej danego biatka, utrata ich przy
catkowitym braku lub dysfunkcji biatka jest nieistotna [16].
Sekwencje moga kodowac:
o Dbiatka zastepujgce zmutowane lub niewystepujace w komorce biatka
(np. dostarczenie prawidtowej kopii genu CFTR w leczeniu
mukowiscydozy [17]),
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o biatka regulujace funkcje komérki (np. biatko RevM10, ktére blokuje
synteze biatek wirusa HIV i tym samym hamuje jego namnazanie [18]),

o cytokiny i czynniki wzrostu np. czynnik wzrostu komoérek nerwowych,
wykorzystywany w probach leczenia choroby Alzheimera [19],

o biatka regulujace apoptoze np. gen BCL-2 - hamujacy apoptoze komédrek
nerwowych w stwardnieniu zanikowym bocznym [20],

o przeciwciata np. przeciwko patologicznym biatkom prionowym PrPsc [16],

o antygeny tzw. szczepionki genetyczne, po wprowadzeniu do organizmu,
produkujg dany antygen, ktory nastepnie stuzy do tego, aby ukiad
odpornos$ciowy nauczyt sie go rozpoznawac i neutralizowa¢. W ten sposoéb
nabywa sie odporno$¢ na patogen, z ktérego pochodzi dany antygen [21],
np. biatko S kolca koronawirusa SARS-CoV-2 w szczepionkach mRNA;

o podjednostki receptoré6w komérek T - modyfikacja cze$ci
odpowiedzialnych za rozpoznawanie patogendéw, pozwala kontrolowac
i dostroi¢ odpowiedZ immunologiczng [16];

¢ sekwencje niekodujace biatek - kroétkie fragmenty DNA lub RNA, np.:

o oligonukleotydy i ich modyfikacje - to zwykle jednoniciowy odcinek kwasu
nukleinowego o dtugosci ok. 15 - 100 nukleotydéw, jego funkcje to blokowanie
ekspresji gendéw lub transkrypcji oraz kontrolowanie procesu sktadania
(ang. splicing) pre-mRNA. Przyktadem jest oligonukleotyd OGX-427 hamujgcy
ekspresje genu kodujacego biatko szoku cieplnego Hsp27 - w konsekwencji
hamuje rozwdj raka prostaty [22];

o rybozymy - mate czasteczki RNA zdolne do katalizowania pewnych reakcji
chemicznych np. do hamowania ekspresji receptora czynnika wzrostu
$rédbtonka naczyniowego VEGFR-1, a tym samym hamowania angiogenezy
w wielu typach nowotworow [23];

o mate regulatorowe RNA - w zywych komérkach interferencja RNA (RNAi)
reguluje potranskrypcyjna ekspresje gendéw poprzez selektywne blokowanie
translacji mRNA lub jego degradacje. RNAi aktywuje czasteczki takie jak:
microRNA (miRNA) czy kroétkie interferujagce RNA (siRNA) [16];

= miRNA - jednoniciowe RNA o dtugosci ok. 22 nukleotydéw, wigza sie
z docelowym mRNA w kompleksie z biatkami Ago, co powoduje
zahamowanie jego translacji np. miR-34, miR-122 znalazty
zastosowanie jako supresory nowotworow [24];

=  siRNA - dwuniciowy krotki fragment RNA o dtugosci od 20 do 23
nukleotydéw, wiazacy sie z kompleksem wyciszajgcym RISC
(ang. RNA-induced silencing complex). Kompleks RISC sktada sie z biatka
Argonaut (Ago-2) zdolnego do odczepiania i usuwania jednej z nici
siRNA, do ktorej nastepnie przylaczane jest komplementarne docelowe
mRNA. Biatko Ago-2 tnie mRNA w miejscu wigzania sie sSiRNA do mRNA,
wyciszajac tym samym ekspresje danego genu [25]. siRNA stosuje sie
w leczeniu m. in. astmy - docelowy gen SYK lub wirusowego zapalenia
watroby typu B - docelowy gen HBsAg [26];

o pulapki oligonukleotydowe (ang. decoy) - dwuniciowe sekwencje DNA lub RNA
wigzace biatka, odpowiedzialne za aktywacje translacji [16], np. putapka
oligonukleotydowa dla przekaznika sygnatu i aktywatora transkrypcji 3
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(ang. Signal Transducer and Activator of Transcription 3, STAT3) hamuje

namnazanie komérek nowotworu ptuc [27];

o aptamery - krotkie odcinki RNA lub DNA oddziatywujace z molekutami na
zasadzie komplementarnosci ksztattu (zamek-klucz), blokujac funkcje takiej
molekuly, np. aptamery przeciwko czynnikowi wzrostu $rddbtonka
naczyniowego (VEGF) hamuja rozwdj nowych naczyn krwiono$nych
w zmianach zwyrodnieniowych plamki zo6ttej [28].

B. Droga podania transgenu

e exvivo - transfer nowego genu do komoérek pacjenta odbywa sie poza jego
organizmem. Okre$lone komdrki (limfocyty, komérki macierzyste itp.) sa
pobierane i izolowane z organizmu pacjenta, nastepnie hodowane in vitro,
gdzie dochodzi do transferu nowego genu i ponownie wprowadzane
do organizmu. Metoda ta redukuje mozliwo$¢ wystgpienie reakcji
immunologicznej organizmu, jednak jest droga, pracochtonna i musi by¢
spersonalizowana dla kazdego pacjenta [16, 29].

e in vivo - terapeutyczny gen zostaje podany bezposrednio do organizmu
pacjenta. Metoda ta jest duzo prostsza i uniwersalna, jednak jej skutecznos¢
moze by¢ ograniczona ze wzgledu na brak specyficznej celowosci, brak
efektywnego transportu przez bariery np. krew-moézg, degradacje
terapeutycznego genu przed dotarciem do docelowych komorek, czy
wywolywanie odpowiedzi immunologicznej [16, 29].

C. Nos$nik do transportu materiatu genetycznego - istotny wptyw na efektywnos¢
transfekcji majg czynniki, dzieki ktérym mozliwe jest dostarczenie terapeutycznego
kwasu nukleinowego do komorki. Wplyw nosnika jest szeroko opisany
w rozdziale 1.2.

D. Celowe dostarczanie - punkt ten jest niezmiernie wazny w terapii in vivo, docelowe
dostarczenie transgenu moze zostac zrealizowane na etapie przygotowania genu
lub przygotowania no$nika. Gen moze zosta¢ tak zmodyfikowany, aby jego
ekspresja nastepowata jedynie w obecnosci specyficznych promotoréw
tkankowych. Natomiast przygotowanie nosnika polega na dotaczaniu do niego
specyficznych ligandéw dla receptoréw na powierzchni docelowych komoérek [16].

E. Trwato$¢ transgenu - osiggniecie efektu terapeutycznego =zalezy rowniez
od trwatoSci materiatu genetycznego - czy ,zdazy” on dotrze¢ do komodrek
docelowych zanim ulegnie degradacji w organizmie pacjenta. Trwato$¢ mozna
kontrolowa¢ na poziomie materialu genetycznego (modyfikacja reszt
fosforanowych, cukréow) lub dotaczajac do transgenu specyficzne czasteczki takie
jak cholesterol, glikol polietylenowy PEG lub kationowe lipidy [16] - tzw. wektory
niewirusowe (rozdziat 1.3).

F. Kontrola ekspresji terapeutycznego genu - ekspresja genu musi przebiegaé
w sposdb kontrolowany. Nadmierna ekspresja moze prowadzi¢ do tworzenia sie
ztogéw biatek i w efekcie $mierci komorek [16].

G. Indukowanie odpowiedzi immunologicznej organizmu - aby terapia byta skuteczna,
nalezy wykluczy¢ efekty immunologiczne, ktére mogg obnizy¢ efektywnos$c¢ leczenia
(poprzez naturalizacje transgenu lub nos$nika) lub wywotaé reakcje zagrazajace
zyciu pacjenta [30].
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1.2 Systemy do transportu transblonowego kwaséw nukleinowych

Metody z wykorzystaniem wektoréw do dostarczania materiatu genetycznego do
komoérek pacjenta sg najbardziej wydajne, uniwersalne i powszechne. Ponad 70% badan
w kierunku nowych [10] i ponad 60% dostepnych juz terapii genowych opiera sie
o wykorzystanie w tym celu no$nikéw [7]. Dobry no$nik materiatu genetycznego powinien
charakteryzowa¢ sie duza pojemnoscia, wysoka efektywno$cig transfekcji, celowym
tropizmem komérkowym, niska lub brakiem genotoksycznosci i cytotoksycznosci, oraz nie
powinien wywotywa¢ odpowiedzi immunologicznej organizmu.

Ze wzgledu na pochodzenie nos$nika mozemy wyrdzni¢ wektory wirusowe
i niewirusowe. Zgodnie z bazg danych Gene Therapy Clinical Trials najintensywniej badane
sg wektory wirusowe, bo ok. 95% wszystkich badan pod katem nowych terapii genowych
z wykorzystaniem no$nikow opartych jest o wirusowe wektory - stan na maj
2023 roku [10].

1.2.1 Wirusowe wektory

Projektujgc wirusowe no$niki dla terapii genowej, wykorzystano zdolno$¢ wirusow
do efektywnego wnikania do komoérek gospodarza i tatwo$¢ tgczenia sie z jego genomem
(transdukcja). Wirusy to mate infekcyjne czastki sktadajgce sie z materiatu genetycznego
(RNA badz DNA) zamknietego w biatkowej ostonce (tzw. kapsydzie), wymagaja jednak
dostosowania na potrzeby terapii genowej. Genom wirusa zostaje odpowiednio
przygotowany poprzez usuniecie genéw kodujacych biatka wirusowe - w szczegdlnosci
biatka  patogenne mogace wywota¢ reakcje immunologiczng  organizmu,
i wprowadzenie gendw terapeutycznych. Wektory wirusowe mozna podzieli¢ na te, ktérych
genom integruje sie z genomem pacjenta (retrowirusy, lentiwirusy) i wektory wirusowe
bez integracji z genomem np. adenowirusy lub wirus opryszczki pospolitej (ang. Herpes
Simplex Virus, HSV). Wektory wirusowe np. na bazie lentiwiruséw lub wiruséw zaleznych
od adenowiruséw (ang. Adeno-Associated Virus, AVV) ze wzgledu na zdolnos¢
do przenikania bariery krew-mozg znalazty potencjalne zastosowanie w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych, takich jak np. choroba Parkinsona czy Alzheimera [31].
Najwazniejsze rodzaje wirusowych wektoréw i ich wlasnos$ci zestawiono
w tabeli 1 [16, 32, 33].
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Tabela 1. Najpowszechniejsze wektory wirusowe stosowane w terapii genowe;j.

wirus z dwuniciowym duza pojemno$¢, ekspresja ograniczona
DNA, wydajna ekspresja CZasowo,
brak integracji z wysoka

~8-30 | genomem biorcy, cytotoksycznos¢,
najbardziej popularne wysoka
wektory wirusowe immunogenno$é¢

Zastosowanie: Gendicine™ - lek na bazie rekombinowanego adenowirusa typu 5 i genu p53
(AdRSV-p53) stosowany w leczeniu nowotworéw [34]

wirus z jednoniciowym niska immunogenno$¢, ekspresja ograniczona
45 DNA, wydajna transdukgcja, CZasowo,
’ bardzo rzadka integracjaz | ekspresja réwniez w mata pojemnosé
genomem biorcy komorkach niedzielgcych sie

Zastosowanie: Zolgensma® - lek na bazie wirusa AAV9 i sekwencji genu a stosowany w
leczeniu rdzeniowego zaniku mie$ni [7];

AAV?2 z sekwencja kodujacg biatko neurturyny (NRTN) wspomagajace dopaminergiczne
neurony w leczeniu choroby Parkinsona [35]

wirus RNA, dtugotrwata ekspresja duze
~9 integracja z genomem prawdopodobienistwo
biorcy mutacji insercyjnych

Zastosowanie: Invossa®- wyizolowane chondrocyty pacjenta transdukowane s3
retrowirusem typu C z sekwencja czynnika wzrostu TGF-B1 w leczeniu choroby
zwyrodnieniowej stawéw [36]

wirus z jednoniciowym dtugotrwata i stabilna moze dochodzi¢ do
RNA, ekspresja, mutacji insercyjnych
integracja z genomem ekspresja rowniez w

biorcy komorkach niedzielgcych sie,

transdukcja do komoérek
réznicujacych sie,
zdolnos$¢ przenikania do
jadra komoérkowego,

Zastosowanie: Zynteglo® - komdrki macierzyste szpiku kostnego pacjenta transdukowane sg
lentiwirusem BB305 z sekwencja kodujaca A 872 globine stosowang w leczeniu [3-

talasemii [7,37];

Ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1) z genem kodujacym leptyny LEP w
leczeniu choroby Alzheimera [38]

wirus z dwuniciowym duza pojemnosc, ekspresja ograniczona
DNA, wysoka infekcyjnos¢ CZasowo,

>30 integracja z genomem wysoka
biorcy immunogennos¢

Zastosowanie: Imlygic® - lek na bazie HSV-1 i sekwencji GM-CSF w leczeniu czerniaka [39]
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1.2.2 Niewirusowe wektory

Terapia genowa na bazie wirusowych wektoréw mimo poczatkowych licznych
sukceséw w 1999 roku poniosta porazke - pierwsza $miertelng ofiarg byt chtopiec, ktory
po kilku dniach od podania terapii zmart na skutek silnej reakcji immunologicznej
organizmu wywotanej wirusowym wektorem na bazie adenowirusa [2,40]. Na pewien czas
ostabito to entuzjazm zwigzany z terapig genowg oraz sklonilo do szukania innych -
niewirusowych systemoéw do dostarczania materiatu genetycznego.

Wektory niewirusowe charakteryzujg sie niemal nieograniczong pojemno$cig
(teoretycznie moga przenosi¢ transgen o kazdej wielkosci/liczbie par zasad), niska
immunogenno$¢, sa fatwe i tanie w produkcji, a przy tym mozna osiggnac stabilng ekspresje
transgenow. Niestety wektory te sg mato wydajne i wymagaja pewnych modyfikacji [32],
dlatego przy projektowaniu niewirusowych wektoréw nalezy rozwazy¢ kilka kwestii:

e Materiat bazowy, z ktérego sktada sie wektor. Zazwyczaj sa to kationowe
surfaktanty, kationowe lipidy, kationowe polimery lub nieorganiczne czgstki w tym
metaliczne nanoczastki, ktére na zasadzie oddzialywan -elektrostatycznych
efektywnie taczg sie z materiatem genetycznym [14].

e Powierzchnia no$nika z obecnymi grupami funkcyjnymi (np. -NH», -COOH, -OCH3),
dotgczonymi ligandami (przeciwciata, cukry, biatka albo mate czasteczki) lub
polimerami np. PEG (tzw. pegylacja); na powierzchni mogg znajdowac sie grupy
natadowane zaréwno dodatnio jak i ujemnie, jak rowniez grupy o réznej
hydrofobowosci. Modyfikacja powierzchni no$nika utatwia docieranie i faczenie sie
z docelowymi komdrkami, zmniejsza rozpoznawanie przez uktad odpornosciowy
i przedtuza czas krazenia no$nika w organizmie [14, 41].

e Ksztatt wektora wptywa bezposrednio na wydajnos¢ transfekcji - np. wektory
na bazie nanoczastek o ostrych krawedziach akumulujg sie we wnetrzu komaérek,
sg gorzej wydalane, tym samym wydajno$¢ transfekcji wzrasta [42].

e Wektor powinien charakteryzowa¢ sie rowniez odpowiednig gestoscig tadunku
elektrycznego (wraz ze wzrostem gesto$ci tadunku rosnie cytotoksycznosé
nos$nika) oraz réwnowagg hydrofobowo/hydrofilowa (hydrofilowe nos$niki
wydajniej wigzg sie z materiatem genetycznym, jednak osiggaja nizsza wydajno$¢
transfekcji w poréwnaniu z hydrofobowymi no$nikami) - rysunek 1. [43].

hydrofilowos$é hydrofobowosé

kationowos¢ i — gNionoWOoS¢
x spadek wydajnosci transfekgji x spadek zdolnosci do kondensowania
x cytotoksycznosc DNA/RNA

rownowaga hydrofilowa/hydrofobowa

x niska biokompatybilnosé % cytotoksycznosé

v wysoka wydajnosé transfekcji ..
X staba rozpuszczalnosc

v’ minimalizacja cytotoksycznosci

Rysunek 1. R6wnowaga hydrofilowa/hydrofobowa niewirusowych no$nikéw
i ich wiasciwosci.

Lipopleksy
Lipofekcja to niezwykle prosta i atrakcyjna metoda kompleksowania kwaséw

nukleinowych, bazujgca na zastosowaniu lipidowych no$nikow jako systeméw
do dostarczania transgenéw, ktorg w 1980 roku jako pierwsza zaproponowata grupa
Felgnera [44]. Lipidy to pochodne kwaséw ttuszczowych. Sg zwigzkami amfifilowymi
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sktadajgcymi sie z czesSci hydrofilowej - gtowy i czesci hydrofobowej - ogona (jeden lud dwa
lanicuchy weglowodorowe). Cecha charakterystyczng dla czasteczek amfifilowych jest
zdolno$¢ do samoorganizacji - lipidy w Srodowisku wodnym dazac do osiggniecia minimum
energii swobodnej Gibssa, tworza m. in. kuliste dwuwarstwowe struktury zwane
liposomami [13]. W terapii genowej stosuje sie zazwyczaj lipidy o dtugosci 8-18 atomow
wegla w ogonie. Zazwyczaj s3 to taficuchy nasycone. Co wiecej zastosowanie réznych typy
lipidow jako skladnikéw wektora zwieksza wydajno$¢ transfekcji. Badania wykazaty,
ze dla mieszanin lipidow o niesymetrycznych tancuchach uzyskuje sie lepsze wyniki
transfekcji, np. uktad lipidéw o krétkich nasyconych tancuchach i lipidow o dtugich
fancuchach, w ktérych wystepuje wigzanie podwdjne [45]. Do tworzenia no$nikoéw stosuje
sie zazwyczaj dwa rodzaje lipidéw: kationowe i neutralne. Kationowe lipidy oddziatujg
z ujemnie natadowanym materiatem genetycznym, moga tworzy¢ liposomy, micele lub
bicele, w srodku ktérych znajduje sie materiat genetyczny, co gwarantuje ochrone przed
nukleazami [44].

Lipidy neutralne pelnia role pomocnicza - poprawiaja fuzje z btona komérkowa
nos$nikéw, zwiekszajac wydajnos¢ transfekcji przy jednoczesnym obnizeniu efektéw
cytotoksycznych. Powszechnie stosowane lipidy neutralne to fosfolipidy: DOPE (1,2-
dioleilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina), DOPC (1,2-dioleilo-sn-glicero-3-
fosfatydylocholina) oraz cholesterol. Dodatek DOPE w liposomach promuje formowanie sie
odwrdéconej fazy heksagonalnej, ktéra utatwia uwolnienie sie kompleksu z endosomu
po wchtonieciu do komorki. Dodatkowo DOPE moze wptywaé na stopien wigzania sie
kationowych lipidéw z materiatem genetycznym [45]. Cholesterol zwiekszenia stabilnosci
lipopleksow [44].

Do najczesciej stosowanych Kkationowych lipidow w kompozycji no$nikéw
materiatu genetycznego do komoérek nalezg (rysunek 2.):

e DOTMA - chlorek N-[1-(2,3-dioleilooksy)-propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy;
jednokationowy lipid, w skiad ktérego wchodzi IV-rzedowa sél amoniowa i glicerol
(w obrebie hydrofilowym) oraz 18-weglowy tancuch weglowodorowy z wigzaniem
podwdjnym przy 9 atomie wegla. Cze$¢ hydrofilowa i hydrofobowa DOTMA potaczone
s3 ze soba wigzaniem estrowym. Komercyjnie dostepny jako czynnik do transfekcji -
Lipofectin® (DOTMA/DOPE, 1:1) [45].

e DOTAP - metylosiarczan N-[1-(2,3-dioleilooksy)-propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy;
Budowa DOTAP odpowiada DOTMA, ale wigzanie estrowe w DOTAP jest niestabilne,
ulega degradacji [46,47]. Pierwotnie wysunieto hipoteze, ze wigzania estrowe, ktére
ulegaja hydrolizie, mogg powodowac¢ biodegradacje lipidéw i tym samym zmniejszaé
cytotoksyczno$¢. Zastosowanie nos$nikéw zbudowanych wytgcznie z DOTAP jest
nieskuteczne ze wzgledu na duza gestos¢ tadunku powierzchniowego utworzonego
lipopleksu. W pH 7,4 DOTAP ulega protonacji (co nie ma miejsca w przypadku innych
lipidéw kationowych), tak wiec potrzeba wiecej energii do oddzielenia materiatu
genetycznego od lipopleksu po dostarczeniu do wnetrza komorki. Dodatek lipidu
pomocniczego - DOPE powoduje, wiec ze cze$¢ kationowych surfaktantéw taczy sie
z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi DOPE, tym samym transgen moze by¢
latwiej uwolniony z kompleksu [45].

e DOSPA - trifluorooctan 2,3-dioleilooksy-N-[2-(sperminokarboksyamido)-etylo]-N,N-N-
dimetylo-1-propanoaminy; wielokationowy lipid o budowie analogicznej do DOTMA
z t3 réznicy, ze do glowy przyczepiona jest czasteczka sperminy, dzieki ktoérej lipid
zyskuje dodatkowe 4 tadunki dodatnie, a tym samym moze wydajniej wigzal sie
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z materiatem genetycznym. Mieszanina DOSPA i DOPE w proporcji 3:1 znana jest jako
LipofectAMINE™ [45].
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Rysunek 2. Wzory strukturalne kationowych lipidéw, stosowanych jako nosniki materiatu

genetycznego.

DOGS - spermino-5-karboksyglicylodioktadecyloamid, wielokationowy lipid sktadajacy

sie ze sperminy, grupy karboksylowej i glicyny w czes$ci hydrofilowej idwoch
18-weglowych tancuchéw. Lancuchy w DOGS s3 nasycone i polaczone z gltowg
wigzaniem peptydowym. DOGS jest dostepny na rynku pod nazwa Transfectam®.
Podobnie jak DOSPA ze wzgledu na zwielokrotniony tadunek dodatni, wydajnie taczy sie
z materialem genetycznym [45].

Lipopleksy na bazie lipidéw i/lub surfaktantéw, czyli zwigzkéw powierzchniowo

czynnych stanowia alternatywe dla mato wydajnych no$nikéw lipidowych, a szczegdlnie ich
oligomeryczne formy efektywnie kompleksujgce z materiatem genetycznym, przy niskich
efektach cytotoksycznych (co zostato przeze mnie omdwione w rozdziale 3.).

Polipleksy

S3 to nosniki na bazie polimeréw, charakteryzuja sie nizsza wrazliwo$cia

na degradacje przez enzymy zewngtrzkomoérkowe w poréwnaniu do no$nikéw na bazie
lipidow, s3 takze stabilniejsze i mozna tatwiej manipulowaé¢ ich wiasciwos$ciami
fizycznymi [44]. Ponizej zestawiono kilka najpopularniejszych przyktadéw polimeréw
stosowanych jako no$niki transgenéow.

Polietylenoimina, PEI - w sktad monomeru wchodzi grupa aminowa i tancuch
CH2CH;, PEI moze by¢ w formie liniowej (ang. linear, 1PEI) lub rozgatezionej
(ang. branched, bPEI) [43]. Budowa PEI wplywa na efektywno$¢ transfekcji, z tym,
ze wiekszga wydajno$¢ uzyskuja formy liniowe [48]. Polietylenoimina
jest najpopularniejszym i najefektywniejszym niewirusowym no$nikiem [15].
PEI po dostaniu sie do endosomu, ma zdolno$¢ do wywotywania tzw. efektu gabki
protonowej, oznacza to, ze woda dostaje sie do wnetrza endosomu, endosom peka,
uwalniajac do cytoplazmy transgen - wiasSciwo$¢ ta zwieksza efektywno$é
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transfekcji [49]. PEI wykazuje silne wlasciwos$ci bakteriobdjcze (depolaryzacje
btony) i przeciwwirusowe (utrudnia wigzanie wirionéw do komérek docelowych),
jednak toksyczna jest réwniez dla ludzkich komdrek, dlatego poprzez dotaczenie
np. kwasu hialuronowego, chitozanu, mannozy itp. zwieksza sie biokompatybilnos$¢
nos$nikéw otrzymanych na jej bazie [43].

e Polilizyna, PLL - w pH fizjologicznym PLL zawiera kationowe reszty lizyny, tym
samym ma zdolno$¢ do oddziatywania elektrostatycznego z ujemnie natadowanymi
grupami czasteczek DNA. Jednak duza gesto$¢ tadunku dodatniego PLL ogranicza
ucieczke endosomalng i zwieksza cytotoksycznosé, aby to zniwelowac do polipleksu
na bazie PLL dolacza sie chlorochine lub inny polimer np. PEG [44].

e Poliamidoamina, PAMAM - kationowy polimer w formie dendrymeréw, czyli silnie
rozgatezionych polimeréw, o przyblizonym ksztatcie kuli. Odchodzace od rdzenia
ramiona (tzw. dendrony) tworza jamy - wolne przestrzenie, w ktérych mogg by¢
transportowane czasteczki aktywne. Dendrymery PAMAM tatwo przenikaja przez
btony komérkowe, ale wykazuja przy tym wysoka toksycznos$é. Ze wzgledu
na obecno$¢ grup funkcyjnych na zakonczeniach dendronéw, mozliwe jest tatwe
dotaczenie np. przeciwciat czy ligandéw dla receptoréw docelowych komorek [50].
Poczatkowo dendrymery PAMAM uzywano jako no$niki jonéw gadolinu Gd3+
w czynnikach kontrastujgcych do rezonansu magnetycznego [51]. Komercyjnie
dostepnym czynnikiem transfekujacym na bazie dendrymeréw PAMAM jest
SuperFect® (Qiagen) [52].

e Chitozan - naturalny polisacharyd powstaly z alkalicznej deacetylacji chityny,
biodegradowalny, biokompatybilny. Chitozan pecznieje i rozrywa endosom,
uwalniajac transgen do cytoplazmy [45]. Zdolno$¢ tych czgsteczek do wigzania
wody wykorzystana jest do tworzenia opatrunkéw wspomagajgce gojenie ran [53].
Podawany myszom doustnie kompleks chitozanu i sekwencji alergenu pCMVArah2,
skutecznie hamowat alergie pokarmowa na orzeszki ziemne u myszy [54].

Nanopleksy
Nanopleksy, czyli no$niki na bazie nieorganicznych nanomateriatow (struktury

rzedu 1-100nm) charakteryzuja sie tatwos$cig funkcjonalizacji, wysoka stabilnoscia
chemiczng i termiczng, niskg cytotoksycznoscia, szerokim zakresem dostepnych ksztattéw
i wielko$ci [43,55]. Najpowszechniejsze nanomaterialy to nanoczastki metaliczne
(ztota [56], srebra [57], tlenku cynku [58], tlenku miedzi [59]), nanorurki weglowe, grafen,
kropki kwantowe, nanoczastki krzemowe [55].

Nosniki peptydowe:
Peptydy wnikajace do komorki CPPs (ang. cell penetrating peptides) to kroétkie

peptydy biorace udziat w transporcie substancji przez btone komdrkowa (hydrofobowa
sekwencja oddzialywujaca z lipidami btonowymi) [60]. CPPs moze sie wigzaé
elektrostatycznie z DNA, ale cho¢ jest to wigzanie silne to niestety niestabilne, dlatego chcac
wykorzysta¢ CPPs jako no$niki, odpowiednio przygotowuje sie koniugaty CPPs-DNA, ktoére
potaczone s3 ze sobg kowalencyjnie za pomoca dodatkowego $rodka sieciujacego
(ang. cross-linker) [60, 61]. CPPs ze wzgledu na dodani tadunek elektryczny, zmieniaja
lokalnie krzywizne btony komoérkowej, dzieki czemu moga na drodze endocytozy wnikaé
do wnetrza komorki gospodarza. Jako nosnik lekow i biomolekut bardzo czesto stosowany
jest peptyd TAT wyizolowany z wirusa HIV-1[62,63],
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1.3 Mechanizm transportu transblonowego niewirusowych wektorow

Aby zastosowana terapia genowa byta skuteczna, transgen musi w duzym
uproszczeniu najpierw pokona¢ bariery zewnatrzkomoérkowe, nastepnie przej$¢ przez
btone komoérkowa oraz w konncowym etapie - wywotac ekspresje danego genu, czyli innymi
stowy dotrze¢ do cytoplazmy Ilub jadra komérkowego i/lub zintegrowac sie
z genomem [44].

Pokonanie barier zewnatrzkomoérkowych wigze sie z obecno$cia endonukleaz
i komorek fagocytarnych - makrofagéw, w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, ktére moga
uszkodzi¢ lub catkowicie zniszczy¢ transgen [14]. Obecno$¢ w uktadzie krwiono$nym
komplekséw transgen-wektor wigze sie tez z mozliwo$cia wywotania odpowiedzi
immunologicznej organizmu, ktéra nie tylko obniza wydajno$¢ transfekcji, ale takze jest
niebezpieczna dla organizmu. Dlatego pokonanie barier zewngtrzkomérkowych moze
przebiegac¢ drogg ex vivo - gdzie ,pomija sie” te przeszkody i terapii poddane sa docelowe
komorki (pobrane z ciata pacjenta) lub in vivo - poprzez bezposrednie podanie transgenu
do docelowych tkanek lub odpowiednie przygotowanie transgenu (przy uzyciu wektora)
w przypadku, gdy bedzie podany dozylnie lub doustnie (posrednie podanie).

Bezposrednie podanie transgenu do komdrek - w formie domie$niowego zastrzyku
transgen w roztworze soli fizjologicznej zostaje podany do komoérek. Metoda
ta charakteryzuje sie prostotg, zaréwno pod wzgledem produkcji jak i uzycia, jednak
ogranicza jg niska efektywnos$¢, krotka trwatosé transgenu i moze by¢ stosowana wylacznie
domie$niowo [16]. Przyktadami dostepnych komercyjnie lekow w takiej formie sa:
Neovasculgen®, Collategene® - leki na bazie nagich plazmidéw, stosowane w leczeniu
choréb niedokrwiennych (np. w tzw. stopie cukrzycowej) poprzez indukcje angiogenezy;
Kynamro® - na bazie ,nagich” (ang. naked) oligonukleotydéw DNA wigzacych sie z mRNA
odpowiedzialnym za synteze lipoproteiny o niskiej gestoSci LDL (ang. low denisty
lipoprotein) w homozygotycznej rodzinnej hipercholesterolemii, dzieki czemu redukowany
jest poziom tzw. ,ztego cholesterolu” [7].

Metody posrednie terapii to zazwyczaj podanie leku do uktadu krwionosnego lub
doustnie. Transgen musi zosta¢ odpowiednio zabezpieczony przed czynnikami
degradujagcymi, a dodatkowo poprzez dotgczenie specyficznych ligandéw dotrzec
do docelowych komdérek.

W procesie transfekcji, czyli wprowadzania transgenu do docelowej komorki,
ogromne znaczenie ma btona plazmatyczna. Nie tylko oddziela ona wnetrze komorki od
$Srodowiska zewnetrznego (btona komérkowa), ale takze buduje (np. siateczke
$rédplazmatyczng) i oddziela inne organelle komoérkowe (np. jadro komdrkowe,
mitochondria), uczestniczy w przekazywaniu informacji oraz transporcie substancji
chemicznych, w tym transgenu czy kompleksu transgen-wektor [13].

Btona komérkowa zgodnie z zaproponowanym w 1972 roku przez Jonathana
Singera i Gartha Nicolsona, modelem ptynnej mozaiki sktada sie z dwuwarstwy lipidowej
i biatek: przenikajgcych lub wnikajacych w dwuwarstwe (biatek integralnych) lub luzno
z nig zwigzanych (biatek peryferyjnych) [64]. Na przestrzeni lat model ten byt
udoskonalany (dynamika bton, tratwy lipidowe, asymetria, dwuwarstwy itp.) i ostatecznie
uwzglednia najwazniejsze wtasciwosci bton takie jak: pétptynnos¢ (ciagly ruch lipidéw
i bialek w obrebie btony), selektywna przepuszczalno$¢ (btony biologiczne kontrolujg
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przenikanie substancji), asymetryczno$¢ (réznice w budowie i sktadzie monowarstw)
i zdolno$¢ do fuzji btony komérkowej [13].

Selektywna przepuszczalno$¢ stanowi podstawe transportu przez btone
komoérkowg, oznacza, ze niektore czasteczki przechodzg przez btone swobodnie (np. woda),
lub tez z udziatem biatek transportujacych lub kanatéw biatkowych np. w przypadku wody
sg to akwaporyny, natomiast dla innych substancji btona komérkowa jest zupelnie
nieprzepuszczalna i wymagane jest opracowanie pewnych mechanizméw umozliwiajacych
przejscie przez blone.

W przypadku zwigzkéw maloczasteczkowych ich transport moze zachodzié
w sposéb bierny (bez nakladu energii), gdzie czasteczki przenikaja przez btone
plazmatyczng zgodnie z gradientem stezen lub w sposéb aktywny - zachodzi wbrew
gradientowi stezeni, konieczne jest dostarczenie energii w celu przeniesienia
czasteczki [13].

Aby przewidzieé, czy dana czasteczka lub jon bedzie przechodzi¢ przez btone
komoérkowa na zasadzie transportu biernego czy aktywnego, nalezy zbadaé zmiane energii
swobodnej Gibbsa AG czgsteczki. Dla transportu aktywnego 4G jest dodatnia, natomiast dla
transportu biernego 4G jest ujemna. Zalezno$¢ (1) zostata wyprowadzona dla czgsteczki
natadowanej (jonu), w przypadku czasteczek nienaladowanych drugi czton w réwnaniu
zostaje pominiety, gdyz wynosi 0.

c
AG = RT 1nC—2 + qFAV (1)
1

Zmiana energii swobodnej czasteczki wynika z przeniesienia jej z jednej strony
btony, gdzie jej stezenie wynosi C;, na druga strone btony, gdzie jej stezenie wynosi C.
Czasteczki naladowane o tadunku elektrycznym g, musza pokona¢ dodatkowo potencjat
transbtonowy AV (réznica potencjaléw pomiedzy strong zewnetrzng a wewnetrzna btony).
W zaleznoSci (1) wystepuje stata gazowa R oraz stata Faradaya F, a caty proces jest zalezny
od temperatury T [65].

Transport bierny to m. in. [66]:

o dyfuzja prosta, gdzie czasteczki przenikajg przez btone komoérkowa
samoistnie,

e dyfuzja ulatwiona - transport czgsteczek odbywa sie dzieki wystepujacym
w btonie specyficznym transbtonowym biatkom, ktére mogg peti¢ role
kanatu (np. kanaly sodowe, potasowe) lub przekaznika (np. transporter
glukozy);

e o0smoza, jest szczegdlnym rodzajem dyfuzji prostej, poniewaz dotyczy
wytacznie przemieszczania sie czasteczek wody przez btone komoérkowa
bezposrednio.

W tym miejscu warto wspomnie¢, ze z fizycznego punktu widzenia dyfuzja
to swobodny ruch czasteczek rozpuszczonych w osrodku, przebiegajacy zgodnie z ich
gradientem stezen, tj. od wyzZszego stezenia do nizszego. Zjawisko dyfuzji opisuje
m. in. I prawo Ficka w postaci zaleznosci (2). Prawo to okresla zwigzek miedzy strumieniem
dyfundujacych czasteczek substancji rozpuszczonej | (czyli liczba czasteczek

przeptywajacych w jednostce czasu), a gradientem jej stezenia Z—z, gdzie: x - to grubo$¢
btony komoérkowej, przez ktérg dyfunduja czasteczki substancji rozpuszczonej, C - stezenie
substancji. Parametr A oznacza pole powierzchni ptaszczyzny prostopadiej do strumienia,
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przez ktérg ten strumien przeptywa. Natomiast wspétczynnik dyfuzji D okresla zdolnos¢
czasteczek do dyfuzji. Pierwsze prawo Ficka nie zaktada lokalnych zmian steZzenia na skutek
przemieszenia sie czasteczek [66,67].

dc
J=-AD— (2)

W transporcie aktywny uczestnicza wyspecjalizowane struktury, do ktérych
dzialania wymagane jest dostarczenie energii zazwyczaj w postaci adenozyno-5'-
trifosforanu (ATP), aby przenie$ czasteczki przez btone komérkowa wbrew gradientowi
stezen [66]. Przyktadem takiej wyspecjalizowanej struktury jest pompa sodowo-potasowa,
transportujaca kationy sodu (na zewnatrz komérki) i potasu (do wnetrza komorki) przez
btone komoérkowa. Sktada sie ona z dwéch podjednostek o i dwoch podjednostek 3,
tworzacych tetramer oyf32. Na podjednostce o od strony cytozolu znajduje sie miejsce
wigzania ATP, a po przeciwnej stronie - miejsce wigzania inhibitora steroidowego, ktory
hamuje dziatanie pompy sodowo-potasowej. Hydroliza ATP dostarcza energii koniecznej do
zmian konformacjach pompy, dzieki czemu mozliwy jest transport kationéw przez btone
komoérkowg [65].

W przypadku transportu makroczasteczek przez blone komoérkowa niezmiernie
istotna jest zdolno$¢ btony do fuzji. Transport ten moze odbywac sie na zewnatrz komorki
(egzocytoza) jak i do wnetrza (endocytoza). Do najwazniejszych rodzajéw endocytoz
nalezg: fagocytoza, pinocytoza, endocytoza receptorowa, endocytoza kaweolowa [16]:

e fagocytoza - po zetknieciu blony i czasteczki transportowanej, dochodzi
do uwypuklenia btony komodrkowej i zamkniecia czasteczki w pecherzyku -
fagosomie.

e pinocytoza - czasteczki wraz z medium wgtebiajg btone komérkowa do $rodka
komorki, tworzac tzw. kanalik pinocytarny, z konca, ktérego odtgczajg sie mate
pecherzyki pinocytarne.

e endocytoza receptorowa - receptory na powierzchni btony komérkowe rozpoznaja
i tacza sie z wybranymi czasteczkami (np. transferyng, lipoproteing o niskiej
gestoSci, czynnikami wzrostu lub przeciwciatami). W obszarze aktywnych
receptoréw blona komoérkowa ulega wglebieniu, a formujacy sie pecherzyk
od wewnetrznej strony zostaje otoczony biatkiem klatryng. Takie pecherzyki
nastepnie 13cza sie w wieksze struktury tzw. wczesne endosomy, gdzie na skutek
nizszego pH receptory oddysocjowuja i wracajg na powierzchnie btony, a czagsteczka
w endosomie p6Znym tgczy sie z lizosomami.

e endocytoza kaweolowa (ang. caveolar endocytosis) - kaweole to niepokryte
klatyryng butelkowate wgtebienia w btonie komérkowej gtownie adipocytow,
mies$ni gladkich czy fibroblastéw. Tworza sie w miejscach wystepowania biatka
kaweoliny i tzw. tratw lipidowych (region btony plazmatycznej o innym sktadzie
lipidowym i wlasciwo$ciach, np. o mniejszej plynnosci). W przeciwienstwie
do pozostatych  typéw  endocytoz, kawelosom wedruje do siateczki
$rodplazmatycznej, gdzie oddaje w stanie nienaruszonym pobrang czasteczke [68].

Metody biologiczne wprowadzania transgenu do komoérek docelowych dotycza
gtéwnie endocytozy. Jedynie nieliczne wektory na bazie kationowych lipidéw np. DOGS
moga przekazywac transgen do komdrki poprzez fuzje bton [44]. Na rysunku 3
przedstawiono schemat procesu transfekcji. Nalezy wspomnie¢, ze metoda bezposredniego
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podawania ,nagiego” transgenu do komorek jest trudna. Ze wzgledu na duzy ujemny
tadunek i wielko$¢ transgenu niechetnie jest on przyjmowany przez btone komédrkowa
na drodze endocytozy, a dodatkowo transgen narazony jest na trawienie przez nukleazy,
dlatego lepszym rozwigzaniem jest stosowanie no$nikéw (rozdziat 1.3) [43].
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Rysunek 3. Schemat procesu transfekcji transgenu z uwzglednieniem réznych rodzajow
transportu btonowego.
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Metody fizyczne dostarczania transgenu do komorek, bazujagce na czynnikach
fizycznych (ultradZzwieki, pole elektryczne, itp.), stosowane sg w przypadku terapii ex vivo
i dotycza proceséw, ktére czasowo dezintegruja btone komérkowa, tak aby transgen mogt
wnikng¢ do wnetrza komdrki. Do najwazniejszych z nich naleza:

o Elektroporacja, gdzie seria impulséw elektrycznych zwieksza tymczasowo
przepuszczalno$¢ btony komoérkowej, w efekcie czego tworza sie
hydrofilowe pory, umozliwiajagce wnikanie natadowanych czasteczek
transgenu do $Srodka komdrek. Po ustaniu bodZca btona komdrka wraca do
swojej pierwotnej formy [69];

o Sonoporacja - mikropory umozliwiajace wnikanie transgenu powstaja
na skutek oddziatywania ultradZzwiekéw na btone komérkowa [70];

o Mikroiniekcja - DNA lub RNA jest podawane bezposrednio do komoérki przy
pomocg szklanej mikropipety [71];

o Mikrowstrzeliwanie - metalowe mikroczasteczki np. zlota, zostaja
optaszczone transgenem, by nastepnie zosta¢ wstrzelone do komérki przy
uzyciu tzw. ,strzelby genowej” (ang. gene gun) [72].

We wnetrzu komorki no$nik nie moze dopusci¢ do degradacji transgenu przez
lizosomy. Materiat genetyczny musi pozostac¢ w stanie nienaruszonym i dotrze¢ do cytozolu,
a w drugiej kolejnosci do jadra komérkowego (w przypadkéw nosnikéw DNA). Ucieczka
endosomalna mozliwa jest np. na skutek obnizonego pH, niektére substancje zmieniajg
swojg konformacje, co umozliwia przenikanie przez pory w btonie endosomu, innym
sposobem jest wywotywanie efektu gabki protonowej lub tworzenia odwrotnej fazy
heksagonalnej przez niektére lipidy. W przypadku endocytozy kaweolowej transgen
wedrujgc przez aparat Golgiego do siateczki $rodplazmatycznej przez pory uwalniany jest
do cytoplazmy komérkowe;j.

Z cytozolu DNA dostaje sie do jadra na dwa sposoby: pasywny - podczas mitozy,
kiedy otoczka jadrowa zanika czy w sposob aktywny: na skutek fuzji bton (w przypadku
niektérych lipoplekséw) [73] lub przez pory w btonie jadrowej przy pomocy biatek
transportujacych makroczasteczki do jadra. Czesto stosuje sie DNA z krétkim peptydem
sygnatowym NLS (ang. nuclear localization signal), ktory rozpoznaje biatka transportujace
(tzw. importyny) i umozliwia transport przez kompleksy pora jadrowego [16].
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2 Surfaktanty oligomeryczne

Surfaktanty (zwigzki powierzchniowo czynne, ang. Surface Active Agents)
to organiczne zwigzki amfifilowe skladajace sie z czeSci hydrofobowej i hydrofilowe;j.
Ze wzgledu na swoja budowe, wykazuja szereg specyficznych wiasciwosci m. in. cechujg sie
zdolnoscig do samoorganizacji czy gromadzac sie na granicy faz (ciecz/gaz, ciecz/ciecz, czy
ciecz/ciato state), zmiang ich wlasciwosci powierzchniowe. Tym samym surfaktanty
znalazty szerokie zastosowanie w przemysle kosmetycznym, spozywczym, chemicznym czy
farmaciji.

W ostatnim czasie duzym zainteresowaniem badaczy cieszg sie oligomeryczne formy
surfaktantow, ktore wykazuja zdecydowanie lepsze wtasciwosci w poréwnaniu do ich
monomerycznych homologéw.

Jako poczatek historii surfaktantéw oligomerycznych, mozna przyja¢ opisany przez
Buntona i wspoétpracownikéw [74] kationowy surfaktant dimeryczny (inaczej blizniaczy,
gemini) - tzw. bis-surfaktant, powstaty na bazie czwartorzedowych surfaktantéw
amoniowych. Co ciekawe, celem wspomnianej pracy nie byla synteza nowej grupy
zwiazkow, a znalezienie sposobu na zwiekszenie skutecznosci katalizy micelarnej poprzez
modyfikacje powszechnie stosowanego surfaktantu, ktérym byt CTAB (bromek
heksadecylotrimetyloamoniowy). Prace nad bis-surfaktantami byty dalej kontynuowane
i w 1985 roku ukazata sie praca Devinsky’'ego i wspotpracownikéw [75], w ktorej
przeanalizowano duzg grupe nowych, oligomerycznych zwigzkéw powierzchniowo
czynnych pod katem ich aktywnosci powierzchniowej i zdolnosci do micelizacji.
W 1990 roku Okahara otrzymat pierwszy anionowy surfaktant gemini [76]. Od lat 90.
XX wieku zainteresowanie ta grupa zwigzkow nie stabnie, a wrecz obserwuje sie wzmozony
rozwdéj badan nad nowymi strukturami, ktére pozwalajg osiggngé unikalne i pozgdane
wtasciwosci materiatow.

Prace dotyczace surfaktantéw gemini wykazaty, ze charakteryzuja sie one znaczaco
nizszymi warto$ciami krytycznego stezenia micelizacji (co opisano doktadniej
w rozdziale 2.2.2) oraz wydajniej obnizaja napiecie powierzchniowe niz ich monomeryczne
odpowiedniki. Co wiecej roztwory wodne surfaktantow gemini charakteryzujg sie wysoka
sprezystoscig, a nawet lepkosprezysto$cig. Ponadto surfaktanty dimeryczne wykazuja
lepsze wtasciwosci solubilizujace, zwilzajace i pienigce [77]. W Swietle przytoczonych
doniesien dla surfaktantéw dimerycznych, mozna sadzié¢, Ze zwiekszenie stopnia
oligomeryzacji surfaktantu tj. dodania kolejnego monomeru, pozwoli na otrzymanie
zwigzkéw o réwnie interesujacych wtasciwosciach, a co wazniejsze, osiagniecie lepszej
skuteczno$ci i poszerzenie zakresu ich zastosowan [78, 79].
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2.1 Budowa surfaktantéw oligomerycznych

Wiasciwosci surfaktantéw oligomerycznych, a wiec takze ich potencjalne zastosowanie,
powigzane s3 Scisle ze strukturg tych zwigzkéw. Z tego powodu tak wazne jest poznanie
budowy surfaktantéw, by moc lepiej wykorzystaé ich potencjat. W pierwszej kolejnosci
zostanie omowiona budowa form monomerycznych, gdyz to z niej wynika, wiekszo$¢
podstawowych cech surfaktantéw oligomerycznych.

Monomeryczna czgsteczka surfaktantu sktada sie z [80]:

A.

czesci  hydrofilowej tzw. ,glowy”, ktéra wykazuje powinowactwo
do rozpuszczalnikow polarnych jak woda, co przektada sie na rozpuszczalnos¢
w tych rozpuszczalnikach. Odpowiedzialne za to sa najczeSciej reszty kwasowe
(np.grupa karboksylowa COOH, sulfonowa SOsH, siarczanowa 0-SOs-H,
fosforanowa 0-PO(OH)3) lub zasadowe (np. pierwszo-, drugo- lub trzeciorzedowa
grupa aminowa, odpowiednio NH, NHR, NR;, lub czwartorzedowa grupa amoniowa
[NR3]*). W ,glowie” surfaktantu mogg réwniez wystepowac grupy hydrofilowe
(np. grupa hydroksylowa OH, tiolowa SH, reszty cukréw prostych i ztozonych), ktére
podobnie  jak  poprzednie  zwiekszaja  rozpuszczalno$s¢  surfaktantu
w roztworach polarnych. Ze wzgledu na charakter cze$ci hydrofilowej surfaktanty
mozna podzieli¢ na (rysunek 4.):

e anionowe - cze$¢ hydrofilowa zawiera grupy o ujemnym tadunku
elektrycznym, wystepuje tez dodatnio natadowany przeciwjon np. kation
sodu Na+. Surfaktanty anionowe w rozpuszczalnikach polarnych
sg wrazliwe na zmiany pH oraz obecno$¢ innych jonéw, ktérych dziatanie
réwniez ma na celu zwiekszenie ich rozpuszczalno$ci. Do tej grupy naleza
zwigzki o  dobrych  wlasciwosciach  myjacych, zwilzajacych
i pianotwérczych [80].

o kationowe - cze$¢ hydrofilowa zawiera grupy o dodatnim tadunku
elektrycznym, obecny jest réwniez ujemnie natadowany przeciwjon,
np. anion chlorkowy CI- , ktéry zwieksza rozpuszczalnos¢ w wodzie
i znaczgco obniza temperature Kraffta (rozdziat 2.2.1) [77]. Surfaktanty z tej
grupy czesto wykazuja silne wiasciwosci biologiczne np. bakterio-
i grzybobojcze.

e niejonowe - nie posiadajg jonéw w czesci polarnej, jednak zawierajg grupy
zwiekszajace polarnos¢ czasteczki (np. OH), dzieki ktérym uzyskujg dobra
rozpuszczalno$cia w  roztworach  wodnych, np. komercyjny
Triton X-100 [81].

e zwitterjonowe (amfoteryczne) — w cze$ci hydrofilowej wystepuja zaréwno
grupy o dodatnim jak ujemnym tadunku elektrycznym [80].
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Rysunek 4. Schematyczna reprezentacja budowy monomerycznych surfaktantéw (A),
z uwzglednieniem podziatu pod wzgledem charakteru czesci hydrofilowej: surfaktanty
anionowe (B), kationowe (C), zwitterjonowe (D) oraz niejonowe (E).

B. cze$ci hydrofobowej tzw. ,,ogona” - obszar czgsteczki surfaktantu o wtasciwosciach
niepolarnych. Jest to zazwyczaj alifatyczny tancuch weglowodorowy sktadajacy sie

najczesciej z 8 do 18 atomdéw wegla, ktéory moze wystepowac formie

nierozgalezionej badZz rozgatezionej, ale réwniez moze zawiera¢ wigzania

nienasycone lub struktury cykliczne. W czasteczce surfaktantu moze wystepowacé

zwielokrotniona ilo$¢ czesci hydrofobowych.

Surfaktanty oligomeryczne to surfaktanty sktadajgce sie z co najmniej dwdch

monomerow potaczonych ze soba dodatkowa grupg tzw. iacznikiem (ang. spacer).
Rodzaj tacznika silnie przektada sie na wtasciwosci surfaktantu.

Surfaktanty oligomeryczne mozna rowniez sklasyfikowaé ze wzgledu na:

A. Stopien oligomeryzacji, czyli liczbe monomerycznych podjednostek surfaktantu:
dimeryczne (inaczej gemini) - j = 2, trimeryczne - j = 3, tetrameryczne - j = 4, itp.,
gdzie j - oznacza stopien oligomeryzacji [77]:

B. Strukture tacznika (rysunek 5.):

a.

liniowe - opisywane jako m-s-(m-s)»-m gdzie m to liczba atoméw wegla
w tancuchu hydrofobowym, s liczba atoméw wegla w taczniku, a x oznacza,
stopien oligomeryzacji pomniejszony o 2. Jest to najszerzej badana grupa
surfaktantow oligomerycznych, poniewaz s3 stosunkowo tatwe
w otrzymywaniu, a co za tym idzie poprzez zmiane dtugosci tancucha
hydrofobowego lub tgcznika zmieni¢ mozna jego witasciwosci uzytkowe,
np. warto$¢ stezenia micelizacji [77];

pierScieniowe (ang. ring-type) - obecno$¢ struktury cyklicznej
np. 1,4-dioksan zwieksza sztywnos¢ surfaktantu, powoduje rowniez spadek
rozpuszczalno$ci w danym rozpuszczalniku. [77]. Struktury pierScieniowe
moga by¢ zwielokrotnione co dodatkowo usztywni calg czgsteczke
surfaktantu, co przektada sie na wyzszg lepkos¢ [82].

gwiazdziste (ang. star-shaped) - przy niskich stezeniach w roztworze
surfaktanty gwiazdziste tworza olbrzymie ,sieci” pre-micelerane, dopiero
w wyzszym stezeniu dochodzi do utworzenia sferycznych micel [79].
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Rysunek 5. Graficzna reprezentacja podziatu surfaktantéw oligomerycznych: liniowe

dimeryczne (A), trimeryczne (B), tetrameryczne (C); gwiazdziste: potrojne (D), poczworne
(E) oraz pierscieniowe (F). R6zowym kolorem zaznaczono tgcznik.

2.2 Surfaktanty oligomeryczne w roztworach wodnych

Surfaktanty wykazujg szereg wyjatkowych cech, ktére nadajg im unikatowy
charakter. Cho¢ zdolno$¢ do samoorganizacji czy do gromadzenia sie na granicy faz jest
domeng wszystkich surfaktantéw, to oligomerycznos¢ tych struktur sprawia, ze uktady
na ich bazie zyskuja nowe, lepsze wtasciwosci, zwiekszajace ich mozliwosci aplikacyjne.

2.2.1 Rozpuszczalnos¢ surfaktantow

Rozpuszczalno$¢ surfaktantéw w wodzie wynika bezposrednio z obecnosci grup
hydrofilowych. Surfaktanty jonowe w $Srodowisku wodnym ulegaja dysocjacji na jony, ktére
nastepnie sg hydratowane. W przypadku surfaktantéw niejonowych ich rozpuszczalnos¢
wynika z tworzenia wigzan wodorowych miedzy specyficznymi ich grupami np. atomami
tlenu eterowego w tanicuchu polioksyetylenowym, a czasteczkami wody [80].

W roztworach wodnych surfaktantéw wystepuje szereg oddziatywan, ktére
w konsekwencji przektadajg sie na ich wtasciwosci. Do najwazniejszych naleza:
oddziatywania elektrostatyczne, sity van der Waalsa, procesy zwigzane z hydratacja, sily
osmotyczne, oddziatywania steryczne oraz hydrofobowe. Szczegdlne znaczenie maja
oddziatywania hydrofobowe determinujgce organizowanie sie surfaktantéw w specyficzne
struktury m. in. micele. Oddzialywania te maja charakter sit przyciagajacych i dotycza
niepolarnych czes$ci czasteczek surfaktantéw, narzucajgc lokalne porzadkowanie sie
struktury wody.

Rozpuszczalno$¢ surfaktantéw jonowych skorelowana jest bezposrednio
z temperaturg otoczenia — wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, co wynika z energii sieci
krystalicznej i entalpii hydratacji surfaktantéw [77]. Zalezno$¢ ta mozna opisaé przy
pomocy krzywej rozpuszczalnosSci, ktéra jednocze$nie wyznacza réwnowage miedzy
pojedynczymi czasteczkami, a fazg statg surfaktantu w roztworze. Na wykresie fazowym
surfaktantow przy stezeniu Cx i temperaturze Tx obserwujemy tzw. punkt Kraffta.
Obecno$¢ rozgatezionych tancuchéw hydrofobowych badz wystepowanie w nich wigzan
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wielokrotnych obniza warto$¢ temperatury Kraffta. Nie wykazano jednak jednoznacznego
wplywu oligomeryzacji surfaktantu na jego temperature Kraffta. Na przyktad dla DTAB
(bromek dodecylotrimetyloamoniowy) Txwynosi 0°C, dla jego dimeru (12-2-12) wzrasta
do 15°C, dla trimeru (12-2-12-2-12) spada do 0°C, a dla tetrametru (12-2-12-2-12-2-12)
Tx wynosi 32°C [77]. Temperatura Kraffta ponizej 0°C jest obserwowana dla wielu
anionowych surfaktantéw dimerycznych oraz trimerycznych. Takie parametry wskazuja,
ze mozliwe jest zastosowanie tych zwigzkéw jako Srodkéw piorgcych nawet w niskich
temperaturach [83].

2.2.2 Proces samoorganizacji surfaktantéw

Wraz ze wzrostem temperatury i steZzenia surfaktantu, w roztworze zaczynajg sie
tworzy¢ agregaty zwane micelami. Rownowage miedzy pojedynczymi czasteczkami
surfaktantu, a micelami opisuje krzywa krytycznego stezenia micelarnego.
Natomiast rownowage micele-ciato state wyznacza krzywa rozpuszczalno$ci micelarne;.
Stezenie, przy ktérym powstaja micele nazywamy krytycznym stezeniem micelizacji
(ang. Critical Micelle Concentration, CMC). W roztworach wodnych agregaty surfaktantéw
moga przyjac rozna postaé: miceli kulistej, miceli cylindrycznej, struktury pecherzykowatej
lub struktury lamelarnej. Przyjmowanie konkretnych struktur uzaleznione jest
od tzw. krytycznego parametru upakowania (ang. Critical Packing Parameter, CPP).
Parametr CPP okres$la stosunek objetosci cze$ci hydrofobowej V do ilorazu pola
powierzchni czesci hydrofilowej a i dtugosci tancucha alifatycznego surfaktantu [ [80].
Dodatkowo kazda micele mozna scharakteryzowac poprzez podanie jej rozmiaru oraz ilo$ci
czasteczek surfaktantu wchodzacej w jej sktad - tzw. liczba agregacji Nqg[84]. Dodatkowo
dla niektorych surfaktantdw obserwuje sie tworzenie agregatéw pre-micelarnych
dla stezen nizszych niz CMC, stezenie to nazywane jest krytycznym stezeniem agregacji
(ang. Critical Aggregation Concentration, CAC).

U podstaw zjawiska tworzenia micel lezy proces asocjacji hydrofobowej i dazenie
czesci apolarnej surfaktantu do zminimalizowania kontaktu z czasteczkami wody. Sitami
dziatajacymi przeciwko micelizacji sg natomiast oddzialywania odpychajgce miedzy
natadowanymi gtowami surfaktantéw jonowych, dziatanie osmotyczne czy oddzialywania
steryczne [77].

W oparciu o model rozdziatu pseudo-fazowego oraz model ,,dziatania mas” mozliwe
jest opisanie procesu micelizacji i wyznaczenie parametréw termodynamicznych takich jak:
energia swobodna, entalpia oraz entropia micelizacji.

Energia swobodna micelizacji jest suma energii zwigzanej z odpychajacymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi oraz energii zwiazanej z przycigganiem miedzy
fancuchami hydrofobowymi [85]. Energia swobodna micelizacji przypadajaca na jeden
tanicuch hydrofobowy AGp;c/1as dla jonowych surfaktantéw oligomerycznych o liniowe;j

strukturze przyjmuje postac zaleznoSci:
1 RT\ .
AGmic/{aﬁ = (; + ﬂ) InCMC — (]—) ln] (3)

gdzie: j — stopien oligomeryzacji, § - wspotczynnik wigzania przeciwjonéw do miceli,
R - stata gazowa, T - temperatura otoczenia.
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Druga cze$¢ rownania (3) jest zaniedbywalnie mata, tak wiec w przypadku

rozwaznych w pracy surfaktantéw trimerycznych, przy uwzglednieniu liczby fancuchéw
alkilowych, energia swobodna micelizacji wynosi [83, 86, 87]:

1
AGpic = 3 (5 + /3) In CMC (4)

Na entalpie micelizacji AH,,;. sktada sie ciepto procesu egzotermicznego (sity
dyspersji cze$ci hydrofobowej) oraz ciepto endotermiczne (wytworzenie podwoéjnej
warstwy elektrycznej wokot miceli) [85]. Entalpie micelizacji surfaktantéw trimerycznych
mozna opisac¢ zalezno$cig:

dlnCMC

1
AH,;. = -3 (§ + ﬁ) RT? S 5)
a entropie micelizacji zaleznoscig [88,89]:
AH,ic — AG
ASmiC — mic mic (6)

T

Na warto$¢ CMC majg wptyw nastepujace czynniki:
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A. dtugos¢tancucha alkilowego surfaktantu - wraz z wydtuzaniem sie fancucha

hydrofobowego maleje wartos¢ CMC [90], np. w przypadku surfaktantéw
trimerycznych z glowa alkilotrimetyloamoniowg i igczniku zlozonym
z dwoch atomow wegla, o tancuchu oktylowym (8-2-8-2-8) CMC wynosi
14 mM, decylowym (10-2-10-2-10) - 0,95 mM, a o dodecylowym (12-2-12-
2-12) - 0,065 mM [91].

rodzaj grupy hydrofilowej surfaktantu - wraz ze wzrostem masy molowej
czesci hydrofilowej wzrasta liniowo warto§¢ CMC [92]. Lokalizacja grup
hydroksylowych w czesci polarnej réwniez wptywa na wartosci CMC -
np. dla surfaktantéw z IV-rzedowa solg amoniowa w czes$ci polarnej,
im wieksza odlegtos¢ grup OH- wzgledem czwartorzedowego amoniaku tym
wieksza warto$¢ CMC surfaktantu [93].

rodzaj przeciwjondw w przypadku surfaktantéw jonowych np. w danej
temperaturze CMC surfaktantéw maleje (silniejsze oddziatywania miedzy
surfaktantami) ze wzgledu na rodzaj ich przeciwjonu zgodnie z przebiegiem

serii Hofmeistera w kolejnosci Li'>Na'—»K'—Cs’ [94]
lub CI0O"— NO"—Br—ClI'— F[95, 96]
stopien oligomeryzacji surfaktantu - wraz ze wzrostem stopnia

oligomeryzacji surfaktantéw spada wartos¢ CMC, np. w przypadku DTAB
i jego oligomerycznych odpowiednikow: CMC dla monomeru wynosi
15,1 mM, dimeru (12-3-12) - 0,96 mM, trimeru (12-3-12-3-12) - 0,16 mM,
tetrameru (12-3-12-4-12-3-12) - 0,06 mM [97]. Podobng =zaleznos¢
obserwuje sie dla homologéw DeTAB (bromek decylotrimetyloamoniowy):
CMC dla monomeru wynosi 67 mM, dimeru (10-2-10) - 6,5 mM, a dla trimeru
(10-2-10-2-10) - 0,95 mM [91].

rodzaj tacznika w przypadku surfaktantéw oligomerycznych [98].

sita jonowa roztworu - wraz ze zrostem silty jonowej roztworu warto$¢ CMC
sie obniza [99].

pH roztworu - dla niskich wartosci pH obserwuje sie obnizenie CMC [100].



H. cis$nienie - przebieg tej zaleznosci jest niejednoznaczny, jednak obserwuje
sie nieznaczny wzrost CMC przy zwiekszajacym sie ci$nieniu [101, 102].

[. temperatura - warto$¢ CMC ro$nie wraz ze wzrostem temperatury np. dla
CTAB w temperaturze 20°C CMC wynosi 0,95 mM; w 30°C -1,08 mM,
aw40°C-1,18 mM [103].

Wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu w roztworze obserwuje sie oddziatywania
miedzy micelami, prowadzace do tworzenia sie specyficznych struktur - tzw. liotropowej
fazy ciektokrystalicznej, charakteryzujacej sie wiasciwosciami zaréwno typowymi dla ciat
statych jaki cieczy.

W  roztworach wodnych surfaktantéw najczeSciej wystepujace mezofazy
to [80, 104]:

e micelarna L; - izotropowy roztwor miceli kulistych, cylindrycznych lub dyskoidalnych.

e heksagonalna H; - faza optycznie anizotropowa, wydluZone micele w formie pateczek
utozonych heksagonalnie z hydrofobowym rdzeniem.

e regularna - faza optycznie izotropowa, gdzie regularne sg rozmieszczone agregaty
micelarne o centrowaniu przestrzennym lub powierzchniowym. Faza regularna
wystepuje w postaci dwoch typdw: micelarnej, nieciagtej (ang. discontinuous)
oznaczanej jako I; lub dwuciagtej (ang. bicontinuous) oznaczanej jako V;. Typ micelarny
charakteryzuje sie regularnie rozmieszczonymi i przylegajacymi do siebie matymi
kulistymi micelami, natomiast faze regularng dwuciagla tworzy tréjwymiarowa
porowata struktura utworzona z pateczkowatych micel lub dwuwarstw.

e lamelarna Ly - faza optycznie anizotropowa, utworzona z jednowymiarowo utozonych
dwuwarstw, inaczej nazywana faza smektyczna.

Dla bardzo wysokich stezen surfaktantéw w roztworze moze doj$¢ do tworzenia sie
form odwrdconych fazy heksagonalnej (H;) lub regularnej (I, V2). Przy statej temperaturze
w uktadach surfaktant-woda obserwuje sie wystepowanie wymienionych mezofaz zgodnie
ze wzrostem stezenia surfaktantu w kolejnosci: Ly > H; — I:1/V: — L« 12/V: — H; [80].
Granice mezofaz s3 nieostre, wystepuja obszary przejsciowe, gdzie wspotistniejg oba
rodzaje graniczacych ze sobg mezofaz. Wystepowanie wszystkich rodzajow mezofaz
dla jednego zwigzku jest bardzo rzadkie, ale mozliwe np. dla surfaktantu BDHAB (bromek
benzylodimetyloheksadecyloamoniowy) w roztworze wodnym przy statej temperaturze ze
wzrostem stezenia surfaktantu otrzymano szereg L1 — H; — Vi — Lo [105]. W przypadku
wyzszych oligomerow surfaktantdéw liczba rodzajéw obserwowanych mezofaz czesto jest
nizsza niz w przypadku monomerycznych odpowiednikéw, np. dla DTAB zarejestrowano
fazy: heksagonalng Hj, regularng V; oraz lamelarng L, [106]; dla dimeru DTAB 12-2-12:
heksagonalng H; oraz lamelarng L, natomiast dla trimeru 12-2-12-2-12 i tetrameru 12-2-
12-2-12-2-12 wylacznie faze heksagonalng [107]. Surfaktanty oligomeryczne wykazuja
tendencje do tworzenia wydluzonych agregatéw nawet przy niskich stezeniach.
Jest to spowodowane konkurencjag miedzy dziataniem sit odpychajacych wystepujacych
pomiedzy natadowanymi gtowami surfaktantéw, ktoére sprzyjaja tworzeniu agregatéow
o duzych krzywiznach powierzchni, asitami odpychajagcymi miedzy hydrofobowymi
ogonami, ktéore powoduja powstawanie agregatbw o mniejszym promieniu
krzywizny [108].
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2.2.3 Adsorpcja na granicy faz

Ze wzgledu na swoja amfifilowg budowe surfaktanty majg zdolnos$¢ do gromadzenia
sie i porzadkowania na granicy faz np. woda/powietrze obnizajgc tym samym tzw. napiecie
powierzchniowe y. Zdolno$¢ do obnizania napiecia powierzchniowego zalezy od budowy
surfaktantu, a w szczeg6lnosci stopnia oligomeryzacji, dtugosci i rodzaju tacznika, dtugosci
fancucha hydrofobowego oraz rodzaju przeciwjonu [77].

Do opisu aktywnos$ci powierzchniowej surfaktantéw postuzy¢ moga dwa
parametry [109]:

e wydajno$¢ adsorpcji pC20 - jest to ujemny logarytm ze stezenia substancji
rozpuszczonej, wymaganego do obniZenia napiecia powierzchniowego
czystego rozpuszczalnika o 20 mN/m. Im wyzsza jego warto$¢, tym wyzsza
wydajno$¢ adsorpcji na powierzchni, a co za tym idzie, wyzsza skutecznos¢
obnizania napiecia powierzchniowego.

o  Wielko$¢ adsorpcji IT - jest to maksymalne stezenie surfaktantu w warstwie
powierzchniowej wyrazane, jako liczba moli na jednostke powierzchni
miedzyfazowej Gibbsa.

Napiecie powierzchniowe wody wynosi 72,8 mN/m, natomiast dla niektorych
surfaktantow monomerycznych warto$§¢ napiecia powierzchniowego miesci sie
w granicach 30-40 mN/m (np. dla DTAB przy stezeniu réwnym CMC: yeuc= 40 mN/m).
Wraz ze wzrostem stopnia oligomeryzacji, kolejne oligomery DTAB uzyskuja nastepujgce
warto$ci napiecia powierzchniowego: dimer (12-2-12-2): 31,4 mN/m, trimer
(12-2-12-2-12): 36,4 mN/m, tetramer (12-2-12-2-12-2-12): 29,7 mN/m [77,110].
Dla DeTAB w formie monomerycznej napiecie powierzchniowe wynosito 40 mN/m,
dla jego dimeru (10-2-10): 32 mN/m, a dla trimer (10-2-10-2-10): 25,8 mN/m [91].

Wieksza aktywno$¢é powierzchniowa surfaktantdw oligomerycznych wynika
ze zwielokrotnienia grup hydrofobowych w czasteczce, ktére silniej zaburzaja strukture
wody, jednoczes$nie tworzac, poprzez $cislejsze upakowanie, spojniejsza warstwe miedzy
fazami woda/powietrze [84]. Na skuteczno$¢ obnizania napiecia powierzchniowego
ma réwniez wplyw dtugos¢ tancucha alkilowego surfaktantéw - zgodnie z reguta Traube’go
zwiekszajac liczbe grup metylenowych w tancuchu hydrofobowym o jeden, mozliwe jest
uzyskanie takich wydajnosci adsorpcji, co w przypadku homologéw o krétszym tancuchu,
redukujac wymagane do tego stezenie trzykrotnie [80].

Aktywno$¢ powierzchniowa surfaktantéw zalezy takze od stopnia ich upakowania
na powierzchni i jest odwrotnie proporcjonalna do powierzchni zajmowanej przez
czasteczke surfaktantu ami,. Wtasno$¢ ta sugerowataby, ze dla liniowych surfaktantow
oligomerycznych np. DeTAB i jego analogéw, wraz ze wzrostem stopnia oligomeryzacji
wzrasta warto$¢ amin, a tym samym sg one bardziej aktywne powierzchniowo. W przypadku
wyzszych oligomerow, moze dochodzi¢ do wiekszego upakowania czasteczki surfaktantu,
co zaniza przewidywang wartos$ci amn i podwyZsza napiecie powierzchniowe, co byto
obserwowane np. dla trimeru DeTAB. Niemniej jednak surfaktanty oligomeryczne
wykazujg wyzsza aktywno$¢ powierzchniowg niz ich monomery, ale wieksze réznice
obserwuje sie miedzy aktywno$cig monomer-dimer niz dimer-wyzsze oligomery [77].
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2.3 Potencjalne zastosowania surfaktantéw oligomerycznych

Wiasciwosci powierzchniowe surfaktantéw oligomerycznych sa czesto lepsze niz

ich monomerycznych homologéw. Jednakze ze wzgledu na trudno$¢ w syntezie w ilo$ciach

wystarczajacych dla przemystu, obecnie surfaktanty oligomeryczne sa wykorzystywane
jedynie na matlg skale. Dodatkowo ze wzgledu na swojg toksyczno$¢ surfaktanty
oligomeryczne, aby mogty by¢ wykorzystywane na szeroka skale (komercyjnie), musza
mie¢ wyznaczone normy uzytkowania. Surfaktanty oligomeryczne potencjalnie moga

znaleZ¢ zastosowanie jako:

a)

b)

d)

g)

h)

$rodki pienigce, gdyz wykazujg silniejsze i trwalsze wtasno$ci pianotwoércze niz ich
monomeryczne odpowiedniki [111]. Laschewsky [98] zauwazyl, Ze wraz ze
wzrostem stopnia oligomeryzacji rosng zdolnoSci pianotwoércze surfaktantow,
z tym zZe najwieksza réznica obserwowana jest pomiedzy dimerami a trimerami,
natomiast miedzy trimerami a tetramerami réznice sg nieznaczne.

emulgatory, poniewaz niektére z nich wydajnie tworza emulsje nawet przy
stezeniach znaczaco nizszych od CAC [77].

$rodki zwilzajgce - Lagleize [112] w swoich badaniach dowiddt, ze surfaktanty
oligomeryczne znaczgco poprawiajg wlasnosci zwilzajace badanych kopolimerow,
z tym, Ze réznice miedzy dimerami a wyzszymi oligomerami byty zaniedbywalne
w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych dla monomerycznych homologéow.

do modyfikacji powierzchni mineralnych, gdzie zdolno$¢ surfaktantéw
trimerycznych do adsorpcji na powierzchniach mineralnych (np. krzemionkowych
w przypadku DTAB), i tworzeniu regularnych struktur dwuwarstwowych
na powierzchni podtoza, moze w przysztosci by¢ wykorzystana do
funkcjonalizowania podtoza poprzez tworzenie na nim pozadanych wzoréw [113].
Komponenty/matryce do syntezy zawansowanych materialéw, takich jak
mezoporowate materialy krzemionkowe [114] oraz kropki kwantowe na bazie
tlenku cynku [115], gdzie zastosowanie oligomerycznych surfaktantow pozwolito
na uzyskanie struktur z wysoka wydajnoscia.

$rodki biobdjcze - surfaktanty majg zdolno$¢ przenikania przez Sciany komoérkowe,
powodujac nastepnie dezintegracje blony komdrkowej i degradacje biatek oraz
materiatu genetycznego patogenu, co prowadzi do lizy i $mieci komdrek [116].
Badania nad kationowymi oligomerycznymi surfaktantami wykazaty, ze wzrost
aktywnos$ci antybakteryjnej surfaktantéw skorelowany jest ze wzrostem liczby
czesci hydrofilowych i hydrofobowych w surfaktantach [117].

sktadniki preparatéw leczniczych (np. odkazajacych rany, przeciwzapalnych,
ptynach do soczewek kontaktowych) [118] i szczepionek czy innych preparatéw
do iniekcji - stosowany jest np. polisorbat 80, ktéry utatwia rozpuszczanie biatek
w podawanym roztworze [119]. Surfaktanty o wyzszym stopniu oligomerycznosci
sa rozwazane jako potencjalne no$niki lekéw czy sSrodki wspomagajace
dostarczanie np. w preparatach dermatologicznych surfaktanty gemini zwiekszajg
przepuszczalnos¢ skory i utatwiaja wnikanie substancji aktywnych w giebsze
warstwy [120].

nos$niki w terapii genowej (temat oméwiono szerzej w rozdziale 3.).
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3 Lipopleksy na bazie surfaktantow oligomerycznych i lipidow

Odpowiednio upakowany material genetyczny o zredukowanym tadunku
elektrycznym jest podstawa efektywnego dostarczania materialu genetycznego
do komorek zywych (transfekcji) [121]. Spelnienie tych wymogéw zapewnia zastosowanie
kationowych surfaktantow, ktére ze wzgledu na oddziatywania -elektrostatyczne
neutralizujg ujemny tadunek DNA, a dzieki oddziatywaniom hydrofobowym przyczyniajg
sie do zwijania czasteczki kwasu nukleinowego. Niestety ze wzgledu na cytotoksycznos$¢
surfaktantéw i niestabilno$¢ komplekséw w zmiennych warunkach, wydajnos$¢ transfekc;ji
dla tych no$nikéw jest niska. Aby zachowa¢ wysoka skuteczno$¢ terapeutyczng
jednoczes$nie zmniejszajac efekty cytotoksyczne, stosuje sie uktady o niskich stezeniach
surfaktantéw w obecnosci lipidéw pomocniczych, ktore utatwiaja transfekcje i zwiekszaja
dodatkowo biokompatybilnos¢ takich uktadow.

3.1 Oddzialywania surfaktantéw z kwasami nukleinowymi

DNA w organizmach zywych wystepuje w stanie skondensowanym, natomiast
w czystych roztworach wodnych w formie wydtuzonej. Kondensowanie DNA zachodzi
w obecnosci tzw. $rodkéw kondensujacych, ktérymi sg wielowartoSciowe Kkationy
(np. poliaminy, kationy nieorganiczne, kationy metali, kationowe polipeptydy, biatka
histonowe czy Kkationowe surfaktanty). Upakowanie DNA uwidocznione moze by¢
metodami fizycznymi na przykiad poprzez obserwacje zmian skrecalnosci optycznej [122].

Pierwsze obserwacje komplekséw surfaktant/DNA oparte byly o uklady DNA
z CTAB w obecnosci lub braku nieelastycznego polielektrolitu (polipeptyd lub jednoniciowy
RNA) [123]. Ghirlando ustalit, Ze rozmiar agregatow zalezy od stezenia surfaktantu - im
wyzsze stezenie surfaktantu tym wieksze kompleksy [123]. Dodatkowo dalsze badania nad
kompleksami CTAB/DNA wykazaty, ze w zalezno$ci od stezenia surfaktantu
w roztworze DNA wystepowato w formie kitebka statycznego lub globuli, albo
obserwowano wspétistnienie obu tych struktur [124].

Wigzanie surfaktantéw kationowych do czasteczki kwasu nukleinowego wynika
z oddzialywan elektrostatycznych miedzy tadunkami o przeciwnym znaku. DNA
to polielektrolit zbudowany z dwoch tancuchéw polinukleotydowych (nici) potaczonych
ze soba wigzaniami wodorowymi, wystepujagcymi pomiedzy zasadami azotowymi
nukleotydéw. Nukleotyd sktada sie z cukru piecioweglowego, reszty fosforanowej oraz
zasady azotowej (tyminy, adeniny, cytozyny lub guaniny) [13]. To wtasdnie reszty
fosforanowe nadaja ujemny fadunek DNA i umozliwiaja przytaczanie dodatnio
natadowanych czastek [125].

Przytaczanie czasteczek surfaktantu do DNA zachodzi niezaleznie od jego stezenia
w roztworze. Oznacza to, Ze mimo stezenia duzo nizszego od wartos$ci CAC wystepuja
oddzialtywania elektrostatyczne miedzy natadowanymi grupami, tj. dochodzi do zwigzania
miedzy surfaktantami a DNA, czyli tworzg sie kompleksy. Mata liczba tych oddziatywan nie
doprowadza jednak do zmian konformacji DNA ani zwiekszenia stopnia jego upakowania.
Przy stezeniach surfaktantu powyzej CAC, w roztworze pojawiajg sie rowniez agregaty
pre-micelarne, ktére poprzez zwiekszajacy sie udzial oddzialywan hydrofobowych
w tworzeniu kompleksu, dodatkowo stabilizuja uktad surfaktant/DNA. Za punkt
utworzenia stabilnego kompleksu surfaktant/DNA, niektorzy badacze przyjmuja
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odpowiednio wysokie stezenie surfaktantu, dla ktérego dochodzi do wytrgcania DNA
z roztworu. Oddziatywania miedzy DNA i surfaktantami kationowymi charakteryzujg sie
wysoka kooperatywnos$cig, $wiadczy¢ o tym moga: gwattowny spadek ruchliwosci
elektroforetycznej w waskim zakresie stezen surfaktantu oraz wystepowanie wytracen
komplekséw nawet przy bardzo matych stezeniach surfaktantu [122, 126].

Podobnie jak micelizacja, tak i proces taczenia sie surfaktantéw z czasteczkami DNA
jest procesem spontanicznym i endotermicznym, a jego sita napedowa jest entropia
(tzw. entropy-diven) [127, 128].

Proces upakowania DNA (bedacego w formie wydtuzonej) przez kationowe
surfaktanty moze by¢ opisany energia swobodng, bedaca sumg energii: energii swobodnej
elastycznej deformacji DNA, energii swobodnej wynikajacej z oddziatywan
elektrostatycznych miedzy DNA i surfaktantami, energii swobodnej wynikajacej z interakcji
miedzy DNA, a rozpuszczalnikiem oraz energii oddziatywan hydrofobowych surfaktantéw.

Przy rozwazaniach nad wigzaniem surfaktantéw z DNA stosuje sie wspotczynnik
p/n, okreslajacy stosunek tadunkéw dodatnich pochodzacych od czgsteczek surfaktantow
do tadunkéw ujemnych pochodzacych od czasteczki DNA. Pozadane jest otrzymanie
uktadéw, dla ktorych tadunek DNA zostat zneutalizowany (p/n > 1) lub jest nieznacznie
wyzszy. Istotne jest jednak, zeby zachowaé¢ réwnowage miedzy otrzymaniem silnie
kationowych struktur, ktére mogg by¢ toksyczne dla komoérek, a dodatnio natadowanym
kompleksem, ktéory utatwia oddzialywania elektrostatyczne lipoplekséw z ujemnie
natadowang btona komérkowa [129].

Poza stezeniem surfaktantu olbrzymi wplyw na proces wigzania z DNA ma sama
budowa surfaktantu, m.in. charakter gtowy, kontrolujacy wigzanie i uwalnianie DNA [122].
Duze znaczenie ma réwniez w tej kwestii ma dtugo$¢ taficucha hydrofobowego surfaktantu.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze wraz ze wzrostem jego dtugo$ci wzrasta
wydajnos¢ 1aczenia z DNA, a najlepsze wyniki otrzymano dla surfaktantow
o m=12,14,16,18 [129,130]. Z badan Grueso i Sancheza nad monomerycznymi
surfaktantami o réznej dtugo$ci taficucha hydrofobowego wynika, Ze energia swobodna
zalezy liniowo od dtugosci ogona surfaktantu (dla liczby atoméw wegla w taricuchu m = 4).
Wyznaczono, ze na jedng grupe CH; tancucha hydrofobowego surfaktantu, przypada
energia swobodna w wysokosci -0,36 k]J/mol. Otrzymane warto$ci energii swobodnych
odpowiadaja energii oddziatywan elektrostatycznych surfaktant-DNA, natomiast
dla odpowiednio dtugich ogonéw zwieksza sie wktad oddziatywan hydrofobowych [131].
Co wiecej, asymetria tancuchow sprawia, Ze czgsteczka DNA jest silniej i wydajniej
kondensowana przez surfaktanty, a sam proces jest bardziej spontaniczny [132].

Badania nad surfaktantami gemini pokazujg, Ze olbrzymi wptyw na przebieg
wigzania z DNA ma charakter tgcznika surfaktantu [133]. Surfaktanty o dtugosci tacznika
powyzej 4 i ponizej 10 atoméw wegla, wykazujg bardzo dobre wiasciwosci wigzace DNA.
Ponadto mogg przyczynia¢ sie do zwiekszania upakowania DNA w kompleksach i zmian
parametréw strukturalnych (form DNA). Réwniez modyfikacje tgcznika i/lub glowy
surfaktantow poprzez wprowadzenie okre§lonych grup funkcyjnych (cholesteroluy,
sperminy, pH-wrazliwych grup amidowych, guaniny, analogéw kardiolipiny, itp.) moga
wptywac¢ na kondensacje DNA [129].

Liczne prace nad kationowymi surfaktantami gemini udowodnity,
ze zwielokrotniajgc fadunek dodatni i liczbe tancuchéw hydrofobowych, zwieksza sie
wydajno$¢ kompleksowania z materiatem genetycznym. To miedzy innymi powdd,
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dla ktérego w ostatnich latach wzrosto zainteresowanie kationowymi surfaktantami
0 wyZszym stopniu oligomeryzacji.

Badania nad heksamerycznym surfaktantem na bazie czwartorzedowej soli
amoniowej [134] wykazaty, ze w zaleznosci od jego stezenia skompleksowane DNA moze
przyjmowac rézne struktury przechodzac z formy wydtuzonego zwoju (dla niskich stezen
surfaktantu) poprzez czeSciowo skondensowane agregaty w formie klastréw i form
Jkoralikbw na tancuszku” do catkowicie skondensowanej formy globularnej
(dla wysokomolekularnego DNA, o dtugosci 3 000 pz, punkt ten byto nieco powyzej punktu
zneutralizowania fadunkéw) [121]. Co wiecej, oddziatywania z surfaktantami to nie tylko
kondensowanie DNA, ale surfaktanty moga rowniez przyczyniac sie do rozwijania nici DNA
(destabilizuja helise DNA, przerwany zostaje kontakt miedzy zasadami azotowymi, przez
co moze dochodzi¢ do interkalacji surfaktantéw miedzy nici DNA) [135] lub do zmian
konformacji DNA z formy B na C [136] w zalezno$ci od rodzaju i stezenia surfaktantu
w uktadzie.

Badania nad cytotoksycznoscig surfaktantéw oligomerycznych zawierajacych
grupy amidowe wykazaty, ze przejawiajg wtasciwosci bakteriobdjcze dla bakterii Gram
ujemnych (np. Escherichia coli) nawet przy niskich stezeniach, a wtasciwosci te rosng wraz
ze wzrostem stopnia oligomeryzacji, ale przy tym s3 nietoksyczne dla komoérek ssakow.
Prace nad E. coli wykazaty, ze proces ten przebiega w dwoch etapach pierwszy dotyczy
naruszenia integralnosci btony w skutek oddzialywan elektrostatycznych (zaburzenie
funkcji bariery), nastepnie dezintegracji btony w skutek oddzialywan hydrofobowych
i wycieku cytoplazmy [117].

Cho¢ nie ma bezposrednich wytycznych, co do morfologii kompleksu
surfaktant/DNA przyjmuje sie, Ze struktura odwréconej fazy heksagonalnej jest
korzystniejsza niz faza lamelarna, pod wzgledem wydajnosci transfekcji [129]. Co ciekawe,
polimery kationowe i lipidy kationowe réwniez sg stosowane jako no$niki DNA, jednak
tworza duze polidyspersyjne agregaty, ktore mimo wydajnej transfekcji w hodowlach
komoérkowych, nie dyfunduja w zywej tkance, przez co skuteczno$¢ takiego leczenia
spada [126]. Dlatego zaktada sie, Ze struktury ponizej 200 nm umozliwig bardziej wydajny
transport kompleksu [129].
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3.2 Uklady surfaktant/lipid

Kazda zywa komoérke otacza btona komoérkowa, zapewniajaca selektywng bariere
ochronng dla organelli komérkowych. Zbudowana jest ona gtéwnie z dwuwarstwy
lipidowej i biatek btonowych. Lipidy, podobnie jak surfaktanty s3 czasteczkami
amfifilowymi, posiadajgcymi zdolno$¢ do samoorganizacji i tworzenia podwojnych warstw,
dazacych w roztworach wodnych do zamykania sie w kuliste pecherzykowate struktury -
liposomy. Rodzaj liposoméw otrzymywanych w warunkach laboratoryjnych czesto wynika
z zastosowanej metody preparatywnej. Przykladowo, poprzez homogenizacje
ultradZzwiekowa w roztworach lipidow powstaja bardzo mate ($rednica <100 nm)
jednowarstwowe pecherzyki (ang. Small Unilamellar Vesicles, SUV), natomiast wytrzasanie
roztworu lipidéw skutkuje otrzymaniem duzych, wielowarstwowych pecherzykéw
(ang. Multilamellar Vesicles, MLV) [137]. Najliczniej wystepujacym rodzajem lipidéw
w btonie komérkowej sa fosfolipidy, takie jak fosfatydylocholiny (popularnie zwane
lecytynami). W sktad czesci polarnej fosfatydylocholiny wchodzi: cholina, fosforan oraz
glicerol, do ktorego przylaczone sg dwa tancuchy hydrofobowe (grupy acylowe pochodzace
od kwasow ttuszczowych) [13]. W skiad bton plazmatycznych wchodzi wiele rodzajow
lipidéw, a ich rozmieszczenie w warstwach jest asymetryczne [138].

Wazna cechg bton plazmatycznych, o czym wczesniej pisatam jest ich ptynnosé.
Odpowiada ona za przepuszczalno$¢ btony, dyfuzje biatek btonowych
(w tym przekazywanie i odbieranie sygnatow przez komérke), umozliwia fuzje bton -
endocytoze, itp. Ptynno$¢ btony bezposrednio wynika z uktadu i charakteru lipidow
w dwuwarstwie. Do czynnikéw wptywajacych na ptynnos¢ btony naleza:

e rozmieszczenie lipidéw w dwuwarstwie, bowiem im wieksze upakowanie lipidéw, tym
sztywniejsza i mniej ptynna btona;

e dlugos¢ tancuchéw hydrofobowych lipidow wchodzacych w sktad dwuwarstwy, gdyz
im krotsze tancuchy tym mniejsza tendencja do oddziatywan hydrofobowych ogonéw
ze sobg i mniejsza ptynnos¢ btony;

e niesymetryczne taficuchy hydrofobowe lipidow - zaburzaja one rozmieszczenie lipidow
w blonie, przez co zmniejsza sie ich upakowanie i wzrasta ptynnos¢ btony;

e wigzania wielokrotne w tancuchach hydrofobowych lipidéw - powoduja one zgiecia
fancuchéw weglowodorowych, przez co dochodzi do odpychania miedzy nimi,
w konsekwencji spada upakowanie (bariera steryczna) i wzrasta ptynno$¢ btony [138];

e obecnos¢ cholesterolu, ktéry dodatkowo porzadkuje btone lipidowa (ang. liquid-
ordered bilayer) przez co jest ona bardziej sztywna [13, 138];

e temperatura - im wyzsza temperatura tym wieksza plynnos¢ biony (jednak
w obecnosci cholesterolu ptynno$¢ btony maleje ze wzrostem temperatury) [138].

Podobnie jak surfaktanty, lipidy w roztworach wodnych moga wystepowaé
w roznych mezofazach: lamelarnej, micelarnej, heksagonalnej, odwréconej heksagonalne;j,
regularnej, itp. Najczesciej lipidy btonowe formujg faze lamelarng, w réznych odmianach
(rysunek 6.). Ponizej pokrétce oméwiono typowe fazy lamelarne:

L¢ - faza krystaliczna, tancuchy hydrofobowe wystepuja w konformacji trans
(rozciagniete, proste, sztywne), lipidy s3 Sci$le upakowane, zredukowana jest dyfuzja
boczna lipidow [139]. Faza ta wystepuje przy niskich temperaturach w warunkach
bezwodnych lub ponizej temperatury zamarzania wody [140], a jej odmiang jest faza
subzelowa L¢, w ktorej tancuchy hydrofobowe lipidow sg nachylone pod pewnym katem
do ptaszczyzny btony (co oznacza sie symbolem ‘ przy nazwie fazy) [141].
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Lg - faza zelowa, gdzie tanicuchy hydrofobowe lipidow wystepuja w konformacji
trans, jednak w poréwnaniu do L¢ gtowa lipidéw jest bardziej uwodniona. W przypadku
wielu nasyconych fosfatydylocholin tancuchy hydrofobowe sa nachylone w stosunku
do ptaszczyzny dwuwarstwy (faza Lg).

L. - faza cieklokrystaliczna, wystepuje przy wyzszych temperaturach, gdzie
dochodzi do dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej lipidow w btonie. Lancuchy hydrofobowe
przyjmuja wowczas konformacje gauche (wystepuja liczne zagiecia tancuchow, ktéra
zmniejsza upakowanie lipidéw w blonie przez co wzrasta jej ptynnos¢) [142, 143].

Pp - faza Zzelowa pofaldowana - powierzchnia dwuwarstwy jest pofatdowana
na skutek wystepowania region6w o mniejszym stopniu upakowania. Faza ta jest rzadko
spotykana, poniewaz wiekszo$¢ fosfolipidow przechodzi wraz ze wzrostem temperatury
przemiane Lg— L.. Wystepuje na przyktad w strukturach tworzonych przez DPPC
(dipalmitoilofosfatydylocholina), gdzie ponizej 35°C wystepuje faza Lg, powyzej 41°C -
faza L, a zakresie temperatur 35 - 41°C - faza Pg[142].

Lo, — dla dwuwarstw fosfolipidéow z cholesterolem wyroéznia sie tzw. faze ptynna
uporzadkowang (ang. liquid ordered phase). W tej fazie czasteczki lipidow majg swobode
dyfuzji bocznej, ale rotacja wokot wigzan -C-C- tancucha weglowodorowego jest
ograniczona przez czasteczki cholesterolu [142, 144].

Lipidy w zaleznosci od temperatury moga przechodzi¢ przez nastepujace przemiany
fazowe: subprzejscie (ang. subtransition) L.« Lz w temperaturze T;, przedprzejs$cie
(ang. pretransition) Lg <> P w temperaturze T, oraz gléwne przejscie fazowe (ang. main
transition) Pg & Lo lub Lg & L, w temperaturze T, [145]. Przemiana gtéwna przebiega
stosunkowo szybko, jest w duzej mierze odwracalna i charakteryzuje sie wysoka
kooperatywnoscia, o czym $wiadczy wyraZny/ostry sygnal na  krzywej
kalorymetrycznej DSC [146].

Przej$cia te nie sg jednak obligatoryjne dla kazdego rodzaju lipidéw, np. DHPC
(1,2-di-0-heksadecyl-sn-glicero-3-fosfatydylocholina) w niskich temperaturach przyjmuje
faze Zelowa naprzemienng (ang. interdigitated gel phase) Lp, a wraz ze wzrostem
temperatury przechodzi przemiany Lg — Pg— L.. [146]. Fosfatydyloetanoloaminy jak
np. DOPE w temperaturze T, przyjmujg faze odwrécong heksagonalng Hy z fazy
ciektokrystalicznej (przemiany DOPE: Lg < Lo Hy) [147,148]. Warto wspomniec, ze ksztatt
czasteczki lipidéw takich jak DPPC czy DMPC (1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-
fosfatydyloocholina) mozna wpisa¢ w cylinder, a DOPE w odwrdécony stozek, co w duzej
mierze przektada sie na tworzone przez nie fazy [149].

T
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Rysunek 6. Schematyczna reprezentacja faz lamelarnych fosfolipidow:
L¢ - faza krystaliczna, Lg - faza Zelowa pochylona, L. - faza cieklokrystaliczna,
Pp - faza zelowa pofaldowana.
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W zaleznos$ci od stezenia surfaktantu wedtug Lichtenberga mozna wyrdznic trzy
etapy oddzialywan miedzy surfaktantami a lipidami [150, 151]:

1. Przy niskim stezeniu surfaktantu w mieszaninie z lipidami - pojedyncze czasteczki
surfaktantow wbudowujg sie w dwuwarstwe lipidowa, az do osiagniecia wysycenia
przy tzw. stezeniu nasycenia Ds» Takie wbudowywanie sie surfaktantéw moze
powodowaé powiekszanie sie liposoméw.

2. W miare wzrostu stezenia surfaktantu w roztworze, wzrasta jego udziat
w pecherzykach liposomalnych, stopniowo rozrywajac dwuwarstwe lipidowa.
Zaczynaja powsta¢ micele mieszane o wydtuzonym ksztatcie. Na tym etapie
w roztworze wspotistniejg micele mieszane i liposomy.

3. Po osiggnieciu stezenia solubilizacji Dso; W roztworze powstajg jedynie mniejsze micele
mieszane o wyzszym stosunku surfaktant:lipid, dwuwarstwy lipidowe ulegaja
catkowitemu rozpadowi/rozpuszczeniu - tzw. solubilizacja.

Yao Chenijego grupa [152], badali wptyw surfaktantéw anionowych i kationowych
0 roznym stopniu oligomeryzacji na dwuwarstwy DOPC (1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-
fosfatydylocholina). Zauwazyli oni, zZe stosunek surfaktantéow wbudowanych
w dwuwarstwe lipidowa do surfaktantow pozostajagcych w objetoSci roztworu,
tzw. parametr podziatu P, wzrasta wraz ze wzrostem stopnia oligomeryzacji surfaktantu.
Ponadto surfaktanty o wyzszym stopniu oligomeryzacji wykazujg silniejsza zdolnos¢
zmiany przepuszczalnosci liposoméw DOPC.

Badania nad DTAB i jego homologami (dimer i trimer o tej samej dlugosci faiicucha
hydrofobowego m) wykazaly, Ze parametr CPP surfaktantéw oligomerycznych maleje wraz
ze stopniem oligomeryzacji. Zjawisko to wynika z dwdéch zalezno$ci. Dla dimeru DTAB
obserwowana powierzchnia czeSci polarnej (adimer) jest zdecydowanie wieksza niz
zaktadana teoretycznie rownowarto$¢ dwukrotno$ci powierzchni czeSci polarnej
dla monomeru (@monomer) - Agimer > 2 * Amonomer - WKtad w warto$¢ dgimer ma obecno$¢
tacznika, ale réwniez wystepowanie odpychajacych oddziatywan elektrostatycznych
miedzy czeSciami polarnymi. Natomiast objetos¢ czesci hydrofobowej dimeru Viimer jest
znacznie mniejsze niz zakladana roéwnowarto$¢ dwukrotnosci objetosci ogona
dla monomeru DTAB - Viimer <K 2 * Vionomer - Stad obserwowana warto$¢ CPPgimer jest
mniejsza niz CPPmonomer. Analogicznie wnioski uzyskano dla trimeru DTAB [152], stad
zalezno$¢ CPP od stopnia oligomeryczno$ci mozna zapisa¢ w nastepujacy sposoéb:

Vmonomer Vdimer Vtrimer

CPBnonomer =~ > CPPgimer = ———— > CPPpimer = ——— (7)

Amonomer =M dimer * M Atrimer "M

Tak wiec, surfaktanty oligomeryczne silniej niz ich monomeryczne odpowiedniki
zakrzywiaja dwuwarstwe lipidowa, co bardziej destabilizuje ja i prowadzi do szybszego
rozpadu liposomu tj. przy nizszym stezeniu surfaktantu niz dla jego homologéw nizszego
stopnia [152]. Na rysunku 7 przedstawiono uproszczony schemat upakowania w blonie
lipidowej surfaktantéw o réznym stopniu oligomerycznosci, wraz z efektem zakrzywiania
powierzchni blony lipidowe;.
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Rysunek 7. Uproszczony schemat upakowania w btonie lipidowej surfaktantéw:
monomerycznych (A), dimerycznych (B), trimerycznych (C). Dla lepszej wizualizacji
efektu na czerwono zaznaczono krzywizne btony lipidowe;j.

Badania Yao Chen’a wykazaty, Zze w pierwszej kolejnosci surfaktanty wiaza sie
elektrostatycznie z liposomami DOPC, a nastepnie, w wyniku oddziatywan hydrofobowych,
dochodzi do wbudowywania sie surfaktantow w dwuwarstwe DOPC. Gdy obserwowana
entalpia wynosi zero, osiagniete zostaje nasycenie dwuwarstwy lipidowej
surfaktantami [152].

Nalezy wspomnie¢ iz, obecno$¢ surfaktantéw znaczaco wptywa na obserwowane
w lipidach przejscia fazowe. W czystych wodnych roztworach dla DPPC wraz ze wzrostem
temperatury zaobserwowano nastepujace przej$cia: L¢— Lgw Ts=18°C, Lg— Ppw Tp= 34°C,
Pp — Lew Tm=41,5°C [26], natomiast w obecnosci kationowego surfaktantu gemini Tr
ulega przesunieciu w kierunku nizszych temperatur, entalpia przemiany gtéwnej maleje,
a co wiecej poszerzeniu ulega sam zakres przemiany, co $wiadczy o zmniejszeniu
kooperatywnosci  przemiany [153]. Dodatkowo w  uktadach lipid/surfaktant
(na przyktadzie uktadu DMPC/kationowy surfaktant gemini) zaobserwowano zanik
przedprzej$cia, co moze by¢ zwigzane z wbudowywaniem sie czasteczek surfaktantu
do dwuwarstwy lipidowej [154].
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3.3 Uklady tréjskltadnikowe surfaktant/lipid/DNA

Gtownym zadaniem lipidéow w kompleksach surfaktant/DNA jest zwiekszenie
skutecznos$ci procesu terapeutycznego, co bezposrednio wynika ze wzrostu efektywnosci
transfekcji. Wzrost ten zwigzany jest z wydajniejsza i szybsza fuzjg blon miedzy komorka
a nos$nikiem poprzez zwiekszenie ich ptynnosci [128], ulatwiong zmiang konformacji
lipidéw i destabilizacja btony endosomu (ucieczka endosomalna) [155], lub nadaniem
odpowiedniej morfologii ukladowi (np. DOPE indukuje powstawanie fazy odwrdconej
heksagonalnej lipopleksu [128] lub w uktadach surfaktant gemini/DOPE/DPPC
wspolistnieja faza lamelarna i odwrocona heksagonalna [105]). Zwiekszona skutecznos$¢
transfekcji na skutek obecnosci lipidéw moze réwniez wynika¢ z wysokiej kondensacji DNA
w tych lipopleksach (np. w uktadzie zawierajagcym plazmidowe DNA, surfaktant gemini
i DOPE prawdopodobnie DNA zostaje silnie skondensowane do tzw. formy ) [129].

Roztwory wodne ukltadéw trojsktadnikowych surfaktant/lipid/DNA moga
wystepowac w fazie lamelarnej, regularnej, heksagonalnej lub odwrdéconej heksagonalnej
(rysunek 8.) w zalezno$ci od wzajemnych proporcji sktadnikow uktadu. Dodatkowo
wystepuja warunki, gdzie wspotistniejg dwie lub nawet trzy fazy [156]. Faza lamelarna jest
bardzo czesto spotykana wsrod ukitadéw tréjsktadnikowych, wystepuja w niej
naprzemiennie dwuwarstwy lipidowe z wbudowanymi surfaktantami oraz ,warstwy”
z czasteczkami DNA. Zaobserwowano, ze surfaktanty chetnie gromadza sie w pewnych
obszarach dwuwarstwy, gdzie majg bezposredni kontakt z DNA [154].

A C
wr./z OJO,
(L 4 OIOIO
oo OJO

Rysunek 8. Uproszczony schemat struktur obserwowanych w lipopleksach:
fazy lamelarnej (A), heksagonalnej (B) oraz odwrdconej heksagonalnej (C).
Dla prezentowanych uktaddw tréjsktadnikowych surfaktant/lipid/DNA zaznaczono
obszar wystepowania czeSci hydrofilowych (kolor zielony) i czeSci hydrofobowych (szary)
formowanych przez surfaktanty i lipidy oraz umiejscowienie czasteczek DNA (fioletowy).
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4 Przeglad wybranych metod badawczych stosowanych do
charakterystyki lipopleksow

4.1 Metody eksperymentalne wykorzystywane do charakterystyki
surfaktantow

Parametrami charakterystycznymi dla surfaktantow s3 Kkrytyczne stezenie
micelizacji CMC oraz krytyczne stezenie agregacji CAC. Do ich wyznaczania wykorzystuje sie
najczesciej miareczkowanie konduktometryczne, reakcje tautomeryzacji benzoiloacetonu,
dynamiczne rozpraszanie $wiatla i spektroskopie fluorescencyjna.

Surfaktanty w odpowiednich warunkach tworza micele, do zbadania rozmiaru
powstatych miceli stosuje sie m. in. dynamiczne rozpraszanie $wiatta, a liczbe agregacji
mozna wyznaczy¢ metoda wygaszania fluorescencji w stanie ustalonym. Budowe
chemiczng surfaktantu okresla sie w oparciu o widma spektroskopii podczerwieni
z transformacjg fourierowska, jadrowy rezonans magnetyczny NMR lub spektrometrie mas.

Spektroskopia to zespdt metod pomiarowych wykorzystujacych zdolnos¢
promieniowania elektromagnetycznego do oddzialywania z materig. Rozpraszanie, odbicie,
absorpcja, emisja to przyktady oddziatywan, wynikajacych bezposrednio z wtasciwosci
korpuskularno-falowych  fal elektromagnetycznych [157,158]. Promieniowanie
elektromagnetyczne to rozchodzace sie w przestrzeni drganie pola elektrycznego
z towarzyszacym mu drganiem pola magnetycznego w ptlaszczyznach prostopadtych
do siebie i do kierunku propagacji fali. Drgania pola elektrycznego i magnetycznego jako
zmiany pola elektrycznego E (8) i magnetycznego H (9) w funkcji czasu mozna zapisac
nastepujgco:

E = E,cos2mvt (8)
H = H, cos 2mvt (9)
gdzie: E - natezenie pola elektrycznego, Ey - amplituda pola elektrycznego,
v - czestotliwo$¢ drgan, t - czas, H - natezenie pola magnetycznego, Hy - amplituda pola
magnetycznego.
Réwnania (8,9) podsumowuj3 falowa nature promieniowania

elektromagnetycznego, a na ich podstawie mozna wyznaczy¢ zalezno$¢:
Av=c (10)
gdzie: A - dtugosc¢ fali, c - predkos¢ fali elektromagnetyczne;j.
Fala elektromagnetyczna w ujeciu korpuskularnym to wigzka porcji energii

(fotondéw), rozchodzacych sie w kierunku promieniowania, a wielko$¢ energii pojedynczego
kwantu promieniowania (fotonu) okres$la zaleznos$¢:

Ef=h-v (11)

gdzie: Ef- energia fotonu, h - stata Plancka réwna 6,62-10-34]-s [159]
Kazda molekuta posiada pewien zaséb energii wewnetrznej, na ktorg sktadajg sie
rézne rodzaje energii i zwigzane z tym ruchy:
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1. Energia translacyjna: w fazie ciektej i gazowej zwigzana jest z nieuporzadkowanym
przemieszczaniem sie czasteczek w przestrzeni i zalezna jest od temperatury
osrodka zgodnie ze wzorem:

Etrans = EkBT (12)
gdzie: T - temperatura osrodka, kg - stata Boltzmanna wynoszaca 1,38-10-23 ] /K.

2. Energia rotacyjna: zwigzana jest z wirowaniem czgsteczki wokdét wlasnej osi i jest

roztoZzona miedzy tzw. stopnie swobody, okreSlajace mozliwe osie obrotu

wzajemnie do siebie prostopadte. Dla czasteczek liniowych liczba stopni swobody
wynosi 2, natomiast dla wszystkich czasteczek nieliniowych - 3 (rysunek 9.).

e e A
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Rysunek 9. Przyktady drgan rotacyjnych czgsteczek liniowych (A, B) oraz
czasteczki nieliniowej (C) z zaznaczeniem osi obrotu.

3. Energia oscylacyjna: drgania zrebéw atomowych (jadra atomowe wraz
z nietworzgcymi wigzan powtokami elektronowymi) wokot potozenia réwnowagi.
Podczas nich zmieniajg sie dtugos$ci i katy wigzan chemicznych w molekule.

W czasteczkach zbudowanych z wielu atoméw rozwaza sie tzw. drgania
normalne, s3 to jednoczesne drgania wszystkich zrebé6w atomowych w czgsteczce
z t3 sama czestotliwo$cia i bedgce w tej samej fazie [159]. Drgania normalne nie
powoduja zmian potozenia Srodka ciezkosci czasteczki [160].

Ze wzgledu charakter drgan wyr6zniamy drgania rozciagajace v, gdzie
zmianie ulegaja dtugo$ci wigzan oraz drgania zmieniajace katy wigzan - drgania
zginajgce lub inaczej deformacyjne (nozycowe o, wahadtowe p, wachlarzowe «,
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skrecajace 7). Drgania mogg obywac sie w plaszczyZnie lub poza plaszczyzna,
a ze wzgledu na symetrie wychylen wyré6zniamy drgania symetryczne (oznaczone
indeksem ) i asymetryczne (oznaczone indeksem ) [159 -161]. Wybrane
przyktady omawianych drgan zestawiono na rysunku 10.

Rysunek 10. Wybrane rodzaje drgan oscylacyjnych czgsteczek liniowych (A, B, C)
oraz czasteczek nieliniowych (D, E, F); A, D - drgania rozciggajace symetryczne,
B, E - drgania rozciggajace asymetryczne, C, F - drgania zginajace.

4. Energia elektronowa: suma energii kinetycznej ruchu elektronéw w czasteczce
i energii potencjalnej elektronéw zwigzanej z przycigganiem przez jadro
i odpychaniem przez inne elektrony sasiadujace.

5. Energia wewnatrzjagdrowa: energia nukleondw tworzacych jadra atomowe
czasteczki.

Opisane powyzej rodzaje energii, zgodnie z zasadami mechaniki kwantowej
sa skwantowe, a wiec tylko okreslone ,porcje” mogg oddzialtywac¢ z molekutg i tym samym
zmienia¢ obsadzenie pozioméw energetycznych czasteczki [159].

Ze wzgledu na rodzaj oddziatywan promieniowania elektromagnetycznego
z materig istnieje wiele metod spektroskopowych wykorzystujacych dany rodzaj
oddziatywania do badan, dlatego tylko wybrane metody spektroskopowe, zastosowane
w pracy, zostang przedstawione ponize;.

Do pierwszej grupy technik spektroskopowych, ze wzgledu na charakter
oddziatywan promieniowania elektromagnetycznego z materig, zaliczy¢ mozemy
spektroskopie absorpcyjng i emisyjna, polegajace odpowiednio na pochtanianiu lub emisji
fotonéw  przez  préobke w  wyniku  oddzialywan z  promieniowaniem
elektromagnetycznym [159]. Zjawisko absorpcji i emisji fal elektromagnetycznych przez
materie prezentuje diagram Jabtonskiego(rysunek 11) [158, 162].

W wyniku absorpcji energii fali elektromagnetycznej, molekuta przechodzi
na odpowiednio wyzsze poziomy energetyczne, odpowiadajace energii fali
zaabsorbowanej. Jezeli molekuta w stanie podstawowym S;y zaabsorbuje energie
pozwalajaca osiagna¢ wyzszy stan elektronowy (Si, Sz .., Sn), to zakres energii
absorbowanej odpowiada falom z zakresu ultrafiolet - $wiatto widzialne. Jezeli natomiast
porcje energii zaabsorbowanej bedg mniejsze, i bedg odpowiada¢ zakresowi podczerwieni,
to molekuta ze stanu podstawowego Sy przejdzie na wyzsze poziomu wibracyjne Sg 1, Soz, ...,
Son. Miedzy wyzszymi stanami wibracyjnymi wzbudzonych pozioméw energetycznych
dochodzi do tzw. relaksacji wibracyjnej, natomiast przejScie z najnizszego poziomu
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wibracyjnego wyzszego poziomu energetycznego na najwyzszy poziomem wibracyjny
nizszego poziomu energetycznego np. Szo- S;4nhazywa sie konwersja wewnetrzna. Przejscia
te zachodza bezpromieniscie, na skutek dazenia uktadu do stanu o najnizszej energii.

Z poziomu S1, czasteczka moze wyemitowacé porcje energii $wietlnej (fluorescencja)
wracajac do stanu Sgo lub w wyniku przejscia miedzysystemowego przejs¢ na poziom
trypletowy T; i dopiero wtedy wréci¢ do stanu podstawowego (fosforescencja).
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Rysunek 11.Diagram Jabtonskiego.

Aby doszto do promienistego przej$cia miedzy poszczegélnymi poziomami musi by¢
spelniona zalezno$¢ [163]:

h-c
|EZ—151|=AE=h-v=T (13)

gdzie:
E, - energia wyzszego poziomu energetycznego,
E; - poziomu nizszego poziomu energetycznego,
AE - réznica energii miedzy poziomami,
h - stata Plancka,
v - czestotliwo$c¢ fali elektromagnetyczne;j,
c - predkos¢ Swiatla,
A - dtugo$¢ fali elektromagnetyczne;.
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4.1.1 Spektroskopia UV-Vis

Spektroskopia w zakresie $wiatta widzialnego i bliskiego nadfioletu UV-Vis, polega
na absorpcji $wiatta przez tzw. chromofory, czyli atomy, jony lub grupy atomoéw
w czasteczce, a nastepnie przeniesieniu ich elektronéw walencyjnych ze stanu
podstawowego na wzbudzony [159].

Absorpcja energii i przejScie na wyzszy poziom energetyczny w zwigzkach
organicznych wiaZe sie z przejSciem elektronu z obsadzonego orbitalu molekularnego
(niewiazacego nlub wigzacego m albo ¢) na nieobsadzony orbital molekularny (antywiazacy
m* lub 0*) [163]. Kazdy orbital ma okres$lona energie, a ich zalezno$¢ przedstawiono na
rysunku 12, Mozliwe przejsScia miedzy orbitalami molekularnymi oc—oc*
(wysokoenergetyczne przej$cie), n—o* m—1*, n—>m* (niskoenergetyczne przejscie) [159].

orbital / n x orbital
atomowy atomowy
T
stany obsadzone

orbital
molekularny

ENERGIA

Rysunek 12. Reprezentacja schematyczna orbitali molekularnych.

Najbardziej prawdopodobne sg przejscia HOMO - LUMO, czyli przejScia miedzy
najwyzszym obsadzonym orbitalem molekularnym (ang. Highest Occupied Molecular
Orbital, HOMO) na najnizszy, nieobsadzony orbital molekularny (ang. Lowest Unoccupied
Molecular Orbital, LUMO) [163].

Po przej$ciu $wiatla o intensywnosci Iy przez probke o stezeniu molowym C
i molowym wspoétczynniku absorpcji  na drodze optycznej I, intensywnos¢ wigzki $wiatta
ulegnie ostabieniu. Na kazdym odcinku drogi dl intensywno$¢ promieniowania maleje
o —-dI, w wyniku absorpcji przez molekuty prébki:

—dl = ¢C dl (14)

Po scatkowaniu w granicach dlugosci drogi optycznej, czyli grubosci warstwy

absorbujacej, otrzymujemy prawo Lamberta-Beera:
l

1
dl
-7 = sCf dl (15)
Io 0
I
lnT0 = &Cl (16)

Miarg absorpcji jest absorbancja wyrazona wzorem:

A = &Cl (17)
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Metoda spektrofotometryczna wyznaczania CMC na bazie reakcji tautomeryzacji

beznoiloacetonu

Metoda spektrofotometryczna wyznaczania CMC oparta o reakcje tautomeryzacji
bezoiloacetonu (1-fenylo-1,3-butadionu, BZA) w roztworach wodnych polega na zmianie
BZA z formy ketonowej w forme enolowg w wyniku zmiany $rodowiska na hydrofobowe
(rysunek 13). Wskutek utworzenia miceli, czasteczki BZA zostajg zamkniete
w hydrofobowym wnetrzu miceli, zmieniajgc forme na enolowa.

RN
(o] o] o] o]
BZA w formie ketonowej BZA w formie enolowej

Rysunek 13. Reakcja tautomeryzacji benzoiloacetonu.

BZA w Srodowisku wodnym wystepuje w obu formach tautomerycznych, jednak
z przewagg formy ketonowej. Rejestracja zmian sktadu form tautomerycznych mozliwa jest
przy uzyciu spektroskopii UV-Vis, gdzie pasmo zlokalizowane przy dtugosci fali 250 nm
(przejscie m—m*) odpowiada formie ketonowej, natomiast pasmo przy 310 nm (przejscie
n—m*) formie enolowej [164, 165]. Analizujac stosunek wartosci absorbancji dla formy
enolowej (Azi0nm) do absorbancji dla formy ketonowej (Azsonm), W zalezno$ci od stezenia
surfaktantu w roztworze mozna wyznaczy¢ CMC badz CAC.

4.1.2 Spektroskopia podczerwieni z transformata Fouriera

Zgodnie z diagramem Jabtonskiego spektroskopia podczerwieni obejmuje przejscia
na wyzszy poziom wibracyjny na skutek absorpcji promieniowania z zakresu podczerwieni.
Zakres podczerwieni to obszar od ok. 14 000 cm1 do 200 cm-!, jednak pod wzgledem
zastosowania najwieksze znaczenie w badaniach zwigzkéw organicznych ma obszar
tzw. podczerwieni srodkowej (ang. Mid Infrared, MIR), czyli zakres od 4 000 do 400 cm-1.
Obszar ten odpowiada drganiom grup funkcyjnych zwigzkéw chemicznych [160].

Aby mogto doj$¢ do absorpcji promieniowania musza by¢ spetnione tzw. reguty
wyboru dla przej$é oscylacyjnych. Oscylacje zrebéw atomowych moga by¢ opisywane na
modelu fizycznym oscylatora harmonicznego z uwzglednieniem skwantowania energii jako
uktad dwdch mas potaczonych sprezyng o statej sprezystosci k. Stata sitowa zalezy
od wielokrotnosci wigzan i ich dtugosci. Oscylator harmoniczny spetnia prawo Hooke’a,
mowigce o tym, Ze sita jest proporcjonalna do wychylenia. Czestotliwosci drgan v
oscylatora harmonicznego mozna opisac¢ zalezno$cig:

1 k 1 [k(mqy +my)

- = =1 2 18
v 2T | Mypg 2T mym, (18)

gdzie my.q - masa zredukowana, ms;, m; - masy poszczegdlnych atoméw [159].
Model oscylatora harmonicznego zakilada réwnoodlegte poziomy wibracyjne
o energiach okreslonych wzorem:
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Eosc = hv (n + %) (19)
gdzie n to numer poziomu wibracyjnego, n = 0, 1, 2, 3, 4, .., a mozliwe s3 jedynie przejscia
pomiedzy s3asiadujacymi poziom oscylacyjnymi An=+1. Przejscia dla oscylatora
harmonicznego zaznaczono na niebiesko na rysunku 14.

W rzeczywistych molekutach wraz ze wzrostem odlegtoSci miedzy drgajacymi
atomami spada warto$¢ statej sitowej, czego nie uwzglednia model harmoniczny.
Tym samym sita sprezystosci nie jest proporcjonalna do wychylenia i nie jest spetnione
prawo Hooke’a. Energie oscylatora anharmonicznego mozna opisaé réwnaniem
Schrodingera, uwzgledniajgcym wspoélczynnik anharmoniczno$ci y, okreSlajacy
odstepstwo od prawa Hooke’a:

E,sc = hv [(n + %) - x (n + %)2] (20)

Ze wzgledu na anharmoniczno$¢ reguty wyboru dla przej$¢ oscylacyjnych ulegajg
rozszerzeniu An=1%1,2,3,..; w zwigzku z tym mozliwe s3 przejscia nie tylko miedzy
sasiadujacymi poziomami. PrzejScia o An=+*1 nazywajg sie tonami podstawowymi,
natomiast An=%2,3,.. sa to nadtony. PrzejScia dla oscylatora anharmonicznego
zaznaczono na rysunku 14 kolorem zielonym, warto zaznaczy¢, ze odlegto$ci miedzy
kolejnymi poziomami energetycznymi sie zmniejszaja.

rfJ r

Rysunek 14. Przejscia absorpcyjne w oscylatorze harmonicznym (niebieski)
i anharmonicznym (zielony) - ry to potoZenie réwnowagi, r - odlegto$¢ miedzy zrebami
atomow.

Aby drgania mogty by¢ obserwowane w zakresie podczerwieni, musi by¢ spelniony
warunek (21) tj. drgania oscylacyjne, ktére wykonuje czasteczka muszg zmieniac jej
moment dipolowy, gdzie ¢ - moment dipolowy, r - wspoéirzedna drgania w molekule.
Im wieksza jest zmiana momentu dipolowego tym silniejszg intensywno$¢ pasma jest
obserwowana.
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d—“ #0 (21)
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Spektroskopia podczerwieni jest jedng z podstawowych metod do identyfikacji
zwigzkow organicznych. Na podstawie otrzymanego widma mozna okresli¢ sktad danego
zwigzku - czestosci drgan mozna przypisa¢ konkretnym grupom funkcyjnym. Jednak
teoretyczna liczba drgan normalnych danej grupy funkcyjnej nie odpowiada tej otrzymane;j
w spektroskopii IR, poniewaz wystepuja zjawiska zwiekszajaca liczbe drgan (nadtony,
drgania ztozone) oraz zjawiska zmniejszajace liczbe drgan (drgania poza obszarem
rejestracji, zbyt stabe drgania, aby je zarejestrowac, zbyt bliskie czestosci — trudne
do rozréznienia - drgania zdegenerowane albo drgania niepowodujace zmiany momentu
dipolowego) [160].

Spektrometr podczerwieni z transformata Fouriera umozliwia badanie
oddziatywania promieniowania z prdébka jednocze$nie w calym zakresie widmowym,
co mozliwe jest dzieki zastosowaniu interferometru Michelsona. Zasada jego dziatania
opiera sie na rozdzieleniu skolimowanej polichromatycznej wiazki na pétprzepuszczalnym
zwierciadle (ang. beam splitter, BS) na dwie wigzki: jedna z wigzek odbija sie od BS i pada
na nieruchome lustro, druga wigzka przechodzi przez BS i pada na poruszajgce sie
jednostajnie lustro, a nastepnie obie wracaja na BS, gdzie dochodzi do ich interferencji.
Nastepnie wigzka przechodzi przez proébke i dociera do detektora (rysunek 15.).
Generowany jest interferogram, czyli zalezno$¢ intensywnos$ci $wiatta docierajacego do
detektora w funkcji potozenia ruchomego lustra (czyli zmiany drogi optycznej wigzki
Swiatta lasera). W spektrometrach FTIR transformata Fouriera pozwala na zmiane
zalezno$ci intensywno$ci w domenie czasowej w domene dilugosci fali - liczby falowej
(widmo IR). Zastgpienie monochromatora interferometrem zwieksza szybko$¢
i doktadno$¢ pomiaréow [159, 160].

Zrodfo promieniowania

zwierciadto kolimujgce zwierciadto ogniskujgce

|
szczelina

Zwierciadto potprzepuszczjgce N
: “ pofprzepuszczlg ruchome zwierciadfo

zwierciadto ogniskujgce ”

zakres ruchu zwierciadta

probka N
nieruchome zwierciadto

detektor

zwierciadto ogniskujgce

Rysunek 15. Schemat budowy spektrometru FTIR z interferometrem Michelsona.

60



W badaniach cieczy oraz ciat statych wykorzystuje sie tzw. przystawki ATR
(ang. attenuated total reflection), wykorzystujace zjawisko ostabionego catkowitego
odbicia. Na granicy o$rodkéw prébka - krysztat (material o wyzszym wspotczynniku
zalamania) dochodzi do zjawiska zatamania promieniowania pod odpowiednimi katem,
w wyniku czego jego nieznaczna cze$¢ wchodzi w probke i z nig oddziatuje (absorpcja).
Aby zwiekszy¢ intensywno$¢ widm stosuje sie wielokrotne wewnetrzne odbicie [160].
Najpopularniejszymi krysztalami wykorzystywanymi w przystawkach ATR sa: diament,
selenek cynku i german.

4.1.3 Spektroskopia fluorescencyjna

Po zaabsorbowaniu promieniowania elektromagnetycznego czasteczki daza
do stanu réwnowagi termicznej na dwa sposoby: w spos6b bezpromienisty (relaksacja
wibracyjna, konwersja wewnetrzna) lub w sposéb promienisty (fotoluminescencja).
Wyréznia sie dwa typy fotoluminescencji: fluorescencje oraz fosforescencje. Réznice
miedzy nimi wyjasnia diagram Jabtoniskiego (rysunek 11). Pierwsza z réznic miedzy
fluorescencja a fosforescencjg jest multipletowo$¢ poziomu wzbudzonego, z ktérego
zachodzi emisja energii. Fosforescencja charakteryzuje sie mniejsza energig w stosunku
do fluorescencji - przypada na wyzsze dtugosci fali, a takze jej czas trwania jest dtuzszy.
Ze wzgledu na zastosowanie w badaniach zwigzkow organicznych wieksze znaczenie ma
fluorescencja [159].

Podstawowymi prawami opisujgcymi zjawisko fluorescencji sg [162, 166]:

1. Prawo Stokes’a
Maksimum widma emisji jest przesuniete w stosunku widma absorpcji i przypada
na wieksze dtugo$ci fali (nizsza energia). Straty energii wynikaja z przejsé
na najnizszy poziom wibracyjny Siow wyniku relaksacji bezpromienistej. R6znica
potozenia maksimow A4 nazywa sie przesunieciem Stokes’a.

2. Reguta Kashy-Wawitowa
Widmo emisji nie zalezy (w wiekszo$ci przypadkow) od energii wzbudzenia,
poniewaz emisja zachodzi z najnizszego poziomu singletowego Sio do ktorego
czasteczka wzbudzona dazy, oddajac bezpromieniscie do otoczenia ,nadmiar”
energii w procesie relaksacji wibracyjnej i konwersji wewnetrzne;j.

Wyroéznia sie dwa sposoby pomiaru fluorescencji:

e spektroskopia fluorescencyjna w stanie ustalonym (ang. steady-state fluorescence
spectroscopy, SSFS) - probka naswietlana jest statym i cigglym Swiattem, po czym
rejestrowane jest widmo emisji. Stan ustalony osigga sie praktycznie natychmiast
po ekspozycji probki na $wiatto.

e czasowo-rozdzielcza spektroskopia fluorescencyjna (ang. time-resolved fluorescence
spectroscopy) - rejestruje sie zanik i anizotropie zaniku fluorescencji w czasie. Probke
naswietla sie bardzo krétkimi impulsami - krdétszymi od czasu zaniku fluorescencji
probki.

Fluorofory to czasteczki lub czeSci czasteczki zdolne do fluorescencji - emis;ji
Swiatta [166]. Fluorofory podzieli¢ mozna na dwie gtéwne grupy wewnetrzne (naturalnie
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wystepujace w czasteczce np. grupa indolowa w tryptofanie) i zewnetrzne (dodane, np. DPH
difenyloheksatrien, ktéry wbudowuje sie w btony lipidowe) [162,167].

Wyznaczanie CMC w oparciu o fluorescencje pirenu

Jednym z najpopularniejszych fluoroforé6w wykorzystywanych w badania proceséw
agregacji zwigzkéw amfifilowych jest piren. Jest to zwigzek policykliczny zbudowany
z czterech pierscieni benzenowych (rysunek 16.) o masie czasteczkowej 202,25 g/mol.

To wiasnie dzieki swojej budowie (symetria, cykliczno$¢ 16 elektronéw mn) w formie
monomerycznej w roztworach wodnych, piren ma widmo wibracyjne fluorescencji
z piecioma maksimami (rysunek 16.) [168]. Intensywno$¢ pasm silnie uzalezniona jest
od uzytego rozpuszczalnika, gdyz piren jest czasteczkg niepolarng [164,169].
Piren w wyzszym stezeniu ma zdolno$¢ do tworzenia ekscymeréw - dimeréw majacych
silne pasmo emisji w okolicy 470 nm [162].
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Rysunek 16. Wz6r poétstrukturalny pirenu i jego widmo emisji przy wzbudzeniu 320nm.

W rozwazaniach nad wyznaczaniem CMC surfaktantéw istotna jest wrazliwos$¢
pirenu na jego otoczenie. We wnetrzach tworzacych sie micel powstaje hydrofobowy rdzen,
ktéry ,wciaga” czasteczki pirenu do $rodka [164, 170]. Na zmiany hydrofobowosci o$rodka
szczegoblnie czute jest I pasmo pirenu (ok. 372 nm), III pasmo (385 nm) natomiast nie
wykazuje tej wrazliwosci [168]. Analizujgc stosunek tych pasm w zalezno$ci od stezenia
surfaktantu, mozna wyznaczy¢ jego CMC [171].

Wygaszanie fluorescencji w stanie ustalonym SSFQ

Wygaszanie fluorescencji w stanie ustalonym (ang. steady-state fluorescence
quenching, SSFQ) to zjawisko polegajace na spadku intensywnosci fluorescencji fluoroforu
w  wyniku jego dezaktywacji na skutek obecnoSci czynnika wygaszajacego
(ang. quencher) [162]. Istnieja dwa gltéwne mechanizmy wygaszania fluorescencji:
zderzeniowy (ang. collisional quenching), w ktorym w wyniku dyfuzji, molekuty fluoroforu
i wygaszacza zderzajg sie, tym samym dochodzi do transferu energii - fluorofor przechodzi
do stanu podstawowego bez emisji promieniowania, a wygaszacz absorbuje energie
wzbudzenia fluoroforu; oraz statyczny (ang. static quenching), w ktérym nie dochodzi
do zderzen molekut, a fluorofor i wygaszacz tworza kompleks bez wtasciwosci
fluorescencyjnych [162]. Aby w uktadach micelarnych doszto do wygaszenia fluorescencji,
czasteczka wygaszacza musi zblizy¢ sie do czasteczki pirenu na odlegto$¢ mniejszg od 74
(mozliwo$¢ transferu energii) [169].
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Jednym z najcze$ciej stosowanych wygaszaczy w SSFQ jest kumaryna 153 (c153),
ktéra dobrze wnika do wnetrza miceli [172]. Kumaryna 153 (2,3,6,7-tetrahydro-9-
(trifluorometylo)-1H,5H,11H-[1]-benzopirano-[6,7,8,ij|chinolizyn-11-on) jest zwigzkiem
heterocyklicznym o wzorze przedstawionym na rysunku 17 [173].

Rysunek 17. Wz6r poétstrukturalny kumaryny 153.

Wygaszanie fluorescencji jest jedng z technik stosowanych do wyznaczania $redniej
liczby agregacji surfaktantow Ngg, czyli liczby czasteczek surfaktantu przypadajgcych
na jedng micele:

C—cMC
S (22)

9 Cmic

gdzie C - stezenie catkowite surfaktantu, Cpic— stezenie miceli w roztworze [174].
Zgodnie z metoda zaproponowang przez Turro i Yekta [174] znajac intensywnos$¢

emisji probki bez obecnosci czynnika wygaszajacego (Ip) i w jego obecnosci (1) oraz jego

stezenie (C;) zgodnie z zalezno$cia (23) uwzgledniajac zalezno$¢ (22) otrzymujemy

zaleznos¢ (24), ktérg nastepnie traktujemy jak zaleznos$¢ liniowa o wspétczynniku

zatamania a (25).

IO> Cq
In(2)= (23)
(Iq Cmic
IO> Nagg
In(=2)=—29 ¢ (24)
<1q C—Come *
Nagg
a= (25)
(o Ccmc

4.1.4 Konduktometria

Wyznaczenie CMC surfaktantéw przy uzyciu metody konduktometrycznej, polega
na pomiarze przewodnosci elektrycznej roztwordw surfaktantu w réznych stezeniach.
Metoda ta przeznaczona jest wytgcznie dla surfaktantéw jonowych, poniewaz wykazujg one
inny stopien jonizacji ponizej i powyzej CMC [164]. Wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu
w roztworze rosnie liniowo przewodno$¢ elektryczna k, poniewaz rosnie liniowo stezenie
jonow - w roztworze wodnym surfaktanty dysocjuja. Po osiagnieciu CMC, tworzg sie micele
ztozone z jondw surfaktantow wraz z otoczka z przeciwjonow. Zalezno$¢ k(C) nadal rosnie
liniowo, jednak wolniej, poniewaz cze$¢ jonow staje sie ,niewidoczna” [164, 175].

Powstatg zalezno$¢ k(C) mozemy przeanalizowac w celu wyznaczenie warto$ci CMC
przy uzyciu dwoch metod: Williamsa i Phillipsa [175]. Metoda zaproponowana przez
Williamsa polega na znalezieniu punktu przeciecia dla dopasowanych funkcji liniowych
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ponizej i powyzej CMC [175, 176]. Metoda Phillipsa polega natomiast na wyliczeniu drugiej
pochodnej funkcji x(C) i znalezieniu jej minimum jednoznacznego z wartoscia CMC.
Powyzsze metody sprawdzaja sie dla surfaktantéw, dla ktérych wyraznie wida¢ punkt
przegiecia funkcji x(C) [175, 177].

W przypadku surfaktantéw, dla ktérych zalezno$¢ przewodnosci od stezenia nie
przebiega w sposdb liniowy, Carpena [178] zaproponowat dopasowanie dla funkcji x(C):

(26)

14+ e(x—xo)/Ax
F(x) =F(O)+A1x+Ax(A2—A1)ln< >

1+ e Xo/Ax

gdzie x9=CMC, Ax szeroko$¢ przemiany, A, oraz A; nachylanie prostych powyzej
i ponizej CMC.

4.1.5 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla

Dynamiczne rozpraszanie $wiatta DLS (ang. Dynamic Light Scattering) zwane
réwniez spektroskopig korelacji fotonéw, to metoda analityczna pozwalajaca zbadac
rozmiar, rozktad, a nawet okresli¢ przyblizony ksztatt czasteczek. Czasteczki w roztworze
sg w nieustannym ruchu (ruch Browna), ktéry prowadzi do lokalnych fluktuacji stezenia,
a to z kolei do fluktuacji natezenia $wiatta rozproszonego na tych czasteczkach. Ruchliwo$¢
czasteczek jest zalezna od ich rozmiaru, dlatego tez analiza funkcji korelacji czasowych
fluktuacji natezenia promieniowania rozproszonego zawiera informacje o S$rednicy
hydrodynamicznej i wspo6tczynniku dyfuzji czasteczek w roztworze [179, 180].

Ze wzgledu na obecno$¢ w roztworze wielu czgsteczek takie rozporoszone $wiatto
pochodzace od wielu molekul, ulega interferencji (konstruktywnej lub destrukcyjnej),
w zwigzku z czym uzyskuje sie informacje o zmianach natezenia $wiatta w funkcji czasu,
ktéra podana dalszej analizie daje informacje o rozmiarze czasteczek.

Zanik wyktadniczy funkcji autokorelacji fluktuacji natezenia $wiatta G w czasie,
opisuje wzor:

G = f I(OI(t + 7)dt = B + Ae~24°P* (27)
0

gdzie B - tlo, A - amplituda, D - wspotczynnik dyfuzji translacyjne;j,
T - przyrost czasuy, t - czas.

Wektor rozpraszania g opisany wzorem (28), zalezy od: n - wspoéiczynnika
zalamania $wiatla rozpuszczalnika, A9 - dtugosci fali lasera w proézni oraz od kata

rozpraszania 6.
4mn /0
q = ——sin (—)

o 2 (28)

Wspotczynnik dyfuzji translacyjnej opisuje szybko$¢ ruchéw Browna czgsteczek
w roztworze, a na jego podstawie zgodnie z réwnaniem Stokesa-Einsteina mozna
wyznaczy¢ $rednice hydrodynamiczng czasteczki [179]:

kT
"= 3nnD

(29)

gdzie: kg - stata Boltzmanna, T - temperatura, 1 - lepkos¢ rozpuszczalnika.
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Aby wyznaczy¢ CMC surfaktantéw przy zastosowaniu techniki DLS niezmiernie
wazny jest prawidlowy dobér parametréw takich jak: stata temperatura pomiaru (znana
lepko$¢ osrodka, ograniczenie konwekcji cieplnej), odpowiednia sita jonowa roztworu
(wykluczenie efektéw zaleznych od stezenia soli) oraz zakres stezenia surfaktantow
(ograniczenie tworzenia struktur nie-micelarnych).

W celu wyznaczenia CMC wykresla sie zaleznos$¢ Srednicy hydrodynamicznej
od stezenia surfaktantu dy(C) oraz $redniej intensywnos$ci od stezenia surfaktantu I(C).
W przypadku zaleznosci I(C) obserwuje sie naglty wzrost intensywnoSci po przekroczeniu
CMC, natomiast w przypadku zaleznosci dy(C) nie otrzymujemy wynikéw ponizej CMC,
z uwagi na zbyt mate rozmiary czasteczek surfaktantéw (za stabe rozpraszanie).

Wspétczynnik dyfuzji, a wiec takze $rednica hydrodynamiczna miceli zalezy
od temperatury, stezenia surfaktantu oraz stezenia soli. Wraz ze wzrostem stezenia
surfaktantu ro$nie wspotczynnik dyfuzji, natomiast ze wzrostem stezenia soli w roztworze
- wspétczynnik dyfuzji maleje. Jednak zgodnie z rownaniem Stokesa-Einsteina dla bardzo
niskich wartos$ci stezenia soli w roztworze, $rednica hydrodynamiczna miceli jest stala,
a liniowy wzrost wspoétczynnika dyfuzji wynika z oddziatywan van der Waalsa lub
odpychania elektrostatycznego. Srednice hydrodynamiczng dla zerowego stezenia soli
w roztworze otrzymuje sie poprzez ekstrapolacje do 0 zaleznosci dy(C) [181].
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4.2 Metody stosowane do oceny stabilnosci kompleks6w DNA

Do oceny zdolnosci lipopleks6w do wigzania kwaséw nukleinowych i badania
stabilnosci powstatych kompleks6w najczes$ciej stosowanymi metodami s3 elektroforeza
zelowa oraz potencjat zeta.

4.2.1 Elektroforeza zelowa w obecnos$ci bromku etydyny

Rozdziat elektroforetyczny prowadzony w Zelu agarozowym w obecno$ci bromku
etydyny pozwala na wizualizacje wolnych - nieskompleksowanych czgsteczek DNA, a tym
samym pozwala oceni¢, dla ktérych uktadéw kompleksowanie DNA z lipopleksami
wystepuje.

Elektroforeza to rozdzial czasteczek natadowanych w polu elektrycznym na skutek
przytozonego napiecia. Predkos¢ przemieszczania sie probki w zelu zalezy od wtasciwosci
samej makroczasteczki (rozmiar, ksztatt, tadunek), jak i wtasciwosci osrodka (gestos¢ zelu,
stopien usieciowania, sita jonowa, przytozone napiecie). Parametrem opisujacym zdolnos$¢
czastek do migracji w polu elektrycznym jest mobilno$¢ elektroforetyczna p wyrazana
wzorem [182]:

__ 4
6mnRy

Uel (30)
gdzie: g. - tadunek elektryczny czasteczki, 7 - lepko$¢ osrodka, Ry - promien
hydrodynamiczny czasteczki.

Elektroforeza zelowa jest podstawowym narzedziem w biologii molekularne;j
i biofizyce, pozwalajacym na badanie witasnosci biatek (masa czasteczkowa, punkt
izolektryczny, procesy agregacji, oddziatywania z innymi strukturami), ich rozdziat
i oczyszczanie, a takze badanie kwaséw nukleinowych. Do tych ostatnich wykorzystuje sie
elektroforeze agarozowa (na bazie agaru, czyli polisacharydu izolowanego z krasnorostéw),
gdzie stezenie agarozy jest dobrane do wielko$ci (dlugosci, ksztattu) badanego kwasu
nukleinowego. Dla kwaséw nukleinowych wysokomolekularnych stosuje sie Zele o niskiej
zawarto$ci agarozy ok. 0,5%, charakteryzujace sie niskim stopniem usieciowania,
umozliwiajgc swobodne przemieszczanie sie kwasu nukleinowego w zelu. Dla czasteczek
niskomolekularnych stosuje sie zZele o stezeniu agarozy ok. 2%, gdzie usieciowanie jest
wyzsze, co zapobiega ucieczce probki z zelu. W celu wizualizacji wynikéw dodaje sie do zelu
lub wybarwia po rozdziale - bromek etydyny, ktory interkaluje miedzy parami zasad
azotowych i fluoryzuje w S$wietle UV, dajac rédzowo-pomaranczowy obraz prazkéw,
zawierajacych rozdzielone w polu elektrycznym kwasy nukleinowe.

Gdy dojdzie do utworzenia stabilnego kompleksu, DNA zostaje otoczone
surfaktantami, ktére ograniczajg mozliwo$¢ wnikniecia bromku etydyny do wnetrza DNA -
dlatego nie obserwuje sie dla kompleksow prazkéw w zelu agarozowym w swietle UV [183].
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Uwalnianie DNA z lipoplekséw

W celu zbadania stabilno$ci komplekséw, w tym oceny jak silne jest wigzanie
lipopleksu z DNA, bada sie proces uwalniania DNA z kompleksu pod wptywem dodanej
do uktadu heparyny.

Heparyna to polisacharyd, powstalty w efekcie polimeryzacji dwucukru
przedstawionego na rysunku 18. Ze wzgledu na obecno$¢ grup siarczanowych,
amidosulfonowych i karboksylowych heparyna obdarzona jest ujemnym tadunkiem
elektrycznym o duzej gestosci [184]. Polisacharyd ten naturalnie wystepuje w organizmach
zywych, gdzie petni wiele funkcji min. dziata przeciwzakrzepowo poprzez tgczenie sie
z antytrombing, hamuje aktywacje czynnikéw Xa i Ila, a w konsekwencji blokuje dalsza
kaskade krzepniecia[185]. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci jest najpowszechniej
stosowanym antykoagulantem w preparatach leczniczych [186].

Rysunek 18. Monomer heparyny, w ktédrym oznaczono grupy funkcyjne nadajace tadunek
ujemny.

W badaniach nad stabilno$cig komplekséw, heparyna z racji zwielokrotnionego
ujemnego tadunku elektrycznego konkuruje z DNA o dodatnio natadowane czasteczki
surfaktantu, tym samym wypierajagc DNA z utworzonych komplekséw [187]. Uwolnione
DNA obserwuje sie podczas rozdziatu elektroforetycznego. O stabilnosci i sile wigzania
w kompleksach moéwi ilo§¢ heparyny wymaganej do uwolnienia DNA z kompleksu.

4.2.2 Potencjal zeta

Potencjatl zeta (ang. {-potential) to potencjal wystepujacy przy tzw. powierzchni
poslizgu czasteczek natadowanych w roztworach elektrolitow. Potencjat zeta dostarcza
informacji o stabilno$ci uktadéw koloidalnych, oddziatywaniach miedzyczasteczkowych,
przepuszczalnosci np. przez btony lipidowe czy biokompatybilnosci [188].

Powierzchnie czasteczek obdarzonych wypadkowym tadunkiem elektrycznym,
otacza w roztworze tzw. warstwa Sterna, ztozona ze $cisle upakowanych jonéw o znaku
przeciwnym. Wokot tej warstwy znajduje sie warstwa luzno zwigzanych jondw, ktére mogag
swobodnie dyfundowac¢ w obrebie tej warstwy — warstwa dyfuzyjna. Jej zakres okresla tzw.
granica pos$lizgu, zwigzana z potencjatem zeta, poza ktérg wystepuja wolne jony
w roztworze. Czasteczka przemieszcza sie wraz z jonami w warstwie Sterna jak
i dyfuzyjnej [189]. Na rysunku 19 przestawiono schemat rozkladu potencjatow
z uwzglednieniem obszaru wystepowania potencjatu zeta dla czasteczki natadowanej
ujemnie.
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Dwuwarstwa elektryczna
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Rysunek 19. Schemat rozktadu potencjatéw dla czasteczki natadowanej ujemnie.

Potencjal zeta $ci$le zalezy od temperatury, pH, przewodnosci roztworu (sity
jonowej) oraz lepkosci roztworu. Nawet niewielkie zmiany tych parametréw znaczaco
wptywajg na warto$¢ potencjatu zeta [188].

Wyznaczenie potencjalu zeta opiera sie na zjawisku rozpraszania $wiatta przez
natadowane czasteczki poruszajgce sie w polu elektrycznym E z predkoscig v. Predkos¢
czastek wyznacza sie z przesuniecia Dopplera, czyli réznicy czestotliwosci (lub faz) wigzki
padajacej i rozproszonej przez czasteczki roztworu. Znajac te dwa parametry mozna
wyznaczy¢ mobilnos$¢ elektroforetyczng zgodnie ze wzorem:

v

Her = E (31)

Mobilno$¢ elektroforetyczna jest proporcjonalna do potencjatu zeta ¢ zgodnie z
réwnaniem Henry’'ego [190]:

_ 2&&f (ka)
= —317
gdzie: € - stala dielektryczna os$rodka, f(xa) - funkcja Henry’ego, n - lepko$¢ o$rodka
w temperaturze pomiaru.

Odlegtos$¢ Debye’a k oraz promien czasteczki a i ich wzajemny stosunek okreslajg
grubo$¢ dwuwarstwy elektrycznej [188]. W przypadku badan nad lipopleksami stosuje sie
przyblizenie f{xa) = 1,5. Czasteczki o potencjale zeta mieszczacym sie w przedziale
od -10 mV do +10 mV uwaza sie za czasteczki neutralne, natomiast powyzej -30 mV lub
+30 mV jako czasteczki odpowiednio silnie anionowe lub kationowe [189].

(32)

Uer
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4.3 Ocena konformacji DNA

Do badania konformacji DNA w utworzonych kompleksach stosuje sie spektroskopie
dichroizmu kotowego i spektroskopie podczerwieni z transformatg Fouriera.

4.3.1 Dichroizm kotowy

Zjawisko dichroizmu kotowego (ang. Circular Dichrosim, CD) polega na réznym
stopniu absorpcji sktadowych promieniowania spolaryzowanego kolowo przez czgsteczki
chiralne (substancje optycznie czynne). W wyniku niejednorodnej absorpcji po przejsciu
przez badana substancje otrzymuje sie Swiatto spolaryzowane eliptycznie [191].

Miara dichroizmu kotowego substancji jest eliptycznos¢ 8 [mdeg], jednak jest to
wielko$¢ zbyt mata, aby méc jg bezposrednio zmierzy¢. Dlatego w spektropolarymetrach
CD przez prébke naprzemiennie przepuszcza sie Swiatto o kotowej polaryzacji
prawoskretnej i lewoskretnej, mierzac absorbancje dla poszczeg6lnych sktadowych [192].
Sygnat CD, czyli réznice absorbancji 44 mozna zapisa¢ zgodnie z prawem Lamberta-Beer’a
nastepujaco:

CD =AA = AL —Ap = SLCZ - SpCl = AeCl (33)

gdzie: A;, Ap - warto$¢ absorbancji $wiatta spolaryzowanego kotowo lewoskretnie
i prawoskretnie dla prébki o molowych wspétczynnikach ekstynkcji odpowiednio €, &p;
C - stezenie badanej substancji, I - dtugo$¢ drogi optyczne;.

Gdy w wiekszym stopniu absorbowane jest Swiatto spolaryzowane lewoskretnie niz
prawoskretnie to AA > 0, tym samym sygnat CD jest dodatni, zamiennie stosuje sie pojecie
dodatniego efektu Cottona. W przeciwnym wypadku, gdy 44 < 0 obserwowany jest ujemny
efekt Cottona (rysunek 20).

CDy,

Rysunek 20. Dodatni oraz ujemny efekt Cottona.

Miedzy eliptyczno$cig a r6znicg absorbancji sktadowych swiatta spolaryzowanego
kotowo przechodzacych przez badang substancje istnieje zalezno$¢ [193]:

D= ad=—T0 o] =
= 22T 180m 1098 T

32982 [mdeg] (34)

Warunkiem koniecznym do rejestracji efektu CD jest fakt, Ze obszar obserwacji CD
musi sie pokrywaé¢ z zakresem absorpcji promieniowania badanych czgsteczek.
Drugim warunkiem jest chiralno$¢ czasteczek, jednak od tej zasady jest wyjatek, kiedy
to czasteczki achiralne ze wzgledu na swoje specyficzne utozenie przestrzenne
np. w krysztatach wykazujg aktywno$¢ optyczng [193].
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Spektroskopie CD wykorzystuje sie miedzy innymi do badania struktury II-rzedowej
biatek (wptywu réznych czynnikéw na nig), a takze do badania konformacji kwasow
nukleinowych. Obszar obserwacji CD dla DNA miesci sie w zakresie absorpcji zasad
azotowych tj. 180-300 nm [194], gdzie maksimum absorpcji dla DNA przypada na 260 nm
(przejscie m — m*) i dla wiekszych czasteczek DNA nie zalezy od sktadu zasad
azotowych [195].

Same zasady azotowe nie wykazujg aktywnos$ci optycznej, chiralnos¢ ,nabywajg”
przez przylaczanie sie do szkieletu cukrowego, ktéry wymusza helikalng strukture
DNA [193, 196].

Na podstawie ksztattu widma CD i charakterystycznych dla niego parametréw mozna
wyznaczy¢ formy DNA w nastepujacy sposéb [193]:

e B-DNA - maksimum pasma dodatniego przypada na dtugos¢ fali 275 nm, minimum
pasma ujemnego - 245 nm, przeciecie z osig Y - 260 nm, ok. 180-190 nm pasmo
dodatnie o duzej intensywno$ci;

e A-DNA - pasmo dodatnie przy 260 nm jest duzo bardziej intensywne niz w formie
B-DNA, minimum pasma ujemnego - 210 nm, przy 190 nm obserwuje sie pasmo
dodatnie;

e 7-DNA - forma ta charakteryzuje sie intensywnymi pasmami ujemnymi, dla ktérych
minima przypadajg przy 290 nm oraz ok. 200 nm, wystepuje rowniez dodatnie pasmo
przy 260 nm, a przeciecie z osig Y przy 180 nm.

W zakresie powyzej 300 nm DNA nie powinno absorbowac $wiatta. Jezeli jednak
obserwowane s3 dodatkowe pasma w tym zakresie prawdopodobnie doszto do kondensacji
DNA. Tworzy sie wtedy tzw. forma psi 1, charakteryzujgca sie ekstremalng amplituda
pasma (dodatniego badZ ujemnego) przy ok. 280 nm, wynikajaca z chiralnej kondensacji
DNA [194].

4.3.2 Pasma charakterystyczne dla form DNA w widmach FTIR

Spektroskopia FTIR umozliwia zbadanie formy DNA zaréwno niezwigzanego jak
i w kompleksie, poprzez lokalizacje pasm specyficznych (markeréw) dla danej formy DNA.
W tabeli 2. zestawiono liczby falowe, przy ktérych wystepuja pasma charakterystyczne dla
danej struktury DNA [197,198].

Tabela 2. Pasma charakterystyczne w widmach FTIR dla r6znych forma DNA.

Forma DNA
Charakterystyczne pasma
B-DNA A-DNA Z-DNA

Drgania rozciagajace v-o, 1715 cmt 1700-1695 cm-t 1690 cm1
Ve=ny guaniny i tyminy
Drgania charakterystyczne 1425 cm-t 1418 cm-t 1408 cm-1
dla deoksyrybozy
D - P "

reania rozelagajace resz 1226-1221 cm | 1241-1235 cm-! 1216 cmt
fosforanowych 45vpo>

894 cm'! 899 cm'! 930 cm-?!
Inne markery DNA
836-810 cm! 825-800 cm! 800-780 cm1!
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4.4 Testy cytotoksycznosci

Ocena wptywu substancji chemicznych (lekéw, surfaktantéw, lipidow, itp.)
na prawidtowy rozwo6j komorek, pozwala wykluczyé substancje, ktoére wykazuja
toksycznos$¢, tym samym zweryfikowa¢ czy projektowany nosnik nie wywota
niepozadanych reakgcji ($mierci komorki).

Wsré6d metody stosowanych do oceny cytotoksycznos$ci mozna wyrdznié: testy
kolorymetryczne, testy fluorometryczne, testy luminometryczne oraz wybarwianie
komorek [199].

Metody oparte o wybarwianie komoérek wykorzystuja zdolno$¢ barwnikow
do przenikania przez btone komoérkowg i gromadzenia sie w okreslonych organellach
komoérkowych. Metody te mozna podzieli¢ w zaleznosci od tego czy wybarwieniu ulegaja
zywe czy martwe komorki [200]. W sytuacji, gdy wybarwiane sa:

e martwe komorki - barwniki moga swobodnie wnika¢ do wnetrza komoérki i gromadzic¢
sie w cytoplazmie (np. wybarwianie btekitem trypanu) lub wigza¢ sie ze strukturami
komérki np.DNA (np. wybarwianie bromkiem etydyny) lub przytacza¢ sie
do zdepolaryzowanej btony komdrkowej (np. wybarwianie nigrozyna). Efekty
te najczesciej zwigzane sa z naruszeniem integralnosci btony komorkowe;.

o zywe komorki - barwnik wnika do komérki i gromadzi sie w cytoplazmie (np. dwuoctan
fluoresceiny) lub wigze sie np. z DNA (np. oranz akrydyny). Efekty te najcze$ciej
sg zwigzane z modyfikacjg struktury barwnika w obecnosci innych czasteczek.

Metody kolorymetryczne sg szeroko stosowane do iloSciowej oceny aktywnosci
metabolicznej komoérek. Najpopularniejszg tego rodzaju metoda jest test przezywalnosci
komoérkowej MTT, ktéry de facto opiera sie na ocenie funkcji mitochondriéw - tj. zdolnosci
do redukgji soli tetrazoliowych do formazanu. Komérki z badanym czynnikiem inkubuje sie
przez okres$lony czas, a nastepnie do uktadu dodaje sie s61 MTT (bromek 3-(4,5-dimetylo-
tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu). Rozpuszczalna w wodzie s6l MTT (o barwie Zottej)
rozktadana jest przez dehydrogenaze bursztynianowa zywych  komorek
do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu (o barwie ciemno fioletowej). Ocena
aktywnos$ci mitochondrium (réwnoznacznej z przezywalnoscia komoérek) oparta jest
o pomiar absorbancji przy dtugosci 570 nm.

Innymi powszechnie stosowanymi testami s3: test LDH (ang. lactate dehydrogenase)
- pozwalajacy sprawdzi¢ czy dany czynnik powoduje przerwanie cigglosci btony
komoérkowej; test NRU (ang. neutral red uptake) - wykorzystujacy zdolnos$¢ zywych
komoérek do akumulowania czerwieni obojetnej w liposomach; oraz test CVS (ang. crystal
violet assay) -polega na wybarwianiu komoérek fioletem krystalicznym, ktéry wiaze sie
do biatek i DNA zywych komorek.

Na rysunku 21 zestawiono schematyczng reprezentacje testéw kolorymetrycznych,
z zaznaczeniem substratéw i produktéw reakcji oraz aktywnos$cig komorek, z jakg zwigzana
jest ta reakcja.
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A aktywnosé B akumulacja
MTT mitochondrium w liposomach
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Rysunek 21. Graficzna reprezentacji testow kolorymetrycznych stosowanych do badan
przezywalno$ci komdrek: test MTT (A), NRU (B), LDH (C) oraz CVS (D).

Liniami komoérkowymi czesto stosowanymi do badan m.in. cytotoksycznos$ci sa:
linie nienowotworowe takie jak HEK 293 (ludzkie fibroblasty), MEF (mysie fibroblasty), czy
miocyty, lub linie nowotworowe: HeLa (komorki raka szyjki macicy), PC12 (komoérki guza
chromochtonnego nadnercza szczura), czy Hep-G2 (komoérki nowotworu watroby) [201].

Linia komdrkowa HelLa, to najczesciej stosowana do testow toksycznosci hodowla
komoérek wywodzaca sie z komoérek raka szyjki macicy, pobranych w 1951 roku
od Henrietty Lacks [202]. Badania nad komoérkami HeLa rozpoczetly nie tylko intensywny
okres rozwoju badan komoérkowych, ale tez przyczynity sie do szeroko pojetego rozwoju
medycyny (np. powstanie szczepionki przeciw polio), biotechnologii czy genetyki
(klonowanie, badania in vitro). Komorki HelLa s3 tatwe w hodowli, przede wszystkim
dlatego, ze sg to komorki praktycznie nieSmiertelne, szybko sie dzielg i s3 stosunkowo
wytrzymate na warunki sSrodowiska. Dodatkowo transfekcja prowadzona na linii HeLa jest
tatwa i efektywna.

Parametrem charakteryzujacym cytotoksycznos¢ jest stezenie ECsy (ang. effective
concentration) - Srednie stezenie skuteczne danej substancji. Jest to stezenie substancji,
ktére indukuje okreslony efekt u 50% komdrek zywych w okreslonych warunkach.
Wyznacza sie go na postawie zalezno$ci przezywalnosci komérek od stezenia czynnika
wywotujgcego efekt cytotoksyczny.
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4.5 Przemiany fazowe w ukladach fosfolipidow

Charakterystyka przejs$¢ fazowych obserwowanych w uktadach lipidowych stanowi
istotng cze$¢ niniejszej pracy. Wyznaczanie parametréw termodynamicznych,
charakteryzujacych te procesy, takich jak: temperatura przej$cia fazowego, zakres
przemiany fazowej, entalpia przemiany, mozliwe jest dzieki zastosowaniu takich technik
jak spektroskopia podczerwieni oraz réznicowa kalorymetria skaningowa.

4.5.1 Roéznicowa kalorymetria skaningowa

Réznicowa kalorymetria skaningowa (ang. Differential Scanning Calorimetry, DSC)
to metoda szeroko stosowana do badania przemian fazowych, kinetyki procesow
krystalizacji, wyznaczania temperatury topnienia, przej$s¢ fazowych czy analizy
termodynamicznej biomolekut [203]. Metoda ta polega na rejestrowaniu réznic przeptywu
ciepta (strumienia ciepta) miedzy badang prébka a prébka referencyjng, ktére znajduja sie
w tych samych warunkach temperaturowych i pod tym samym ci$nieniem [204].
Kalorymetr DSC moze wystepowa¢ w dwoch typach: z przeptywem ciepta (ang. heat-flux)
lub z kompensacjg mocy (ang. power-compensated). W kalorymetrach DSC z przeptywem
ciepta, prébka badana i probka referencja znajduja sie w tym samym piecu, a mierzona jest
réznica temperatur miedzy probka a referencja. W kalorymetrach DSC z kompensacjg mocy
probka badana i probka referencyjna znajduja sie w osobnych piecach, uktad rejestruje
réznice miedzy moca elektryczng dostarczong do prébki a moca elektryczng dostarczong
do prébki odniesienia, wymagana, aby utrzymac zadang temperature [205].

W efekcie pomiaréw otrzymuje sie termogram DSC, ilustrujacy ilos¢ ciepla
wymienionego z otoczeniem przez probke w funkcji czasu lub funkcji temperatury.
Na rysunku 22. przedstawiono przyktadowa krzywa kalorymetryczng z zaznaczonymi
najwazniejszymi parametrami pomiaru.

Z krzywych DSC mozna bezposrednio oczyta¢ wartos$ci takich wielkosci jak [204]:

e kalorymetryczna entalpia przemiany - jest to pole powierzchni pod pikiem
przemiany AHcq (35), gdzie ¢, to pojemno$¢ cieplna,

AH,q = f c, dT (35)

e temperature poczatku Tonse: oraz konca Tenq przej$cia termicznego,
e zakres temperatur ATi» jako szeroko$s¢ w polowie wysokosci piku
przemiany fazowej,
e zmiana pojemnosci cieplnej uktadu 4Ac,, po przemianie fazowej
Posrednio wyznaczonymi warto$ciami uzyskanymi z krzywych DSC sg [206,207]:
e entropia przejscia AS:
_ My

AS 36
- (36)
e entalpia van’t Hoffa AH,y (37), gdzie K - stata rownowagi chemiczne;.
K AH,y
din—=—— 37
4T T RT? 37)

Wielkos¢ AH,x jest stosowana do wyznaczenia stopnia kooperatywnosci
przemiany jako stosunek AH,y/AH:.: gdy stosunek ten wynosi 0 - $wiadczy
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to o braku kooperatywnosci przemiany, gdy dazy do nieskonczonos$ci -
to przemiana jest wysoce kooperatywna.

Warto jednak podkresli¢, Ze ocena kooperatywnos$ci na podstawie
zaleznosci AH,u/AHca jest obarczona duzym biedem. Warto$¢ AH.u jest
wrazliwa m.in. na szybko$¢ skanowania (im wieksza predko$¢ skanowania
tym nizsze odczyty warto$ci entalpii przemiany, a wieksze odczyty
szeroko$ci potéwkowej) [208]. Dlatego kooperatywnos$¢ czesto oceniana
jest wylacznie na podstawie warto$¢ ATi., ktéra pozostaje w relacji
z entalpig van’t Hoffa zgodnie z zaleznoscia:

__4RT},

H,y = (38)

Ty

o
X
"E{:' - AHcal
-
[—)
[ o T
Q
] Tend
=4 T /[ lac,

T [K]
Rysunek 22. Reprezentacja schematyczna termogramu DSC z zaznaczeniem kluczowych
parametréow do analizy przemian fazowych.

Glowne przemiany fazowe fosfolipidow zazwyczaj charakteryzuja sie wysokim
stopniem kooperatywnos$ci. Badania wykazaly, ze dla fosfatydylocholin oraz
fosfatydyloetanoloamin obserwowano przesuniecie w kierunku wyzszych temperatur
przemiany fazowej wraz z wydtuzeniem czesci hydrofobowych, na skutek zwiekszenia sie
oddziatywan van der Waalsa miedzy taficuchami alifatycznymi. Zakres przemiany fazowej
fosfolipidow moze ulec poszerzeniu na skutek obecnosci cholesterolu i wzrasta¢ wraz
ze wzrostem jego stezenia w ukladzie.

W mieszaninach réznego rodzaju fosfolipiddw, poprzez niedopasowanie tancuchow
hydrofobowych i ostabienie oddzialywania van der Waalsa, zaobserwowano obnizenie
temperatury gtéwnej przemiany fazowej, a co wiecej w tych uktadach wystepowaty regiony
bogatsze w jeden rodzaj lipidow - taka separacja powoduje wystepowanie dwoch
maksiméw na termogramach DSC [207].
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4.5.2 Pasma charakterystyczne w analizie przemian fazowych fosfolipidow
na podstawie FTIR

Spektroskopie poczerwieni FTIR mozna réwniez zastosowaé¢ do badan przemian
fazowych w uktadach fosfolipidowych, analizujac zmiany w drganiach wybranych grup
funkcyjnych. Przemiany fazowe fosfolipidéw i charakteryzujace je pasma mozna podzieli¢
na trzy gtéwne grupy [209]:

A. Przemiana fazowa zwijzana z topnieniem tancucha weglowodorowego (przejscie
trans-gauche), gdzie analizie poddawane sg pasma:

®  4sVcH, asymetryczne drgania rozciggajgce grup metylenowych ok. 2920 cm-,

*  Vcu, Symetryczne drgania rozciggajgce grup metylenowych ok. 2850 cm-,

*  usVch, asymetryczne drgania rozciggajgce grup metylowych ok. 2962 cm-,

* V¢, symetryczne drgania rozciggajace grup metylowych ok. 2872 cm-,

® Ycnu, drgania nozycowe grup metylenowych ok. 1470 cm-,

® Jcp, drgania kotyszace grup metylenowych ok. 720 cm-1.

B. Zmiany stopnia hydratacji czesci polarnych na podstawie analizy pasm:

® V.-, drgania rozciggajgce grup karbonylowych CH,-COOR ok. 1750-1720 cm-1,

*  4sVpo; asymetryczne drgania grup fosforanowych POz ok. 1260-1200 cmt,

* S Vpo; Symetryczne drgania grup fosforanowych PO ok. 1100-1050 cm-™.

C. Przejscie fazowe zwigzane ze zmiang struktury krystalicznej i/lub pseudokrystalicznej
lipidéw - przej$cia te wyznaczane sg poprzez obecnos¢ specyficznych markeréw,
np. dla niektérych fosfatydylocholin podczas przejscia Lc—Lg mocnemu przesunieciu
ulega pasmo drgan nozycowych y¢y, (z 1473 cm ! na 1468 cm), zanika stabe drganie
rozciggajace od grup karbonylowych, a dla pozostalych drgan grup tancucha
weglowodorowego nie zmienia sie potozenie maksimum, pasma sa ostre, co sugeruje,
ze nie doszto do topnienia tancuchéw.
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4.6 Badania strukturalne lipopleksow

Do badan strukturalnych lipoplekséw mozliwe jest wykorzystanie techniki
matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego lub neutrondw,
dostarczajgcego zaréwno informacji o wielkosci jak i strukturze fazowej lipoplekséw, oraz
mikroskopii sit atomowych, ktora oprécz wiedzy o morfologii komplekséw moze rowniez
dostarczy¢ informacji o ich wtasciwosciach mechanicznych.

4.6.1 Matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego

Matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (ang. small angle X-ray
scattering, SAXS) to metoda analizy rozproszonego promieniowania rentgenowskiego pod
bardzo malym katami (typowy zakres kata 260 to od 0,1° do 2°) na strukturach rzedu
nanometréw, dostarczajgca informacji na temat rozmiaru, ksztattu, stopnia
polidyspersyjnosci, orientacji czasteczek, porowatosci czy tez krystaliczno$ci badanego
materiatu. W przeciwienstwie do metod dyfrakcyjnych, metoda SAXS dostarcza informacji
o niskiej rozdzielczosci, ale umozliwia badanie uktadéw o niskim uporzadkowaniu, ktore
charakteryzuje wiele uktadéw w materii miekkie;j.

Podstawg wszelakich technik eksperymentalnych zwigzanych z uzyciem
promieniowania rentgenowskiego jest sposob, w jaki promieniowanie oddziatuje z materia.
W przypadku techniki SAXS bada sie promieniowanie rozproszone przez elektrony
znajdujgce sie w atomach badanego przez nas materiatu. Modelem rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego na natadowanej czgstce jest klasyczny model
opracowany przez J.]J.Thomsona. Ze wzgledu na bardzo duzg czestotliwo$¢
promieniowania rentgenowskiego mozna elektrony zwigzane w atomie traktowac jak
elektrony swobodne. Fala elektromagnetyczna dziata na natadowana czastke
przyspieszajac jg poprzez dziatanie pola elektrycznego fali padajacej. Przy$pieszona czgstka
natadowana jest zZrodtem fali rozproszonej o tej samej czestotliwos$ci jak fala padajaca,
ale jest przesunieta w fazie o 180°. Dla $wiatla niespolaryzowanego intensywno$¢
promieniowania rozproszonego przez elektron pod katem 26 dana jest wzorem:

4mmc?

e \°
I, =1, <—> (1 — cos? 20) (39)

gdzie e - tadunek elektronu, m - masa elektronu, ¢ - predko$¢ Swiatta w proézni,
Ip - intensywnos¢ wigzki padajace;.

Z powyzszego wzoru wynika, Ze intensywno$¢ promieniowania jest odwrotnie
proporcjonalna do kwadratu masy czastki rozpraszajacej. W zwiazku z tym, Ze proton jest
ciezszy od elektronu ponad 1836 razy wktad do intensywnosci rozpraszania przez protony
jest zaniedbywalnie maty w wiekszosci przypadkdow.
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Rysunek 23. Rozpraszanie przez dwa centra znajdujgce sie w obiekcie rozpraszajacym:
7 — wektor 1gczacy dwa punkty O i O’. R6znica drog przebytych przez promienie
rozproszone wynosi: A0 + BO = —7-5,+7-5

Oczywiscie poza najprostszym atomem wodoru atomy pierwiastkéw majg wiecej
niz jeden elektron. Fale rozproszone przez elektrony danego atomu ulegajg interferencji.
Mozna wiec zapisa¢ wzor amplitudy fali rozproszonej na atomie jako sume fal
rozproszonych przez poszczegélne elektrony (N elektronéw) znajdujace si¢ w potozeniu 7:

Al 2T s
OB Ay

J

(40)

gdzie: A - jest amplitudg rozpraszania przez elektron, 1 - dtugos$¢ fali promieniowania,
s — wektor falowy fali rozproszonej, s, - wektor falowy fali padajace;.

Jako Ze wedlug mechaniki kwantowej nie mozna poda¢ doktadnego potozenia
elektronéw w atomie, a jedynie funkcje opisujacg prawdopodobienstwo potozenia
elektronu, amplitude rozpraszania mozna zapisa¢ przyjmujac ciagla gestos$¢ elektronowa
p(7) a sume w powyzszym wzorze zamieni¢ na catke po objetosci atomu V. W ten sposob
mozna otrzyma¢ wzor na atomowy czynnik rozpraszania f;, ktéry przyjmuje nastepujacy
WZOr:

fa(‘_])) = fe f‘/:m:p(r)eiﬁ? av (41)

- - . 7 - - T - 4 0 0 .
gdzie: ¢ - jest wektorem rownym q = k — k,, |q| = %sm 8, fo - amplituda rozpraszania
przez elektron, V - objeto$¢ catkowania. Wida¢, wiec ze amplituda rozpraszania przez atom

(a w ogoélnosci ciagly rozktad centréow rozpraszania) jest transformatg Fouriera gestosci
elektronowe;.

Dla zbioru N atoméw amplituda rozpraszania dana jest wiec w og6lno$ci wzorem:

N
F@) =) e (42)
j=1

W ogélnosci prawie zawsze mamy przypadek, gdy badamy wiecej niz jedna
czagsteczke. Mozemy zatem zapisa¢ wzdr na intensywno$¢ rozpraszania 1(G) zbioru N
czasteczek w postaci wzoru:

1(@) = NIF(DI? (43)
gdzie F(G) jest amplitudg rozpraszania przez pojedynczg czgsteczke dang wzorem:
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F(G) = f @ el dy (44)

gdzie 7 - jest wektorem potozenia, a p(7) jest gestoscig elektronowg w punkcie 7. Jezeli
nasze N czgsteczek zawieszonych jest w medium (np. roztworze), a przewaznie wtasnie taki
mamy przypadek, to wzér na F(q) nalezy zmodyfikowaé zamieniajgc warto$¢ p(7) -
tzw. Kontrastem Ap(7) = p(¥) — pm , gdzie p,, jest usredniong gestoscig elektronowa
medium. Dla izotropowego utoZenia czasteczek w medium, mozna zmodyfikowany wzoér
na F(§) przedstawi¢ w postaci jednowymiarowej funkcji F(q):

Dimax sinqr

F(q) = 4n f Ap(r)

0 qr

45
ridr (45)

gdzie: Dper jest maksymalnym rozmiarem czasteczki. Okazuje sie, ze warto$¢ |F(q)|?
mozna zapisa¢ w postaci:

IF()I? = V2Ap*P(q) (46)

gdzie: V - jest objetoscia czasteczki, Ap jest usredniona gestoscig elektronowa czasteczki,
a funkcja P(q) jest funkcja nazywang czynnikiem ksztattu (ang. form factor) i jest zalezna
od ksztattu czagsteczki. Dla kilku ksztattow czasteczek np. kuli, dysku czy walca, udato sie
znaleZ¢ postac¢ analityczng czynnika ksztattu.

Na rysunku 24 przedstawiono schemat eksperymentu SAXS. Fotony wiazki
promieniowania rentgenowskiego o wektorze falowym k; docieraja do probki. Na skutek
silnego uderzenia, powodujg wytrgcenie elektronéw z potozenia réwnowagi, przez co staja
sie one zrodtem fal sferycznych o energii i dtugosci fali jak wigzka padajaca (rozpraszanie
elastyczne Rayleigh’a), ale rozchodzacej sie pod innym katem - o wektorze falowym kg
Roéznica miedzy wektorem falowym wigzki padajaceji rozproszonej to wektor rozpraszania
g, a kat miedzy wektorami falowymi wigzki padajacej i rozproszonej to kgt rozpraszania 26.
Wektor rozpraszania g mozna zdefiniowac jako zaleznosc:

4T
q= Tsin@ (47)

gdzie A - dtugos¢ fali padajace;.

detektor I(q)
prébka

K; I
> 20
q
\N
q

Rysunek 24. Idea eksperymentu i pomiaru SAXS dla uktadu rozpraszajacego izotropowo.
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Intensywno$¢ rozpraszania czasteczek w roztworze I(q) moze by¢ zdefiniowana
jako iloczyn czynnika ksztattu P(q) oraz czynnika struktury (ang. structure factor) S(q):

I(q) = P(q)-S(q) (48)

Czynnik ksztattu opisuje oddziatywania wewnatrzczasteczkowe, dostarczajac
informacji o rozmiarze i ksztatcie czasteczek. Czynnik struktury opisuje oddziatywania
miedzyczasteczkowe, gdzie fale rozpraszane przez pojedyncze czasteczki oddziatujac
ze soba. Skrajnym przypadkiem takiego uktadu jest krysztat a funkcja S(q) jest transformata
Fouriera sieci krystalicznej. Dla idealnych roztworéw monodyspersyjnych S(g)=1 -
oznacza to, ze nie wystepuja oddzialywania miedzyczasteczkowe.

Teoretyczng intensywno$¢ rozpraszania pojedynczej czasteczki mozna réwniez
zapisac jako funkcje czynnika ksztattu P(q), kontrastu elektronowego Ap, ktory jest réznica
miedzy gestoscia elektronowgq czasteczki p, a ttem p, oraz objetosci czasteczki V,[210]:

I,(q) = (Ap)*VEP(q) (49)

Analizujgc zalezno$¢ czynnika ksztattu od wektora rozpraszania mozna wyznaczy¢
pewne obszary na krzywej P(q), opowiadajace za dostarczenie konkretnych informacji
o strukturze (rozmiar, ksztatt, powierzchnia) badanych obiektéw (rysunek 25) [211].

Rozmiar Ksztatt Powierzchnia

log[P{qg)]

log(q)
o
Guinier Fourier Porod
Dmax
R Q.
g S\V,
Vp
M
5 »>

Rysunek 25. Zalezno$¢ czynnika ksztattu od wektora rozpraszania z zaznaczeniem
obszar6w stosowanych do analizy rozmiaru, ksztattu i powierzchni badanych obiektéw
(u gbry) oraz wykres funkcji wewnetrznego rozktadu odlegtosci miedzyczasteczkowych

p(r) dla przyktadowych struktur (u dotu). Rysunek przygotowano na podstawie [210,212].
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Obszar P(q) przy niskich wartosciach g, dzieki przyblizeniu Guinier’a dostarcza
informacji o rozmiarze czasteczki, gdzie tzw. promien zyracji Ry okresla rozktad atomow
czasteczki wokét srodka jej masy. Dla czasteczek kulistych (w roztworze rozcienczonym
i izotropowym) mozna zapisa¢ Ry jako zalezno$c¢ (50), gdzie Iy to intensywnos$¢ rozpraszania
ekstrapolowana dla kata zero [213].

[ = lye R3a°/3 (50)

Poddajac zaleznos¢ P(q) dla uktadéw monodyspersyjnych transformacie Fouriera
otrzymuje sie tzw. wewnetrzny rozklad odlegtosci miedzyczasteczkowych p(r) (ang. pair
distance distribution function, PDDF), ktéry dostarcza informacji o ksztalcie czasteczek:

P =5 P @) sinar) da (51)

Gdy wartos¢ funkcji p(r) przyjmuje warto$¢ zero, mozliwe jest znalezienie
maksymalnej odlegltos$ci (maksymalnego rozmiaru czgsteczek - Dma), ktéra w przypadku
czasteczek sferycznych okresla ich $rednice, w przypadku czasteczek cylindrycznych -
wysoko$¢ [212]. Ksztatt funkcji p(r) jest charakterystyczny dla danego ksztattu.
Ksztatt funkcji p(r) dla wybranych czasteczek modelowych przedstawione sg
na rysunku 25. Wewnetrzny rozktad odlegto$ci miedzyczasteczkowych p(r) moze zostaé
réwniez wykorzystany do wyznaczenie promienia zyracji czasteczek zgodnie ze wzorem
(52), jest to tzw. drugi moment funkcji p(r) [213]:

gz _ Jo PIrdr

92 fooop(r)rdr 2

Zgodnie z prawem Porod’a w trzecim rozwazanym obszarze funkcji P(q) przy
wysokich wartosciach g - zanik intensywnosci jest proporcjonalny do g+ (dla kulistych
czastek) [212]. Obszar Porod’a dostarcza informacji o powierzchni czasteczek, ktore sg dos¢
Scisle zbite, ale o jednolitej gestosci. W przypadku materiatow porowatych szczegdlnie
istotny jest stosunek powierzchni do objetosci tzw. powierzchnia wiasciwa okreslany
wzorem (53), gdzie Q to stata Porod’a (ang. Porod invariant). Obszar ten dostarcza rowniez
informacji o objeto$ci czasteczki V, rozpraszajacej (inaczej zwanej objetos¢ Porod’a) (54)
czy masie czasteczkowej [214].

w(lim 1@q*)  w(lim 1@q")

S - (53)
Voo [, a*1(q)dq Q
2121(0)
=g (54)

Badania SAXS ukladow lipidow i ukltadoéw lipidopodobnych

Charakterystyczna cechg uktadow lipidowych i lipidopodobnych jest wystepowanie
faz strukturalnych bedgcych nastepstwem procesu samoorganizacji. Doktadny opis faz
strukturalnych znajduje sie w rozdziale X. Charakterystyczna cecha tych uktadéw jest
wystepowanie dalekozasiegowego porzadku siegajgcego nawet kilku mikrometréw.
Uporzadkowanie to moze by¢ jednowymiarowe np. faza lamelarna, dwuwymiarowe
np. cylindryczna faza heksagonalna czy tréjwymiarowe np. faza regularna. Réwniez
charakterystyczne uprzadkowanie np. odleglo$ci pomiedzy dwuwarstwami w fazie
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lamelarnej sg rzedu kilku nanometréw a to jest wtasnie zakres typowo prébkowany
w eksperymencie SAXS.

Krzywa rozpraszania I(q) moze wiec posiadac réwniez wyrazne maksima, tzw. piki
Bragg’a, ktére wystepuja, gdy badane czasteczki tworzg wysoce uporzadkowane struktury.
Prawo Bragg’a wyprowadzone dla struktur krystalicznych okresla wzajemna relacje miedzy
potozeniem maksimum gmex a odlegto$ciami miedzyptaszczyznowymi czasteczek
dBragg [211]:

21

dBragg = [nm] (55)

Amax

Fosfolipidy ze wzgledu na zr6znicowang gestos¢ elektronowg (wysoka w obszarze
gtow, Srednig - taricuch6w hydrofobowych i niskg - w centrum dwuwarstwy), sa dobrym
materiatem do badan SAXS. Uktady surfaktant/lipid/DNA moga wystepowaé w fazie
lamelarnej, regularnej, heksagonalnej, itp. [156]. Pozycje pikow Bragg’a obserwowane
dla fazy lamelarnej wystepuja wzgledem siebie w stosunku: 1:2:3:4:..., heksagonalne;j:
V3:2:V6:3:V12:... lub regularnej np. la3d: V6:V8:V14:4:..., itd. [215]. Metoda SAXS pozwala
wiec na identyfikacje i dania strukturalne faz wystepujacych w uktadach lipidowych.
Bardzo czesto uktady lipidopodobne mogg tworzy¢ struktury typu miceli, pecherzyki czy
bicele. Ze wzgledu na ich wielko$¢ rzedu kilkunastu nanometréw mozna je bada¢ za pomoca
metody SAXS. Poréwnujac ksztalt krzywej rozpraszani I(q) czy krzywej odlegtosci
miedzyczasteczkowych p(r) jesteSmy w stanie dostarczy¢ informacji na temat ksztattu
struktur, ale réwniez okresli¢ ich promien zyracji Ry czy maksymalny rozmiar Dpax.

4.6.2 Mikroskopia sit atomowych

Mikroskop sit atomowych (ang. Atomic Force Microscope, AFM) to rodzaj
mikroskopu z sonda skanujacg (ang. Scanning Probe Microscopy, SPM), wykorzystujacy
zmiany wychylenia elastycznej mikrobelki z igla skanujaca (ostrzem), na skutek
oddziatywan (elektrostatycznych, magnetycznych, kapilarnych, sit van der Waalsa, tarcia,
adhezji. itp.) miedzy ostrzem a proébka. Pomiary wychylen sondy stanowig informacje,
na bazie ktorej tréojwymiarowy obraz powierzchni badanej probki jest budowany. W ten
sposo6b bada sie topografie probki (informacja o wysokos$ci obiektéw), ale mikroskopie AFM
mozna stosowac¢ takze do badan wtasciwosci: elastycznych, elektrostatycznych,
magnetycznych czy termicznych [216].

Charakter oddziatywan prébka-ostrze opisuje potencjal Lennarda-Jonesa. Jezeli
chmury elektronowe atoméw ostrza i probki pozostajg w bliskiej odlegtosci, ale nie
naktadaja sie na siebie - miedzy sonda a probka wystepuja sity przyciagajace, uginajace w
efekcie mikrobelke. Jezeli w wyniku kontaktu dojdzie do natozZenia sie orbitali atomowych
- ostrze zostaje odepchniete od proébki, réwniez powodujac ugiecie mikrobelki,
ale w przeciwnym kierunku.

Tym samym system AFM moze pracowac w trybach:

e kontaktu - ostrze pozostaje w kontakcie z powierzchnig préobki, w obszarze sit
odpychajacych. Dzieki zastosowaniu petli sprzezenia zwrotnego utrzymane jest
ugiecie sondy przy ustalonej sile nacisku i odpowiedZ sprzezenia zwrotnego
wykorzystywana jest do wygenerowania obrazu topograficznego.

e bezkontaktowy - sonda wprawiona w oscylacje o niewielkiej amplitudzie
przemieszcza sie w niewielkiej odlegtosci nad prébka (pojedyncze Angstremy)
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w obszarze sit przyciggajacych, topografia rejestrowana jest na bazie modulacji
amplitudy oscylacji czestotliwoSci.

e tryb przerywanego kontaktu (ang. tapping mode, TM), znany tez jako tryb AC
(ang. Air Contact Mode). Sonda oscyluje w poblizu swojej podstawowej czestotliwosci
rezonansowej tak ze koicowka ostrza bedzie w kontakcie z powierzchnia probki przy
maksymalnej, ujemnej amplitudzie drgan. Petla sprzezenia zwrotnego bedzie
utrzymywac statg amplitude oscylacji mikrobelki, a zatem statg site oddziatywania.
Metoda ta jest odpowiednia do badania miekkich i delikatnych struktur, poniewaz nie
uszkadza ich powierzchni, przez co minimalizuje mozliwo$¢ zabrudzenia ostrza
badanym materiatem, a przy tym pozwala na badanie materialéw biologicznych
w warunkach wysokiej wilgotnosci [217].

e tryb QI (ang. quantitative imaging), opracowany przez firme JPK (obecnie Bruker),
ktéry stanowi alternatywe dla trybow pracy standardowych mikroskopéw AFM.
W trybie, poza informacja o wysoko$ci obiektéw, zbierane sg informacje o sile tarcia,
adhezji, elastyczno$ci w kazdym punkcie prébki (tworzy sie mapa krzywych
sitowych), bez wprowadzania poprzecznych sit, ktére mogtyby uszkodzi¢ badang
powierzchnie. Dzieki temu w jednym czasie zbierane sg informacje o wtasciwo$ciach
mechanicznych badanej probki jednocze$nie otrzymujac obraz topograficzny probki.
Tryb ten nadaje sie do badania zaréwno préobek kruchych, luznych, miekkich, lepkich
czy stromych, przez co staje sie uniwersalnym narzedziem zapewniajgcym
dostarczenie w krotkim czasie danych z wysoka rozdzielczoscia.

Mikroskopia AFM znalazta szerokie zastosowanie w badaniach uktadéw
biologicznych, takich jak badanie adhezji patogenéw do komoérek, mikrostruktury komorek
nowotworowych i komdrek macierzystych, diagnostyki i leczenia chordb, proceséw
starzenia komorek, oddzialywan kwaséw nukleinowych z rozmaitymi strukturami
biologicznymi oraz szeroko pojetej analizy komorek i tkanek. Ciagly rozwdj technik SPM
umozliwit pomiary wewnatrzkomérkowe tzw. technika unroofing, polegajaca na badaniu
wnetrza komorki dzieki rozerwaniu bltony komoérkowej [218]. Badania membran
lipidowych czesto dotycza rozktadu domen lipidowych [219], wlasno$ci mechanicznych jak
lepkosprezystos¢ [220], lub badania proceséw wbudowywania sie biatek btonowych
w struktury dwuwarstw oraz petionych przez nich funkcji [221].
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5 Materialy i metody eksperymentalne

Badane w pracy lipopleksy jako wielosktadnikowe niewirusowe uktady do wigzania
i transfekcji kwaséw nukleinowych, sposéb ich wytwarzania oraz zastosowanie
do wprowadzania materiatu genetycznego do zywych komorek, zostaly zgtoszone
do Urzedu Patentowego RP i zarejestrowane pod numerem PL241612, ktérego
to zgtoszenia jestem wspdétautorem.

5.1 Badane zwiazki

Surfaktanty trimeryczne

Surfaktanty trimeryczne bedace przedmiotem badan, zostaly otrzymane
i udostepnione dzieki uprzejmosci dr hab. Andrzeja Skrzypczaka z Instytutu Technologii
i Inzynierii Chemicznej Politechniki Poznanskiej. Do badan wybrane zostaty trimeryczne
kationowe surfaktanty réznigce sie budowa czesci polarnej. Wyzszy stopien oligomeryzacji
pozwala sadzi¢, ze surfaktanty te stanowi¢ beda wydajne nos$niki dla terapii genowe;.
Na rysunku 26 zestawiono wzory strukturalne badanych surfaktantéw trimerycznych wraz
z ich pelnymi nazwami i skréconymi oznaczeniami przyjetymi w pracy.

Surfaktanty zostaty otrzymane w reakcji czwartorzedowania
N,N-dimetylododecyloaminy lub 1-dodecyloimidazolu Iub 1-dodecylobenzimidazolu
z 1,2,3-trichlorometoksypropanem zgodnie z procedurg zaproponowang przez Juliusza
Pernaka [222]. Surfaktant te zostaly zgloszone do Urzedu Patentowego RP i zarejestrowane
pod numerem PL202540.

3cr 3cr 3cr
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a) b) <)

Rysunek 26. Wzory strukturalne badanych surfaktantéw trimerycznych:
a) trichlorek 1,2,3-propanotri[oksymetylo-3-(1-dodecyloamoniowy) — TRI_N,
b) trichlorek 1,2,3-propanotri[oksymetylo-3-(1-dodecyloimidazoliowy) — TRI_IMI,
c) trichlorek 1,2,3-propanotri[oksymetylo-3-(1-dodecylobenzimidazoliowy) - TRI_BEN.
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W przypadku badanych surfaktantéw trimerycznych do czynienia mamy z czeScig
polarng opartg na azocie o stopniu hybrydyzacji sp3 (klasyczne czwartorzedowe sole
amoniowe) - surfaktant oznaczony jako TRI_N, oraz z atoméw azotu wbudowanych
w aromatyczne struktury heterocykliczne - imidazoliowe (TRI_IMI) i benzimidazoliowe
(TRI_BEN).

Zréznicowanie zwigzkoéw tworzacych czesci polarne surfaktantéw zwigzane jest
z ich wlasciwosciami i potencjalnym wplywem na proces kompleksowania DNA. RéZna
budowa cze$ci hydrofilowej, pozwala kontrolowaé¢ plynno$¢ utworzonych
struktur/komplekséw, tak jak ma to miejsce w przypadku cholesterolu, wystepujacego
w naturalnych btonach komorkowych [223]. Pod wzgledem biologicznym zwigzki
te (tj. czwartorzedowe sole amoniowe, imidazoliowe, benzimidazoliowe o odpowiedniej
dtugo$ci  tanicucha alkilowego) charakteryzuja sie silnymi  wlasciwo$ciami
antybakteryjnymi i przeciwgrzybiczymi [224 - 226].

Aby zwiekszy¢ biokompatybilno$¢ surfaktantéw, diugo$¢ tancucha bocznego
surfaktantow jest zblizona do dtugosci taricuchéw bocznych lipidéw naturalnie budujgcych
btony biologiczne - taficuchy alkilowe badanych surfaktantéw trimerycznych sktadaty sie
z 12 atomdéw wegla [227, 228].

Badane surfaktanty majg ten sam rodzaj tgcznika, w ktérego sktad wchodzg grupy
oksymetylenowe, nadajace mu hydrofilowy charakter.

Nalezy wspomnie¢, ze surfaktanty trimeryczne tj. TRI_LN i TRI_IMI zostaty juz
wczesniej wykorzystane do badan jako nosniki materiatu genetycznego w Zaktadzie Fizyki
Biomedycznej UAM. Dr Andrzejewska w swojej pracy skupita sie nad badaniami uktadéw
binarnych (bez fosfolipidéow) na bazie dwdch powyzszych surfaktantéw i tylko kroétkich
fragmentéw (21 pz) DNA lub RNA [229]. Przytoczone badania wskazuja na mozliwe
zastosowanie surfaktantow jako niewirusowych no$nikéw. Wstepne badania
dr Andrzejewskiej nie odpowiadaja na wiele pytan chociazby, czy surfaktanty te réwnie
efektywnie bedg kompleksowaty czasteczki kwaséw nukleinowych o wiekszej dtugosci lub
jaki wptyw moga wywiera¢ na btone lipidowa. Co wiecej prezentowane przeze mnie wyniki
uwzgledniaja réwniez surfaktant TRI_BEN - rozszerzenie grupy badanych surfaktantow,
pozwala lepiej dostrzec tendencje, jaka na kompleksowanie ma wptyw rodzaj czesci
polarnej zastosowanego surfaktantu. Ostatnia kluczowa réznica w stosunku
do wspomnianych badan, jest obecno$¢ fosfolipidow w rozpatrywanych przeze mnie
uktadach, ich obecno$¢ w uktadzie niebywale polepsza wtasciwosci takich no$nikéw.

Fosfolipidy

Drugim sktadnikiem badanych lipoplekséw byly wybrane fosfolipidy, naturalnie
budujace btony komoérkowe. Ich wzory, petne nazwy oraz temperatury przejs$¢ fazowych
zestawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Zestawienie badanych lipidow [230].

o
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DMPC ST 677,933 g/mol T, =24°C
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1,2-dimyristylo-sn-glycero-3-fosfatydylocholina
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DOPE /\/\/\/\;/\/\/\/\(0 oo 744,034 g/mol T, =10°C

o
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DMPC oraz DPPC sa pochodnymi fosfatydylocholiny, czyli w czesci polarnej
zawierajg reszte kwasu ortofosforowego (kwasu fosforowego (V) oraz czasteczke choliny,
a DOPE jest pochodng fosfatydyloetanoloaminy - hydrofilowa gtowa sktada sie z reszty
kwasu ortofosforowego oraz czasteczki etanoloaminy. DMPC oraz DPPC to fosfolipidy
zawierajgce nasycone reszty kwasow tluszczowych w cze$ci niepolarnej, o dtugosci
odpowiednio 14 i 16 atoméw wegla. DOPE z kolei sktada sie z dwdch nienasyconych
tanicuchéw bocznych o dtugosci 18 atoméw wegla (wigzanie podwdjne miedzy Co-Cio).

Zastosowane mieszaniny lipidéw w badanych uktadach miaty nastepujacy sktad:

e 10% DMPC (w pracy oznaczono jako L1)
e 9% DMPC + 1% DOPE (L2)
e 4,5% DMPC + 4,5% DPPC + 1% DOPE (L3)

Wedtug doniesien literaturowych dodatek lipidéw znaczgco wptywa na tworzenie
kompleks6w DNA, obecno$¢ lipidéw nienasyconych moze wptywac¢ na ptynnosc powstatej
btony, a tym samym przektadac¢ sie na efektywnos¢ kompleksowania i transfekcji, co wiecej
réznorodnos¢ lipidow w wektorach zwieksza biokompatybilno$¢, tym samym zwiekszajac
wydajnos¢ transfekcji materiatu genetycznego do komorek.

Lipidy zostaly zakupione z firmy Avanti Polar Lipids (USA). Ze wzgledu na wysoka
czystos$¢ (powyzej 99%), nie zastosowano dodatkowych procedur oczyszczania.

Kwasy nukleinowe

Do badan procesu kompleksowania zastosowano kwasy nukleinowe o réznej liczbie
par zasad: 20 kpz (Sigma Aldrich, USA), 185 pz (Sigma Aldrich, USA) oraz 21 pz (Future
Synthesis, Polska).
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5.2 Preparatyka probek

Uktady do badan sktadaty sie z DNA o okreslonej dtugosci (20 kpz, 185 pz, 21 pz),
surfaktantu (TRI_N, TRI_IMI, TRI_BEN) o stezeniu odpowiednim do uzyskania zaktadanego
stosunku p/n oraz wody (H20 lub D,0) lub mieszaniny lipidéw (L1, L2, L3), przygotowanych
w stosunku objetosciowym 1:1:2. Schemat sktadu prébek przestawiono na rysunku 27.

Surfaktant:

TRI_N

TRI_IMI Woda

TRI_BEN

Lipidy:

DNA: * DMPC (L1)
+ 20kpz * DMPC/DOPE (L2)
+ 185pz * DMPC/DPPC/DOPE (L3)
* 20pz

Rysunek 27. Schemat sktadu badanych prébek.

5.2.1 Przygotowanie roztworéow wyjsciowych

Roztwory surfaktantéw przygotowano tak, aby stezenie wyj$ciowe wynosito
21,4 mM. Roztwory poddano homogenizacji ultradzwiekami w 50°C do czasu ich
catkowitego rozpuszczenia (ok. 30 minut). Nastepnie sporzadzono cigg rozcienczen
(10-minutowa homogenizacja ultradzwiekowa w 50°C), aby osiggna¢ okre$lone wartosci
p/n, zgodnie z zaleznoscia:

p _ 3- Csurf (56)
n k- -Cpya

gdzie Car - stezenie molowe surfaktanty, Cpowva - stezenie molowe DNA, k - liczba
fadunkéw ujemnych przypadajaca na czasteczke DNA (np. dla DNA o dtugosci 185 pz,
k =370), 3 - liczba tadunkéw dodatnich na czasteczke surfaktantu.

Roztwory surfaktantéw przygotowano dla wartosci p/n: 0,5, 0,75, 1, 2, 3,4, 5, 6, §,
10, 12, 14, 16, 18, 20, co w probce odpowiadato stezeniu: 5,35 mM dla p/n =20, 0,13 mM
dlap/n =0,5.

Roztwory wodne lipidéw o stezeniu ok. 300 mM poddano 10-krotnym cyklom
naprzemiennej homogenizacji ultradzwiekami w 50°C przez 30 minut i mrozenia w -20°C
przez 15 minut. Homogenizacja w temperaturze wyzszej niz temperatura giéwnego
przejscia fazowego badanych fosfolipidow, miata na celu skuteczniejsze rozbicie struktur
formowanych przez fosfolipidy do pojedynczych jednostek lub mozliwie jak najmniejszych
struktur.

W kolejnym kroku sporzadzono wodne roztwory surfaktantéw oraz mieszaniny
surfaktant/lipidy, ktére ponownie homogenizowano ultradZzwiekowo przez 10 minut
w 25°C.

Roztwér roboczy DNA sporzadzono w 20 mM buforze fosforanowym o pH 6,8,
a stezenia wyjSciowe dla DNA o wielkos$ci 21pz wynosito 76 uM, dla 185pz - 8,6 uM, a dla
20kpz - 0,08 pM.
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Do wiekszosci badan zastosowano roztwory na bazie wody deuterowanej,
natomiast w przypadku badan FTIR réwniez na bazie zwyklej wody H.0, tak aby
uwidoczni¢ kluczowych pasma drgan grup funkcyjnych fosfolipidéow, ktére mogly by¢
zakryte drganiami od D;0.

5.2.2 Przygotowanie komplekséw DNA

Do przygotowanych wczesniej roztworéw surfaktantow i mieszanin
surfaktant/lipidy dodano roztwér DNA o okreslonej liczbie par zasad i podano inkubacji
przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.
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5.3 Aparatura pomiarowa

Spektroskopia podczerwieni z transformatg Fouriera FTIR

Widma podczerwieni zarejestrowano za pomoca spektrometru Tensor 27 (Bruker
Optics, USA), w ktérym Zroédtem promieniowania podczerwonego jest globar (pret
z weglika krzemu). Do pomiaréw wykorzystano przystawke ATR Platinium -
jednoodbiciowq z diamentowym okienkiem, na ktére naktadano 10 pl prébki. Do kontroli
temperatury zastosowano kontroler temperatury Haake DC-30 w zakresie temperatur
od 2 -50°C z krokiem pomiarowym 2°C. Prébki inkubowano przez 2 minuty przed
pomiarem w danej temperaturze. Widma rejestrowano w zakresie 4000 - 400 cm-!
zrozdzielczo$cia 4 cml. Kazde widmo stanowi transformate Fouriera z 256
zarejestrowanych interferograméw. Do analizy widm FTIR wykorzystano programy Opus
7.5 (Bruker Optics, USA) - korekta linii bazowej; oraz PeakFit v 4.12 (Systat Software, USA)
- wyznaczenie potozenia pasm absorpcyjnych na podstawie drugiej pochodnej).

Spektroskopia UV-Vis

Widma UV-Vis w zakresie 220-360nm zarejestrowano przy uzyciu
spektrofotometru V-650 (JASCO, Japonia). Pomiary przeprowadzono z predko$cia
skanowania 100 nm/min i szeroko$cig szczeliny 1 nm. Zastosowano kwarcowa kuwete
o drodze optycznej 1 cm. Wszystkie pomiary przeprowadzono w temperaturze 25 + 1°C.
BZA (Sigma Aldrich, Niemcy) rozpuszczono w dioksanie w stezeniu 5 mg/ml (co odpowiada
stezeniu BZA rownym 30,8 mM), a nastepnie roztwér BZA rozcieficzono w wodzie do
stezenia 140 pM. Roztwdr BZA i roztwoér surfaktantu o danym stezeniu mieszano
w stosunku 1:1. Ostateczne stezenie w probce BZA wynosito 70 uM, a dioksanu ok. 1%.

Spektroskopia fluorescencyjna

Widma fluorescencji rejestrowano przy uzyciu spektrofluorymetru FP-6300
(ABL&E-]JASCO, Japonia). Dobrano nastepujace parametry pomiaru: predko$¢ skanowania
200 nm/min, szeroko$¢ szczeliny 2,5 nm, dtugo$¢ fali wzbudzenia 320 nm, zakres pomiaru
emisji 340 - 450 nm. Zastosowano kwarcowe kuwety jednocentymetrowe. Pomiary
przeprowadzono w temperaturze 25 + 1°C.

Piren (Sigma Aldrich, Niemcy) i kumaryne 153 (Sigma Aldrich, Niemcy)
rozpuszczono w etanolu, a nastepnie rozcienczono woda do stezenia roboczego. Stezenie
pirenu w probie wynosito 10 uM, a stezenie kumaryny w prébach 50 uM lub 25 pM.
Roztwory surfaktantéw przygotowano odpowiednio stezone.

W celu wyznaczenia CMC badanych surfaktantéow roztwor pirenu i surfaktantu
mieszano w stosunku 1:1.

W przypadku pomiaréw wygaszania fluorescencji w stanie ustalonym zastosowano
nastepujaca kolejnos¢: do roztworu surfaktantu dodawano najpierw roztwor pirenu,
a nastepnie roztwoér kumaryny.

Ostateczne stezenie etanolu w probkach byto zaniedbywalnie mate (< 2%), dlatego
zaktada sie, Ze obecno$¢ etanolu nie wptywata na proces agregacji surfaktantow.
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Konduktometria

Pomiary przewodnosci elektrycznej roztworéw surfaktantéw przeprowadzono
przy uzyciu konduktometru CO 3100L (VWR International, USA). Urzadzenie wyposazone
jest w dwubiegunowg sonde grafitowa, pozwalajaca na pomiary w zakresie przewodnictwa
0od 0,001 puS/cm do 1000 mS/cm. Do okreslonej objetosci wody dodawano stezony roztwor
wodny surfaktantu tak, aby pomiar przewodnosci byt przeprowadzony dla stezeni z zakresu
0 - 5 mM. Pomiary byly przeprowadzone w temperaturze pokojowej, tj. 25 * 1°C.

Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie $wiatla

Pomiary dynamicznego rozpraszania $wiatla oraz elektroforetycznego
rozpraszania $wiatta zostatly przeprowadzone na analizatorze czgstek Litesizer™ 500
(Anton Paar, Austria). Aparat ten wyposazony jest w laser o dtugosci fali 658 nm z diody
laserowej o jednej czestotliwosci i mocy 40 mW. Pomiary wykonywano w temperaturze
25°C. Podczas pomiaru kat rozpraszania (15°, 90° lub 175°) byt dopierany w zaleznosci od
specyfiki probki, natomiast pomiary ELS wykonywano pod katem 15. Do rejestracji
pomiaréw zastosowano oprogramowanie Kalliope™ (Anton Paar, Austria).

Do pomiaréw DLS zastosowano kuwety kwarcowe jednocentymetrowe. Do kontroli
procesu agregacji surfaktantow wybrano bromek sodu o stezeniu 0,1 mM oraz 0,1 M. Probki
przed pomiarem w celu pozbycia sie pecherzykéw powietrza byty odwirowywane przez 10
minut w 10 000 rpm przy uzyciu wiréwki Centrifuge 5418 (Eppendorf, Niemcy). Prébki
o objetosci 1 ml przed pomiarem byty inkubowane przez 10 minut w temperaturze 25°C.

Do pomiaréw elektroforetycznego rozpraszania $wiatla zastosowano kuwety
Omega Z (Anton Paar, Austria) o objetosci 350 ul. Dodatkowo, aby ograniczy¢ efekty
rozproszeniowe, uktady byly rozciennczone 100-krotnie. Pomiary prowadzono
w temperaturze 25°C.

Testy elektroforetyczne

W zaleznosci od dtugosci badanego DNA stosowano zel agarozowy o okreslonym
stezeniu: dla wysokomolekularnego DNA o dtugosci 20 kpz przygotowano 0,8% zel
agarozowy, dla DNA 185 pz - 1,5%, natomiast dla niskomolekularnego DNA o dtugosci
20 pz - 2% zel agarozowy. Zastosowano bufor TBE o pH 8, w skifad, ktérego wchodzito:
90 mM Tris-base, 90 mM kwas borowy, 2 mM kwas wersenowy EDTA. Przed natozeniem
na zel agarozowy (zawierajacy bromek etydyny o stezeniu 0,5pg/ml) probki zostaty
zawieszone w buforze obcigzajacym stanowigcym 1/5 objetoSci préby.

Buforu obcigzajacy w objetosci 10 ml sporzadzono z: 6 ml glicerolu, 0,3 ml 1%
btekitu bromofenolowego, 3 ml 1% Orange G, 0,6 ml 1M ETDA oraz 0,1 ml 1M Tris-HCI.

Do kieszonek Zelu naktadano 15 pl préobki. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
pod napieciem 120V, a efekty rozdziatlu obserwowano w transiluminatorze UV
wykorzystujgcym fale o dtugos$ci 300nm.

Spektroskopia dichroizmu kotowego

Widma elektronowego dichroizmu kotowego zostaty zarejestrowane przy uzyciu
spektropolarymetru J-815 (Jasco, Japonia). Widma CD rejestrowano w zakresie
220-340 nm, z predkoscig skanowania 100 nm/min, czestoScig prébkowania 1 nm oraz
czasem integracji 2 s. Widma usredniono z 5 przebiegdw. Do pomiaru wykorzystano
kwarcowe kuwety pomiarowe o dtugosci drogi optycznej 0,5 mm, objeto$¢ wymagana
do pomiaru to okoto 100 pl. Pomiary przeprowadzono w temperaturze pokojowej, tj.
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25 + 1°C. Jako tlo zmierzono 5 mM bufor fosforanowy, ktérego widmo nastepnie odjeto od
widm badanych uktadéw. Wszystkie widma wygtadzono funkcjg Savitzky-Golay
(9 punktéw).

Do analizy i obrébki widm CD zastosowano oprogramowanie Spectra Manager Il (Jasco,
Japonia) oraz oprogramowanie Origin.

Testy cytotoksycznoS$ci

Hodowle komoérek HeLa (raka szyjki macicy) prowadzono w butelkach z filtrem
w inkubatorze CytoGROW™ GLP (Sanyo, USA) w temperaturze 37°C, 5% CO., do osiggniecia
konfluencji okoto 90%. Do weryfikacji konfluencji zastosowano mikroskop optyczny
z kontrastem fazowym Axiovert 40 CFL (Zeiss, Niemcy). Do hodowli uzyto standardowa
pozywke Eagle'a zmodyfikowang przez Dulbecco (DMEM) z 10% ptodowa surowicg
bydleca (FBS), 2 mM L-glutaming, roztworem penicyliny i streptomycyny. Komorki
wysiewano na ptytke wielodotkowg i inkubowano ok. 16h do osiagniecia 80% konfluencji.

Komérki HeLa w obecnosci czystej pozywki DMEM inkubowano z badanymi
uktadami w proporcji 100:1 przez jedng godzine. Zmiany morfologiczne w komdrkach HeLa
po inkubacji oceniano za pomoca mikroskopu Observer.Z1 (ZEISS, Niemcy).

Test MTT: Po godzinnej inkubacji do kazdego dotka dodano 10 pl MTT (o stezeniu
5 mg/ml w PBS) i inkubowano przez 3 godziny. Po tym czasie rozpuszczono powstaty
formazan dodajac do kazdego dotka po 100 pl izopropanolu (z dodatkiem 0,04 M HCI).
Pomiar absorbancji przy dtugos$ci 570 nm wykonano przy uzyciu czytnika ptytek Tecan
Infinite 200 pro (Tecan, Szwajcaria). Wykonano 6 powtorzen.

Barwienie btekitem trypanu: po godzinnej inkubacji z badang substancjg, dodawano
w stosunku 1:1 do objetosci pozywki 0,4% btekit trypanu (PBS) i inkubowano przez 5 min.
Efekt barwienia sprawdzano mikroskopem optycznym BIOLUX AL (Bresser, Niemcy).

Ro6znicowa kalorymetria skaningowa

Pomiary kalorymetryczne przeprowadzono przy uzyciu kalorymetru skaningowego
DSC-204 Phoenix (Netzsch, Niemcy). Przed przystgpieniem do wykonania wiasciwych
pomiardw, sprzet zostal skalibrowany przy uzyciu standardéw (rte¢, ind, bizmut, cyna,
cykloheksan, bifenyl). Do pomiaru wymagane byto zastosowanie aluminiowych tygielkéw
0 $rednicy 6 mm, do ktérych nakladano 20 pul probki, a nastepnie zamykano
je hermetycznie. Pomiary przeprowadzono w zakresie temperatur 0 -40°C (uktady
na bazie L1) oraz 0 - 50°C (uktady na bazie L2, L3). Wykonano dwa cykle temperaturowe
sktadajgce sie z: grzania z tempem 1°C/min, 10-minutowego okresu izotermicznego,
chtodzenia 5°C/min oraz 10-minutowego okresu izotermicznego. Prébke referencyjng
stanowita pusta kapsutka. Pomiary przeprowadzono w atmosferze helu o przeptywie
40 ml/min. Do analizy danych wykorzystano oprogramowanie PROTEUS TA (Netzsch,
Niemcy) oraz PeakFit v 4.12 (Systat Software, USA).

Mikroskopia sil atomowych

Pomiary topografii probek przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu sit atomowych
NanoWizard® 4 (JPK, Niemcy) w trybie tryb przerywanego kontaktu. Do badan
zastosowano mikrobelki NSC35 (MikroMasch, Niemcy) z ostrzem o promieniu < 8 pm.
Analize danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania JPK Data Processing
software (version spm-6.1.42) oraz Gwyddion.
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Do badan zastosowano mineralne podioze - mike, ktéra sfunkcjonalizowano
chlorkiem magnezu o stezeniu 4 puM lub 20 pM. Po 10 minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej na podtoze z MgCl,; naktadano badany roztwér i ponownie inkubowano przez
10 minut. Dla wybranych prébek podczas preparatyki zastosowano etap sptukiwania
podioza po inkubacji podtoza z MgCl, i/lub po inkubacji z roztworem badanym.
Pomiary AFM przeprowadzano po catkowitymi wyschnieciu podtoza w temperaturze
pokojowe;j.

Podczas badan testowano rézne warianty preparatyki, w zaleznos$ci od charakteru
mierzonych probek. Doktadny opis przygotowywania probek do badan AFM wraz
z wyja$nieniem poszczegdlnych krokéw zawarto w rozdziale 6.5.

Malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego

Badania strukturalne oparte o matokgtowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego przeprowadzono przy uzyciu systemu SAXS/WAXS Xeuss 2.0. (Xenocs,
Francja). System ten wyposazony jest w zZrodto promieni rentgenowskich Metal]et
microfocus (A=0,134 nm) z anodg z ciekltego metalu (stop galu/indu) (Excillum AB,
Szwecja), bezszumowy hybrydowy detektor 2D zliczajgcy fotony PILATUS 3 R 1 M (Dectris
AG, Szwajcaria) i lustra Fox 3D Ga o ultraniskiej dywergencji (XENOCS, Francja).

Roztwory badanych uktadach umieszczono w cienkich kapilarach borokrzemowych
(Hilgenberg GmbH, Niemcy) o $rednicy 0,8 mm, ktére szczelnie zamknieto. Odlegtos$¢
probki od detektora wynosita 1686 mm. Dla kazdej probki zebrano 6 klatek (600 s/klatke).

Pomiary przeprowadzono w temperaturach 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, tak aby
by¢ zarejestrowac krzywe SAXS badanych uktadéw przed i po przemianach fazowych
lipidéw, a do regulacji temperatury zastosowano przystawke temperaturowg Linkam
(Linkam Scientific Instruments Ltd., Wielka Brytania).

Analize krzywych SAXS przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania FOXTROT
i Primus z pakietu ASTAS 3.0 [231]
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6 Prezentacja i analiza wynikow

Pierwszy etap badan obejmowat charakterystyke wybranych surfaktantéw: zbadanie
sktadu chemicznego zwigzké6w na podstawie widm FTIR (rozdziat 6.1.1) oraz przy uzyciu
réznych technik wyznaczenie parametréw takich jak krytyczne stezenie micelizacji,
krytyczne stezenie agregacji (rozdziat 6.1.2) oraz liczba agregacji (rozdziat 6.1.3).

W kolejnym etapie badan oceniono dla uktadéw surfaktant/DNA oraz
surfaktant/lipid/DNA zdolno$¢ do kompleksowania (rozdziat 6.2.1) i uwalniania materiatu
genetycznego (rozdziat 6.2.2), wptyw surfaktantéw ilipidéw na konformacje DNA (rozdziat
6.2.3) oraz cytotoksycznos¢ tych uktadéw (rozdziat 6.2.4). Zbadano réwniez wtasciwosci
fizyczne takie jak przemiany fazowe uktadéw (rozdziat 6.3.), parametry strukturalne
(rozdziat 6.4) oraz topografie kompleksow (rozdziat 6.5). Na poszczegdlnych etapach
przeprowadzono wstepng dyskusje wynikow.

Wiekszo$¢ badan zostata przeprowadzona w Zakladzie Fizyki Biomedycznej,
Wydziatu Fizyki i Astronomii UAM. Testy cytotoksyczno$ci zostaty przeprowadzone
w  Zaktadzie Bioenergetyki, @Wydzialu Biologii UAM dzieki uprzejmosci
dr Darii Wojciechowskiej oraz prof. dr hab. Hanny Kmity.

6.1 Charakterystyka zastosowanych surfaktantow trimerycznych

6.1.1 Budowa chemiczna badanych surfaktantéw trimerycznych

Na podstawie widm FTIR mozliwa jest weryfikacja budowy chemicznej zwigzkéw
organicznych i nieorganicznych. Na rysunku 28 zestawiono widma podczerwieni badanych
w pracy surfaktantéw. Obszar ok. 3400 cm-! to zakres drgan rozciagajacych grupy
hydroksylowych von. Mimo iz, pomiar przeprowadzono na ,suchych” prébkach, to w ich
sktadzie na skutek wysokiej higroskopijnosci surfaktantéw (a wiasciwie to pozostatosci
po syntezie), obecne s3 grupy -OH pochodzace od zaabsorbowanej przez nie wody.
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Rysunek 28. Widma FTIR badanych surfaktantéw trimerycznych.
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W obszarze 3200-3000 cm-! zlokalizowane s3 drgania rozciggajace grup =C-H.
W surfaktancie TRI_N nie wystepujq wigzania podwdjne, natomiast w TRI_IMI i TRI_BEN
sg one obecne w strukturach aromatycznych, co potwierdzaja uzyskane widma FTIR.
Podobnie z pasmem przy ok. 1630 cm, czyli pasmem pochodzacym od drgan
rozciggajacych wigzania podwdéjnego miedzy atomami wegla C=C.

Zakres 3000-2800 cm-! to obszar drgan rozciagajacych grup CH,, CHs, a drgania
nozycowe tych grup wystepuja ok. 1460 cm'l. We wszystkich surfaktantach obecne sg
drgania grup karbonylowych C=0 (ok. 1100 cm), pochodzgce od atoméw tlenu
wystepujacych w tgczniku.

Szczegdblnie wazny jest obszar ponizej 900 cm-1, w obszarze tym zlokalizowane sg
drgania od struktur cyklicznych, ktére obserwuje sie dla TRI_IMI i TRI_BEN, z tym, Ze
w TRI_BEN pasmo to ma wiekszg intensywno$¢ niz dla TRI_IMI, poniewaz w glowach
surfaktantow wystepuje podwojna struktura heterocykliczna - benzimidazol.

6.1.2 Krytyczne stezenie micelizacji i agregacji surfaktantow trimerycznych

Ze wzgledu na zr6znicowany charakter badanych w pracy surfaktantéw
zastosowano szereg metod pomiarowych i analitycznych, aby w jak najdoktadniejszy
sposéb scharakteryzowac ich wtasciwosci.

Pierwsza z zastosowanych technika do wyznaczanie CMC badanych zwigzkéw byta
metoda konduktometryczna, dzieki ktorej jednoczesnie wyznaczono wartosci CAC.

Zmiany przewodnos$ci wlasciwej roztworu ze wzrostem stezenia surfaktantu «{C)
(rysunek 29 A dla TRI_N, C - TRI_IMI, E - TRI_BEN, zalezno$¢ po prawej stronie) przebiegajg
w sposéb tagodny, co wskazuje na stopniowa i ciggla agregacje surfaktantéw.
W przeciwienstwie do monomerycznych form surfaktantéw, nie ma skokowej zmiany
przewodnosci elektrycznej, tym samym stosunkowo trudno jest okresli¢ jednoznacznie
moment powstawania miceli — punktu CMC. Na wykresach zaleznosci x{C) zaznaczono
dopasowania do funkcji (oznaczone jako fit 1, fit 2) wedtug metody Williamsa, oraz ich
punkt przeciecia okreslajacy CMC.

Metodg Phillipsa (bazujac na drugiej pochodnej x{C)) otrzymano nastepujace
wyniki - dla TRI_N: 0,26 mM, dla TRI_IMI wartosci: 0,26 mM, 0,46 mM, 0,77 mM oraz 2 mM;
natomiast dla TRI_BEN - wiele miniméw funkcji. Dlatego metoda ta nie jest odpowiednia
dla surfaktantéw, u ktérych nie ma wyraznej (skokowej) zmiany przewodnosci.

Metoda Carpena wydaje sie najodpowiedniejsza i najdoktadniejsza, a wyniki
uzyskane przy jej zastosowaniu pokrywaja sie z tymi otrzymanymi metodg Williamsa
(wyniki badan CMC zestawiono w tabeli 4).

Dzieki metodzie konduktometrycznej mozliwe jest takze wyznaczenie
wspotczynnika wigzania przeciwjondw S oraz stopnia jonizacji miceli ¢,
gdzie a=1- = A1/A2 A1, Az s3a to nachylenia prostej odpowiednio przed i po osiggnieciu
CMC. Znaczenie parametru [ jest na tyle istotne, ze moéwi o zdolnoSci wigzania
przeciwjonéw do miceli [164, 232]. Tym samym mozZe sie przektada¢ na zdolno$¢ wigzania
innych struktur z surfaktantem np. czasteczek DNA. Uzyskano nastepujace wyniki
wspoétczynnika wigzania przeciwjondw dla: TRI_N - 0,64, TRI_IMI - 0,49, TRI_BEN - 0,41.

Wyznaczenie CAC na podstawie zalezno$ci molowej przewodnos$¢ A od pierwiastka
kwadratowego ze stezenia surfaktantu c?5, przestawiono na rysunku 29: B dla TRLN,
D - TRILIMI oraz F - TRI_BEN. Wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu w roztworze
obserwuje sie spadek molowej przewodnosci elektrycznej. Badania nad surfaktantami
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gemini o grupach imidazoliowych w czesci polarnej wykazaty, Zze minimum wystepujace
przy niskich warto$ciach stezenia surfaktantu, odpowiada punktowi tworzenia sie
agregatéw pre-micelarnych typu dimer, natomiast dalszy wzrost stezenia surfaktantéw
powoduje wzrost przewodnictwa, a maksimum odpowiada tworzeniu agregatow
surfaktantow. Co wiecej podobne zaleznosci obserwowano dla surfaktantow o wyzszym
stopniu oligomeryzacji [232]. Dla niektérych surfaktantéw mozna zarejestrowac
dodatkowy punkt przegiecia zaleznosci odpowiadajacy warto$ci CMC [232]. Za punkt
krytycznego stezenia agregacji przyjeto pierwsze minimum zaleznosci A(C%%). Cho¢
przytoczona metoda zostata opisana dla surfaktantéw z grupg cykliczng, to na podstawie
wynikéw uzyskanych dla surfaktantu TRI_N prawdopodobnie mozliwe jest wyznaczenie
wartosci CAC, réwnego w tym przypadku 0,2 mM.
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Rysunek 29. Wyznaczanie CMC (A, C, E) i CAC (B, D, F) dla badanych surfaktantéw przy

uzyciu spektroskopii UV/Vis i konduktometrii.
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Dla surfaktantu TRI_IMI warto$¢ CAC oszacowano na 0,04 mM, natomiast przy
stezeniu 0,60 mM obserwowano kolejne miejsce zmiany przebiegu zalezno$ci, ktére
przypisano wartosci CMC. Podobnie dla surfaktantu TRI_BEN zarejestrowano punkt CAC
réwny 0,03 mM oraz CMC réowny 0,32 mM. Wartosci krytycznego stezenia agregacji dla
surfaktantu TRI_IMI oraz TRI_BEN s3 do siebie poréwnywalne, jednak znaczgco nizsze niz
dla TRI_N. Natomiast dla surfaktantu TRI_IMI oraz TRI_BEN wartosci krytycznego stezenia
micelizacji sg nizsze w poréwnaniu z CMC wyznaczonym z zaleznosci x{C).

Wyznaczenie CMC przy zastosowaniu metody spektrofotometrycznej na bazie
reakcji tautomeryzacji beznoiloacetonu byto mozliwe dla surfaktantu TRI_N
(rysunek 29 A, zalezno$¢ po lewej stronie) oraz TRI_IMI (rysunek 29 C, zalezno$¢ po lewej
stronie), poniewaz roztwor TRI_BEN w niektérych stezeniach byt nieprzezroczysty, a tym
samym niemozliwy byt pomiar absorbancji. Gdy w roztworze surfaktantu nie wystepuja
micele to stosunek Azig/Azs0 jest na poziomie stosunku dla czystego BZA, czyli ok. 0,5.
W momencie utworzenia miceli, stosunek ten zaczyna wzrastac.

Podobnie jak w przypadku metody konduktometrycznej, tak w tej metodzie dla
surfaktantow trimerycznych nie obserwujemy skokowej i drastycznej zmiany w stosunku
Asz10/Az50 tak jak dla ich monomerycznych odpowiednikéw. Dla lepszej wizualizacji
zastosowano skale logarytmiczng stezenia surfaktantu. Delikatny wzrost Azio/Azs0 moze
sugerowal tworzenie agregatéw pre-micelarnych. W hydrofobowym wnetrzu takiego
agregatu BZA ulega zmianie z formy ketonowej na enolowa. Zwiekszajac stezenie
surfaktantu w roztworze zaleznoS¢ Asig/Az50(C) przyjmuje charakter liniowy.
Aby wyznaczy¢ CMC zastosowano metode przeciecia sie dwdch prostych utworzonych na
podstawie regresji liniowej dla poczatku i konca zaleznosci Azzo/Az50(C), ktérych punkt
przeciecia okres$la wartos¢ CMC. Dla TRI_N otrzymano warto$¢ 0,7 mM, a dla TRI_IMI -
0,75 mM. Jednak zauwazalny wzrost stosunku Az:9/Azs0 byt obserwowany juz przy 0,6 mM
dla TRI_N oraz przy 0,2 mM dla TRILIMI. Poczatkowo przypisywano go tworzeniem
agregatow pre-micelarnych, jednak w $wietle wynikdw zaleznosSci A(C%5), by¢ moze
rzeczywiste wartosci CMC s3 nizsze, a metoda przeciecia prostych nie do konca stuszna
w przypadku surfaktantoéw oligomerycznych.

Wyniki CMC bazujgce na pomiarach fluorescencji zestawiono na rysunku 30.
Podobnie jak w wczesniejszych metodach nie obserwowano nagtej zmiany badanej
zaleznosci [8], dlatego wyniki opracowano zgodnie z procedurg Milanovi¢ [233], ktéra
wydaje sie by¢ odpowiedniejsza dla surfaktantéw tworzacych agregaty pre-micelarne -
tj. wyznaczono warto$ci CMC na podstawie przeciecia dwoch krzywych dopasowanych
do zaleznosci I;/Ii(C) przed i po punkcie CMC. Otrzymane wartosci CMC to: 0,6 mM
dla TRI_N, 0,7 mM dla TRI_IMI, 0,9 mM dla TRI_BEN.
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Rysunek 30. Wyniki CMC przy zastosowaniu metody fluorescencyjnej: A — widma emisji
pirenu dla réznych stezen surfaktantu TRI_N, zaleznos$¢ I;/Ii(C) wraz z wyznaczonymi
warto$ciami CMC dla surfaktantu TRI_N (B), TRI_IMI (C) oraz TRI_BEN (D).

Pomiary dynamicznego rozpraszania $wiatta wymagajg stosowania dodatkowo soli
w badanych roztworach. Aniony soli gromadzg sie w okolicy dodatnio natadowanych gtéw
surfaktantow, neutralizujgc ich tadunek elektryczny (ekranuja tadunek) tym samym
ograniczaja  oddzialywania  dalekozasiegowe  (oddzialywania  elektrostatyczne
przyciagajace lub odpychajace), ktére moglyby zafalszowa¢ wynik mierzonej dyfuzji
swobodnej (bez obecnosci soli mierzona bytaby dyfuzja pozorna). Wzrost sity jonowe;j
badanych roztworéw, moze skutkowaé rdwniez utatwieniem procesu micelizacji
surfaktantow jonowych, ktére ze wzgledu na zekranowany tadunek elektryczny czesci
polarnych nie odpychaja sie miedzy sobg, a w konsekwencji moga lepiej upakowac sie
tworzac micele przy nizszej wartosci CMC [234, 235].

Zgodnie z zatozeniami metody wyznaczania CMC surfaktantéw na bazie pomiaréow
DLS, stezenie dla ktérego mozliwa jest rejestracja sygnatu funkcji korelacji oraz obserwuje
sie wzrost intensywno$ci okresla sie jako wartos¢ CMC. W badaniach DLS nalezy pamieta¢
o odpowiednim doborze stezenia soli w badanych roztworach. Dlatego aby obnizy¢ mozliwe
efekty stezeniowe wynikajgce ze wzrostu sity jonowej roztworu, poczgtkowo zastosowano
niskie stezenie soli tj. 0,1 mM NaBr.

Na rysunku 31 przestawiono wyniki badan DLS dla surfaktantu TRI_N. Mozna
zauwazy¢ jak amplituda funkcji korelacji ro$nie wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu.
Dla stezen ponizej i rownych 0,5 mM funkcje korelacji sie pokrywaja. Rozktad wielkosci
promienia hydrodynamicznego (rysunek 31 B) dla stezen < 0,5 mM ma dwie a nawet trzy
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sktadowe, moéwigce o duzej niejednorodnosci prébki, dla wartosci powyzej 0,5 mM
wykazuje maty rozrzut wielkos$ci Ry .
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Rysunek 31. Wyniki pomiaréw DLS dla surfaktantu TRI_N w obecnosci 0,1 mM NaBr:

A - zestawienie funkcji korelacji dla r6znych stezen surfaktantu, B - zestawienie rozktadu
wielko$ci promienia hydrodynamicznego dla réznych stezen surfaktantu, C - zaleznos$¢é
promienia hydrodynamicznego i $redniej intensywnosci od stezenia surfaktantu,

D - zalezno$¢ wspoétczynnika dyfuzji od stezenia surfaktantu.

Analizujgc zalezno$¢ Sredniej intensywnosci od stezenia surfaktantu (rysunek 31 C)
mozna zauwazy(, ze dla stezen < 0,5 mM intensywno$¢ jest na poziomie S$redniej
intensywnos$ci tta i niemozliwe jest prawidlowe wyznaczenie promienia
hydrodynamicznego. Dopiero od stezen wiekszych niz 0,5 mM, obserwujemy wzrost
$redniej intensywno$ci wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu. Na tej podstawie mozna
wywnioskowa¢, ze warto$¢é CMC dla surfaktantu TRI_N jest wieksza niz 0,5 mM. Dodatkowo
wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu ro$nie promien hydrodynamiczny (rysunek 31 C)
i maleje wspotczynnik dyfuzji (rysunek 31 D), co wskazuje na tworzenie sie wiekszych
miceli. Aby okresli¢ rzeczywisty rozmiar miceli, ekstrapoluje sie zalezno$¢ Ru(C)
(rysunek 31 C) do stezenia surfaktantu réwnego 0 i dla surfaktantu TRI_N wyznaczono
promien hydrodynamiczny rowny 2,92 nm.

W przypadku surfaktantu TRI_IMI (rysunek 32) nie obserwowano zaniku funkcji
korelacji wraz ze spadkiem stezenia surfaktantu (wyjatkiem jest najwieksze stezenie 5 mM,
wtedy tez spada $rednia intensywnos$¢, by¢ moze zwigzane jest to z tworzeniem wiekszych
agregatow lub wytrgceniem surfaktantéw z roztworu). Dopiero dla bardzo matych wartosci
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stezenia surfaktantu (<0,05mM) funkcja korelacji przybiera nieregularny poszarpany
ksztatt, a Srednia intensywno$¢ znaczaco spada. Podobnie jak w przypadku TRI_N
obserwujemy wzrost promienia hydrodynamicznego i spadek wartos$ci wspéiczynnika
dyfuzji dla wyzszych stezen surfaktantu. Promien hydrodynamiczny agregatow surfaktantu
TRILIMI wynosi 60 nm. Niemozliwe bylo wyznaczenie warto$ci CMC, poniewaz
uniemozliwiata to silna agregacja surfaktantu juz przy bardzo niskich stezeniach.
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Rysunek 32. Wyniki pomiaréw DLS dla surfaktantu TRI_IMI w obecno$ci
0,1 mM NaBr: A - zestawienie funkgcji korelacji dla r6znych stezen surfaktantu,
B - zestawienie rozktadu wielko$ci promienia hydrodynamicznego dla réznych stezen
surfaktantu, C - zalezno$¢ promienia hydrodynamicznego i $Sredniej intensywnosci od
stezenia surfaktantu, D - zalezno$¢ wspotczynnika dyfuzji od stezenia surfaktantu.

Dla surfaktantu TRI_LBEN nie bylo mozliwe wyznaczenie promienia
hydrodynamicznego i wspoétczynnika dyfuzji miceli, a takze warto$¢ CMC, poniewaz
dodatek soli powodowat metnienie roztworu.

Tak duza roéznica warto$ci pomiedzy promieniami hydrodynamicznymi
wyznaczonymi dla surfaktantéw TRI_N i TRI_IMI, sktonita mnie do sprawdzenia wptywu
stezenia soli na proces micelizacji tych surfaktantow. W przypadku surfaktantéw TRI_IMI
i TRI_LBEN wysokie stezenie NaBr - 0,1 M, powodowato wytrgcanie sie surfaktantow
Z roztworu.

Dla surfaktantu TRI_N w obecnosci 0,1 M NaBr (rysunek 33) obserwujemy micele
o dwukrotnie wiekszym promieniu - tj. ok. 6 nm. Jest to zgodne z teorig méwiacg o tym, ze
wraz ze wzrostem stezenia soli w roztworze powstajg wieksze micele [236], jednak
w rozwazaniach nad danym surfaktantem wptyw ten jest niewielki, poniewaz przy
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tysiackrotnym wzroscie stezenia soli, promien hydrodynamiczny nie zmienia nawet rzedu
wielkos$ci. Co wiecej w wyzszych steZzeniach soli micele maja tendencje do taczenia sie
w robakowate lub cylindryczne agregaty [235], cho¢ tego zjawiska nie potwierdzity
badania DLS.

Przewidywana warto$¢ CMC ulega obnizeniu w obecnos$ci wysokiego stezenia soli,
jednak jej jednoznaczne wyznaczenie jest trudne, CMCrg v < 0,4 mM. Pomiar dla stezen
surfaktantu TRI_LN <0,2 mM ze wzgledu na niskg amplitude funkcji korelacji, $rednig
intensywno$¢ na poziomie tta oraz wysoki stopien polidyspersyjnosci Ry, odrzucono
z dalszej analizy.
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Rysunek 33. Wyniki pomiaréw DLS dla surfaktantu TRI_N w obecnosci 0,1 M NaBr:
A - zestawienie funkcji korelacji dla réznych stezen surfaktantu, B - zestawienie rozktadu
wielko$ci promienia hydrodynamicznego dla réznych stezen surfaktantu, C - zaleznos$¢
promienia hydrodynamicznego i $redniej intensywnosci od stezenia surfaktantu,
D - zalezno$¢ wspotczynnika dyfuzji od stezenia surfaktantu.

Co ciekawe, wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu promien hydrodynamiczny
nieznacznie maleje, a wspdtczynnik dyfuzji nieznacznie rosnie, co wskazuje
na ,kondensowanie” sie miceli przy stale wzrastajacej ich liczbie.

W tabeli 4 zestawiono najwazniejsze parametry (CMC, CAC, Ry, ) charakteryzujace
badane surfaktanty. Wyniki otrzymane na podstawie pomiaréw konduktometrycznych,
a wyznaczonych za pomoca réznych metod analizy - usredniono. Jak wida¢ wartosci CMC,
w duzej mierze sg do siebie zblizone. Dlatego do dalszych badan przyjeto nastepujace
warto$ci CMC: 0,6 mM dla TRI_N, 0,8 mM dla TRI_IMI, 0,9 mM dla TRI_BEN.
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Tabela 4. Zestawienie wynikéw charakterystycznych parametréw (CMC, CAC, Ry f)

badanych surfaktantéw trimerycznych.

Parametr CMC [mM] CAC [mM] [f:]] B
Metoda k(c)* | A(c%5) BZA DLS** Ii/Im(c) A(cv5) DLS* x(c)
TRIN 0,57 X 0,70 <0,50 0,60 0,2 3 0,65
TRI_IMI 0,80 0,60 0,75 X 0,70 0,04 60 0,53

TRI_BEN 0,92 0,32 X X 0,90 0,03 X 0,39

* wyniki usrednione, ** w obecnosci 0,1 mM NaBr, x — brak wynikéw,
6.1.3 Liczba agregacji

Liczbe agregacji Nqg, czyli ilo$¢ surfaktantéw w miceli wyznaczono przy uzyciu
metody wygaszania fluorescencji w stanie ustalonym SFFQ. W obecnosci surfaktantow
o roznych stezeniach (z zaznaczeniem, Ze stezenia te sg powyzej wartosci CMC),
zarejestrowano widma fluorescencyjne pirenu w zaleznoSci od stezenia czynnika
wygaszajacego - kumaryny c153. Widmem referencyjnym o intensywnoSci Iy pasma przy
dtugosci 385 nm byta prébka surfaktant/piren - bez czynnika wygaszajgcego. Nastepnie
zmierzono probki surfaktant/piren z réznym stezeniem c153. Spadek intensywnos$ci widm
$Swiadczyt o wygaszaniu fluorescencji pirenu przez kumaryne (rysunek 34 A, B). Zanik ten
uzalezniony jest nie tylko od stezenia uzytego czynnika wygaszajgcego, ale réwniez
od stezenia surfaktantu - dla wyzszych stezen surfaktantu, c153 wygasza silniej
fluorescencje pirenu niz dla surfaktantu o nizszym stezeniu przy tym samym stezeniu c153.
Tym samym mozna przypuszczaé, ze wielkos¢ (promien hydrodynamiczny) miceli zalezy
od stezenia surfaktantu.

Na podstawie otrzymanych warto$ci intensywnosci pasma 385 nm dla réznych
stezen kumaryny, wykres$lono zalezno$¢ In(ly/I) od stezenia kumaryny c153 w uktadzie
z surfaktantem (rysunek 34 C, D), a nastepnie wyznaczano wspétczynnik nachylenia prostej
a, z ktérego mozliwe byto wyliczenie liczby agregacji Nog. Pomiary i wyliczenia powtérzono
dla réznych stezen surfaktantow.

Dla wszystkich badanych surfaktantéw otrzymano podobng zalezno$¢ liczby
agregacji od stezenia surfaktantu (rysunek 34 E, F, G). Przy nizszych warto$ciach stezen
surfaktantu - liczba agregacji jest stata, lub nieznacznie/zaniedbywalnie wzrasta. Srednie
wartosci Nqg surfaktantdw w tym obszarze stezen wynosza: 7 dla TRI_IMI, 11 dla TRI_N,
oraz 13 dla TRI_BEN.

Dla wyzszych warto$ci odpowiednio dla TRI_N od 7 mM, TRI_IMI od 8 mM, TRI_BEN
od 9 mM zalezno$¢ ta zaczyna wzrastac ze wzrostem stezenia [110].

Zwiekszajgc stezenie surfaktantu osigga sie kolejne plateau, przypadajace dla
wszystkich surfaktantéw ok. 15 mM. Srednie wartoéci Ny, surfaktantéw w tym obszarze
stezen wynosza dla TRI_N - 31, dla TRI_IMI - 33, dla TRI_BEN - 26. Jest to moment, kiedy
liczba agregacji nie zalezy od stezenia surfaktantu. Mozna przypuszczac, ze micele albo sg
jednego rozmiaru (nie powiekszaja sie, nie nadbudowuja kolejnych warstw) i zwieksza sie
jedynie ich liczba albo dochodzi do kondensowania miceli, co fatszuje wynik. Najmniejszy
rozrzut Nog w zaleznoSci od stezenia surfaktantu w roztworze obserwujemy dla TRI_BEN
(od 13 do 26), natomiast najwiekszy dla TRI_IMI (od 7 do 33).
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Rysunek 34. Wyznaczanie liczby agregacji dla badanych surfaktantéw: widma

fluorescencyjne pirenu w obecnosci c153 i TRI_N o stezeniu 5 mM (A) oraz 30 mM (B),

wyznaczenie nachylenia prostej In(Iy/I) od stezenia czynnika wygaszajacego dla

surfaktantu TRI_N o stezeniu 5 mM (C) oraz 30 mM (D); graficzna reprezentacja zaleznosci

liczby agregacji od stezenia surfaktantu TRI_N (E), TRI_IMI (F), TRI_BEN (G).
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6.2 Ocena wlasciwosci biologicznych ukladéw surfaktant/DNA oraz
surfaktant/lipid/DNA

Ocena wtasno$ci biologicznych lipoplekséw na bazie surfaktantéw trimerycznych
i formulacji lipidowych jest kluczowym etapem przy wyborze potencjalnych uktadéw jako
nos$nikéw do transportu materiatu genetycznego do zywych komorek organizmu.

Ocenie tej podlega zaréwno zdolno$¢ do wigzania materiatu genetycznego przez
lipopleksy, ktéra umozliwia jego transport, jak i tatwo$¢ uwalniania w okreslonych
docelowych warunkach, ktéra jest konieczna do jego integracji z genomem komorki lub
ekspresji danego biatka. Zamiany w obrebie struktury kwasu nukleinowego sa réwniez
wazne w ocenie przydatnosci danych no$nikéw, poniewaz dostarczaja informacji
o m. in. stopniu jego skondensowania, czy dalszej przydatnoSci terapeutycznej. Natomiast
testy cytotoksycznoS$ci pozwalajg okresli¢ rownowage miedzy maksymalng efektywno$cia
a najnizsza toksycznoscia lipoplekséw.

Wiekszos$¢ prezentowanych w tym rozdziale wynikéw (testy elektroforetyczne,
widma CD, testy komoérkowe) zostata opublikowana przeze mnie w pracy pt. The Process of
Binding and Releasing of Genetic Material from Lipoplexes Based on Trimeric Surfactants and
Phospholipids w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences w 2020 roku,
ktérej autorami s3g: Zaneta Polafiska, Zuzanna Pietralik-Molifiska, Daria Wojciechowska,
Augustyn Molinski, Marek Weiss, Andrzej Skrzypczak, Maciej Kozak.

6.2.1 Proces kompleksowania

Ocena zdolno$ci do kompleksowania lipoplekséw na bazie surfaktantow
trimerycznych z DNA o roéznej dtugosci przeprowadzono przy uzyciu rozdziatu
elektroforetycznego oraz analizy potencjatu zeta.

Na rysunku 35 przedstawiono przyktadowe wyniki testéow elektroforetycznych
uzyskane dla surfaktantu TRILN z wysokomolekularnym DNA (o dtugosci 20 kpz)
w obecnosci lub nie uktadéw lipidowych. Interpretacja uzyskanych przeze mnie wynikéw
zostanie omoéwiona na podstawie rysunku 35 A. W pierwszej kieszonce Zelu (od lewej
strony) umieszczono marker masy DNA, ktéry umozliwiat okreslenie dtugosci badanego
DNA. W nastepnej kieszonce znajdowato sie referencyjne DNA tj. bez dodatku surfaktantu.
Profil elektroforetyczny DNA nie miat jednego wyraznego prazka, przyjmowato forme
»,smugi”, oznaczato to, ze wystepowat rozktad dtugo$ci DNA. Najdtuzsze fragmenty osiggaty
dtugos¢ ok. 20 000 pz.

W przypadku braku kompleksowania (dla p/n 0,5 oraz 0,75) obraz rozdziatu
elektroforetycznego odpowiadat wolnemu DNA - na rysunku 35 A zaznaczono brunatng
ramka. Ze zwiekszeniem stezenia surfaktantu intensywno$¢ profilu DNA maleje, oznacza
to, ze cze$¢ DNA (szczeg6lnie najdtuzsze fragmenty) utworzyto kompleks z surfaktantem -
dla p/n =1, 2, 3 (na rysunku 35 zaznaczono zielong ramka). Od p/n = 4 nie obserwujemy
obrazu wolnego DNA w zelu. Swiadczy to o tym, Ze doszio do petnego kompleksowania
z surfaktantem i nie byta mozliwa migracja DNA w polu elektrycznym (kompleks ma zerowy
wypadkowy tadunek elektryczny) lub powstalty kompleks migrowat w przeciwnym
kierunku.
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Skuteczno$¢ kompleksowania materiatu genetycznego przez surfaktanty ocenia sie
na podstawie najnizej wartosci p/n, przy ktérej obserwowa¢ mozna utworzenie
catkowitego i stabilnego kompleksu.
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Rysunek 35. Rozdziat elektroforetyczny uktadéw TRI_N/DNA_20kpz (A),
TRI_N/L1/DNA_20kpz (B), TRI_N/L2/DNA20_kpz (C) oraz TRI_N/L3/DNA20_kpz (D)
o réznym stosunku p/n.

Analizujagc wptyw dodatku lipidow w uktadzie na proces kompleksowania
surfaktantow z DNA obserwujemy kompleksowanie przy nizszych wartosciach p/n niz
w przypadku uktadéw surfaktant/DNA. Dla TRI_N/L1/DNA_20kpz najnizsze p/n
wymagane do utworzenia stabilnego kompleksu z DNA wynosi 2 (rysunek 35 B),
dla TRI_N/L2/DNA_20kpz p/n =1 (rysunek 35 C), dla TRI_N/L3/DNA_20kpz p/n=0,75
(rysunek 35 D). Wyniki wskazuja, ze nie tylko dodatek lipidéw zwieksza efektywnos¢
kompleksowania, ale réwniez ich sktad - im bardziej urozmaicona mieszanka fosfolipidow
tym nizsze wymagane stezenie surfaktantu do kompleksowania z DNA. Na zdjeciach
rozdzialéw elektroforetycznych dla uktadéw surfaktant/lipid/DNA wyrazniej zaznaczone
sa kieszonki Zelu inaczej niz w przypadku uktadéw surfaktant/DNA - prawdopodobnie
obecnos$¢ lipidow w tych uktadach dodatkowo uwidacznia lokalizacje komplekséw oraz
zapobiega ewentualnej migracji w przytozonym polu elektrycznym w kierunku elektrody
ujemnej na skutek ostaniania przez czasteczki lipidéw cze$ci surfaktantéw natadowanych
dodatnio.

Poréwnujac zdolnosci do kompleksowania z materiatem genetycznym badanych
surfaktantow miedzy soba na przyktadzie uktadéw na bazie mieszaniny DMPC/DOPE (L2)
i DNA o dlugosci 21 pz (rysunek 36), najwyzsza efektywno$¢ osigga surfaktant TRI_N.
Stabilne kompleksy w tym uktadzie zostaja utworzone przy p/n=3. Dla ukiadu
TRI_IMI/L2/DNA_21pz najnizsze wymagane do utworzenia komplekséw p/n rowne jest 6,
natomiast dla TRI_BEN/L2/DNA_21pz - p/n = 16. Sugeruje to, Ze olbrzymie znaczenie dla
wydajnego procesu wigzania kwasu nukleinowego przez surfaktanty ma budowa
chemiczna ich czesci polarnych.
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Rysunek 36. Rozdziat elektroforetyczny uktadéw na bazie DNA o dtugosci 21 pz
oraz formulacji lipidowej L2 i surfaktantu: TRI_N (A), TRI_IMI (B), TRI_BEN (C)
o réznym stosunku p/n.

Kolejnym aspektem wptywajacym na wydajno$¢ kompleksowania surfaktant/DNA
jest dtugos¢ uzytego fragmentu DNA. Na przyktadzie uktadu TRI_BEN/DNA (rysunek 37),
zauwazy¢ mozna, ze dluzsze odcinki DNA kompleksujg przy nizszych stezeniach
surfaktantu (nizszych wartos$ciach p/n) w poréwnaniu do krétszych fragmentéw DNA.

W tabeli 5 zestawiono wyniki testéw elektroforetycznych i okre$lonych progéw
kompleksowania dla analizowanych uktadow.

TRI_BEN/DNA

5 6 8 10 12 14 16 18 20
)8 2 (IS = o

LA X N XY

! 185pz [ 20kpz DNA

' 21 pz

= catkowite kompleksowanie
= brak kompleksowania

Rysunek 37. Rozdziat elektroforetyczny uktadéw o ré6znym stosunku p/n na bazie
surfaktantu TRI_BEN i DNA o dtugosci: 20 kpz, 185 pz, 21 pz.

Tabela 5. Zestawienie wartosci p/n odpowiadajgcych catkowitemu kompleksowaniu DNA
z surfaktantami i uktadami surfaktant/lipidy na podstawie rozdziatéw elektroforetycznych.

DNA Lipid/surfaktant TRIN TRLIMI TRI BEN
- 4 5 14
L1 2 2 4
20kpz 1 1 2
L3 075 2 4
- 4 5 16
L1 2 2 14
185pz |, 3 3 10
L3 3 2 10
- 8 8 18
L1 6 6 16
21pz L2 3 6 16
L3 6 6 16
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Proces kompleksowania zbadano réwniez pod katem wptywu pH srodowiska przy
zastosowaniu elektroforetycznego rozpraszania $Swiatla oraz elektroforezy zelowej
dla systeméw na bazie surfaktantu TRI_N. Ocena wptywu pH $rodowiska pozwoli lepiej
okresli¢ warunki stabilno$ci badanych komplekséw np. podczas przechowywania.

Na podstawie przeprowadzonych testéw elektroforetycznych dla uktadéow
TRI_N/DNA_20kpz i TRI_LN/L1/DNA_20kpz (rysunek 38) nie stwierdzono istotnego
wptywu pH srodowiska na proces kompleksowania. Niemniej jednak przy pH 9 dla systemu
TRI_N/DNA_20kpz zaobserwowano nieznaczny wzrost minimalnego p/n, przy ktérym
powstaje stabilny kompleks (przesuniecie od p/n = 4 do p/n =
w zakresie pH od 5 do 9 czasteczki DNA s3 stosunkowo stabilne. Powyzej tych warto$ci
natomiast czgsteczki kwasow nukleinowych moga ulec destabilizacji. W pH niZszym niz 5
jest to depurynacja, czyli utrata zasad purynowych, co w konsekwencji powoduje pekanie
wigzan fosfodiestrowych. Natomiast powyzej pH 9 DNA ulega denaturacji alkalicznej ze
wzgledu na obecnos$¢ jonéw wodorotlenkowych. Aniony OH- wigzac sie z atomami wodoru
wystepujacymi w zasadach azotowych DNA i biorgcych udzial w tworzeniu wigzan

6). Przyjmuje sie, Ze

wodorowych, usuwajg je z pierwotnego potozenia, przez co ulega rozerwaniu wigzanie
miedzy ni¢mi DNA. Wysokie pH moze réwniez powodowaé depurynacje DNA.
Dlatego prawdopodobnie w pH 9 dla TRI_LN/DNA_20kpz doszto do uszkodzenia DNA
i zwiekszenia stopnia jego pofragmentowania [237,238], przez co krétsze jego fragmenty
nie utworzyty kompleksu z surfaktantem przy zaktadanej wartosci p/n.
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Rysunek 38. Testy elektroforetyczne dla uktadéw TRI_N/DNA_20kpz (A)
oraz TRI_N/L1/DNA_20kpz (B) w réznym pH.

Elektroforetyczne rozpraszanie $wiatla jest technikg wrazliwa na site jonowa i pH
roztwordw, dlatego bezposrednie odniesienie wynikoéw zeta potencjatu do wynikéw
z elektroforezy zelowej jest trudne i obarczone duzym btedem.

Prébki wybrane do pomiaréw ELS byly mierzone w 5 mM buforze fosforanowym
o roznym pH. Juz sam dodatek buforu fosforanowego, nawet o niskim stezeniu, mogt
w znacznym stopniu zaburzy¢ wilasciwg interpretacje wynikéw potencjatu zeta.
Gdyz potencjat zeta zalezy $ciSle od sity jonowej roztworu, a wiec stezenia rozpuszczonych
w nim jondw. Im wyzsze stezenie soli w roztworze tym nizszy zarejestrowany potencjat
zeta, a co wiecej efekt ten jest silniejszy dla jonéw soli o wyzszej wartosciowosci. Zjawisko
to zwane efektem Debye’a zwigzane jest z tendencjg jonéw do gromadzenia sie wokét
czasteczek i ekranowania (ostabiania) ich tadunku elektrycznego netto - im wiecej
tadunkéw ekranujgcych tym nizsza warto$c¢ potencjatu zeta [239].
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Na rysunku 39 zestawiono wyniki S$redniego potencjatu zeta dla uktadoéw
surfaktantu TRI_N z wysokomolekularnym DNA w pH 8 oraz pH 5. Na podstawie wynikéw
uzyskanych z rozdziatu elektroforetycznego (rysunek 35) dla sytemu TRI_N/DNA_20kpz
w pH 6,8 zielong ramka zaznaczono obszary czeSciowego kompleksowania, a niebieska
ramka - obszary catkowitego kompleksowania. Zéttym rombem zaznaczono wyniki
potencjatu zeta referencyjnego roztworu DNA. W $rodowisku o pH 8 (rysunek 39 A)
czasteczki DNA wykazywaty silny ujemny potencjat zeta, tj. (-57 + 3) mV, natomiast w pH 5
warto$¢ potencjatu zeta DNA wynosito (-23 £ 3) mV (rysunek 39 B). Ujemny tadunek DNA
wynika z obecnosci grup fosforanowych. W nizszym pH moze dochodzi¢ do przytaczania sie
protonéw do grup fosforanowych, przez co cze$¢ tadunkéw elektrycznych neutralizuje sie
i rejestrowany potencjal zeta ma mniej ujemng warto$¢ [240]. Nalezy réwniez zaznaczy¢,
ze uzyte wysokomolekularne DNA byto silnie pofragmentowane, a uzyskane wyniki
potencjatu ( sa usredniong wartoscia dla czasteczek w catej objetosci prébki. Na uzyskany
wynik ma rowniez wptyw pomiary w obecnos$ci buforu fosforanowego, ktéry dodatkowo
obniza wartosci potencjatu zeta.
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Rysunek 39. Sredni potencjat zeta zarejestrowany dla uktadéw na bazie
wysokomolekularnego DNA i surfaktantu TRI_N w pH 8 (A) oraz pH 5 (B).
Rozktad potencjatu zeta (C) dla TRI_N/DNA_20kpz w pH 8.

Majgc na uwadze powyzsze czynniki wptywajace na odczyt wartosci potencjatu zeta
w badanych uktadach, przeanalizowano szczegétowo proces kompleksowania surfaktantu
TRI_N z DNA o dtugosci 20 kpz w pH 8. Wraz z dodawaniem surfaktantu do uktadu potencjat
zeta wzrastal, na skutek stopniowego przylaczania sie do tancucha DNA czasteczek
surfaktantu, ktére redukowaty jego ujemny tadunek elektryczny, az w punkcie p/n = 2
potencjat { osiagnat warto$¢ 0. Oznacza to, zZe uzyskano réwnowage miedzy tfadunkami
ujemnymi a dodatnimi w uktadzie, tym samym mozna zatozy¢, ze utworzyty sie kompleksy
surfaktant-DNA. Jednak zgodnie z zatozeniem, ze w przedziale od -10 mV do +10mV,
czasteczki sg traktowane jako neutralne, ale tez niestabilne [189], dopiero powyzej
wartosSci 10 mV przyjeto poczatek tworzenia stabilnych i trwatych komplekséw surfaktant-
DNA. Dla lepszej wizualizacji na wykresach zalezno$ci potencjatu zeta od wartosci p/n
zaznaczono przedziat od -10 mV do 10 mV. Tym samym przyjeto p/n=3 za punkt
poczatkowy tworzenia sie komplekséw TRI_N/DNA_20kpz.

Dalsze zwiekszanie stezenia surfaktantu, a wiec i tadunkéw dodatnich w uktadzie,
sugerowatoby rowniez dalszy wzrost pe. Jednak zgodnie z zaleznoscig (30) na wynik
ruchliwosci elektroforetycznej ma réwniez wptyw wielko$¢ kompleksu (per ~ 1/Rp). Tym
samym, aby utrzymac stalg p. przy zwiekszajgcym sie wypadkowym tadunku elektrycznym
(tter ~ q) dochodzi do powiekszania sie kompleksu w skutek dobudowywania kolejnych
warstw surfaktantu lub lokalnego rozwijania sie DNA [135]. Nalezy rowniez pamietac, ze
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wraz ze wzrostem steZenia surfaktantu w roztworze ro$nie rowniez lepkos¢ tego roztworu,
zgodnie z zalezno$cig (32) e ~ 1/n, co réwniez moze kompensowac¢ wzrost tadunku
elektrycznego uktadu. Prawdopodobnie obserwowana zalezno$¢ pe dla p/n>3 jest
wypadkowa powyzszych hipotez.

Warto zauwazyé, ze rozktad potencjatu ¢ dla roztworu DNA byt mocno
zréznicowany (rysunek 39 C), co tez potwierdza obecnos$¢ wielu jego fragmentéw o roznej
dtugosci. Jednak wyniki uzyskane dla komplekséw surfaktant/DNA, wykluczaja obecnos$¢
dwéch czy wiekszej liczby populacji (nawet ewentualnych miceli surfaktantu, ktére nie
potaczyly sie z czgsteczkami DNA), co sprawitoby, Ze Sredni potencjat zeta dla kompleksu
mogtby by¢ zafatszowany. Wyniki rozktadu potencjatu ¢ sugeruja, ze utworzone zostaty
kompleksy o wzglednie jednorodnej strukturze.

W srodowisku lekko kwasnym o pH 5 (rysunek 39 B) po dodaniu surfaktantu TRI_N
(p/n=0,5) do roztworu wysokomolekularnego DNA, potencjat zeta uktadu zblizyt sie do
warto$ci ok. 0 mV, a nastepnie z dalszym wzrostem stezenia surfaktantu potencjat zeta
réwniez wzrastal. Jest to spowodowane wigzaniem sie czasteczek zwigzku
powierzchniowoczynnego do nici DNA na catej ich dtugosci i eksponowaniu dodatnich
tadunkéw elektrycznych na zewnatrz powstatych agregatéw, co wiecej helisy DNA moga
ulega¢ lokalnym wydtuzeniom, umozliwiajac dotgczanie kolejnych czasteczek surfaktantéw
(ich interkalacje miedzy pary zasad DNA) [135]. Przy p/n=1 uktad TRI_N/DNA_20kpz
osigga minimum -37 mV, co jest wynikiem prawdopodobnie tworzenia sie specyficznych
struktur o kationowym rdzeniu utworzonym z czasteczek surfaktantéw i dotaczonych do
niego nici kwasu nukleinowego, eksponujacych na zewnatrz uktadu ujemne tadunki
elektryczne grup fosforanowych, przez co wzrasta ujemny potencjat { takiego agregatu -
nawet ponizej wartosci potencjatu ¢ dla referencyjnego DNA [135]. Dla badanego uktadu
zerowy potencjat { osiggnieto przy p/n=4. Natomiast za punkt tworzenia stabilnych
kompleksoéw przyjeto p/n = 5.

Kompleksy TRI_N/DNA_20kpz w pH 5 wykazywaly wyzszy dodatni potencjat
elektryczny niz kompleksy w pH 8, co moze sugerowa¢, ze sg stabilniejsze w tych
warunkach. Informacja ta moze nastepnie postuzy¢ do opracowania warunkéw ich
przechowywania, zapewniajgcych maksymalng trwato$¢.

W tabeli 6 zestawiono wyniki warto$ci wspotczynnikow p/n wymaganych do
utworzenia stabilnych komplekséw wysokomolekularnego DNA i surfaktantu TRI_N
w roznym pH S$rodowiska przy zastosowaniu niezaleznych technik pomiarowych.
W odniesieniu do wynikéw elektroforezy zelowej nie obserwuje sie znaczacych rdznic
miedzy wynikami otrzymanymi technikg elektroforetycznego rozpraszania Swiatta.
Poréwnujac wyniki dla dwoch wariantow pH S$rodowiska, mimo réznic w przebiegu
zaleznoS$ci potencjatu zeta od p/n, nie obserwuje sie wptywu pH $rodowiska na proces
kompleksowania surfaktantéw trimerycznych z kwasem nukleinowym.

Tabela 6. Wartos$ci p/n dla TRI_N/DNA_20kpz w zmiennym pH.

Metoda pH p/n
Elektroforetyczne 5 5
rozpraszanie $wiatta 8 3

4 4
Elektroforeza zelowa 6,8-7 4

9 6
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Ocene stabilnosci uktadéw na bazie surfaktantu TRI_N, wysokomolekularnego DNA
oraz formulacji lipidowych na podstawie uzyskanych wynikéw ELS zestawiono na
rysunku 40.

Zeta potencjat neutralnych fosfolipidéw takich jak DMPC, czy DPPC wynika z
gromadzenia sie w obszarze ich grup polarnych, jonéw wystepujacych w roztworze np.
jezeli sa to jony chlorkowe - fosfolipid nabywac¢ bedzie ujemnego potencjatu ¢ [241]. Wplyw
na wypadkowy potencjal zeta liposoméw ma réwniez temperatura pomiaru np. w
temperaturze ponizej temperatury gtéwnej przemiany fazowej DPPC wykazuje dodatni
potencjat zeta, natomiast w temperaturze ponizej T, - ujemny potencjat {. Nieznaczny
wpltyw na wartos$¢ potencjatu zeta ma takze forma liposoméw (SUV, MLV, LUV - ang. Large
Unilamellar Vesicles pecherzyki jednowarstwowe o S$rednicy wiekszej niz 100 nm,
itp.) [242].

DMPC po dodaniu do DNA o silnie ujemnym potencjale { (ok. -57 mV), znaczaco
neutralizowat jego wartosci do ok. -2 mV. W ukladzie z surfaktantem TRI_N poczatkowo
potencjat ¢ wulegt obnizeniu (przy p/n=0,5), a nastepnie wzrést i od
p/n =4 utrzymywat sie na statym poziomie ok. 5 mV. Dla uktadéw na bazie formulacji
lipidowych dwusktadnikowych i trojsktadnikowych wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu
obserwowano ciagla redukcje ujemnego potencjatu ¢ kwasu nukleinowego. Kompleksy
TRI_N/L1/DNA_20kpz oraz TRI_N/L3/DNA_20kpz osiggaja zerowy potencjatu { wynosza
przy p/n > 1, dla oraz, natomiast TRI_N/L2/DNA_20kpz przy p/n > 0,5. Co wiecej jedynie
dla uktadu z L2 mozna wyznaczy¢ punkt tworzenia stabilnych komplekséw dla p/n > 2.
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Rysunek 40. Potencjat zeta dla uktadéw zawierajacych surfaktant TRI_N, lipidy
i DNA 20 kpz. Dla lepszej wizualizacji potencjat zeta dla uktadéw lipid /surfaktant bez DNA
wyrdzniono punktami bez wypelnienia.

Wplyw dtugosci kwasu nukleinowego na proces kompleksowania na podstawie
wynikow ELS przeanalizowano dla uktadéw na bazie surfaktantu TRI_N (rysunek 41).
Referencyjne DNA o dtugosci 185 pz (fioletowe kotko) oraz 21 pz (rézowy kwadrat) nie
wykazywalo tak silnie ujemnego potencjatu zeta jak wysokomolekularne DNA (czerwony
kwadrat) - wartos$¢ ich potencjatu ¢ byly bliskie 0 mV. Dla TRI_N_/DNA_185pz oraz
TRI_N_DNA_21pz po dodaniu surfaktantu wartosci potencjatlu zeta poczatkowo ulegta
obnizeniu, a nastepnie odrastaty. Punkty zerowego potencjatu ¢ dla tych uktadéw osiggnieto
odpowiednio przy p/n = 4 oraz p/n = 6, natomiast dla DNA 20kpz p/n wynosito 2. Wyniki
ELS potwierdzajg otrzymang wczes$niej zalezno$¢, ze wraz ze wzrostem liczby par zasad
kwasu nukleinowego maleje warto$¢ p/n, a wiec i stezenia surfaktantu wymaganego

109



do utworzenia kompleksu z DNA. Zestawiajgc wyniki ELS z wynikami elektroforezy Zelowej
nie obserwowano znaczacych réznic.

Trwate kompleksy przy niskich wartosciach p/n uzyskano dla TRI_N i DNA 20 kpz.
Natomiast kompleksy na bazie S$redniomolekularnego i niskomolekularnego DNA
wymagaty zastosowania wyzszych stezen surfaktantu, aby przekroczy¢ umowna granice
tworzenia stabilnych kompleksow tj. 10 mV. Kompleksy te wykazywaty rowniez tendencje
dalszego, systematycznego wzrostu potencjatu { wraz ze wzrostem p/n uktadu.

304{ pH 8 o
20
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0 —5

-@-TRI_N/DNA_20kpz
50 -@-TRI_N/DNA_185pz
-B-TRI_N/DNA_21pz
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

p/n

Rysunek 41. Wplyw masy molekularnej kwasu nukleinowego na proces jego

kompleksowania z surfaktantem TRI_N.

Sredni potencjat zeta [mV]

6.2.2 Proces uwalniania materialu genetycznego

Proces uwalniania materiatu genetycznego z lipoplekséw jest kluczowy
w odniesieniu do potencjalnych zastosowan uktadéw w terapii genowej. Uwalnianie
materiatu genetycznego z kompleksu surfaktant-DNA przy zastosowaniu reakcji
z heparyng, zostanie omoéwione na przyktadzie uktadu TRI_N/DNA_20kpz przy p/n=>5.
W pierwszej kieszonce Zelu agarozowego przedstawionego na rysunku 42 A znajduje sie
referencyjny roztwor DNA. W kolejnej kieszonce umieszczono roztwor DNA z dodatkiem
heparyny o stezeniu 2,5 pg/ml, aby wykluczy¢ ewentualne oddziatywania DNA-heparyna.
Jak wida¢ otrzymany obraz odpowiada obrazowi referencyjnego DNA, oznacza to, Ze nie
wystepuja interakcje heparyny z DNA, ktore mogtyby wptyna¢ na wyniki eksperymentu.
Nastepnie w trzeciej kieszonce znajduje sie referencyjny kompleks TRI_N/DNA_20kpz
o wspotczynniku p/n réwnym 5. Kompleks ten nie migruje w polu elektrycznym, dlatego
nie jest widoczny na zdjeciu zelu agarozowego. W kolejnych kieszonkach zelu znajduje
sie kompleks TRI_N/DNA_20kpz (p/n = 5) z heparyng dodang w okreSlonym stezeniu
(od 0,01 pg/mldo 2,5 pg/ml).
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Rysunek 42. Proces uwalniania DNA o dtugosci 20 kpz z kompleksu utworzonego
na bazie surfaktantu TRI_N przy p/n réwnym: 5 (A), 10 (B) oraz 20 (C).

Dla stezania heparyny 0,2 pg/ml pojawia sie jasny i cienki prazek (odpowiadajacy
dtugim fragmentom DNA), co §wiadczy o czesSciowym uwolnieniu DNA z kompleksu z TRI_N.
Zwiekszajac stezenie heparyny obserwowano stopniowe zwiekszanie sie intensywnosci
i wielko$ci prazka DNA. AZ do momentu, kiedy dochodzi do catkowitego uwolnienia DNA
z kompleksu przy stezeniu heparyny réwnym 2,5 pg/ml - niezwigzane DNA migruje w polu
elektrycznym, a jego obraz odpowiada referencyjnemu DNA. Tym samym najnizsze stezenie
heparyny wymagane do uwolnienia kwasu nukleinowego z kompleksu TRI_N/DNA_20kpz
przy p/n = 5 wynosi 2,5 pg/ml.

W przypadku, gdy stezenie surfaktantu bedzie dwukrotnie wyzsze, czyli przy
p/n =10 (rysunek 42 B), otrzymane wyniki wskazuja, zZe nie zmienia to najnizszego
wymaganego stezenia heparyny, przy ktérym dochodzi do uwolnienia DNA z kompleksu
TRI_LN/DNA_20kpz. Stezenie heparyny w tym ukladzie wynosi 2,5 pg/ml. Jednak dla
kompleksow o p/n =20 (rysunek 42 C) nalezy zastosowac 4-krotnie wyzsze stezenie
heparyny, czyli 10 pg/ml. Wyzsze stezenie heparyny, oznacza wieksza konkurencje z DNA
o czasteczki surfaktantu w kompleksie. Tym samym zaktada sie, Zze w takim przypadku
wigzanie surfaktant-DNA jest silniejsze, poniewaz do jego rozerwania potrzebna jest
wieksza ilo$¢ heparyny.

W przypadku uktadéw z lipidami (rysunek 43), stezenie heparyny nalezy zwiekszy¢
4-krotnie w porownaniu do uktadéw bez lipidéw przy tej samej wartosSci p/n. Stezenie
heparyny wymagane do uwolnienia DNA o dtugosci 20 kpz z komplekséw na bazie
surfaktantu TRI_N i formulacji lipidowych (L1, L2, L3) wynosi 10 pg/ml. Na podstawie
otrzymanych wynikéw utworzone kompleksy surfaktant/lipid/DNA mozna uznaé
za stabilniejsze niz kompleksy surfaktant/DNA. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze na trwato$¢
tych komplekséw nie ma wptywu rodzaj i sktad zastosowanej mieszaniny fosfolipidow.
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Rysunek 43. Proces uwalniania DNA o dtugosci 20 kpz z kompleksu utworzonego
na bazie surfaktantu TRI_N przy p/n =5 i formulacji lipidowych: L1, L2, L3.

W tabeli 7 zestawiono minimalne stezenie heparyny wymagane do uwalniania
kwasu nukleinowego o dtugosci 20 kpz z kompleksow na bazie surfaktantow trimerycznych
i mieszanin lipidéw.

Tabela 7. Minimalne stezenie heparyny wymagane do uwolnienia DNA z komplekséw.

Kompleks Stezenie heparyny [pg/ml]

Surfaktant p/n - L1 L2 L3
5 2,5 10 10 10
TRI_N 10 2,5 10 10 10
20 10 25 25 25
5 2,5 10 10 10
TRI_IMI 10 2,5 10 10 10
20 10 25 25 10
10 - 2,5 2,5 2,5

TRI_BEN
20 1 10 10 10

6.2.3 Ocena zmian konformacyjnych DNA w kompleksie z surfaktantem

Zmiany konformacyjne kwaséw nukleinowych w kompleksach z surfaktantami
trimerycznymi byly oceniane w odniesieniu do referencyjnego widma dichroizmu
kotowego CD roztworéw DNA o réznej dtugosci: 21 pz, 185 pzlub 20 kpz. Wszystkie badane
probki byty zawieszone w 5 mM buforze fosforanowym o pH 6,8, ktoérego sygnat CD zostat
odjety od zarejestrowanych i prezentowanych widm CD.

Widma dichroizmu kotowego oraz potozenia maksimum pasma dodatniego
uktadéw DNA i surfaktantu TRI_N zestawiono na rysunku 44. Wszystkie badane kwasy
nukleinowe pomimo réznic w ilo$ci par zasad wystepowaty w formie B-DNA. Wskazuja na
to charakterystyczne dla tej formy strukturalnej punkty widma CD, takie jak: minimum
pasma ujemnego przy 245 nm, maksimum pasma dodatniego przy ok. 276 nm i przeciecie
z osig odcietych przy okoto 260 nm.
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W przypadku uktadéw surfaktant-DNA w widmach CD nie obserwowano zmian
$wiadczacych jednoznacznie o przemianie konformacyjnej DNA. Zmianie ulegata gtéwnie
intensywno$¢ pasm oraz obserwowano przesuniecie potozenia ich maksimow.

Widma CD ukladéw na bazie surfaktantu TRI_N i wysokomolekularnego DNA
(rysunek 44 A) przy réznych warto$ciach stosunku p/n, charakteryzowaty sie catkowitym
zanikiem sygnalu CD od warto$ci p/n=3. Zanik ten postepowal stopniowo wraz
ze wzrostem stezenia surfaktantu w uktadzie: dla p/n réwnego 1 widmo osiagneto
intensywno$¢ rowng 20% intensywnosci widma referencyjnego DNA, a dla p/n = 2 wartos$¢
ta spadta do 10%. W przypadku nizszych stezen surfaktantu (a tym samym nizszego p/n)
spadek ten wyniést okoto 50% w stosunku do intensywnos$ci widma DNA. Obserwowano
réwniez przesuniecie sie maksimum pasma dodatniego o 4 nm w kierunku dtuzszych fal
(rysunek 44 B).

Dla niskich wartos$ci p/n (0,5 oraz 0,75) uktadéw TRI_N/DNA_185pz (rysunek 44 C),
intensywno$¢ widm CD maleje proporcjonalnie dla pasm dodatnich jak i ujemnych.
Natomiast od wartosci p/n=1 obserwowano spadek o 30% intensywno$ci pasma
dodatniego, lecz intensywno$¢ pasma ujemnego wzrosta o 10% w stosunku
do intensywno$ci pasm referencyjnego roztworu DNA. Najwiekszy spadek intensywno$ci
pasma dodatniego wystapit dla p/n=3 i wynidst ok. 40% wartosci intensywnoSci
referencyjnej. Maksimum pasma dodatniego tego widma przypadto na 282 nm, czyli o 7 nm
nastgpito przesuniecie w kierunku wyzszych warto$ci dlugosci fali (rysunek 44 D).
0d wartosci p/n = 4 intensywno$¢ pasma dodatniego wzrasta, osiagajac warto$¢ zblizong
do referencyjnej intensywno$ci pasma dodatniego DNA. Najwiekszy przyrost
intensywnosci pasma ujemnego (o 60%) zaobserwowano dla p/n=14. Potozenie
maksimum pasma dodatniego ulegto zmianie i ustalito sie na poziomie 279 nm -
odnotowano wzrost o 4 nm w stosunku do potozenia maksimum pasma dodatniego DNA.

Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku uktadéw zawierajgcych surfaktant
TRI_N i niskomolekularne DNA (rysunek 44 E), tj. dla nizszych wartosci p/n (0,5 - 1)
intensywno$¢ widma spada w poréwnaniu do referencyjnego widma DNA o ok. 50%,
natomiast polozenie pasma dodatniego nie zmienia sie. Od p/n> 2 sygnat widma CD
znacznie zmalal oraz przesunieciu ulegto maksimum pasma dodatniego w kierunku
wyzszych dtugosci fali. Najwiekszy zanik sygnatu CD w stosunku do widma referencyjnego
DNA obserwowano przy p/n = 8 (spadek intensywno$ci pasma dodatniego o ok. 95%,
i pasma ujemnego o ok. 90%). Dla p/n > 8 intensywno$¢ widma ponownie wzrasta, ale nie
osigga intensywno$ci odpowiadajacej referencyjnemu DNA: pasmo dodatnie
o intensywno$ci okoto 40% wzgledem referencyjnego widma DNA, pasmo ujemne - 15%.
Maksimum pasma dodatniego przesuwa sie do warto$ci 286 nm - wzrost o 7 nm
w stosunku do maksimum pasma dodatniego DNA (rysunek 44 F). Co ciekawe,
obserwowano punkt izodichroiczny przy 273 nm.

Widma CD dla uktadu zawierajacego wysokomolekularne DNA i surfaktant TRI_IMI
zestawiono na rysunku 45 A. Dla niskich wartosci p/n (0,5 oraz 0,75) intensywnos$¢ widma
nieznacznie spada w poréwnaniu do intensywnosci zarejestrowanej dla referencyjnego
DNA. Od p/n = 1 intensywno$¢ widma znaczaco sie zmniejsza, a maksimum pasma
dodatniego przesuwa sie w kierunku wiekszych dlugosci fal, osiggajac wartos¢ 282 nm
(przyrost o 6 nm) dla p/n >3 (rysunek 45 B). Dla p/n = 6 obserwowano zwiekszenie
intensywno$¢ pasma ujemnego widma.
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Rysunek 44. Widma CD i potozenia maksimum (szary obszar z zaznaczang tendencja
zmiany) dla uktadéw surfaktantu TRI_N i DNA o dtugosci 20 kpz (A, B), 185 pz (C, D)
oraz 21 pz (E, F).
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W  przypadku uktadu surfaktantu TRI_LIMI i $redniomolekularnego DNA
(rysunek 45 C) obserwujemy zwiekszenie intensywnos$ci pasma ujemnego w stosunku
do intensywno$ci pasma ujemnego widma referencyjnego DNA przy jednoczesnym
nieznacznym spadku intensywno$ci pasma dodatniego. Najwieksza taka dysproporcje
wykazuje widmo przy p/n = 4. Nastepnie intensywno$¢ pasma ujemnego spadata (p/n = 6),
aby ponownie zacza¢ odrasta¢ (dla uktadéw o p/n > 8). Potozenie maksimum pasma
dodatniego przesuwa sie o 11 nm (dla p/n>2) w kierunku wyzszych dtugosci fali
tj. na pozycje 286 nm (rysunek 45 D). Zjawisko przesuniecia maksimum pasma dodatniego
i zwiekszenia intensywno$ci pasma ujemnego, zwigzane jest z silng chiralng kondensacjg
DNA w tzw. forme psi [243]. W rozwazanych uktadach prawdopodobnie jest to wynik
oddziatywania DNA z surfaktantem TRI_IMI, ktéry silnie upakowuje czgsteczki kwasu
nukleinowego.

Dla uktadéw na bazie DNA o dtugosci 21 pz i surfaktantu TRI_IMI (rysunek 45 E)
0 p/n <1 obserwowano nieznaczny spadek intensywnos$ci widm dichroizmu kotowego,
natomiast dla p/n =2 odnotowano praktycznie catkowity zanik sygnatu CD. Zwiekszajac
stezenie surfaktantu (dla systeméw o p/n > 3) intensywno$¢ pasma ujemnego wzrasta, ale
jej warto$¢ nie przekracza intensywnos$ci pasma ujemnego referencyjnego widma DNA.
W przypadku p/n>12 pasmo ujemne ma wiekszg intensywno$¢ niz pasmo DNA.
Intensywnos$¢ pasma dodatniego uktadéw surfaktant/DNA nie odrasta proporcjonalnie
do pasma ujemnego. Od p/n =4 maksimum pasma dodatniego przesuwa sie do pozycji
286 nm, jest to przyrost o 8 nm w stosunku do widma referencyjnego DNA (rysunek 45 F).

Prébki uktadow na bazie surfaktantu TRI_LBEN i DNA dla niektérych stezen byty
metne, a w niektérych wytracit sie wyraznie widoczny osad - oznacza to, ze DNA zostato
wyparte z roztworu. Pomiary w tych przypadkach nie dawaty sygnatu CD.

Widma CD dla uktadu DNA 20kpz z surfaktantem TRI_BEN zestawiono
na rysunku 46 A. Dla p/n < 0,75 intensywnos¢ widma nieznacznie spada w poréwnaniu
do intensywnos$ci widma referencyjnego DNA. W przypadku uktadéw o p/n réwnym 11i 2
intensywno$¢ widma znaczaco maleje, zachowujac ksztalt charakterystyczny dla
formy B-DNA. Maksimum pasma dodatniego (szary obszar na rysunku 46 A z zaznaczang
tendencjg zmian) przesuwa sie w kierunku wiekszych dtugosci fal, osiggajac wartosé
287 nm (przesuniecie o 10 nm) - zaleznos¢ przedstawiono na rysunku 46 B. Dla uktadu
o p/n = 3 widmo ulega catkowitemu wyptaszczeniu. Sygnat CD uktadu TRI_BEN/DNA_20kpz
o p/nz4 ponownie odrasta, jednak jego przebieg znaczaco sie rézni od widma
referencyjnego DNA. Widmo CD dla tego uktadu charakteryzuje sie prawdopodobnie
dwoma ekstremami: silnym pasmem ujemnym z minimum przy 253 nm oraz nieznacznym
pasmem dodatnim przy 300 nm (zaznaczone pionowq strzatka). Przebieg widma $wiadczy
o silnej kondensacji DNA. Dla systeméw o p/n od 6 do 14 przebieg widma byt podobny
z wyraznym minimum przy 280 nm. Natomiast dla prébek o p/n réwnym 16 oraz 18 nie
zarejestrowano widm CD, poniewaz nastapito wytracenie DNA z roztworu, ale dla uktadu
o p/n = 20 ponowie uzyskano klarowny roztwor, jednak nie generowat on sygnatu CD.

Dla uktad6w na bazie surfaktantu TRI_BEN z DNA o dtugosci 185 pz (rysunek 46 C)
zaobserwowano podobng zalezno$¢ jak w przypadku uktadéw z wysokomolekularnym
DNA. Widma uktadéw o niskich wartosci p/n (0,5 - 1) wykazywaly nieznacznie nizszg
intensywno$¢ od referencyjnego widma DNA. Dla TRI_.BEN/DNA_185pz o p/n = 2 widmo
ulega catkowitemu wyptaszczeniu (przy zachowaniu jednorodnosci i klarowno$ci probki),
a w probce, gdzie p/n rowne byto 3 - DNA ulegto wytraceniu.
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Rysunek 45. Widma CD i potozenia maksimum (szary obszar z zaznaczang tendencjg
zmiany) dla uktadéw surfaktantu TRI_IMI i DNA o dtugosci 20 kpz (A, B), 185 pz (C, D)
oraz 21 pz (E, F).
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Dla uktadéw o p/n =4 obserwowano wzrost intensywnos$ci pasma ujemnego,
ktérego minimum przesuwa sie z pozycji 265 nm (dla p/n =4) do 275 nm (dla p/n = 20).
Odnotowano réwniez nieznaczne zmiany potozenia maksimum, ktére ulega przesunieciu
2292 nm (dla p/n = 4) do 299 nm (dla p/n = 20). Dodatkowo nalezy zaznaczy¢, Ze sygnat CD
znaczaco wzrost dla probek o wysokim stezeniu surfaktantu w uktadzie.

Widma TRI_BEN/DNA 21pz (rysunek 46 D) dla p/n od 0,5 do 1 nie wykazywaty
znaczacych zmian w stosunku do widma referencyjnego DNA. Dla uktadow o p/n réwnym
2 oraz 3 obserwujemy silne ujemne pasmo z minimum: przy 258 nm (dla p/n = 2) i 274 nm
(dla p/n = 3), o intensywnosci odpowiednio ok. -8 mdeg oraz ok. -10 mdeg. Prébki o p/n 4
i 5 byly metne i nie dawaty sygnatu CD. Od p/n =2 6 widmo CD ma jedno ujemne pasmo
z minimum przy 278 nm, a jego pozycja nie ulega przesunieciu. Intensywno$¢ tego pasma
ro$nie wraz ze stezeniem surfaktantu w ukladzie osiggajac najwyzsza ujemna wartos$¢
dla p/n = 14 (okoto -3,9 mdeg).
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Rysunek 46. Widma CD uktadéw TRI_BEN i DNA o dtugosci 20 kpz (A), 185 pz (C)
i 21 pz (D) oraz zmiany potozenia maksimum pasma dodatniego
dla TRI_BEN/DNA_20kpz (B).

Wyznaczanie formy, jaka przyjmuje kwas nukleinowy w kompleksach
z surfaktantami trimerycznymi na podstawie widma FTIR zostanie omoéwione
na przyktadzie uktadu surfaktantu TRI_IMI i wysokomolekularnego DNA pozostajacych
w stosunku p/n réwnym 20 (rysunek 47). Jest to reprezentatywny przyktad, dla ktérego
wystepuje zdecydowana wiekszo$¢ charakterystycznych markeréw danej struktury DNA
i sa one wyraznie widoczne. Dla uktadu TRI_IMI/DNA_20kpz w widmie podczerwieni
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mozna zlokalizowa¢ drgania: rozciagajace vc-0, vc-v pochodzace od guaniny i tyminy przy
1715 cml, charakterystyczne dla deoksyrybozy przy 1422 cm-, rozciagajace reszt
fosforanowych 4svpos przy 1226 cm-l, oraz pasmo charakterystyczne przy 836 cm-l.
Pozycje pasm odpowiadajg markerom formy B-DNA.

W rozwazanym przypadku pasma przy dtugosci 930 cm! i 899 cm'! mogg
wskazywa¢ na obecno$¢ innych form DNA (odpowiednio Z i A), co mogtoby wynikaé
z metodyki pomiaru - aby uzyska¢ dobry sygnat, prébki poddawane byly lekkiemu
osuszaniu. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi - suszone nieuwodnione DNA przyjmuje
forme A-DNA [198]. Jednak nie obserwowano markeréw od innych form DNA, przez
cowykluczono mozliwos¢ wspdtwystepowania kilku form strukturalnych kwasu
nukleinowego [197].

5| ¢
s | 3 't
o ©°
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Rysunek 47. Widmo FTIR dla uktadu TRI_IMI/DNA_20Kkpz z zaznaczonymi markerami
formy B-DNA.

W pozostatych przypadkach konieczne bylo zastosowanie w analizie drugiej
pochodnej w celu zlokalizowania pasm absorpcyjnych markeréw form DNA, poniewaz
pasma od markeréw konformacji kwasu nukleinowego pokrywaty sie z pasmami czystych
surfaktantow. Wyniki zostang omoéwione na przyktadzie surfaktantu TRI_BEN
(rysunek48 A) i DNA o roznej liczbie par zasad. O ile drgania deoksyrybozy
charakterystyczne dla prawoskretnej helisy (rysunek 48 B) oraz inne charakterystyczne
markery (rysunek 48 D) wystepujace w obszarze 800 - 900 cm! do$¢ jednoznacznie
wskazywaly na strukture B-DNA w tych uktadach, tak w przypadku analizy drgan
rozciggajacych reszt fosforanowych (rysunek 48 C) tej jednoznaczno$ci brakowato. Drgania
asVpo; Sa bardzo wrazliwe na stopien uwodnienia uktadu [198], a w wyniku t3czenia si¢
czasteczek surfaktantu z kwasem nukleinowym dochodzi do zmian w otoczce hydratacyjne;j
tych grup, co potwierdzaja wcze$niejsze wyniki dichroizmu kotowego. Przez co
identyfikacje formy, jaka przyjmuje DNA w kompleksach na podstawie tych drgan -
odrzucono.

Poza wilgotnos$cia, stezeniem soli, wptywem przeciwjonéw, pH $rodowiska,
sekwencjg zasad azotowych, istnieje wiele czynnikow wptywajacych na forme jaka
przyjmuje DNA [198]. Ogromny wplyw na prawidtowg interpretacje wynikéw ma stopien
ztozonos$ci badanych uktadéw. Z tego wzgledu zrezygnowano z wyznaczania formy DNA

118



w kompleksach DNA na bazie surfaktantéow trimerycznych i formulacji lipidowych
powyzsza metoda.
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Rysunek 48. Widma FTIR zarejestrowane dla uktadéw TRI_BEN i DNA o r6znej dtugosci
i przy p/n = 20 (A) z uwzglednieniem drugich pochodnych obszaréw pasm
charakterystycznych dla drgan deoksyrybozy (B), reszt fosforanowych (C) oraz innych
markeréw (D). Pasma przypisane do konkretnych form oznaczono kolorystycznie: A-DNA
pasma rézowe, B-DNA zielone, Z-DNA zo6tte.

Poznanie formy, jaka przyjmuje DNA w rozwazanych lipopleksach jest bardzo
wazne z punktu widzenia dalszego wykorzystania ich jako no$nikéw w terapii genowej.
Niestety ze wzgledu na brak mozliwo$ci pomiaru tych uktadéw przy uzyciu dichroizmu
kotowego, zaproponowano metode FTIR bazujgca na lokalizowaniu charakterystycznych
markerow okreslonych form DNA. Cho¢ poczatkowo wigzano z nig duze nadzieje, to okazata
sie w przytoczonych przypadkach dos¢ trudna i niedajgca jednoznacznych wynikow.

Niemniej we wszystkich badanych uktadach surfaktantéow trimerycznych i DNA
o roznej liczbie par zasad, kwas deoksyrybonukleinowy przyjmowat strukture natywnej
prawoskretnej helisy, czyli forme B-DNA.
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6.2.4 Cytotoksycznos$c¢ surfaktantow i uktadow surfaktant/fosfolipid

Poznanie potencjalnych wtasciwosci cytotoksycznych badanych w pracy
surfaktantéw trimerycznych i formulacji lipidowych jest niezmiernie waznym krokiem
w dalszym projektowaniu no$nikéw na ich bazie. Tak jak zostato to juz wspomniane
na poczatku rozdziatu testy cytotoksycznosci pozwalaja okresli¢ mozliwie najlepsze
parametry lipoplekséw zaréwno pod wzgledem maksymalnej efektywno$ci jak i najnizszej
toksycznosci.

Ocena toksycznosci surfaktantéw trimerycznych i uktadéw surfaktant/fosfolipid
zostatla przeprowadzona na podstawie testu przezywalno$ci MTT oraz wybarwiania
biekitem trypanu komoérek nowotworowych linii HeLa.

Prawidtowe komoérki HelLa maja wrzecionowaty ksztatt z dobrze widocznym
jadrem, komdrki Scisle do siebie przylegaja, ale rowniez do podtoza (rysunek 49 A, E, I).
W kontroli widoczne sg nieliczne martwe komorki, o okraggltym ksztatcie, luzno ptywajace
W pozZywce.

sy

s

A s ST IR ! q'7 ,: i f
KONTROLA % TRI_BEN5uM

Rysunek 49. Zdjecia mikroskopowe komdrek Hel.a poddane inkubacji z surfaktantami
trimerycznymi o réznych stezeniach (powiekszenie 200x).
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Po dodaniu do dotkéw z komoérkami, roztwordéw surfaktantéw o niskim stezeniu,
morfologia komorek sie nie zmieniata (rysunek 49 B, F, ]). Jednak dalsze zwiekszanie
stezenia surfaktantu w dotku, powodowato zmiane proporcji miedzy Zzywymi a martwymi
komoérkami. W obrazie widoczne jest wiecej kulistych struktur lub ksztaltt potencjalnie
zywych komérek staje sie bardziej okragly. Na zdjeciach przedstawionych
narysunkach 49 C, G, K warunki dobrano tak, aby stezenie bylo w granicach 50%
przezywalnosci - ECsp.

Gdy stezenie surfaktantu osiggneto poziom krytyczny, powodujacy 100%
$miertelno$¢ komorek, w obrazie mikroskopowym widoczne byly jedynie okragte martwe
komoérki z ,przeros$nietymi” strukturami pecherzykowymi w $rodku lub dochodzito
do catkowitego wyptyniecia zawarto$ci komorki na zewnatrz (rysunek 49 D, H, L). Préobki
z uktadami zawierajgcymi lipidy byty nieprzezroczyste, przez co nie bylo niemozliwe
uzyskanie zdje¢ morfologii komoérek.

Zywotno$¢ komérek X HeLa wyznaczono z zaleznoéci (57), gdzie A, to absorbancja
mieszaniny DMEM/MTT/izopropanol, Aj to absorbancja dotka kontrolnego (komérki HeLa
bez surfaktantu, przyjeto za 100% zywotnos$ci komoérek), natomiast Ay to absorbancja
w dotku, gdzie komdrki byty poddane dziataniu surfaktantu o okreslonym stezeniu.

AX_At
A — Ay

X[%] = (57)

Wryniki testow MTT dla badanych surfaktantéw trimerycznych i formulacji
lipidowych wraz z zestawieniem wyznaczonych warto$ci $redniego stezenia efektywnego
przedstawiono na rysunku 50. Otrzymane zaleznos$ci wskazujg, Ze Smiertelnos¢ komédrek
HelLa wzrastala wraz ze wzrostem stezenia surfaktantow trimerycznych. Wsrod
surfaktantow najnizsza cytotoksycznos$¢ indukuje surfaktant TRI_BEN, dla ktérego ECso
réwna sie 60 + 12 uM, natomiast najwyzszg - TRI_N z ECsp = 153 puM.

Badane fosfolipidy w stezeniu 1,5 mM nie wykazywaty efektéw cytotoksycznosci,
nawet w duzo wyzszych stezeniach niz zatozone w eksperymencie. Tym samym
potwierdzito sie zatozenie, zZe skoro naturalnie wystepuja w btonach komdérkowych nie sg
dla nich toksyczne.

Analizujac wyniki przezywalnos$ci komoérek HeLa w obecno$ci badanych uktadéw
zauwazy¢ mozna, ze dodatek lipiddw znaczgco zwieksza warto$¢ ECs, a szczegOlnie
mieszanina lipidéw DMPC/DOPE (L2), ktora podnosi jego warto$¢ nawet ponad 50-krotnie
dla surfaktantu TRI_N. Sposréd uktadéw z lipidami najstabiej efekty cytotoksyczne
surfaktantow redukowata mieszanina tréjsktadnikowa L3. Tendencja ta byta zachowana
dla wszystkich surfaktantéw, jednak najwiekszy wzrost warto$ci ECsp wykazaty uktady
bazie TRI_N, a najmniejszy TRI_LBEN w obecnosci tych samych mieszanin lipidéow
np.w obecnosci L3 dla TRI_N: 20-krotniy spadek cytotoksycznosci, a dla TRI_BEN: 5-krotny.
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Rysunek 50. Wyniki testéw przezywalnosci MTT komoérek HeLa dla uktadow na bazie
lipidéw i surfaktantéw TRI_N (A), TRI_IMI (B) oraz TRI_BEN (C) z zestawieniem wartosci
Sredniego stezenia efektywnego ECsp (D).

Kolejng metoda oceny cytotoksycznos$ci substancji chemicznych jest wybarwienie
komoérek btekitem trypanu. Wybarwieniu ulegajg martwe komorek, u ktorych doszto
do przerwania btony komoérkowej, w wyniku czego barwnik moze wnikngé do $rodka
komorki.

Zaréwno w testach MTT, jak i w barwieniu biekitem trypanu, komorki byty
wystawione na ekspozycje czynnika toksycznego (surfaktantu) przez 1 godzine. Niemniej
wyniki z tych dwoch metod s3 rézne.

Na przyktadzie surfaktantu TRI_BEN zostang omoéwione wyniki cytotoksycznosci
przy zastosowaniu barwienia btekitem trypanu komoérek HelLa. Zdjecia zostaty zrobione
w 40-krotnym powiekszeniu, jednak podioze (polistyrenowa ptytka wielodotkowa)
znaczgco obnizyto jakos¢ zdje¢. W obrazie kontroli, czyli w dotku, do ktérego nie dodano
roztworu surfaktantu, komérki HeLa majg prawidlowa, charakterystyczng dla nich
morfologie, czyli lekko wrzecionowaty ksztatt (rysunek 51 A). Komorki sa przezroczyste,
poniewaz nie zostaty wybarwione przez btekit trypanu na skutek uszkodzenia btony
komérkowej (w polu widzenia pojedyncze wybarwione na niebiesko martwe komdrki).
Po dodaniu juz niewielkiej ilo$ci surfaktantu TRI_BEN (stezenie w dotku 4 puM), w polu

122



widzenia pojawiajg sie liczne niebiesko wybarwione komérki (rysunek 51 B). Komérki
te maja kulisty ksztalt, co rowniez sugeruje na wystepowanie niekorzystnych dla nich
warunkow, wskutek czego odklejajg sie od podtoza i zmienia sie ich morfologia. Dalsze
zwiekszanie stezenia surfaktantu, powoduje pojawienie sie zwiekszonej populacji
okraglych niebieskich komoérek, a w polu widzenia niewidoczne sa zywe komdrki
o prawidlowej morfologii. Wzrost stezenia surfaktantu zwieksza populacje okragtych
wybarwionych komoérek, a takze zmienia sie intensywnos¢ ich wybarwienia: dla wyzszego
stezenia komorki przyjmuja granatowe zabarwienie (rysunek 51 D), podczas gdy dla
nizszych stezen sa bladoniebieskie (rysunek 51 C). Skrajnie wysokie stezenie (2000 pM)
powodowalo zlepianie sie martwych komorek z wyptynieciem ich zawartosci.

A B

KONTROLA TRI_BEN 4 uM

-

»

‘.‘ .’c-‘

C D

TRI_BEN 30 uM - . TRI_BEN 60 uM

Frhaion
-2 0
Rysunek 51. Wyniki wybarwiania komoérek HeLa btekitem trypanu po godzinnej

inkubacji z surfaktantem TRI_BEN: A - kontrola, komérki bez surfaktantu,

B, C, D -komorki w obecno$ci surfaktantu o rosngcym stezeniu.

Na podstawie powyzszych wynikéw dawke ECsy dla surfaktantu TRI_BEN mozna by
oszacowac na poziomie okoto 4 uM. Jest to wynik duzo nizszy niz otrzymane w teScie MTT
- 60 pM. Oznacza to, ze mogto doj$¢ do dezintegracji btony komérkowej przy duzo nizszym
stezeniu surfaktantu, jednak nie doszto do uszkodzenia mitochondriow i komérka nadal
mogta realizowa¢ swoje funkcje zyciowe - tj. rozktada¢ MTT do formazanu.

Na rysunku 52 przedstawiono wyniki barwienia biekitu trypanu komoérek Hela
poddanych inkubacji z surfaktantem TRI_N oraz L1/TRI_N o ré6znym stezeniu surfaktantu.
W poréwnaniu do kontroli, gdzie wyraznie wida¢ zarys pojedynczych komorek
(rysunek 52 A), w prébie z L1 o stezeniu 1,5 mM (rysunek 52 D) mozna przypuszczat, ze
dodane lipidy tworzg warstwe pokrywajacg komorki. Niemniej czysty lipid jest
nietoksyczny dla komorek, pozostajg one zywe i nie wybarwiajg sie btekitem trypanu.
W przypadku uktadéw z surfaktantem, stezenie 50 pM surfaktantu TRI_N powoduje
intensywne wybarwienie i §mieré¢ komoérek HeLa (rysunek 52 C). Jednak w obecno$ci lipidu
L1, to samo stezenie surfaktantu nie powoduje Smierci komorek, co wiecej wydaje sie dla
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nich nietoksyczne, obserwowano nieliczne wybarwione komérki w polu widzenia
(rysunek 52 E). Aby osiggna¢ wysoka $miertelno$¢ komorek w uktadzie z L1, nalezy
znaczaco zwiekszy¢ stezenie surfaktantu TRI_N tj. do 500 uM (rysunek 52 F).

A B

KONTROLA I TRI_N 5 um

Rysunek 52. Wyniki wybarwiania komoérek HeLa biekitem trypanu po godzinnej inkubacji
z surfaktantem TRI_N: A - kontrola, brak czynnika toksycznego, B, C - prébki z
surfaktantem TRI_N o stezeniu odpowiednio 5 pM i 50 uM bez L1, komorki podane
inkubacji z DMPC (D) oraz DMPC i surfaktantem TRI_N o stezeniu 50 uM (E) i 500 uM (F).

W tabeli 8 zestawiono wyniki wybarwiania btekitem trypanu komérek HeLa po
godzinnej inkubacji ze wszystkimi badanymi systemami. Jedynie w dla surfaktantu
TRI_.BEN o stezeniu 4 puM (rysunek 51 B) mozliwa byta obserwacji punktu 50%
przezywalno$ci. W pozostatych badanych przypadkach, przy bardzo niskich stezeniach
surfaktantu wszystkie komorki byly zywe, a po przekroczeniu pewnego poziomu -
wszystkie byly wybarwione, czyli prawdopodobnie martwe. Podobnie jak w wynikach testu
MTT - najmniej toksyczny dla komorek okazat sie surfaktant TRI_BEN. Dodatek lipidéw
powodowat znaczny spadek cytotoksycznosci surfaktantéw trimerycznych, z tym Ze nie
miat znaczenia ani rodzaj surfaktantu ani sktad mieszanki lipidowe;j.

Tabela 8. Smiertelnoé¢ komérek HeLa wybarwianych btekitem trypanu po godzinnej
inkubacji z lipopleksami: x - 100% $miertelno$¢ komorek.

Stezenie surfaktantu w dotku [uM]

System 0 4 30 60 100 500 1000 2000
TRI_N X X X X X X X
TRI_IMI X X X X X X X
TRI_BEN X X X X X X
Surfaktant/lipidy X X X X
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6.3 Ocena wlasciwosci fizycznych ukladow surfaktant/fosfolipid
i surfaktant/lipid/DNA

Kalorymetria DSC oraz spektroskopia FTIR pozwolily wyznaczy¢ parametry
termodynamiczne  przemian fazowych badanych formulacji  fosfolipidowych
(rozdziat 6.3.1) oraz wptywu na nie surfaktantéw trimerycznych (rozdziat 6.3.2), a takze
dodatku DNA (rozdziat 6.3.3).

6.3.1 Wyznaczenie parametrow przej$¢ fazowych w ukladach fosfolipidowych

W pierwszej kolejnosci zostaty przeprowadzone pomiary DSC, ktére umozliwity
oszacowanie zakresu temperaturowego przemian fazowych badanych formulacji
lipidowych oraz zbadanie wplywu zmiany sktadu fosfolipidéw tj. dodatku DOPE i DPPC
na strukture DMPC. Na podstawie otrzymanych termograméw (rysunek 53) wyznaczono
temperatury przej$¢ fazowych i bezwzgledng warto$¢ entalpii tych przemian. Wszystkie
obserwowane przemiany fazowe fosfolipidow sa procesami endotermicznymi pierwszego
rodzaju, oznacza to, Zze zmiana parametrow fizykochemicznych dwuwarstwy lipidowej
zachodzi w spos6b skokowy, na skutek pobrania przez uktad energii cieplej z zewnatrz.

Wszystkie prébki byty przygotowane w roztworach wody deuterowanej. Ciezka
woda powoduje niewielki wzrost temperatury i entalpii przemiany fazowej fosfolipidow,
z tym Ze dla przemiany Lg — Pg zmiany te sg wieksze w stosunku do gtéwnego przejécia
fazowego Pg = L. [244], np. dla DMPC dla przedprzejscia temperatura T, ro$nie z 11°C
(dla H20) do 15°C (dla D20), czyli zmiana jest az o 4°C, ale temperatura przemiany T,
zmienia sie juz stosunkowo niewiele (0 0,7°C) - z 23,3°C (dla H20) do 24°C (dla D,0) [245].
Zjawisko to zwigzane jest z wiasciwo$ciami oddziatywan hydrofobowych, jakie powstaja
w wodzie zwyktej i ciezkiej, w rodowisku wody deuterowanej wigzania te sg energetycznie
silniejsze niz w H20, co przektada sie na zmiane oddzialywan miedzy czasteczkami
substancji rozpuszczonej [244].

Dla uktadu L1, czyli roztworu DMPC o stezeniu 150 mM (10% w/v roztwdr)
obserwowano przedprzejscie z fazy zelowej do fazy Zelowej pofalowanej (Lg — Pg) oraz
gléwna przemiane zwigzang z przejSciem miedzy faza zelowa pofalowang a fazg
ciektokrystaliczng (Pg — L) - rysunek 53. Zakres temperaturowy przedprzejsScia miesci sie
od 15,5°C (Tonset) do 17,0°C (Tend), a jego szeroko$¢ potéwkowa (AT;/2) wynosi 0,9 +0,1°C.
Maksimum przemiany przedprzej$cia (T,) odnotowano w temperaturze 16,5+ 0,2°C.
Przemiana ta charakteryzowata sie stosunkowo matg warto$cia entalpii -
AH = 2,3 + 0,8 k]/mol. Przemiana gtéwna dla L1 osigga wartos¢ maksymalng przy T, rownej
23,9 £0,1°C. Zakres temperaturowy przemiany gtéwnej to 23,7°C — 24,2°C (Tonset - Tend),
szeroko$¢ potéwkowa 0,30+0,05°C, a bezwzgledna warto$¢ entalpii wynosi
AH = 17,0 + 2,0 k] /mol. Powyzsze wyniki uzyskano z usrednienia wynikéw dla 6 pomiaréw
kalorymetrycznych. Otrzymane wyniki odpowiadajg warto$ciom literaturowym [154].
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DMPC DPPC
fexo T, = 36,6°C £ 0,2°C
T, =15,9°C+0,1°C AT;;;=0,8°C
AT;;,=0,8°C AH=3,7 £ 0,7 kJ/mol
AH=2,6+0,6 k]/mol l L3
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Rysunek 53. Krzywe DSC badanych formulacji lipidowych z wyznaczonymi parametrami
ich przemian fazowych. Dla lepszego poréwnania krzywe DSC zostaty rozsuniete.

Dla uktadu L2 obserwowano przemiany fazowe w charakterystycznych
temperaturach dla przemian czystego roztworu DMPC. Uzyskano przedprzej$cie w zakresie
od 15,6°C do 17,1°C (Tonset = Tena) 0 maksimum przy 16,1 + 0,3°C, szerokosci potéwkowej
0,8°C oraz o entalpii 0,6 +0,4Kk]/mol. Przemiana giéwna przypadata na =zakres
temperaturowy 23,6 —-24,0°C (Tonsee — Tend) 1 osiggata warto$¢ maksymalna przy
Tm=23,8+0,1°C. Szerokos¢ potéwkowa przemiany gtéwnej dla DMPC w uktadzie L2
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wynosita 0,20 £ 0,05°C, a entalpia 10 * 3 k] /mol. Otrzymane wyniki parametréw przemian
fazowych to usredniona wartos¢ dla 4 pomiaréw.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, Ze obecno$¢ DOPE
w uktadzie wplywa na przemiany fazowe DMPC - cho¢ nie zmienia sie znaczaco warto$¢ Tn
(zaledwie o 0,1°C), to odnotowano znacznie zmniejszenie sie entalpii przemiany gtéwnej
(o 7 kJ/mol, tj. ok. 40%) w poréwnaniu do L1. Jednocze$nie w L2 wystepuje nieznaczne
zmniejszenie szerokosci potéwkowej przemiany fazowej (o 0,1°C) w stosunku do roztworu
DMPC bez dodatku. Cho¢ entalpia przedprzejscia dla DMPC w uktadzie L2 obarczona jest
duza niepewnoscia, mozna zauwazy¢ znaczacy jej spadek (o 1,7 kJ/mol, tj. prawie o 70%)
w stosunku do L1. Po dodaniu do uktadu DOPE odnotowano réwniez przesuniecie T,
w kierunku nizszych temperatur (o 0,4°C).

W przypadku mieszaniny lipidéw L3 obserwuje sie dwie gtéwne przemiany fazowe
oraz dwa przedprzej$cia w temperaturach typowych dla DMPC oraz DPPC. W nizszych
temperaturach odnotowano przedprzejscie (o parametrach: T, = 15,9 £ 0,1°C, 4T1,2= 0,8°C
i 4H=0,9 £ 0,4 kJ]/mol) oraz przemiane gléwna (o parametrach: T, = 23,7°C, ATy2=0,2°C
iAH=7,5+2,Kk]/mol) odpowiadajace przejsciom fazowym DMPC. W wyzszych
temperaturach natomiast obserwowano przemiany charakterystyczne dla DPPC,
przedprzejscie z fazy zelowej do fazy zelowej pofalowanej (Lg = Pg) o parametrach -
T,=36,6+0,2°C, AT12=1,2°C i 4H =1,5%0,5 k]/mol; oraz gléwna przemiane, zwigzang
z przejsSciem miedzy fazg Zelowa pofalowang a fazg ciektokrystaliczng (Pp — La)
o parametrach: Tmn=41,3°C, 4T12 =0,3°C i 4H=10,3 £1kJ/mol (wyniki z usrednienia
4 krzywych kalorymetrycznych). Otrzymane warto$ci temperatur przemian fazowych
opowiadajg wartoSciom literaturowym [246]. Co ciekawe, przy dtuzszym przechowywaniu
roztworéw DPPC w obnizonej temperaturze (ok. 0°C) w okolicach temperatury ok. 18°C
mozna zaobserwowaé subprzejScie z fazy subzelowej pochylonej do fazy zelowej
pochylonej (Lo — Lg) [247]. W badanych uktadach nie odnotowano tej przemiany, poniewaz
probki byty przechowywane w wyzszych temperaturach (ok. 4 - 8°C).

W uktadzie L3 dodatek DPPC pogtebia zmiany w parametrach przemian fazowych
DMPC w stosunku do uktadu wytacznie z DOPE (uktad L2). Oznacza to, Ze przedprzejsScie
i przemiana gtéwna przesuwaja sie w kierunku nizszych temperatur (odpowiednio o 0,6°C
i 0 0,2°C), a takze spada bezwzgledna warto$¢ entalpii przemiany gtéwnej (o 9,5 kJ/mol,
tj. 0 56%) w stosunku do roztworu DMPC (L1). Odnoszac warto$ci parametréw fazowych
DMPC w L3 do L2 obserwowano spadek temperatur przemian fazowych: dla przedprzej$cia
AT,=0,2°C, dla gtéwnej przemiany AT, = 0,1°C oraz spadek entalpii przemiany gtéwnej
o 2,5 kJ/mol - tj. o 25%. Szeroko$¢ potéwkowa przemiany gtéwnej wynosi 0,2°C,
a przedprzejscia 0,8°C (podobnie jak w L2). Entalpia przedprzej$cia wykazuje duzy rozrzut
wartosci i trudno odnies$¢ jej warto$¢ do L2, ale mimo to jej spadek w stosunku do L1 jest
zauwazalny - o ponad 60%.

Na podstawie otrzymanych krzywych kalorymetrycznych mozliwa jest réwniez
ocena stopnia kooperatywno$ci przemian. W tym przypadku czesto wykorzystywanym
parametrem jest liczba kooperatywnosci - CN (ang. cooperative number), jest to liczba
czasteczek lipidu, ktore przeszty przemiane fazowa. Tak jak zostato to wcze$niej
wspomniane ocena kooperatywno$ci przemiany fazowej zalezna jest od szybkoSci
skanowania np. dla DPPC przy szybkosci skanowania réwnej 1°C/min CN wynosi okoto
130 [208], natomiast przy szybkosci 0,1°C/min - CN wynosi 512 [248]. Aby wyliczy¢ CN
przemiany, dla uktadéw lipidowych stosuje sie przyblizenie zalezno$ci AH.uy/AHca
w postaci [249]:
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gdzie: T i AT1/2 wyrazone sa w [K], a AH.q wyrazona jest w [cal/mol], natomiast CN jest
wartoscig bezwymiarowa (patrz réwnanie (38)).

Dla uktadu L1 przemiana gtéwna DMPC charakteryzowata sie duza
kooperatywnoscia, moze na to wskazywaé wysoka warto$¢ CN =500+ 60 (szybkos¢
skanowania 1°C/min) oraz waska szeroko$¢ potowkowa (Ti2=0,30=0,05°C).
W obecnosci DOPE (uktad L2), zakres gléwnej przemiany DMPC ulegt niewielkiemu
zwezeniu (T12= 0,20 £ 0,05°C), entalpia przemiany znaczaco zmalata, a warto$¢ CN w tym
przypadku byta znaczaco wyzsza i wynosita 1060 + 260, co moze wskazywa¢ na wzrost
kooperatywnosci przemiany. W przypadku uktadu L3 przemiana gtéwna DMPC
charakteryzowata sie liczba kooperatywnosci rowna 640 +90 i T;2= 0,2°C, dla DPPC - CN
osiggneto warto$¢ 510 £ 30 przy Ti/2= 0,3°C. Analizujac liczbe kooperatywnosci i szeroko$¢
potowkowa dla przemiany gtéwnej DMPC w kazdym z trzech mieszanin lipidow wyniki
moga wskazywacé na wzrost kooperatywnosci przemiany DMPC w obecno$ci réznorodnych
fosfolipidéw.

Po ocenie zakresu temperaturowego przemian fazowych badanych ukitadéw
lipidowych przeprowadzono analize widm podczerwieni. Na rysunku 54 zestawiono
widmo FTIR dla DMPC w roztworze wodnym oraz w roztworze wody deuterowanej
z zaznaczeniem pas charakterystycznych. Zastosowanie dwéch rozpuszczalnikéw pozwala
na analize istotnych pasm, ktére moga by¢ przystoniete przez widmo jednego
z rozpuszczalnikdw, np. drgania rozciagajace grup karbonylowych C=0 fosfolipidow
sg czeSciowo przystoniete pasmem drgan symetrycznych grup hydroksylowych OH
lub drgania asymetryczne grup fosforanowych PO, - sg catkowicie niewidoczne, gdy
rozpuszczalnikiem jest woda deuterowana.
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Rysunek 54. Widma FTIR roztworu DMPC zarejestrowane w temperaturze 20°C
w obecnosci réznych rozpuszczalnikow (H20 oraz D,0) z zaznaczeniem drgan
charakterystycznych. Widma FTIR rozsunieto dla lepszego poréwnania.
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Po zarejestrowaniu widm FTIR rozwazanych uktadéw lipidowych w zadanych
temperaturach, w pierwszej kolejnosci poddano analizie obszar 2980 - 2840 cm,
odpowiadajacy drganiom rozciggajacym grup metylenowych i metylowych tancuchéw
weglowodorowych fosfolipidow. Na podstawie zmian w polozeniu maksimum tych pasm,
mozliwe jest wyznaczenie temperatury gléwnej przemiany i zakresu temperaturowego
przejscia z konformacji trans na gauche tancuchéw alkilowych. Przejscie to wigze sie
z przesunieciem czesto$ci pasm drgan w kierunku wyzszych liczb falowych.

Na rysunku 55 przedstawiono widmo FTIR w zakresie drgan grup metylowych
i metylenowych dla roztworu DMPC wraz z przyktadowa dekonwolucja pasm sktadowych
oraz wyznaczonymi potozeniami maksiméow.

asVCH, DMPC T=20°C
2918,6 cm™

sVcH,
2850,4 cmt

Absorbancja [j.u.]

T T T T T T T T T T T T T T
2980 2960 2940 2920 2900 2880 2860 2840
Liczba falowa [cm™]

Rysunek 55. Widmo FTIR w zakresie drgan rozciggajacych grup metylowych i
metylenowych roztworu DMPC wraz z dekonwolucjg pasm (szare linie) oraz
dopasowaniem (przerywana linia).

W analogiczny spos6éb wyznaczono potozenia maksiméw pasm drgan grup
metylenowych w pozostatych badanych temperaturach. Cho¢ kazde z czterech pasm w tym
obszarze w zatozeniu dostarcza tych samych informacji na temat przemiany fazowej
fosfolipidu, to jako$¢ uzyskanych wynikéw moze by¢ dyskusyjna. Odczyt potoZzenia
maksiméw pasm drgan grup metylowych ze wzgledu na matg intensywnos$¢ obarczony jest
duzym btedem, dlatego w pracy nie zawarto analizy tych pasm. Z kolei na pasmo
asymetrycznych drgan rozciggajacych grup metylenowych ,svey, ~2920 cm' moze
wptywa¢ rezonans Fermiego z pierwszym nadtonem drgan nozycowych grup
metylenowych [209]. Z powyzszych wzgledéw w pracy skupiono sie gtéwnie na analizie
pikéw pochodzacych od symetrycznych drgan rozciggajgcych grup metylenowych svey,,
ktére sg zlokalizowane ~2850 cm-1.

Na rysunku 56 przestawiono widma FTIR badanych uktadéw fosfolipidowych
wréznych temperaturach wraz z wyznaczonymi potozeniami maksiméw pasm
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od symetrycznych i asymetrycznych drgan rozciaggajacych grup CH». Ponadto zaznaczono
zakres przemiany fazowe;j.

Dla roztworu DMPC (rysunek 56 A) wraz ze wzrostem temperatury od 2°C do 40°C
obserwowano skokowg zmiane wartosci liczby falowej w maksimum pasma dran grup
metylenowych: svey, 0 2,2 cm, a g5V, 0 4,8 cml. Zwigkszyta sie rowniez szerokos¢
potéwkowa pasm np. vey, z 16 cm? (dla 2°C) do 21 cm (dla 40°C), co Swiadczy
o wzroscie nieuporzadkowania upakowania taficuchéw alkilowych fosfolipidu [250].
W celu lepszej wizualizacji zmian na rysunku 57 zestawieniowo widma FTIR
zarejestrowane w temperaturze 2°C i 40°C tj. przed i po przemianie fazowe;.
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Rysunek 56. Drgania rozciagajgce grup metylenowych uktadéw fosfolipidowych: A, B, C -
widma FTIR, pozycja maksiméw drgan symetrycznych (D, E, F) i asymetrycznych (G, H, I)
odpowiednio dla L1, L2, L3. Niebieskie prostokaty oznaczajg zakres temperaturowy
przemiany. Widma FTIR dla uktadu przed przemiang fazowa oznaczono kolorem
granatowym, po przemianie fazowej szarym i w zakresie temperatur przemiany
niebieskim. Dla lepszej wizualizacji zmian widma FTIR na rysunkach A, B, C rozsunieto.

Bazujac na zmianach potozenia maksimum pasma symetrycznych drgan grup
metylenowych (rysunek 56 D) mozna stwierdzi¢, ze do temperatury 22°C tancuchy alkilowe
DMPC pozostaja w konformacji trans, natomiast dalszy wzrost temperatury (krok
pomiarowy co 2°C) powoduje czeSciowe (w temperaturze 24°C), a nastepnie catkowite
(od 26°C) przejscie do konformacji gauche, co przektada sie na wzrost ptynnosci btony
lipidowej [251]. Zakres przemiany zawieral sie w waskim przedziale od 22 - 26°C, przez
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co mozna uzna¢, Ze przemiana jest wysoce kooperatywna. Jezeli przyjac jako temperature
przemiany gtéwnej Srodek zakresu temperaturowego przemiany fazowej, w rozwazanym
przypadku T, wyniesie 24°C, co pokrywa sie z wynikami uzyskanymi przy pomocy
kalorymetrii DSC, gdzie temperatura przemiany gtéwnej wynosita 23,9°C.

Asymetryczne drgania rozciggajace grup CH; nie wykazujg tak wyraZnej skokowej
zmiany potozenia maksiméw w zaleznosci od temperatury (rysunek 56 G) jak drgania
symetryczne ¢Vey,, CO wigcej wydaje sie, Zze przemiana rozpoczyna sie¢ w nizszych
temperaturach (zapewne wptyw rezonansu Fermiego). Jednak oszacowana warto$¢ Tn
w tym przypadku wynosi réwniez 24°C, co odpowiada uzyskanym wcze$niej wynikom.

sVeH, 02°C
040°C

4,8 cm™

Intensywnos¢ [j.u.]

2870 I 28I60 I 28I50 ‘ 28I40 I 28;50
Liczba falowa [cm’1]
Rysunek 57. Poréwnanie pasma symetrycznych drgan rozciggajgcych grup metylenowych
DMPC w temperaturze 2°C i 40°C.

Na skutek dodania DOPE do roztworu DMPC (uktad L2, rysunek 56 B, E, H) zmiany
potozenia maksimum drgan pasm grup CH: sa bardziej ptynne - brak skokowej zmiany
wartosci. Cho¢ roznica w potozeniu pasm ( svcy, przesunigte o 2,5 cml, 4svey, 0 4,4 cm!
w zakresie temperatur 2 -40°C) jest poréwnywalna z wynikami uzyskanymi dla
referencyjnego roztworu DMPC, to duZe znaczenie w tym przypadku ma ich szeroko$¢
potéwkowa. Podobnie jak w przypadku roztworu DMPC szeroko$¢ potéwkowa zwieksza sie
wraz z temperaturg np. ;Vcy, Z ok. 22 cm! (dla 2°C) do 24 cm! (dla 40°C). Cho¢ zmiany
te s3 mniejsze niz dla L1 (jedynie 2cm-! réznicy w danym zakresie temperaturowym),
to warto zaznaczy¢, Ze w nizszych temperaturach szeroko$¢ potéwkowa pasma jest
zdecydowanie wyzsza niz dla czystego roztworu DMPC (o 5 cm1) moze to sugerowac, ze
dodatek DOPE zwieksza plynnos$¢ dwuwarstwy w nizszych temperaturach, indukujac
spadek uporzadkowania tancuchéw alkilowych fosfolipidéw. W pordéwnaniu do L1,
poszerzeniu ulega zakres temperaturowy przemiany - tj. do temperatury 20°C tanicuchy
alkilowe fosfolipidow pozostajg w uporzgdkowanej konformacji trans, a wraz ze wzrostem
temperatury stopniowo zmieniajg konformacja w gauche, od 30°C mozna przyja¢, ze zaszta
catkowita przemiana i wszystkie czasteczki fosfolipidu znajduja sie w fazie
ciektokrystalicznej. Za warto$¢ temperatury przemiany gtéwnej mozna przyja¢ 24°C,
co odpowiada wynikom uzyskanym na podstawie DSC.

Jednak w przeciwienstwie do termograméw DSC, gdzie szeroko$¢ potdwkowa
maksimum przemiany gtéwnej malata i sugerowata wzrost kooperatywnos$ci przemiany
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fazowej - poszerzenie zakresu przejscia trans-gauche $wiadczy o spadku kooperatywnosci.
Wyniki dla ,svcy, potwierdzaja powyzsze hipotezy, dodatkowo sugerujg jeszcze wiekszy
spadek stopnia kooperatywnos$ci przemiany i rozpoczecie przemiany w nizszych
temperaturach.

Powyzsze wyniki pozwalajg, wiec wysnu¢ hipoteze, Ze mieszanina skladajgca sie
z trzech rodzajéw fosfolipidéw (L3) ze wzgledu na réznorodno$ci w budowie czgsteczek,
bedzie charakteryzowata sie zwiekszonym stopniem nieuporzadkowania uktadu, a tym
samym dwuwarstwa z nich zbudowana bedzie bardziej ptynna. - rysunek 56 C, F, I
Podobnie jak w poprzednich uktadach wraz ze wzrostem temperatury obserwowano
wzrost czesto$ci drgan grup CH; zmiana ta przebiegata stopniowo: od 24°C do 42°C
obserwowano intensywny wzrost, natomiast powyzej 42°C przyrost ten zwalnia. Rdznica
w potozeniu pasm drgan w zakresie temperatur 2 - 50°C wynosi dla sv¢y, - 2,8 cm?, a dla
asVen, - 4,8 cml. Zakres obserwowanej przemiany zawiera si¢ w przedziale 24 - 42°C.
Przypuszczaé mozna, Ze bedg obserwowane dwie przemiany - DMPC ok. 24°C oraz DPPC
ok. 40°C. Jednak od 24°C, czyli w momencie gdy DMPC przechodzi przemiane az po 42°C,
czyli po przemianie DPPC, obserwowana jest ciggty wzrost liczby falowej maksimum pasma
drgan grup metylenowych. Prawdopodobnie ze wzgledu na rowne proporcje w uktadzie
DMPC i DPPC obserwuje sie natozenie obu przemian miedzy 24-40°C tj. w nizszych
temperaturach zwieksza sie udziat czasteczek DMPC o konformacji gauche, a zblizajac sie
do temperatury przemiany DPPC - zwieksza sie udziat czasteczek DPPC o konformacji
gauche. Powyzej 40°C dla wszystkich czasteczek zaré6wno DMPC i DPPC zaszia przemiana
fazowa. Szeroko$¢ potéwkowa pasma svcy, zmienia sie z 15 cm (dla 2°C) do 20 cm!
(dla 40°C), a nastepnie osigga warto$¢ 21 cm-! (dla 50°C). Nieznacznie mniejsze wartos$ci
uzyskane niz dla czystego DMPC, mogtyby sugerowaéd, ze tancuchy alkilowe sg mniej
nieuporzadkowane w uktadzie L3.

Analiza drgan asymetrycznych dostarcza podobnych wnioskéw, wystepuje szersza,
bardziej ptynna zmiana konformacji tancuchéw alkilowych fosfolipidéw. W dalszej czesci
pracy asymetryczne drgania rozciagajace grup metylenowych fosfolipidéw nie beda
analizowane.

Analiza nozycowych drgan grup metylenowych ycy, zlokalizowanych
ok. 1470 cm-!, dostarcza rowniez informacji o przemianach fazowych fosfolipidow,
a co wiecej moze dostarczy¢ wiedzy o rodzaj upakowania tanicuchéw alkilowych
fosfolipidoéw. Jednak w tym obszarze zlokalizowane s3 takze drgania pochodzace od innych
grup funkcyjnych, przez co w pierwszej kolejnosci nalezy wyodrebnic¢ pasma drgan ycy,
(na podstawie drugiej pochodnej widma i dekonwolucji pasm), a nastepnie poddac analizie
ich ksztalt i potozenie odpowiedniego maksimum. Lancuchy boczne fosfolipidow moga
przyjmowac upakowanie heksagonalne, wtedy obserwowane jest jedno pasmo w okolicach
1467 cml. Gdy tancuchy przyjmuja utozenie rombowe, to w wyniku oddzialtywan
krotkozasiggowych dochodzi do poszerzenia lub rozdzielenia pasma y¢y,i obserwowane
sg dwa maksima ok. 1463 cm-! oraz ok. 1473 cm! [252]. Rozszczepienie to jest rowniez
widoczne w pasmie drgan kotyszacych CH: (ok.720 cm-1). Mozliwa jest obserwacja
wszystkich trzech pikow (1463 cm-1, 1467 cm-1i 1473 cm-1), co $wiadczy o wspélistnieniu
upakowania rombowego i heksagonalnego. Natomiast poszerzenie i przesuniecie pasma
przy 1467 cm-! w kierunku wyzszych czestos$ci wraz ze wzrostem temperatury, sugeruje
przejscie w stan ciektokrystaliczny, czyli przejScie trans-gauche zwigzane z przemiang
fazowa fosfolipidu [253].
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Analizie poddano pasmo w obszarze od 1550 cm'! do 1350 cm-!, na podstawie
drugiej pochodnej wyznaczono punkty przegiecia krzywej, a nastepnie widmo poddano
dekonwolucji w celu wyodrebnienia pasm sktadowych. Niektérzy badacze ograniczajg sie
w swojej analizie do bardzo waskiego obszaru np. 1460 - 1480 cm! [252], przez
co wyselekcjonowane zostajg istotne pod wzgledem analizy pasma, jednak takie
uproszczenie nie pokazuje w petni ztozonosci i wzajemnego wptywu pasm sktadowych
w tym obszarze, co moze tylko zwieksza¢ btad odczytu.

Na rysunku 58 A zestawiono pasma drgan nozycowych grup CH; DMPC w réznych
badanych temperaturach. Nastepnie po dokonaniu dekonwolucji odczytano pozycje pikow
sktadowych (rysunek 58 B, C). Do najwazniejszych obserwowanych pasm w tym regionie
nalezy pasmo drgan rozciggajgcych asymetrycznych grup CHs faiicucha weglowodorowego,
wystepujace przy ok.1450 cml, w badanym uktadzie prawdopodobnie jest to pik
1445 cm-! [254]. Innym zarejestrowanym pasmem jest pasmo drgan rozciagajacych CHsz
pochodzace od reszt cholinowych (ok. 1490 cm-1) [255]. Natomiast drganie obserwowane
przy 1420 cm! pochodzi prawdopodobnie od drgan rozciggajacych grup CH [256] lub jak
podaja inne Zrédta od drgan grup CH:-OH, ktére utworzyly wigzania wodorowe [257].
Pozostate pasma o matej intensywnosci sg prawdopodobnie wynikiem zaszumienia widma,
czy nieodpowiedniej korekcji linii bazowe;.

Na podstawie analizy pasma (rysunek 58 B, C) mozna stwierdzi¢, ze potozenie
pikéw: ok. 1490 cm-1, 1445 cm-1, 1420 cm-1, nieznacznie przesuwa sie wraz ze wzrostem
temperatury w kierunku wyzszych liczb falowych. Jak wspomniano wczes$niej w ocenie
przej$¢ fazowych istotna jest analiza pasma ok. 1467 cm-1. Potozenie maksimum pasma
wskazuje na heksagonalne utozenie fancuchéw (w analizie brak pasm od rombowego
upakowania, tak wiec mozna wykluczyé jego wspoélistnienie z utozeniem
heksagonalnym) [258]. Pasmo to sie nie rozdziela, ale ulega nieznacznemu poszerzeniu.
Na rysunku 58 D zestawiono maksima ycy, w funkcji temperatury. Obserwowano

przesuniecie od ok. 1467 cm-! (dla 4°C) az po 1469,4 cm-! (dla 36°C), czyli o 2,4 cm,
Szerokos¢ potowkowa pasma ycy, zwigksza sigz 31,2 cm-! (dla 4°C) do 38,7 cm-! (dla 36°C).

Bazujac na otrzymanych wynikach przemiana fazowa DMPC prawdopodobnie zaczyna sie
ok. 26°C, ale ciggly wzrost maksimum ycy, w funkcji temperatury, sugeruje, ze

prawdopodobnie przemiana zachodzi stopniowo, czyli stopniowo zwieksza sie udziat
czasteczek w konformacji gauche w populacji fosfolipidow.
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Rysunek 58. Drgania nozycowe grup metylenowych DMPC. Zestawienie widm FTIR
dla réznych temperatur (A), przyktadowa dekonwolucja pasma w temperaturze 4°C (B)
oraz w 36°C (C) oraz potozenie maksimum pasma w funkcji temperatury (D). Dla lepszego
poréwnania widma FTIR na rysunku A zostaly rozsuniete.

Przebieg zarejestrowanych widm dla L2 (rysunek 59) i L3 (rysunek 60) znaczgco
sie réznity zaréwno miedzy sobg, jak i w poréwnaniu do widm uzyskanych dla roztworu
DMPC. Prawdopodobnie na skutek obecnos$ci innych fosfolipidow w uktadzie, zwiekszyt sie
udziat pasm drgan od innych grup funkcyjnych i ich wzajemnych interakcji (na widmach
po dekonwolucji wida¢ wieksza liczbe pasm sktadowych niz w przypadku DMPC).
Dla uktadu L2 wyniki wskazywaty na utozenie heksagonalne tancuchéw alkilowych
(pik przy ok. 1466 cm-1), natomiast dla L3 pasmo przy ok. 1468 cm-! sugeruje obecnos¢ fazy
ciektokrystalicznej.

Dla L2 oraz L3 obserwowano przesuniecie maksimum pasma drgan nozycowych
CH; w kierunku nizszych wartosci liczb falowych. Przesuniecia te byly nieznaczne
w przypadku L2 - 1,5 cm1 (2 -40°C), a L3 - 0,4 cm! (2 - 50°C). Co ciekawe, mozna byto
zaobserwowac¢ niewielkie skokowe zmiany w okolicach 24°C (temperatura przemiany
fazowej DMPC), a nawet w przypadku L3 ok. 42°C, czyli przemiany fazowej DPPC, ktdrej nie
obserwowano w pasmach drgan rozciagajacych grup CHz. Pasmo ycy, w L2 ulegto
niewielkiemu poszerzeniu z 19,5 cm-! (dla 4°C) do 20,8 cm-! (dla 36°C), a w przypadku L3 -
z 15 cm! (dla 4°C) do 15,8 cm! (dla 50°C).
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Rysunek 59. Drgania nozycowe grup metylenowych w uktadzie L2. Zestawienie widm
FTIR dla réznych temperatur (A), przyktadowa dekonwolucja pasma w temperaturze 4°C
(B) oraz w 36°C (C) oraz potozenie maksimum pasma w funkcji temperatury (D).

Dla lepszego poréwnania widma FTIR na rysunku A zostaly rozsuniete.
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Rysunek 60. Drgania nozycowe grup metylenowych w uktadzie L.3. Zestawienie widm
FTIR dla réznych temperatur (A), przyktadowa dekonwolucja pasma w temperaturze 4°C
(B) oraz w 36°C (C) oraz potozenie maksimum pasma w funkcji temperatury (D).

Dla lepszego porownania widma FTIR na rysunku A zostaty rozsuniete.

Powyzsze wyniki

sugerujg porzadkowanie

sie upakowania ‘tancuchéow

weglowodorowych wraz ze wzrostem temperatury, co jest sprzeczne z wynikami
uzyskanymi dla drgan rozciggajacych grup CHz. Réznice te sg jednak na tyle niewielkie,

ze prawdopodobnie taka

interpretacja wynika z niedoktadnosci

metody analizy
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(niedostateczne dopasowanie naktadajacych sie pasm) lub pomiaru (mata intensywnos¢
pasma, obecnos$¢ szumoéw, itp.). Zastanawiajacy jest fakt, ze catkiem dobrze mozliwe byto
odczytanie punktéw wskazujacych na przemiany fazowe badanych ukladéw. Niemniej
drganie nozycowe grup CH: sa trudne do analizy oraz s3 obarczone duzym btedem,
a tym samym nie dostarczajg rzetelnych i jednoznacznych informacji o badanych uktadach.

Ostatnim typem drgan, ktéry moze postuzy¢ do analizy przemian fazowych uktadéw
lipidowych s3 drgania kotyszace grup metylenowych 8¢y, zlokalizowane w okolicy
720 cm-L. Sa to drgania o bardzo matej intensywnosci, co moze jednak znaczgaco wptywacé
na btad odczytu maksimum pasma.

Gdy tancuchy weglowodorowe fosfolipidéw znajduja sie w konformacji trans,
pasmo 6y, charakteryzuje sie duza intensywnoScig i mata szerokoScig potéwkows,
w miare procesu ,topnienia” fancuchéw i wzrostu ich ruchliwosci pasmo ulega
poszerzeniu [209], tak jak w przypadku drgan rozciagajacych grup CHz Z tego wzgledu
zdecydowano si¢ na zbadanie zmian potozenia maksimum pasma §¢y, w zaleznosci od
temperatury i podjecie proby okreslenia temperatury gtéwnej przemiany DMPC.

Na rysunku 61 zestawiono widma FTIR i potozenia maksimum pasma ¢y,
w zaleznosci od temperatury pomiaru dla roztworu DMPC (L1). Pasmo ulega jedynie
niewielkiemu poszerzeniu z 11,7 cm-1 (dla 4°C) do 12,4 cm! (dla 36°C). Potozenie
maksimum przesuwa sie w kierunku nizszych czestosci, z 721,4 cm-1 (2°C) do 720,4 cm-!
(40°C), czyli 0 1 cm-1. Zmiana ta jest stosunkowo niewielka, ale wystarczajgca na tyle, aby
dobrze zobaczy¢ moment przemiany fazowej DMPC, ktdrej temperatura przypada na 24°C.

A B
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: 7215y
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[1+]
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Rysunek 61. Drgania kotyszace grup metylenowych czasteczek DMPC. Zestawienie widm
FTIR (A) oraz potozenia maksiméw pasm (B) w zaleznos$ci od temperatury. Dla lepszego
poréwnania widma FTIR na rysunku A zostaty rozsuniete.

Jak to byto wczesniej wspomniane drgania kotyszace CH: dostarczaja réwniez
informacji o upakowaniu tancuchéw alkilowych fosfolipidéw, w tym przypadku brak
rozdwojenia pasma sugeruje ich heksagonalne upakowania.

Podobnie jak w przypadku drgan nozycowych grup CH,, analiza drgan kotyszgcych
8cn,0barczona jest zwykle duzym btedem, dlatego dla pozostatych uktadéw rozwazanych
w pracy, zdecydowano sie wylacznie na badanie przemian fazowych na podstawie
symetrycznych drgan rozciggajacych grup metylenowych.
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6.3.2 Wyznaczenie parametréw przejs$¢ fazowych w ukltadach surfaktant/fosfolipid

Po scharakteryzowaniu przemian fazowych wyj$ciowych uktadéw lipidowych przy
pomocy metod DSC i FTIR, przystgpiono do analizy wptywu surfaktantéw trimerycznych
na rozwazane dwuwarstwy lipidowe. Dla uktadéw dwusktadnikowych surfaktant/lipid
przeprowadzono analogiczne pomiary: w pierwszej kolejnosci pomiary DSC, aby okresli¢
zakres temperaturowy przemian; a nastepnie pomiary FTIR, by jeszcze doktadniej zbadac
zmiany w przejSciach fazowych fosfolipidow na skutek obecnosci surfaktantéow
trimerycznych.

Analiza pomiarow kalorymetrycznych zostanie oméwiona na przyktadzie uktadu L1
i surfaktantu TRI_BEN o réznym stezeniu (rysunek 62). Pozwolita ona okresli¢, w jakim
stopniu stezenie surfaktantu wptywa na przemiany fazowe DMPC. Ze wzgledu na obecnos¢
naktadajacych sie pikéw krzywej kalorymetrycznej, analize entalpii i warto$ci temperatury
przemiany przeprowadzono w programie PeakFit, przykladowe dopasowania
przedstawiono na rysunku 62 B. Powierzchnie catkowitg wyznaczong w PeakFit odniesiono
do wartosci odczytanej z programu PROTEUS TA (wyrazonej w kJ/mg), a nastepnie
na podstawie proporcji powierzchni pikéw sktadowych i stezen uktadéw, wyznaczono ich
warto$ci entalpii [k]/mol]. W analizie postuzono sie odniesieniem do wartosci p/n
w uktadach surfaktant/DNA, ale na wykresach umieszczono réwniez skale stezenia
surfaktantu w danej prébie. Wszystkie uktady mierzono w roztworach wody deuterowane;.

W badanym zakresie temperatur (0°C-50°C) wykluczono wystepowanie
przemiany fazowej w roztworze surfaktantu (rysunek 62 A, termogram DSC dla TRI_BEN
p/n =20).

Na podstawie otrzymanych termograméw DSC zauwazy¢ mozna, Ze obecno$¢
surfaktantu TRI_LBEN w niskim stezeniu, czyli dla p/n =1, nie wplywa na temperature
przejscia fazowego DMPC: T, wynosi 24°C, a ATz - 0,3°C, ale TRI_BEN powoduje spadek
entalpii przemiany gtéwnej do 13,9 £ 1,9 k]/mol. Nastepnie wraz ze wzrostem stezenie
surfaktantu poprzez stopniowe wyodrebnienie sie drugiego piku (dla p/n =5,), dochodzi
do catkowitego rozdzielenia na dwa osobne minima (dla p/n=20). Prawdopodobnie
wskazuje to na utworzenie frakcji mieszanej bogatej w czasteczki surfaktantu oraz frakcji
ubogiej w surfaktant (oznaczonej DMPC*) [259].

Zauwazono, ze przedprzejScie wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu w uktadzie
zanika, zarejestrowano je jedynie dla uktadu o p/n= 1 charakteryzuje je T,=16,3°C
i AH=0,8Kk]/mol. W fazie zelowej Lp wszystkie tancuchy weglowodorowe lipidow
przyjmuja konformacje trans, ale sa nachylone do ptaszczyzny btony pod pewnym katem.
Takie utozenie jest korzystne, poniewaz wypelnione zostajg wolne miejsca, ktore wynikaja
z utozenia zdecydowanie wiekszych grup polarnych lipidéw. Po przekroczeniu temperatury
T, btona ulega pofaldowaniu - przyjmuje faze zelowa pofalowang Pg. Zanik przemiany
przedprzej$cia sugeruje wbudowywanie sie czgsteczek surfaktantu w dwuwarstwe
lipidowg, co jest rownoznacznie z zanikiem jednej z faz - fazy zelowej pochylonej Lg [260].

Potozenie temperatury przemiany gtéwnej dla frakcji ubogiej w surfaktant DMPC*
(bazujac na dopasowaniu) utrzymuje sie na statym poziomie ok. 23,9°C, podczas gdy
przemiana fazowa frakcji bogatej w surfaktant zdecydowanie sie obniza (maleje liniowo ze
wzrostem p/n): z 24,0°C (dla p/n = 1) do 22°C (dla p/n = 20) - rysunek 62 C.
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Rysunek 62. Krzywe kalorymetryczne uktadu dwusktadnikowego L1/TRI_BEN (A) wraz
z dekonwolucjg pikow (B) oraz zestawienie wartosci temperatur (C) i entalpii (D)
charakteryzujacych przemiany fazowe uktadéw L1 w zalezno$ci od stosunku p/n: wartosci
dla roztworu L1 (DMPC), wartosci dla frakcji bogatej (L1/TRI_BEN) oraz frakcji ubogiej
w surfaktanty (DMPC*). Dla lepszego poréwnania krzywe DSC na rysunku A zostaty
rozsuniete oraz zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktanty
(szara strzatka).

Bezwzgledna warto$¢ zmiany entalpii dla frakcji ubogiej w surfaktanty znaczaco
spada ze wzrostem stosunku p/n z 13,9+19Kk]/mol dla p/n=1 do 2,9 %1Kk]/mol
dla p/n =20 przy zachowaniu statej szeroko$ci potéwkowej. Z kolei entalpia przemiany
gtownej frakcji bogatej w surfaktant L.1/TRI_BEN wykazuje znaczne wahania warto$ci
(rysunek 62 D). Analizujgc szerokos¢ potdéwkowa piku odpowiadajgcemu frakcji bogatej
w surfaktant (rysunek 62 B) mozna zaobserwowac jej wzrost: od 0,4°C dla p/n =5, przez
1,2°Cdlap/n =10,do 1,7°C dla p/n = 16. Przyja¢ mozna, Ze zapewne zwieksza sie populacja
czasteczek surfaktantu w tej frakcji, dla DMPC* szeroko$¢ potéwkowa byta na stalym
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poziomie tj.0,3°C. Po separacji faz (dla p/n = 20) dla piku pochodzacego od frakcji
L1/TRI_BEN zarejestrowano mniejsza szeroko$¢ potéwkowa przemiany ATi.=1°C,
a dla frakcji DMPC* obserwowano nieznaczne poszerzenie przemiany: ATi. = 0,4°C,
co wskazuje na spadek stopnia kooperatywno$ci przemiany fazowej [261].
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Rysunek 63. Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L1/TRI_IMI (A) wraz z dekonwolucja
pikoéw (B) oraz zestawienie warto$ci temperatur (C) i entalpii (D) charakteryzujgcych
przemiany fazowe uktadéw L1 w zalezno$ci od stosunku p/n: wartosci dla roztworu L1
(DMPC), wartosci dla frakcji bogatej (L1/TRI_IMI) oraz frakcji ubogiej w surfaktant
(DMPC*). Dla lepszego poréwnania krzywe DSC na rysunku A zostaly rozsuniete oraz
zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktant (szara strzatka).

Dla uktadu L1/TRI_LIMI obserwowano podobng tendencje z t3 roéznicg,
ze na podstawie krzywych kalorymetrycznych mozliwe byto wyodrebnienie 3 frakcji
(rysunek 63 A). Dla niskiego stezenia p/n =1 krzywa DSC uktadu L1/TRI_IMI ulegata
nieznacznemu poszerzeniu, co sugeruje wbudowywanie sie czasteczek surfaktantu
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w dwuwarstwe DMPC. Ze wzrostem stezenia surfaktantu (dla p/n=5) mozliwa byta
rejestracja dwoch frakcji: ubogiej i bogatej w czasteczki surfaktantu (podobnie jak dla
L1/TRI_BEN), co wiecej dla p/n réwnego 10 lub 16 obserwowano jeszcze jedna frakcje,
ktéra prawdopodobnie odpowiada obszarowi DMPC o jeszcze wiekszym nasyceniu
surfaktantem TRI_IMI (Frakcja II) [259].

Zarowno dla frakeji I i II zarejestrowano spadek temperatury przemiany gtéwnej
(rysunek 63 C) oraz wzrost szeroko$ci potéwkowej ATy (rysunek 63 B). Frakcja uboga
w TRLLIMI - DMPC¥*, utrzymywata stalg temperature przemiany, ale entalpia malata ze
wzrostem stezenia surfaktantu (rysunek 63 D). Ze wzrostem stezenia surfaktantu zanika
réwniez przedprzejscie DMPC, cho¢ dla uktadu w p/n = 20 mozna by przypuszczad,
ze przedprzejs$cie wystepuje.

Podobnie jak dla L1/TRI_LBEN dla wysokiego stezenia surfaktantu TRI_IMI
w uktadzie (dla p/n =20), widoczne byly jedynie dwie odrebne frakcje. Zanikl podziat
na struktury o réznym nasyceniu surfaktantem, a nowa frakcja L1/TRI_IMI
charakteryzowata sie duzo mniejszg entalpig. By¢ moze jest to zwigzane z izotropowym
rozmieszczeniem surfaktantéw w dwuwarstwie DMPC.

Jeszcze bardziej skomplikowany uktad obserwowano dla L1/TRI_N, dla ktérego
wyszczegolniono i przeanalizowano cztery frakcje, w tym trzy prawdopodobnie o ré6znym
nasyceniu surfaktantem (rysunek 64): od p/nréwnego 8 wystepowaly dwie frakcje,
od p/n =10 - trzy frakcje, a od p/n =14 - cztery fakcje. Zaleznosci T, i AH od stezenia
surfaktantu przebiegaty analogiczne, jak dla uktadéw L1 z TRI_BEN lub TRI_IMI. Entalpia
dla frakcji bogatych w surfaktanty utrzymywata sie na wzglednie stalym poziomie,
podobnie jak entalpia DMPC* od p/n = 12.

Prawdopodobnie wyniki uzyskane dla tego uktadu mogg wynika¢ z budowy
chemicznej surfaktantu TRI_N. A doktadniej, ze sposobu w jaki wbudowuje sie
w dwuwarstwe lipidowa DMPC, dalsze badania przy uzyciu SAXS by¢ moze wyjasnig
ta intrygujaca separacje fazowa.
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Rysunek 64. Krzywe kalorymetryczne uktadu dwusktadnikowego L1/TRI_N (A) wraz
z dekonwolucja pikéw (B) oraz zestawienie wartos$ci temperatur (C) i entalpii (D)
charakteryzujacych przemiany fazowe uktadéw L1 w zalezno$ci od stosunku p/n: wartosci
dla roztworu L1 (DMPC), wartosci dla frakcji bogatej (L1/TRI_N) oraz ubogiej w
surfaktant (DMPC*). Dla lepszego poréwnania krzywe DSC na rysunku A zostaty
rozsuniete oraz zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktanty
(szara strzatka).

Analiza symetrycznych drgan rozciagajacych grup CH, w funkcji temperatury
zostanie omdwiona na podstawie uktadu L1/TRI_N dla réznych stezen surfaktantu.
Wraz ze wzrostem temperatury pasma ulegajg poszerzeniu, a ich intensywnos$¢ spada,
zwigzane jest to ze zwiekszeniem stopnia nieuporzadkowania tancuchéw alkilowych
fosfolipidéw po przemianie fazowej [143]. Wyniki badan FTIR dla tych uktadéw w obszarze
drgan symetrycznych grup metylenowych przedstawiono na rysunku 65, gdzie dla lepszej
wizualizacji pasma rozsunieto i uzyto koloréw (bazujgc na doktadnych wynikach potozenia
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maksimum, rysunek 66) tak, aby oznaczy¢ pasma odpowiadajgce konformacji trans lub
gauche oraz pasma, gdzie dominuje populacja danej konformacji.
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Rysunek 65. Zestawienie pasm drgan symetrycznych grup metylenowych w funkcji
temperatury dla uktadu L1/TRI_N o stezeniu surfaktantu odpowiadajacemu p/n: 1 (A),
5 (B), 10 (C), 20 (D). Dla lepszego poréwnania widma FTIR zostaty rozsuniete.

W kazdym z rozwazanych uktadéw potozenie maksimum pasma drgan grup CH:
ulegato przesunieciu w kierunku wyzszych czesto$ci wraz ze wzrostem temperatury. Przy
matym dodatku surfaktantu TRI_N w uktadzie (przy p/n =1) obserwowano niewielkie
zmiany w stosunku do zaleznosci dla roztworu DMPC, zmiana byta nadal wyrazna, cho¢ nie
tak skokowa jak w przypadku uktadu referencyjnego - DMPC. W badanych uktadach zakresy
przemian fazowych (szare prostokaty na rysunku 66) s3 umowne, o ile mozliwe jest
wyznaczenie temperatury poczatku przemiany fazowej, tak temperatura konca przemiany
jest niejednoznaczna lub tez niemozliwa do okreslenia dla niektérych uktadéw. Dlatego
za temperature konca przemiany uznano wartos¢, gdzie zdecydowana wiekszo$¢ populacji
lipidéw przyjmuje konformacje gauche.

Dlauktadu L1/TRI_N o stezeniu surfaktantu odpowiadajacym p/n = 1 obserwowano
poszerzenie sie zakresu przemiany fazowej, ktorej poczatek przypadat na 20°C, a za koniec
przyjeto temperature 24°C, cho¢ obserwowano dalszy nieznaczny wzrost, ktéry ostatecznie
osiagnat plateau przy 32°C. Natomiast wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu w uktadzie
zmiany potozenia maksimum pasma drgan CH: byty jeszcze bardziej ptynne. Dla uktadu
o p/n =5 przyjeto za poczatek przemiany temperature 18°C, a za koniec 26°C; dla p/n = 10:
odpowiednio 12°C i 30°C. Dla uktadu o p/n = 20 poczatek przemiany przypadat na 10°C,
ale temperature konca przemiany (cho¢ przyjeto 32°C) jest trudno jednoznacznie okreslic,
warto jednak zauwazy¢, ze po przekroczeniu 24°C zmienia sie kat nachylenia zaleznosci,
ale plateau nie jest osiaggniete w badanym zakresie temperatur. Temperatura przemiany
gtownej dla kazdego z uktadow przypada na okoto 22°C.

tagodny wzrost liczy falowej potozenia maksimum pasma vcy, wskazuje,
ze przemiana zachodzi stopniowo, maleje jej kooperatywnos$¢ tzn. zmiana konformacji
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z trans na gauche nie zachodzi w jednej temperaturze dla catej populacji fosfolipidow, ale
wraz ze wzrostem temperatury zwieksza sie populacja czasteczek, ktérych lancuchy
acylowe przyjmujg konformacje gauche. Dodatek surfaktantu w uktadzie przesuwa réwniez
poczatek przemiany fazowej, dwuwarstwy DMPC staje sie bardziej ptynna w nizszych
temperaturach w obecnosci surfaktantu TRI_N.

Zestawiajgc powyzsze wyniki z wynikami kalorymetrycznymi DSC, mozna wysnué
podobny wniosek, iz dodatek surfaktantéw w uktadzie zwieksza ptynno$¢ btony lipidowej
poprzez obnizanie temperatury przemiany gtownej.
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Rysunek 66. Zestawienie potozenia maksimum pasma symetrycznych drgan
rozciggajacych na widmie FTIR odpowiadajacym grupom metylenowym dla uktadéw na
bazie L1 i surfaktantu TRI_N o ré6znym steZeniu.

Dla uktadéw na bazie L1 i surfaktantu TRI_IMI lub TRI_BEN obserwowano podobng
zalezno$¢ jak powyzej. Dodatek surfaktantu do DMPC powodowat poszerzenie zakresu
przemiany fazowej (rysunek 67) z tym, Ze zmiany te nie byly tak duze jak dla TRI_N.
Dla uktadu L1/TRI_IMI zakres przemiany przypadal od 16°C do 26°C, a temperatura
gltéwnej przemiany wynosita 22°C. Natomiast dla L1/TRI_LBEN zakres przemiany
to 22 - 30°C, a temperatura przemiany to ok. 23°C.
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Rysunek 67. Zestawienie widm FTIR odpowiadajacych drganiom symetrycznym grup
metylenowych dla uktadu L1/TRI_IMI (A) oraz L1/TRI_BEN (B) o stezeniu surfaktantu
odpowiadajgcemu p/n = 20 oraz potozenia maksimum pasma tych drgan w uktadach
z badanymi surfaktantami trimerycznymi (C). Dla lepszej wizualizacji widma FTIR zostaty
rozsuniete (A).

W uktadach L2 zmiany zachodzace w przemianach fazowych DMPC na skutek
obecnosci surfaktantéw trimerycznych znaczaco sie roznity od tych zaprezentowanych
dla uktadéw wytacznie na bazie DMPC. Pierwszg réznicg byta redukcja liczby frakcji. Dla
uktadu L2/TRI_N (rysunek 68) obecne sa dwa piki na krzywej kalorymetrycznej: jeden
pochodzacy od frakcji ubogiej w surfaktanty (oznaczony jako DMPC*) o temperaturze
przemiany odpowiadajgcej referencyjnemu roztworowi DMPC, a drugi od frakcji bogatej
w czgsteczki surfaktantu (oznaczony jako DMPC/TRI_N), w przypadku L1/TRI_N frakgcji
bogatych w surfaktant byto az 3. Prawdopodobne kluczowe znaczenie we wbudowywaniu
sie surfaktantéw w dwuwarstwe miata obecnos¢ DOPE, by¢ moze wptywa ona na lepsze
rozdystrybuowanie surfaktantéow w btonie lipidowej. Frakcje bogata w surfaktanty
obserwowano od p/n =8, ale dopiero od p/n wiekszego od 14, warto$¢ temperatury
gtownej przemiany przesuwata sie w kierunku nizszych temperatur. Dla uktadu L2/TRI_N
0 p/n=20 zarejestrowano tylko jeden pik o matej entalpii, co moze potwierdzac
wczesniejsza hipoteze, iz DOPE zapobiega tworzeniu sie skupisk surfaktantéw (frakcji)
i umozliwia ich réwnomierny rozktad w btonie. Spadek entalpii i poszerzenie szerokosci
piku na termogramie DSC $wiadczy o wbudowywaniu sie czasteczek surfaktantu. Réznice
w redukgcji entalpii przemiany w tym uktadzie sg wieksze niz dla L1/TRI_N o tym samym
stezeniu surfaktantu. Przy p/n =20 dla L2/TRI_N spadek wynosit az 83% w stosunku
do entalpii przemiany dla L2, dla frakcji DMPC*. W uktadzie L.1/TRI_N odnotowano spadek
0 74%, a w poréwnaniu do catkowitej entalpii, czyli dla wszystkich sktadowych tylko o 25%
do entalpii przemiany L1. Temperatura przemiany frakcji bogatej w surfaktanty
dla L2/TRI_N (dla p/n = 18) wynosita 22,7°C i tym samym byta wyzsza niz dla L1/TRI_N
o tym samym stezeniu surfaktantu - 22,3°C (wynik dla frakg;ji I1I).
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Rysunek 68. Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L2 /TRI_N (A) oraz zestawienie
warto$ci temperatur (B) i entalpii (C) przemian fazowych DMPC w L2 w zaleznoSci

od stezenia surfaktantu TRI_N. Dla lepszego pordwnania krzywe DSC na rysunku A zostaty
rozsuniete oraz zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktant
(szara strzatka).

W przypadku uktadu L2/TRI_IMI (rysunek 69) na termogramie zarejestrowano
wytacznie jeden pik pochodzacy od przemiany gtéwnej - brak wystepowania podziatu
na frakcje. Temperatura przemiany utrzymywata stalg warto$¢ ze wzrostem stezenia
surfaktantu. Entalpia poczatkowo malata, ale od p/n =5 pozostata na wzglednie stalym
poziomie. Poréwnujac powyzsze wyniki z wynikami dla uktadu L1/TRI_IMI mozna
zauwazy¢, ze uklad na bazie wylgcznie DMPC i surfaktantu TRI_LIMI o stezeniu
odpowiadajagcym p/n =20 posiadat dwie frakcje, ale frakcja uznawana za bogata
w surfaktant, charakteryzowata sie bardzo matg entalpig, a wiec prawdopodobnie uktad
miatl takie proporcje surfaktantu do lipidu, ktoére zapewniajg jego roéwnomierne
rozmieszczenie w btonie, ale dopiero dodatek DOPE pomdgt osiaggna¢ to najbardziej
réwnomierne roztozenie, stad jeden pik na termogramie. Jednak przeczy¢ mogg temu
wartosci entalpii dla L1/TRI_IMI o p/n = 20 odnotowano spadek o 70%, a dla L.2/TRI_IMI
jedynie o 40% w stosunku do czystych formulacji lipidowych, czyli odpowiednio L1 i L2.
W poréwnaniu do L2/TRI_N spadek entalpii L2/TRI_IMI réwniez byt mniejszy dla tego
samego stezenia surfaktantu w uktadzie.
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Rysunek 69 Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L2 /TRI_IMI (A) oraz zestawienie
warto$ci entalpii przemian fazowych DMPC w L2 w zaleznosci od stezenia surfaktantu
TRI_IMI (B). Dla lepszego poréwnania krzywe DSC na rysunku A zostaty rozsuniete.

W oparciu o dane DSC dla uktadu L2/TRI_BEN (rysunek 70) mozna zauwazy¢, ze
w tym przypadku obecnos¢ DOPE w uktadzie nie spowodowata takich zmian jak
w L2/TRI_IMI, a wrecz mozna by powiedzie¢, iz zaburzyta uklad - w poréwnaniu
do wynikéw dla L1/TRI_BEN krzywe kalorymetryczne byty bardziej regularne, a frakcja
bogata w surfaktant nie wyodrebniata sie tak wyraznie.
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Rysunek 70. Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L2 /TRI_BEN (A) oraz zestawienie
warto$ci temperatur (B) i entalpii (C) przemian fazowych DMPC w L2 w zaleznoSci
stezenia surfaktantu TRI_BEN. Dla lepszego poréwnania krzywe DSC na rysunku A zostaty
rozsuniete oraz zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktant

(szara strzatka).

Pomiary FTIR przeprowadzono w wodzie (H20), by m6c dokona¢ analizy drgan,
ktére przystaniaty pasma pochodzace od D,0. Nie ma to wptywu na przebieg badane;j
zalezno$ci (obserwuje sie jedynie niewielkie przesuniecie liczb falowych ze wzgledu na inny
rozpuszczalnik) i wyznaczanie parametréw przemian fazowych fosfolipidow. Zestawienie
pasm symetrycznych grup metylenowych przedstawiono na rysunku 71, a wartoSci
potozenia maksimum w zaleznosci od temperatury pomiaru przedstawiono na rysunku 72.
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Rysunek 71. Zestawienie pasma drgan symetrycznych grup metylenowych na widmach
FTIR zarejestrowanych dla uktadu L2 (A), L2/TRIN (B), L2/TRI_IMI (C) oraz
L2/TRI_BEN (D) o stezeniu surfaktantu odpowiadajagcemu p/n = 20 (rozpuszczalnik H,0).
Dla lepszej wizualizacji widma FTIR zostaly rozsuniete.

Zakres przemiany DMPC w uktadzie L2 nie ulegat zmianie w obecno$ci surfaktantu
TRILIMI ani TRI_BEN i odpowiadat przedziatowi dla roztworu L2, czyli od 20°C do 28°C,
natomiast dla TRI_LN obserwowano poszerzenie 16 -30°C, a wiec surfaktant TRI_N
powodowatl najwieksze zmiany w strukturze dwuwarstwy lipidowe;.
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Rysunek 72. Zestawienie potozenia maksimum pasma symetrycznych drgan
rozciggajacych grup metylenowych fosfolipidéw w uktadach L2 z badanymi surfaktantami
trimerycznymi o stezeniu surfaktantu odpowiadajgcemu p/n = 20 (rozpuszczalnik H,0).

Dla uktadéw bazujacych na L3 ponownie najwieksze zmiany obserwowano
w obecnosci surfaktantu TRI_N. Dla tych uktadéw zaobserwowano rozdwojenie pikow
zaré6wno odpowiadajacych DMPC jak i DPPC (rysunek 73). Dla uktadéw L3 z TRI_IMI
(rysunek 74) lub z TRI_BEN (rysunek 75) nie zarejestrowano rozdzielenia piku
pochodzacego od przemiany DPPC, natomiast dla DMPC pik rozdzielat sie przy stezeniach
surfaktantu ze $rodkowego zakresu. Dla uktadu L3/TRI_IMI przy p/n =20 ponownie
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wystepowaty pojedynczy pik przemiany DMPC, a dla L3/TRI_BEN o tym samym stezeniu
surfaktantu - pik przemiany DMPC praktycznie catkowicie zanikat.
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Rysunek 73. Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L3 /TRI_N (A) wraz z dekonwolucjg
w obszarze gtéwnych przemian DMPC i DPPC (B) oraz zestawienie warto$ci
temperatur (C) i entalpii (D) przemian fazowych frakcji L3 w zaleznosci od stezenia
surfaktantu lub wartosci p/n. Na rysunku A dla lepszego poréwnania krzywe DSC zostaty
rozsuniete oraz zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktanty
(szara strzatka).

Dla L3/TRI_N obserowano rozdziat piku DMPC od p/n 2 5, a w wyzszych stezeniach
surfaktantu (tj. od p/n = 10) wystepowato réwniez rozdwojenie piku pochodzacego
od DPPC. Zaréwno temperatura przemiany dla frakcji bogatej w surfaktanty w DMPC
(frakcja DMPC/TRI_N) jak i w DPPC (frakcja DPPC/TRI_N) przesuwata sie w kierunku
nizszych temperatur ze wzrostem stezenia surfaktantu w uktadzie. Przy p/n = 20 dla frakgcji
DMPC/TRI_LN temperatura przemiany osiggala wartos¢ 22,2°C, tym samym byta
porownywalna do warto$ci dla L1, L2. Dla frakcji DPPC/TRI_N zaobserwowano spadek
temperatury przemiany o 0,8°C w stosunku do frakcji DPPC*. W uktadzie L3/TRI_IMI
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zarejestrowano frakcje DMPC/TRI_IMI przy p/n rownym 5i 10, o temperaturach przemiany
odpowiednio 22,7°C i 22,4°C. Natomiast dla L3/TRI_LBEN frakcje DMPC/TRI_BEN
obserwowano w temperaturze 23,3°C (dla p/n=5)i22°C (dla p/n = 16).

Dla wszystkich uktadéw L3 z badanymi surfaktantami trimerycznymi temperatury
przemian frakcji ubogich w surfaktant: DMPC* i DPPC* pomimo wzrostu stezenia
surfaktantéw, pozostawata na statym poziomie odpowiednio ok. 23,9°Ci ok. 41,3°C.
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Rysunek 74. Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L3 /TRI_IMI (A) oraz zestawienie
warto$ci entalpii przemian fazowych frakcji L3 /sturfaktant w zaleznosci od stezenia
surfaktantu TRI_IMI (B). Na rysunku A dla lepszego poréwnania krzywe DSC zostaty
rozsuniete oraz zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktant

(szara strzatka).

Entalpia gtéwnej przemiany dla DMPC* i DPPC* malata wraz ze wzrostem steZenia
surfaktantu w uktadzie z tym, Ze zmiany te byly rézne w zaleznosci od typu surfaktantu.
Dla L3/TRI_N obserowano poczatkowy spadek entalpii, a nastepnie mimo zwiekszania
udziatu surfaktantu w uktadzie entalpia przej$cia gtéwnego utrzymywata sie na statym
poziomie, a dla L3/TRI_IMI spadek ten byt jeszcze mniejszy. Jedynie dla L3/TRI_BEN
entalpia malala proporcjonalnie w calym zakresie stezen. Dla p/n = 20 spadek entalpii
przemiany DMPC* wynosit dla L3/TRI_N 63%, dla L3/TRI_IMI - 70%, a dla L3/TRI_BEN
az 97%. Natomiast przy tym samym stezeniu surfaktantu spadek entalpii DPPC* wynosit
odpowiednio: 55%, 19% i 17%, a wiec uzyskano odwrotng zalezno$¢ dla badanych
rodzajow surfakantéw. Wyniki te mogg sugerowa¢, ze dany typ surfaktantu ma rézna
zdolno$¢ do wbudowywania sie w dwuwarstwy lipidowe o réznym sktadzie - TRI_BEN
chetniej wbudowuje sie w dwuwarstwy DMPC, o czym swiadczy znaczacy spadek entalpii,
a TRILN w DPPC. Frakcja DMPC* dla wszystkich badanych surfaktantéw i frakcja
DPPC/TRI_N charakteryzuja sie entalpig na wzglednie statym poziomie pomimo wzrostu
stezenia surfaktantu w uktadzie.

Dla wszystkich badanych uktadéw L3 w obecnosci surfaktantéow trimerycznych
zanika przedprzjescie zaré6wno DMPC, jak i DPPC.
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Rysunek 75. Krzywe DSC uktadu dwusktadnikowego L3 /TRI_BEN (A) oraz zestawienie
wartos$ci entalpii przemian fazowych frakcji L3 w zaleznosci od stezenia surfaktantu
TRI_BEN (B). Na rysunku A dla lepszego poréwnania krzywe DSC zostaty rozsuniete oraz
zaznaczono poczatek wyodrebniania sie frakcji bogatej w surfaktant (szara strzatka).

Na podstawie analizy maksimum pasm symetrycznych drgan rozciagajacych grup
metylenowych fosfolipidéw w ukltadach L3 z badanymi surfaktantami trimerycznymi
(rysunek 76) mozna zauwazy¢ nieznaczne poszerzenie zakresu przemiany fazowej na
skutek obecnosci surfaktantéw. Dla roztworu L3 przemiana zawierala sie w przedziale
24 - 42°C, dla L3/TRI_N przedzial ten mozna przyja¢ 16 - 44°C. Dla uktadéw L3/TRI_IMI
i TRI_LBEN niemozliwe byto okreslenie konca przemiany, natomiast poczatek przemiany
przypadat na 16°C. Tym samym, tak jak w poprzednich przyktadach dodatek surfaktantu
zwiekszat ptynnos¢ dwuwarstwy lipidowe;j.
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Rysunek 76. Zestawienie pasm widm FTIR zarejestrowanych w obszarze drgan
rozciggajacych grup metylenowych fosfolipidéow (A) oraz zaleznos$¢ potozenia ich
maksimum w uktadach L3 z badanymi surfaktantami trimerycznymi o stezeniu
odpowiadajacemu p/n = 20 (B). Na rysunku A widma FTIR zostaty rozsuniete dla lepszej
wizualizacji zmian.
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6.3.3 Wyznaczenie parametrow przej$¢ fazowych w uktadach tréjsktadnikowych

Analize pomiaréw kalorymetrycznych uktadéw troéjsktadnikowych, czyli lipid-
surfaktant-DNA oméwiona zostanie na przyktadzie uktadéw na bazie surfaktantu TRI_N
i DNA o dtugosci 20 000 par zasad z réznymi mieszaninami fosfolipidéw (rysunek 77).
Stosunek fadunkéw dodatnich do ujemnych w tych uktadach wynosit 20.

W pierwszej kolejnosci sprawdzono jak zachowuja sie poszczegoélne sktadniki
uktadu w zadanym zakresie temperatur tj. 0°C-50°C. Tak jak wczesniej to ustalono
surfaktant TRIN nie przechodzi przemiany fazowej w tym zakresie temperatur - krzywa
kalorymetryczna jest linig prosta.
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Rysunek 77. Krzywe DSC uktadéw trojsktadnikowych na bazie DNA o dtugosci 20 kpz,
surfaktantu TRI_N oraz mieszaniny lipidéw: L1 (A), L2 (B), L3 (C). Dla lepszej wizualizacji
krzywe DSC zostaly rozsuniete. Dodatkowo na rysunku A i B zamieszczono dekonwolucje

krzywej DSC dla uktadéw z wysokomolekularnym DNA.

Natomiast dla referencyjnego roztworu DNA w nizszych temperaturach krzywa jest
linig prosta, ale od ok. 35°C sygnat DSC mocno spada. Zjawisko to najprawomocniej
zwigzane jest z topnieniem dwuniciowego DNA (denaturacja), czyli z rozdzieleniem
na pojedyncze nici na skutek zerwania wigzan wodorowych miedzy zasadami azotowymi.
Denaturacja DNA zazwyczaj obserwowana jest powyzej badanego zakresu
temperaturowego pomiaru i silnie zalezy min. od dtugosci DNA i sktadu nukleotydowego
[262-264]. Nalezy roéwniez odnotowaé, Ze ogromny wplyw na przebieg krzywej
kalorymetrycznej dla roztworé6w DNA ma takze zastosowany rozpuszczalnik (pH, stezenie
jonow) [265]. Co wiecej przy niskim stezeniu DNA (0,5 mM) oraz niskim stezeniu soli
w roztworze (0,01 mM NaBr) na termogramie nie obserwowano przemiany - zakres do
110°C [266]. W literaturze mozna znalez¢ réwniez, ze dla DNA o stezeniu 1,05 mg/ml
rozpuszczonego w 85 mM buforze fosforanowym o pH 7,3 obserwowano przemiane fazowa
przy temperaturze 63°C, ktdrej entalpia wynosita okoto 18 kJ/mol. Warto zaznaczy¢,
Ze przemiana ta zachodzila w szerokim zakresie temperaturowym od 50°C do 70°C [264].
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Dlatego zapewne gdyby zwiekszy¢ zakres temperaturowy pomiaru to pomimo niskiego
stezenia DNA i niskiego steZenia soli a takze polidyspersyjnosci prébki (ze wzgledu na liczne
fragmenty DNA o roznej dtugosci), oraz uwzgledniajac mozliwosci aparaturowe (wysoka
czuto$¢ DSC) mozliwa bytaby obserwacja topnienia DNA. Cho¢ przemiana ta zapewne
odbywataby sie w szerokim zakresie temperaturowym i charakteryzowata sie matymi
zmianami entalpii

Dla proby DNA z surfaktantem TRI_N nie zarejestrowano sygnatu DSC. Doniesienia
literaturowe wskazuja, ze surfaktanty powoduja przesuniecie sie temperatury topnienia
DNA do wyzszych temperatur oraz powodujg poszerzenie przemiany [267],
prawdopodobnie dlatego krzywa DSC ma inny przebieg niz krzywa zarejestrowana
dla roztworu DNA.

Nastepnie poddano analizie oddziatywania miedzy fosfolipidami w badanych
mieszaninach i kwasem nukleinowym o dilugos$ci 20 kpz. Dla ukladu L1/DNA_20kpz
zaobserwowano przesuniecie temperatury przemiany gtéwnej o 0,2°C w kierunku
wyzszych temperatur (T = 24°C) w poréwnaniu do roztworu L1. Odnotowano réwniez dla
tej probki znaczacy spadek entalpii — do 8,5 kJ/mol, czyli o potowe warto$ci w stosunku
do L1. Dla L2/DNA_20kpz wzrost temperatury gtéwnej przemiany byt jeszcze wiekszy,
bo 0 0,3°C (Tm = 24,2°C), ale entalpia przemiany nieznacznie zmalata (o 7%) w stosunku
do L2 i wynosita 9,3 kJ/mol. Dla L3/DNA_20kpz nie zarejestrowano znaczgcych zmian
w warto$ciach temperatur przemian: dla DMPC T, = 23,6°C, czyli o 0,1°C nizsza niz dla
DMPC w L3, a dla DPPC T, = 41,3°C, czyli wynosita tyle samo co dla DPPC w L3. Natomiast
odnotowano obnizenie entalpii przemian: DMPC o ok. 30%; a DPPC o ok. 9% w stosunku
do L3 bez DNA.

W obecno$ci kwasu nukleinowego - spada entalpia gtdwnej przemiany fosfolipidéw.
Ta zaleznos$¢ jest obserwowana w kazdej z trzech badanych mieszanin fosfolipidowych.
Natomiast przesuniecie w kierunku wyzszych temperatur przemiany gtéwnej obserwuje
sie dla uktadéw na bazie DMPC (L1) i DMPC/DOPE (L2).

W nastepnym kroku poddano analizie wyniki DSC dla uktad 6w tréjsktadnikowych,
sktadajgcych sie z formulacji lipidowych, surfaktantu trimerycznego i kwasu nukleinowego.

W uktadach na bazie L1 obserwowano spadek temperatury i spadek entalpii
przemiany gtdwnej, a takze zmiany w rozktadzie entalpii miedzy poszczegdlnymi frakcjami.
Podobnie jak w L1/TRI_N, w uktadzie L1/TRI_N/DNA zarejestrowano 4 frakcje: jedng
ubogg w TRIN i trzy o wyzszej zawarto$ci czasteczek surfaktantu. Obecnos¢ DNA
w uktadzie powodowata przesuniecie w kierunku nizszych temperatur: dla frakcji DMPC*
0 0,2°C, a dla frakgji III spadek o 0,4°C. Odnotowano réwniez spadek sygnatu DSC, a tym
samym spadek entalpii przemiany gtdwnej. Co ciekawe, zmienit sie wzajemny stosunek
entalpii przemiany gtéwnej dla frakcji DMPC* do entalpii frakcji bogatych w surfaktant:
dla uktadu bez DNA wynosit on 40:60, natomiast dla uktadu z DNA zmienit sie na 20:80 -
na korzy¢ frakcji bogatej w surfaktant. Istotna jest rowniez znaczna separacja tych frakeji,
na termogramie krzywe DSC bardzo sie ro6znia miedzy sobg ksztattem.
Dla L1/TRI_IMI_DNA_20kpz (rysunek 78 A) temperatura przemiany dla frakcji L1/TRI_IMI
spadta az o 0,5°C, ale temperatura dla frakcji DMPC* pozostata bez zmian. Natomiast
dla L1/TRI_BEN/DNA_20kpz (rysunek 79 A) temperatura obu frakcji spadta o 0,1°C. W obu
uktadach entalpia przemiany spadata, ale nieznacznie zwiekszat sie udziat frakcji DMPC*.

Dla uktadu L2/TRI_N/DNA_20kpz zarejestrowano cztery frakcje, cho¢ dla préby
referencyjnej (bez DNA) obserwowano jeden pik na krzywej DSC. Przebieg krzywej
kalorymetrycznej jest bardzo podobny jak dla L1/TRI_N/DNA_20kpz. Temperatura
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przemiany dla najbardziej obfitej w surfaktant TRI_N frakcji to 22°C. Stosunek entalpii
frakcji DMPC* do entalpii frakcji bogatej w surfaktanty wynosi 40:60, a entalpia przemiany
DMPC* byta wieksza niz dla préby bez DNA. Jedynie dla tego uktadu obserwowano tak silne
zmiany w krzywej kalorymetrycznej na skutek obecnosci kwasu nukleinowego. Krzywe DSC
dla L2/TRIIMI/DNA_20kpz (rysunek 78B) Ilub dla L2/TRI_BEN/DNA_20kpz
(rysunek 79 B) majg podobny przebieg, jak krzywe odpowiadajacych im préb bez DNA,
a zarejestrowane zmiany sg stosunkowo niewielkie i dotycza np. wzrostu entalpii
przemiany o ok. 25% (L2/TRI_IMI/DNA_20kpz) lub spadku temperatury przemiany frakcji
bogatej w surfaktant o 0,5°C (L2/TRI_BEN/DNA_20kpz).

W uktadach na bazie L3, podobnie jak w poprzednich uktadach najwieksze zmiany
obserwowano w probkach na bazie surfaktantu TRI_N (rysunek 77 C). Na skutek obecnosci
DNA w uktadzie L3/TRI_N dla wszystkich zarejestrowanych frakcji obserwowano spadek
temperatury przemiany: o 0,2°C dla frakcji DMPC*, 0 0,4°C - DMPC/TRI_N, o0 0,2°C - DPPC*
io 0,5°C - DPPC/TRI_N. Zarejestrowano spadek entalpii DMPC* i DMPC/TRI_N, ale wzrost
entalpii DPPC* i DPPC/TRI_N. Dla L3/TRI_LIMI/DNA (rysunek 78 C) nieznacznie wzrosta
temperatura przemiany fazowej obu zarejestrowanych frakgcji, ale entalpia spadta. Z kolei
dla L3/TRI_LBEN/DNA (rysunek 79 C) temperatura pozostata bez zmian, ale sygnat
od DMPC* silniej wzrdst.

A B C
Texo [TRI_IMI p/n=20 Texo TRLIMI p/n=20 Texo DNA_20kpz
TRI_IMI/DNA_20kpz p/n=20 TRI_IMI/DNA_20kpz p/n=20
DNA_20kpz TRI_IMI p/n=20
DNA_20kpz
L1/TRI_IMI/DNA_20kpz p/n=20 TRI_IMI/DNA_20kpz p/n=20
L2/TRI_IMI/DNA_20kpz p/n=20
L1/TRI_IMI p/n=20 L3/TRI_IMI/DNA_20kpz p/n=20,
m~m
S5 |L1/DNA_20kpz L2/TRI_IMI p/n=20
b I 5 L2/DNA_20kpz
©)] L3/DNA_20kpz
) L2
o L3
—— —— —
14 16 18 20 22 24 26 28 14 16 18 20 22 24 26 28 16 20 24 28 32 36 40 44

Temperatura [°C]
Rysunek 78. Krzywe DSC dla uktad6w tréjsktadnikowych na bazie DNA o dtugosci 20 kpz,
surfaktantu TRI_IMI oraz mieszaniny lipidéw: L1 (A), L2 (B), L3 (C). Dla lepszej
wizualizacji krzywe DSC zostaly rozsuniete.
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Temperatura [°C]
Rysunek 79. Krzywe DSC dla uktadow tréjsktadnikowych na bazie DNA o dtugosci 20 kpz,
surfaktantu TRI_BEN oraz mieszaniny lipidéw: L1 (A), L2 (B), L3 (C). Dla lepszej
wizualizacji krzywe DSC zostaty rozsuniete.

Podjeto rowniez probe analizy widm podczerwieni i sprawdzenia, jak dodatek DNA
wplywa na konformacje tancuchéw alkilowych fosfolipidéw w funkcji temperatury.
Obserwowane zmiany byty bardzo niewielkie, a zostang omoéwione na przyktadzie uktadu
L1/TRI_N/DNA_20kpz, w ktérym rozpuszczalnikiem byta woda. Na rysunku 80 zestawiono
pasma drgan symetrycznych grup metylenowych dla L1, L1/TRILN oraz
L1/TRI_N/DNA_20Kkpz, z kolei na wykresie 81 przedstawiono wyniki potozenia maksimum
pasma w funkcji temperatury dla analizowanych uktadéw. Przebieg zaleznosci dla L1 oraz
L1/TRI_N odpowiada wynikom uzyskanym dla roztwordéw na bazie wody deuterowanej —
dla czystego DMPC wida¢ wyrazng skokowg zmiane, natomiast dodatek surfaktantu
powoduje bardziej ptynne zmiany w potozeniu maksimum. Natomiast w obecnos$ci kwasu
nukleinowego ze wzrostem temperatury poczatkowo nie obserwowano przesuniecia
maksimum pasma, dopiero w temperaturze 22°C i 24°C odnotowano nieznaczny wzrost
liczby falowej, a po osiggnieciu temperatury 26°C wystapita skokowa zmiana potozenia
maksimum, ktoérego wartos¢ nie ulegta zmianie z dalszym wzrostem temperatury.
Zestawiajgc te wyniki z uktadami bez DNA mozna zauwazy¢, ze w niskich temperaturach
majga one podobny przebieg, ale poczatek przemiany dla uktadu L1/TRI_N/DNA_20kpz
przypada w nieco wyzszej temperaturze. Z kolei skokowa zmiana i dalsza stabilizacja
potozenia maksimum koreluje bardziej z wynikami uzyskanymi dla DMPC. Dlatego by¢
moze dodatek DNA podwyZsza temperature przemiany fazowej, ale tez zwieksza jej
kooperatywnos¢.
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Rysunek 80. Zestawienie pasma drgan symetrycznych grup metylenowych w funkcji
temperatury dla wodnych roztwordéw uktadow: L1 (A), L1/TRI_N o p/n = 20 (B),
L1/TRI_N/DNA_20kpz o p/n =20 (C) oraz L2/TRI_N/DNA_20kpz o p/n = 20 (D).

Dla lepszej wizualizacji widma FTIR zostaty rozsuniete.

Innym przyktadem obserwowanych zmian jest uktad L2/TRI_N/DNA_20kpz, gdzie
réwniez temperatura poczatku przemiany przypada na wyzsze temperatury niz dla uktadu
bez DNA, ale w tym przypadku przemiana zachodzita w znacznie szerszym zakresie -
obserwowano przesuwanie sie potozenia maksimum w wyzszych temperaturach.

Temperatura [°C]
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Rysunek 81. Zalezno$¢ potozenia maksimum pasm symetrycznych drgan rozciggajacych

grup metylenowych fosfolipidow L1 (A) oraz L2 (B) w uktadach z surfaktantem TRI_N



6.3.4 Zmiany stopnia hydratacji czesci polarnych fosfolipidow w ukladach
dwusktadnikowych

Obszar miedzyfazowy bton biologicznych to region miedzy hydrofilowymi gtowami
a hydrofobowymi ogonami lipidéw budujgcych btone, w obszarze tym dochodzi do
kontaktu z czasteczkami wody. Szacuje sie, Ze obszar miedzyfazowy zajmuje nawet okoto
40% grubosci w przypadku membrany o przekroju 40 A [268]. Wode wystepujaca w tym
regionie uwaza sie za sktadnik btony. Czgsteczki wody moga by¢ bezposrednio przytaczone
do grupy fosforanowej lub karbonylowej lipidéw - jest to tzw. woda hydratacyjna, lub
wystepowaé w postaci tzw. wody uwiezionej (ang. confined water). Jedna czasteczka
fosfolipidu jest w stanie przytgczy¢ od 18 do 22 czasteczek wody, z czego az 6 czasteczek
wody jest bezposrednio zwigzanych z pojedynczg grupa fosforanowg [268].

Na obserwowane w podczerwieni drganie rozciagajace grup karbonylowych (vc-g)
zlokalizowane w zakresie 1750 -1720 cm-!, sktada sie z pasmo od drgan grup C=0
fosfolipidu, ktére utworzy wigzanie wodorowe (ok. 1740 cm-1) i pasmo od grup C=0, ktére
tego wigzania nie utworzyty (ok. 1728 cm-1). Dodatkowo potozenie tych pasm uzaleznione
jest od fazy, jakg tworza fosfolipidy, dla DMPC [154]:

o dla fazy zelowej Lg potozenie pasma od grup C=0, ktére utworzyty wigzanie
wodorowe przypada na ok. 1730,7 cm-1, natomiast dla grup C=0, ktére nie
tworza wigzania wodorowego drganie to zlokalizowane jest ok. 1738,4 cm-1,
réznica potozenia maksiméw wynosi 7,7 cm-1, a wiec pasma s3 stosunkowo
blisko siebie,

e dla fazy zelowej pofatdowanej Ps odpowiednio: ok. 1724 cm-1, ok. 1742 cm-1,
réznica potozenia maksiméw wynosi 18 cm-1, oznacza to, Ze pasma s3 mocno
od siebie oddalone,

e dla fazy ciektokrystalicznej Lq: ok. 1721,5 cm-1 oraz ok. 1738 cm-1

Analiza zmian hydratacyjnych w obrebie grup karbonylowych zostanie omdéwiona
na przyktadzie L1 oraz uktadu L1/TRI_N o stezeniu surfaktantu odpowiadajacemu p/n = 20.
Na rysunku 82 A zestawiono pasma drgan grup C=0 w zalezno$ci temperaturowej dla
wskazanych wyzej uktadéw. Ksztalt pasm ulega zmianie, oznacza to, Ze w nizszych
temperaturach obserwuje sie wyzsza intensywno$¢ pasma przy dtugosci ok. 1740 cm-1,
natomiast wraz ze wzrostem temperatury - poczatkowo dochodzi do zréwnania sie
intensywno$ci obu pikow sktadowych, natomiast w wyzszych temperaturach pasmo przy
ok. 1730 cm-! ma wieksza intensywno$¢. Aby doktadnie wyznaczy¢ potozenia maksimum
sktadowych drgania v;-, przeprowadzono dekonwolucje poszczegélnych pasm
(na rysunku 82 B przedstawiono przyktadowe dekonwolucje pasm, ktére znaczaco sie
miedzy sobg rdéznity) oraz wykreslono zalezno$¢ potozenia maksiméw pasm sktadowych
od temperatury dla obu uktadéw (rysunek 82 C, D). Dla porzadku wprowadzono oznaczenie
,C=0 uwodnione”, dla pasm drgan grup karbonylowych, ktére utworzyly wigzanie
wodorowe oraz oznaczenie ,C=0 nieuwodnione”, dla pasm drgan grup karbonylowych,
ktére nie utworzyly wigzan wodorowych. Warto wspomnieé, ze niektérzy badacze
podejmujg probe dekonwolucji pasma grup karbonylowych na sktadowa nietworzaca
wigzan wodorowych oraz na kilka sktadowych tworzacych wigzania wodorowe, ale
uwzgledniajac rézny stopien ich hydratacji [269].
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Rysunek 82. Widma FTIR w zakresie drgan grup karbonylowych dla uktadu L1 oraz
L1/TRI_N w réznych temperaturach (A) wraz z przyktadowymi pasmami po dekonwolucji
(B) oraz zalezno$¢ temperaturowa potozenia maksimum pasm drgan grup C=0 (C).
Zalezno$¢ pola powierzchni pasm drgan grup C=0 uwodnionych i nieuwodnionych od
temperatury dla uktadu L1 oraz L1/TRI_N(D). Dla lepszej wizualizacji widma FTIR zostaty
rozsuniete (A).

Potozenie maksimum pasm drgan grup C=0 =zaréwno uwodnionych jak
i nieuwodnionych wykazuje charakterystyczng zalezno$¢ temperaturowg. Wzrasta liczba
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falowa potozenia maksimum wraz ze wzrostem temperatury. W przypadku L1, czyli
roztworu DMPC, zarejestrowano dwa punkty przegiecia tej zaleznosci: ok. 16°C oraz 24°C -
co odpowiada przemianom fazowym DMPC. W temperaturze od 2°C do 14°C maksima
pasma uwodnionych grup karbonylowych obserwowano przy 1728 cm-l. Nastepnie w
temperaturze 16°C obserwowano wzrost liczby falowej do 1730,5 cm1, a powyzej 24°C
potozenie maksimum pasma utrzymalo sie na poziomie 1731,8cm'l. Dla drgan
rozciggajacych grup C=0 nietworzacych wigzan wodorowych zalezno$¢ temperaturowa
przebiega podobnie: w przedziale 2 - 14°C maksimum przypada na 1738 cm, w 16°C
wzrosta do 1742,9 cm't, a po przekroczeniu 24°C utrzymywata warto$¢ 1744,9 cm-1. Pasma
grup karbonylowych uwodnionych i nieuwodnionych wraz ze wzrostem temperatury
ulegaja wyrazniej separacji, ktéora wynosi: 10 cm! (w przedziat temperatur 2 - 14°C),
12,5 cm! (w 16°C) oraz 12,8 cm! (powyzej 24°C).

Dla uktadu L1 z surfaktantem TRI_LN obserwowano tagodniejsze zmiany
w przebiegu zaleznoSci temperaturowej potozenia pasm drgan grup karbonylowych niz
w przypadku roztworu DMPC. Nie odnotowano tak wyraznej zmiany zwigzanej
z przedprzejsciem jak w L1, a co wiecej powyzej 36°C zarejestrowano dalszy wzrost liczby
falowej maksiméw pasm grup C=0.

Zmiany hydratacyjne w obrebie grup karbonylowych mozna réwniez oceni¢ na
podstawie zmian w proporcji populacji grup C=0, ktore utworzylty wigzanie wodorowe
do populacji grup C=0, ktére nie utworzyly wigzania wodorowego. Powyzsze zmiany
w funkcji temperatury moga by¢ obserwowane na podstawie wyznaczenia stosunku
powierzchni pasma pochodzacego od drgan grup C=0 uwodnionych i C=0 nieuwodnionych
(wszystkie widma FTIR w obszarze drgan C=0 zostaly wcze$niej znormalizowane).
Powyzsza zalezno$¢ zostanie omoéwiona na przykladzie uktadu L1 oraz L1/TRI_N
(rysunek 82 D). Dla L1 wraz ze wzrostem temperatury obserwuje sie stopniowe
zmniejszenie populacji grup C=0 nietworzacych wigzan wodorowych na korzy¢ grup C=0
tworzacych te wigzania. W temperaturze 16°C obserwuje sie zréwnanie powierzchni obu
sktadowych, a od 24°C ok. 90% grup C=0 utworzylo wigzanie z czasteczkami wody.
W przypadku uktadu L1 z surfaktantem TRI_N punkt réwnowagi miedzy obiema
populacjami grup C=0 przypada na zakres temperatur 26-36°C, a dopiero potem wiekszos$¢
grup C=0 utworzyto wigzania wodorowe. W tym przypadku mozna by wysnu¢ wniosek, ze
surfaktanty wptywaja na zmniejszenie stopnia hydratacji lipidow.

Zupetnie innym podejSciem jest pominiecie rozdziatu na roézne sktadowe
i analizowanie pasma C=0 jako cato$ci oraz wyznaczanie tzw. punktu srodkowego [154].
Na rysunku 83 przedstawiono wyniki zalezno$¢ temperaturowej od potozenia maksimum
pasma od drgan grup C=0 dla uktadu L1 i L1/TRI_LN. W przypadku L1 obserwuje sie
poczatkowo (do 16°C) wzrost liczy falowej potozenia maksimum pasma od drgan grup
karbonylowych, a nastepnie nieznaczny spadek. Po przekroczeniu 24°C odnotowano
znaczacy spadek, ale pomimo dalszego wzrostu temperatury liczna falowa nie zmieniata juz
swojej warto$ci. Tym samym odnotowane zmiany pokrywaja sie z temperaturami
przedprzejscia i przemiany gtéwnej dla DMPC. W przypadku uktadu z surfaktantem zmiany
byty duzo bardziej subtelne: nieznaczny wzrost liczby falowej do 24°C, a nastepnie jej
spadek z dalszym wzrostem temperatury. Przebieg powyzszej zaleznosci jest zgodny
z doniesieniami literaturowymi [154].
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Rysunek 83. Zalezno$¢ temperaturowa potozenia maksimum pasma drgan grup C=0 dla
uktadu L1 i L1/TRI_N wyznaczonego na podstawie punktu srodkowego pasma.
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pasma [cm™]

Przyjmuje sie, ze to grupy fosforanowe w pierwszej kolejnosci wigza czasteczki
wody, a dopiero kiedy osiggng nasycenie (6 czasteczek wody przytaczy sie do kazdej grupy
fosforanowej) woda penetruje w kierunku hydrofobowych tanicuchéw fosfolipidu [270].
Aby moc obserwowac zmiany w tym obszarze podczerwieni, nalezato zastosowac wode
jako rozpuszczalnik, gdyz pasma od wody deuterowanej pokrywajg sie z pasami drgan
fosforanowych.

W  przypadku symetrycznych drgan rozciggajacych grup fosforanowych
(zlokalizowanych w obszarze 1100 - 1050 cm-!) obserwowane zmiany byty niewielkie
zarowno dla uktadu L1 jak i L1/TRI_N o stezeniu surfaktantu odpowiadajgcym p/n = 20
(rysunek 84). Dla L1 odnotowano nieznaczny spadek liczby falowej (o 0,5 cm-1) wraz ze
wzrostem temperatury, natomiast dla L1/TRI_N wartos¢ liczby falowej dla maksimum
pasma tego drgania utrzymywato sie na wzglednie statym poziomie. Trudno$¢ w analizie
symetrycznych drgan rozciggajacych grup fosforanowych prawdopodobnie wynika
z bardzo matej intensywno$ci tego pasma w podczerwieni, stad odczyt potozenia piku moze
by¢ obarczony btedem.
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Rysunek 84. Widma FTIR w obszarze symetrycznych drgan rozciggajacych grup
fosforanowych dla uktadu L1 oraz L1/TRI_N (A) wraz zaleznoscig temperaturowg dla
potozenia maksimum tego drgania (B). Dla lepszej wizualizacji widma FTIR na rysunku A
zostaty rozsuniete.

Asymetryczne drgania rozciagajace grup fosforanowych wystepuja w regionie
1260 - 1200 cm! i charakteryzuja sie wieksza intensywnos$cig niz symetryczne drgania
grup PO;. Dla roztworu DMPC (rysunek 85 A) wraz ze wzrostem temperatury obserwuje
sie zmiane ksztaltu rejestrowanego widma FTIR, a ok. 1250cm-! wyodrebnia sie dodatkowy
pik, ktorego pochodzenie jest niejasne. By¢ moze drganie g5vpo; nalezy analizowac
w podobny sposoéb, jak pasmo drgan grup karbonylowych (opisane powyzej), czyli roztozy¢
je na dwa pasma skladowe: od drgan grup PO, ktére utworzyty wigzanie z czasteczkami
wody oraz drgan grup PO, ktore tego wigzania nie utworzyty. Ostatecznie analize oparto
o punkt $rodkowy pasma drgan grup fosforanowych. Dla L1 pasmo drgan asymetrycznych
grup PO w niskich temperaturach charakteryzuje sie mata szerokoscig potéwka, natomiast
wraz ze wzrostem temperatury szeroko$¢ ta wzrasta. W zalezno$ci temperaturowej
potozenia maksimum pasma asymetrycznych drgan grup POz (rysunek 85 B) mozna
zauwazy¢ poczatkowy wzrost liczby falowej ze wzrostem temperatury.
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Rysunek 85. Widma FTIR w obszarze asymetrycznych drgan rozciggajacych grup
fosforanowych dla uktadu L1, L1/TRI_N oraz L1/TRI_N/DNA_20kpz (A) wraz zalezno$cia
temperaturowq dla potozenia maksimum tego drgania (B). Dla lepszej wizualizacji widma

FTIR zostaty rozsuniete (A).

Wzrost ten byto obserwowany do ok. 26°C z tym, ze od 22°C byl intensywniejszy,
co za pewne zwigzane jest z gtdwng przemiang DMPC. Dla L1/TRI_N o stezeniu surfaktantu
odpowiadajacemu p/n = 20, po poczatkowy wzroscie w temperaturze 20°C wartos¢ liczby
falowej zmniejszyta sie. Dla L1/TRI_N/DNA_20kpz o p/n = 20 rownieZ odnotowano spadek
po przekroczeniu 16°C. Podobna zalezno$¢ obserwowat Rosa, ktéry spadek liczby falowej
przypisat wzrostowi liczby wigzania wody przez grupy PO;, a ponowny wzrost liczby
falowej miat sugerowaé, ze wzrost temperatury w stanie ciektokrystalicznym lipidéw jest
niekorzystny dla ich hydratacji [270]. Obserwowane zmiany s3 mniejsze dla uktadéw
wielosktadnikowych: dla L1 maksymalna réznica wynosi 1,9 cm-1, dla L1/TRI_N: 1 cm-,
a dla L1/TRI.LN/DNA: 0,5 cm. Podobne zaleznosci obserwowal Pohle, z tym ze
zmniejszenie amplitudy zmian omawianej zaleznos$ci tlumaczyt obecnos$ciga grup
fosforanowych DNA, ktore ,przystaniaty” drgania grup fosforanowych lipidéw [271].
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6.4 OKkreSlenie parametrow strukturalnych wybranych ukladéw za
pomocq techniki SAXS

Analize parametréw strukturalnych na podstawie wynikéw matokgtowego
rozpraszania rentgenowskiego SAXS, rozpoczeto od zbadania wodnych roztworéw
surfaktantow trimerycznych o stezeniu 5,35 mM. Stezenie to odpowiada stezeniu
surfaktantu w uktadach mieszanych o stosunku p/nréwnym 20. Na rysunku 86
przedstawiono krzywe SAXS oraz wyliczone na ich podstawie rozklady odlegtosci
wewnatrzczgsteczkowych dla badanych surfaktantéw trimerycznych. Ksztatt funkcji p(r)
wskazuje na tworzenie przez surfaktanty tzw. ,core-shell type micelles”. Oznacza to,
ze obserwowane maksima funkcji p(r) pochodza od obszaré6w o wysokiej gestoSci
elektronowej, czyli czesci polarnych surfaktantéw, ktore tworza zewnetrzng powtoke
(ang. shell) miceli. Natomiast minimum funkcji p(r) odnosi sie do hydrofobowego rdzenia
(ang. core) o nizszej gestosci elektronowej, utworzonego z tancuchéw alkilowych
surfaktantow. W sktad powloki zewnetrznej wchodzi rowniez otoczka z przytaczonych
przeciwjondéw [272]. Z wykresu rozktadu odleglo$ci wewnatrzczasteczkowych mozna
uzyska¢ informacje m. in. o promieniu rdzenia hydrofobowego miceli (r) oraz $rednicy
miceli (Dmax) [272 - 274].
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Rysunek 86. Krzywe SAXS zarejestrowane dla badanych surfaktantéw trimerycznych wraz
z dopasowaniem do sfery (A, B, C) oraz wyliczone funkcje rozktadu odlegtosci
wewnatrzczasteczkowych (D).

Srednica miceli dla TRI_N wynosi 5,2 nm, dla TRI_IMI 4,9 nm, a dla TRI_BEN 4,7 nm.
Promienn rdzenia hydrofobowego wyznacza sie w oparciu o punkt przegiecia miedzy
maksimum a minimum funkcji p(r) i wynosi dla TRI_N - 1,35 nm, dla TRI_IMI - 1,33 nm,
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a dla TRI_.BEN - 1,29 nm. Rdznice miedzy warto$ciami S$rednicy miceli i rdzenia
hydrofobowego dla badanych surfaktantéw sa niewielkie. Prawdopodobnie wynika to
z faktu, Ze wszystkie badane surfaktanty miaty taki sam fancuch hydrofobowy, a rozmiar
miceli w duzej mierze wtasnie zalezy od dlugosci fanicucha alkilowego surfaktantow [272].

Warto zauwazy¢, Ze micele surfaktantow nie zawsze bedg strukturami idealnie
kulistymi (sferycznymi). W obecnoSci soli w roztworze czesto obserwuje sie micele
dyskoidalne (ang. disc-like micelles) albo pateczkowate (ang. rod-like micelles) [275]. Dalszy
wzrost stezenia soli w ukladzie moze indukowal poczatkowe sklejanie sie miceli
w pateczkowate struktury, a nastepnie w diugie tancuchy zwane czesto ,,robakowatymi”
micelami (ang. worm-like micelles) [276]. Podobny efekt wydtuzania sie miceli surfaktantow
obserwowat Atri i inni w obecno$ci mocznika [277].

Cho¢ roztwory surfaktantéw sporzadzono na wodzie deuterowanej, a wiec
wyklucza sie dodatkowe czynniki, ktére mogtyby indukowac¢ wydtuzanie miceli to ze
wzgledu na to, ze s3 to nowe zwiazki - zdecydowano sie na dopasowanie krzywych
rozpraszania do modeli geometrycznych. Jedynym z dostepnych komercyjnie programéw
umozliwiajgcych dopasowywanie krzywych SAXS do okreslonego modelu jest
oprogramowanie SasView 5.0.6 [278]. Na wykresach zarejestrowanych krzywych SAXS dla
badanych surfaktantéw przedstawiono dopasowanie do modelu kuli/sfery (rysunek 86).
W parametrach dopasowania oparto sie na wyliczonych warto$ciach Dpax i 1¢
z zaleznosci p(r).

Nastepnie przenalizowano Krzywe rozpraszania dla 150mM roztworu DMPC
w wybranych temperaturach (rysunek 87 A). W niskiej temperaturze (10°C) wida¢ dwa
wyrazne maksima pochodzace najprawdopodobniej od réwnoodlegtych od siebie
dwuwarstw lipidowych o odlegto$ciach miedzyptaszczyznowych: dps; = 6,00 nm oraz
dooz = 3,00 nm. By¢ moze jest rdwniez trzeci pik (dopz = 1,98 nm), ale ze wzgledu niski
stosunek sygnatu do szumu wyznaczenie jego pozycji moze by¢ obarczone duzym btedem.
Piki braggowskie w utozeniu 1:2:3 wskazujg na uwodnione struktury lamelarne.

W temperaturze 20°C, a wiec powyzej temperatury przedprzej$cia, ale ponizej
temperatury przejscia gtéwnego, DMPC wystepuje w fazie zelowej pofatdowane;.
Na krzywej SAXS w tej temperaturze obserwuje sie dla DMPC zwiekszenie odlegtosci
miedzyptaszczyznowych (na podstawie dopasowania: doo; = 6,65 nm, dgoz = 3,20 nm), ktéra
wynika ze zwiekszenia sie grubosci btony lipidowej wskutek hydratacji fosfolipidow
i pofatdowania btony. Obecne sg réwniez dodatkowe piki: 5,82 nm oraz 3,83 nm. W fazie
ciektokrystalicznej DMPC, czyli w 30°C maleje grubo$¢ dwuwarstwy: dpo: = 6,23 nm,
dooz = 3,10 nm. Uzyskane wyniki sg poré6wnywalne z danymi literaturowymi [279].

Dla uktadéw DMPC z surfaktantem TRI_BEN (rysunek 87 F) na krzywych SAXS
obserwuje sie zanik struktur lamelarnych, a ksztatt krzywych sugeruje tworzenie struktur
unilamelarnych - nie wystepuja piki dyfrakcyjne, a jedno szerokie maksimum. Przypuszczaé
mozna, zZe s3 to bicele [280]. W literaturze zazwyczaj odnalez¢ mozna opis biceli, jako
dyskoidalnych struktur, ktére tworza uktady lipidow réznigcych sie krytycznym
parametrem upakowania. Takim przyktadem jest np. uktad DMPC/DHPC, gdzie w biceli
wystepuje region bogaty w DMPC, tworzacy dwuwarstwe biceli, oraz region bogaty w DHPC
tzw. ang. micelle-like edge, czyli krawedz zamykajacg podobng do miceli [281,282]. Bazujac
na przytoczonych bicelach DMPC/DHPC, w uktadzie DMPC/surfaktant zapewne ptaski
dwuwarstwowy fragment biceli tworzy dwuwarstwa DMPC z wbudowanymi w nig
surfaktantami, a krawedz zamykajacg tworzg surfaktanty.
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Rysunek 87. Krzywe SAXS zarejestrowane dla roztworu DMPC (A) oraz uktadéw na bazie
L1 i surfaktantéw trimerycznych: TRI_N (B), TRI_IMI (E) oraz TRI_BEN (F) w wybranych
temperaturach. Na zétto oznaczono charakterystyczne maksimum dpx. Dla wybranych
uktadow wyliczono funkcje p(r) - C, D, G.

Nowe $wiatto w kwestii badan nad strukturami unilamelarnymi rzucaja prace grupy
Pedersen’a. Ze wzgledu na duze rozbieznosci w literaturze dla uktadéw na bazie DHPC
i DMPC, grupa ta w pracy z 2018 roku [283] zbadata struktury, jakie tworzg uktady
DMPC/DHPC w zaleznosci od ich wzajemnego stosunku molowego. Co ciekawe, termin
,bicela” jest stosowany przez autoréw dla kazdego z 3 zaproponowanych modeli. Ponizej
zostang pokrdétce oméwione prawdopodobne modele, a ich schematyczng reprezentacje
przedstawiono na rysunku 88:

1. Elipsoidalna bicela typu rdzen-powtoka (ang. core-shell elipsoid) - model ten
odpowiada biceli opisanej w poprzednim akapicie, czyli sptaszczonemu
dyskowi o przekroju podtuznym w ksztatcie elipsoidy. Takie struktury
obserwowano dla czystych roztworéw DHPC.

2. Cylindryczna bicela typu rdzen-powtoka (ang. core-shell short cylinder) -
model ten zaktada tworzenie struktur o przekroju podtuznym w ksztatcie
prostokata, a przekro6j poprzeczny w ksztatcie elipsoidy, czyli struktury
w formie krotkich walcow. Model ten byt obserwowany dla uktadu
DHPC/DMPC, w ktérym DMPC wystepowat w niskim stezeniu.

3. Prostopadtoscienna bicela typu rdzen-powtoka (ang. core-shell rectangular
cuboid) - dla tego modelu zaréwno przekrdj podtuzny jaki i poprzeczny jest
w ksztatcie prostokata. A co wiecej, wraz ze wzrostem stezenia DMPC
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w uktadzie obserwuje sie wydtuzanie przekroju poprzecznego, aZ po
uzyskanie struktur warstwowych dla czystego DMPC.

C

_ rdzen
LA L s, powloka

:::::

Rysunek 88 Schematyczna reprezentacja biceli lipidowych wraz z ich przekrojami
poprzecznymi: elipsoidalna (A), cylindryczna (B), prostopadtoscienna(C) bicela typu
rdzen-powtoka.

Dla powyzszych struktur opracowano odpowiednie modele matematyczne, ktére
pozwalajg przypisac¢ krzywe SAXS do okreslonego modelu. Jednak odniesienie tych modeli
do danych eksperymentalnych nie jest takie proste, poniewaz trzeba dopasowywac szereg
parametréw, a co niezwykle istotne - probka powinna by¢ mozliwie monodyspersyjna.
Dlatego ocene czy dochodzi do wydtuzenia struktur bicelarnych oparto o analize ksztattu
funkcji p(r) - gdy wystepuje charakterystyczny ,ogon” bicele przybieraja ksztatt
cylindryczny lub prostopadtoscienny [283].

Niestety ze wzgledu na zbyt niski zakres danych zebranych przy niskich katach dla
uktadu L1/TRI_BEN prawidtowe wyznaczenie parametréw biceli jest obarczone btedem.
Mozna przypuszcza¢ (na podstawie funkcji p(r) wyliczonej dla ukladu w 10°C -
rysunek 87 G), ze Srednica biceli wynosi ok. 12,0 nm. Natomiast grubos$¢ biceli mozna
wyznaczy¢ na podstawie podwojonej wartosci promienia rdzenia wyznaczonego
z potozenia minimum funkcji p(r), czyli dla tego uktadu grubos¢ biceli wynositaby 6,35 nm.
Grubo$¢ ta bliska jest grubosci dwuwarstwy DMPC w fazie ciektokrystalicznej. Natomiast
w oparciu o ksztatt funkcji p(r) mozna stwierdzi¢, ze prawdopodobnie bicele staja sie
bardziej cylindryczne lub prostopadio$cienne.

Natomiast dla L1/TRI_N (rysunek 87 B) oraz L1/TRI_IMI (rysunek 87 E) oprécz
szerokiego maksimum obserwowano rdéwniez piki braggowskie, $wiadczy to
0 wspétistnieniu fazy lamelarnej i unilamelarnej. Innym wyjasnieniem obecnos$ci pikéw na
krzywych SAXS moze by¢ tzw. stos bicel, czyli utozone obok siebie bicele tak ze tworzg sie
struktury lamelarne [284], takie stosy bicel obserwowano np. dla DPPC [285]. Innym
wyja$nieniem moze by¢ utworzenie wielowarstwowych liposomoéw, a maksima dyfrakcyjne
pochodza od warstw [286].

Niemniej polidyspersyjnos¢ probki znaczaco wptywa na prawidlowe wyznaczenie
rozktadu odlegtosci miedzyczasteczkowych. W temperaturze 10°C dla uktadu L1/TRI_N
prawdopodobnie obecne sa dwa piki: dgpz = 5,93 nm i dpz=3,00 nm; a dla ukladu
L1/TRI_IMI: dgos = 5,90 nm i dgoz = 2,98 nm. Warto$ci te s mniejsze niz dla roztworu DMPC,
czyli doszto do zmniejszenia odlegtosci miedzyptaszczyznowych wskutek obecno$ci
surfaktantow w dwuwarstwie. W fazie zelowej pofatdowanej (w 20°C) zarejestrowano
przesuniecie pierwszego refleksu, gdzie wartosci dgp; wynosza: 6,44 nm (L1/TRI_N) oraz
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6,61 nm (L1/TRI_IMI). Te wartosci s z kolei wieksze niZ wyznaczone dla roztworu DMPC,
moze to wskazywa¢é, ze surfaktanty dodatkowo rozsuwaja pofatdowane dwuwarstwy
fosfolipidowe lub fosfolipidy wystepujg w konformacji gauche, co sugerujg takze wyniki
ze spektroskopii podczerwieni. Natomiast w wysokiej temperaturze (30°C) dla L1/TRI_N
nie obserwuje sie pikéw braggowskich, a dla L1/TRI_IMI zarejestrowano wartoSci
doo1 = 6,35 nm oraz dgpz = 3,14 nm. Wzrost temperatury dla L1/TRI_N powoduje zanik fazy
lamelarnej, natomiast dla L1/TRI_IMI piki dyfrakcyjne od dwuwarst sg bardziej widoczne
w wyzszych temperaturach. Prawdopodobna $rednica i grubos¢ struktur dla L1/TRI_N
to odpowiednio: 11,6 nm i 6,0 nm (na podstawie krzywej SAXS zarejestrowanej w 30°C -
rysunek 87 C), a dla L1/TRILIMI - 11,0 nm i 6,3 nm (na podstawie krzywej SAXS
zarejestrowanej w 10°C - rysunek 87 D). WartoSci te uzyskano w analogiczny sposoéb jak
dla uktadu L1/TRI_BEN. Tak jak dla L1/TRI_BEN rowniez dla L1/TRI_N oraz L1/TRI_IMI
bicele zapewne tworza formy cylindryczne lub prostopadtoscienne.

Nastepnie analizie poddano uktad L2 (rysunek 89 A). W niskiej temperaturze
(w 10°C) na krzywej SAXS uktadu L2 zarejestrowano w poréwnaniu do DMPC wieksza
liczbe pikéw braggowskich, ktérych potozenie wyznaczono przez dekonwolucje krzywej
SAXS (rysunek 90).
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Rysunek 89. Krzywe SAXS zarejestrowane dla roztworu L2 (A) oraz uktadéw na bazie L2
i surfaktantéw trimerycznych: TRI_N (B), TRI_IMI (E) oraz TRI_BEN (F)
w wybranych temperaturach pomiaru. Dla wybranych uktadéw wyliczono

funkcje p(r) - C, D.

Najprawdopodobniej w uktadzie tym wspétistnieja dwie fazy. Piki oznaczone
kolorem zottym (dooz= 5,98 nm, dpz = 3,00 nm) odpowiadajg fazie lamelarnej
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(poréwnywalne z odlegto$ciami miedzyptaszczyznowymi DMPC). Ze wzgledu na obecno$¢
DOPE, ktore moze indukowa¢ powstawanie fazy heksagonalnej, piki o d: 7,28 nm, 4,26 nm;
3,50 nm; 3,00 nm, przypisano fazie heksagonalnej o refleksach: 100, 110, 200, 210 [287],
wystepuja one w stosunku V1:V3:V4:V6.

Int. [j. u.]

s [nm™]
Rysunek 90. Dekonwolucja krzywej SAXS zarejestrowanej dla uktadu L2 w 10°C.
Piki oznaczone kolorem zo6ttym przyporzadkowano do fazy lamelarnej, natomiast
oznaczone kolorem zielonym do fazy heksagonalnej. Piki oznaczone na szaro nie
przyporzadkowano do zadnej znanej struktury.

Faza heksagonalna, ktéra wystepuje w uktadach lipidowych zazwyczaj przyjmuje
postaé fazy heksagonalnej odwrdconej Hy. Oznacza to, ze powstate cylindryczne struktury,
zbudowane sg z warstwy lipidowej, gdzie hydrofobowe czes$ci lipidéow zwrdcone
s3 na zewnatrz, a hydrofilowe czes$ci zwrdcone sa do wnetrza wodnego rdzenia. Komorke
elementarng uktadu heksagonalnego opisuja parametry sieciowe (dtugosci bokéw i miary
katéw) odpowiadajgce zaleznos$ciom: a= b# ¢, a=f = 90° y=120°. Dla takiego uktadu
warto$¢ parametru sieci a, ktéry okresla odlegtos¢ miedzy Ssrodkami wodnych rdzeni,
mozna wyznaczy¢ z zalezno$ci:

2Vh? + k? — hk p
a =
73 hkl (59)

gdzie dnw odlegto$¢ miedzy ptaszczyznowo do ptaszczyzny opisanej wskaznikami Millera,
a h, k, I - to wskazniki Millera opisujace te ptaszczyzne [64].

Stata sieciowa a dla uktadu L2 w temperaturze 10°C na podstawie refleksu 100
0 dio = 7,28 nm wynosi 8,5 nm. W wyzszych temperaturach zanika rozwazana faza
heksagonalna, a obecne sg wylacznie piki od fazy lamelarnej: w 20°C dgs; = 6,77 nm,
dooz = 3,37 nm,a w 30°C: dgpp: = 6,21 nm, dppz = 3,06 nm. Wartosci d zarejestrowane
w temperaturze 20°C sg wieksze niz dla DMPC, ale w wyniki zarejestrowane w 30°C
sg poréwnywalne dla obu uktadéw. Dlatego wyjasnieniem moze by¢ fakt, ze DOPE
powoduje przejécie tancuchéw alkilowych DMPC w konformacje gauche juz w nizszych
temperaturach (tj. 20°C), natomiast w temperaturze 10°C czasteczki DOPE chetniej tworza
struktury heksagonalne niz wbudowuja sie w dwuwarstwe.

Dla uktadu na bazie L2 i surfaktantu TRI_N (rysunek 89 B) krzywa SAXS
zarejestrowana w temperaturze 10°C ma prawie symetryczny przebieg, sugerowac
by to mogto, Ze bicele odpowiadajg modelowi z rysunku 88 A. Jednak na podstawie funkcji
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p(r) (rysunek 89 C) $rednica utworzonej struktury wynosi 7,2 nm, a jej grubos$¢ 6,4 nm.
Wyniki te wskazywa¢ moga, Ze s3 to raczej sptaszczone micele. Uzyskane struktury
sg znacznie mniejsze niz dla L1/TRI_N. Natomiast odleglo$¢ miedzyptaszczyznowa dla
refleksu 001 dwuwarstwy lipidowej zarejestrowane w kazdej temperaturze wynosita
5,21 nm. Niemniej nalezy zaznaczy¢, ze uktad ten jest polidyspersyjny.

Ciekawym przypadkiem jest krzywa SAXS zarejestrowana w temperaturze 10°C dla
uktadu L2/TRILIMI (rysunek 89 E). Na podstawie dekonwolucji krzywej SAXS
i dopasowania potozenia pikow braggowskich (rysunek 91), mozna sadzi¢ ze w uktadzie
tym wystepuje faza unilamelarna wraz z fazami lamelarng i heksagonalna. Co wiecej dla tej
probki istnieje duze prawdopodobienstwo, ze wystepuje faza lamelarna (dgo: = 5,99 nm,
dooz = 3,02 nm), gdzie lipidy s3 w konformacji trans, ale tez faza lamelarna, gdzie lipidy
przyjmuja konformacje gauche (doo;=7,18 nm, dp: = 3,58 nm) [288,289]. Obecne
sg réwniez inne piki (7,89 nm; 4,55 nm; 3,89 nm, 2,58 nm), ktére z kolei moga pochodzi¢
od fazy heksagonalnej, wystepuja one w stosunku v1: v3: v4: V6: V.
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Rysunek 91. Dekonwolucja krzywej SAXS zarejestrowanej dla uktadu L2 /TRI_IMI w 10°C.
Piki oznaczone kolorem zéttym i pomaranczowym przyporzadkowano do fazy lamelarnej
odpowiednio dla lipidéw w konformacji trans i gauche, natomiast piki oznaczone kolorem
zielonym - fazy heksagonalnej. Pik oznaczony na szaro odpowiada strukturom
unilamelarnym.

W wyzszych temperaturach w L2/TRI_IMI zanika wiekszos$¢ pikéw, a te ktore
pozostaly mozna zapewne przypisa¢ do fazy lamelarnej: w 20°C s3 to: dgo1 = 6,77 nm,
dooz = 3,37 nm, a w 30°C: dgoz = 6,21 nm, dgoz = 3,06 nm. Dla tego uktadu nie podjeto proby
wyliczenia funkcji p(r).

Prébka L2/TRI_BEN (rysunek 89 F) stabo rozpraszata promieniowanie, dlatego
analiza struktury jest utrudniona. Niemniej mozna stwierdzi¢, ze uktad jest polidyspersyjny.
Utworzyly sie struktury bicelarne o dtugosci okoto 6,3 nm i $rednicy okoto 5,0 nm (wynik
w 10°C) (rysunek 89 D). Natomiast jak w poprzednich przypadkach, wartosci d dla struktur
lamelarnych wykazuja zaleznos¢é temperaturowg dgo; =: 10°C - 5,85 nm, 20°C - 6,75 nm, 30°C
- 6,35 nm.

Najbardziej interesujace wydaja sie wyniki dla uktadéw otrzymanych na bazie
DMPC/DOPE/DPPC (rysunek 92). Dla wszystkich badanych uktadéw na bazie L3 wraz
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ze wzrostem temperatury maleje liczba obserwowanych pikéw dyfrakcyjnych
na krzywych SAXS.

A 3 B L3/TRI N p/n=20
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Rysunek 92. Krzywe SAXS zarejestrowane dla uktadu L3 (A) oraz uktaddéw na bazie L3
i surfaktantéw trimerycznych: TRI_N (B), TRI_IMI (C) oraz TRI_BEN (D) w wybranych
temperaturach.

Dla czystego L3 w temperaturze 10°C obecna jest faza lamelarna, w ktérej fancuchy
fosfolipidow znajduja sie w konformacji tans (do:=6,30 nm, dpoz=3,14 nm,
dooz = 2,09 nm), ale rowniez wystepuja dodatkowe piki braggowskie Wartosci d dla refleksu
001 dla L3 nie zmienialy sie znaczaco wraz ze wzrostem temperatury: 6,38 nm (20°C);
6,33 nm (30°C); 6,28 nm (40°C); 6,33 nm (50°C).

W przypadku uktadéw z surfaktantem trimerycznym interesujagcym wydaje sie by¢
uktad L3/TRI_N, w ktérym zarejestrowano wiele wyraznych pikéw dyfrakcyjnych, dzieki
czemu mozliwe jest prawidtowe wyznaczenie struktur, jakie sie tworza te uklady
(rysunek 92 B). Analize struktury uktadu L3/TRI_N przeprowadzono na podstawie krzywej
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SAXS zarejestrowanej w temperaturze 30°C. Wybrano te krzywa, poniewaz w wyzszych
temperaturach zanikajg niektére piki (np. ten ok. 1,0 nm-1). Podobnie jak poprzednio
po dekonwolucji krzywej SAXS i wyodrebnianiu pikéw sktadowych, przypisano
je na podstawie potozenia i wzajemnych stosunkéw do odpowiednich mezofaz.

Przypuszcza sie, ze w uktadzie L3/TRI_N w temperaturze 30°C wiodaca mezofazg
jest faza regularna o symetrii Pn3m, potwierdzac to moze zaprezentowane na rysunku 93 A
piki dyfrakcyjne utozone w stosunku: v/2: v3: v4:V6:/8,/9,v/10 v11,/12,v/14,/16,/18.
Odpowiadajg one refleksom: 110, 111, 200, 211, 220, 221, 310, 311, 222, 321, 400, 411
o wartoSciach d: 6,44 nm; 5,16 nm; 4,60 nm; 3,73 nm; 3,29 nm; 3,12 nm; 2,94 nm; 2,75 nm;
2,67 nm; 2,43 nm; 2,31 nmi 2,12 nm. Stata sieciowa a dla tego uktadu wynosita 9,2 £ 0,1 nm
(rysunek 93 B).

A B

o]
4,0 O
3.5 o o
3 g.% o
o *
— v 20 ha\+Oo
3 % 25 ‘?MO
— + KY
— £ ~
o b £ 2,04 o
= ¥ o}
fa 151 o a=(9,2+0,1) nm
1.0 T I T T I
1,0 1,5 2,0 25 3,0
s [nm™]
T I T | T I T | T I T I T

Rysunek 93. Dekonwolucja krzywej SAXS zarejestrowanej w 30°C dla uktadu L3/TRI_N
wraz z przypisanymi pikami do fazy regularnej o symetrii Pn3m (A) wraz z wyznaczeniem
parametru sieci krystalicznej a (B).

Faze regularng dwuciagly lipiddw mozna przyréwnac¢ do sieci kanatéw wodnych
utworzonych z dwuwarstwy lipidowych o bardzo dobrym uporzadkowaniu przestrzennym.
W fazie regularnej prymitywnej o symetrii Im3m kanaty wodne t3czg sie ze soba pod
katem 90°. W fazie regularnej o symetrii Pn3m cztery kanaty wodne t3cza sie pod katem
109,5° [290]. Na rysunku 94 przestawiono uproszczony schemat omawianych wyzej
kanatéw wodnych. W tym miejscu warto wspomnie¢ Ze struktury o fazie regularne;j
i heksagonalnej ze wzgledu na swoja budowe moga by¢ wykorzystywane do transportu
czasteczek np. czasteczki lekow zostajg zamkniete w kanatach wodnych [291].
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kanat wodny

dwuwarstawa lipidowa

Symetria Pn3m Symetria Im3m

Rysunek 94. Uproszczony schemat struktury kanatéw wodnych uktadéw lipidowych
w fazie regularnej o symetrii Pn3m oraz Im3m. Kolorem niebieskim zaznaczono przebieg
kanatéw wodnych.

Komoérka elementarna ukladu regularnego jest sze§cianem oznacza to, Ze parametry
sieciowe (state sieciowe i miary katéw) odpowiadaja zaleznosciom:a=b=c,a ==y =90°.
Dla takiego uktadu warto$¢ parametru sieci krystalicznej a [64]:

a=+h%+k?2+12dy, (60)

Parametr @ mozna réwniez wyznaczy¢ z nachylenia prostej, tak jak pokazano
na rysunku 93 B. Dla uktadu L3/TRI_N o symetrii Pn3m uzyskano wartos¢ parametru a
réwng 9,2 £ 0,1 nm.

Pozostate nieprzypisane stabe piki dyfrakcyjne, najprawdopodobniej wskazuja na
separacje fazowa, a tym samym obecno$¢ innych mezofaz w uktadzie. Na termogramach
DSC dla L3/TRI_N obserwowano réwniez wiele pikow (rysunek 73), co moze potwierdzac
stuszno$¢ powyzszych hipotez o wspotistnieniu wielu faz. Co wiecej taka mnogo$¢ faz czesto
byta obserwowana dla innych uktadéw ztozonych np. dla wielosktadnikowych uktadéw
na bazie lipidéw [292-294].

Dlatego z duza ostroznoscia podjeto prdébe przypisania pozostatych pikow
dyfrakcyjnych do innych rodzajéw mezofaz. Jedng z nich by¢ moze by¢ faza lamelarna
(rysunek 95), ktéra zostata okreslona na podstawie pikéw wystepujacych w stosunku
1:2:3:4 o odlegtosciach miedzyptaszczyznowych dg;=7,95 nm, dop: = 4,05 nm,
dooz = 2,67 nm oraz doos = 2,02 nm (rysunek 95, piki zétte).

Co ciekawe, z duza doktadnoscig udato sie przypisa¢ piki dyfrakcyjne réwniez
do fazy heksagonalnej (rysunek 95, piki zielone): dip=9,21nm; di0=5,16 nm;
dzoo = 4,60 nm, d210 = 3,73 nm, d300 = 3,12 nm, dzzo = 2,67 nm, d310 = 2,55 nm, d400 = 2,12 nm,
ktére wystepuja we wzajemnym stosunku: vV1: v3: vV4: V6:9: V12: V/13: V16 .
Zdecydowano sie na ten krok poniewaz pik przy 2,55 nm jest dos¢ wyrazny, a nie ,pasowat”
ani do fazy lamelarnej ani do regularnej. Parametr a na postawie potozenia refleksu 001
wynosi 10,6 nm.
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Rysunek 95. Dekonwolucja krzywej SAXS zarejestrowanej w 30°C dla uktadu L3/TRI_N
oraz przypisanie pikéw do prawdopodobnych mezofaz: lamelarnej - z6tte piki

oraz heksagonalnej - zielone piki.

W przypadku L3/TRI_IMI i L3/TRI_BEN nie obserwowano takiej duzej ilosci pikéw
dyfrakcyjnych, a wystepujace piki odpowiadaja fazie lamelarne;.

Zarejestrowano rowniez krzywe SAXS dla uktadu z kwasem nukleinowym.
Zdecydowano sie na zbadanie wptywu wysokomolekularnego DNA w stosunku p/n = 20
na uktad L1/TRI_N, ze wzgledu na jego mniejszg ztozono$¢. Wynika ona z matej iloSci
sktadnikéw (DMPC i surfaktant TRI_N), a takze nietworzenia skomplikowanych struktur.
Pierwsza réznica, jaka wynika z obecnosci DNA w uktadzie L1/TRI_N, to brak zaniku fazy
lamelarnej (rysunek 96 A). Co wiecej zarejestrowano na krzywych SAXS dodatkowe piki
dyfrakcyjne. Przypuszcza sie, ze w uktadzie doszto do utworzenia warstw lipidowych
i warstw zbudowanych z czasteczek DNA wbudowanych pomiedzy tymi lipidowymi [293].
Faze lamelarna ,lipidowg” opisuja piki: w 10°C dgos = 6,49 nm i dpoz = 3,12 nm, w 20°C
door = 6,33 nm i dpoz = 3,12 nm, w 30°C: dgo; = 6,62 nmi dgoz = 3,12 nm. Warto$ci odpowiadaja
dwuwarstwie w fazie zelowej pofatdowanej DMPC, czyli surfaktanty wbudowaty sie miedzy
czasteczki fosfolipidu. Warstwe zbudowana z czasteczek DNA opisujg piki: w 10°C
d001 = 8,06 nm i d003 = 2,54- nm,w 20°C d001 = 8,06 nm i d003 = 2,57 nm,w 30°C: doo] = 8,06 nm
i dooz = 2,57 nm. Piki od ptaszczyzny 002 s3 znacznie poszerzone i trudno jest wyznaczy¢
doktadne wartosci d, ale przypuszcza sie, ze znajduja sie okoto 4 nm. Na rysunku 96 A
zaznaczono potencjalne lokalizacje pikow dyfrakcyjnych pochodzacych od fazy lamelarne;j
utworzonej przez fosfolipidy (oznaczone na zo6tto) oraz czgsteczki DNA (oznaczone
na niebiesko).

W niskich temperaturach (gdy czasteczki lipidow sg w fazie zelowej) czasteczki DNA
moga porzadkowac sie w specyficzny sposéb miedzy dwuwarstwami lipidowymi i tworzy¢
tzw. super sie¢ (ang. superlattice), przestawiong na rysunku 96 B. Wskazywa¢ moga to piki
dyfrakcyjne: (1,1) oraz (1,3) oraz czasem wystepujacy (1,5) [295]. Na zarejestrowanej
krzywej SAXS w temperaturze 10°C z duzg ostrozno$cia mozna przypisa¢ pik 5,69 nm
do ptaszczyzny (1,1) a pik 4,54 nm do ptaszczyzny (1,3). Wtedy na podstawie
zaleznos$ci (61) mozliwe jest wyznaczenie parametréow a oraz b, gdzie b=2d, czyli
dwukrotno$¢ odlegtos$ci miedzyptaszczyznowych i czasteczek DNA [296].

173



2

i = (g) + (%) (61)

Dla rozwazanego uktadu L1/TRI_N/DNA wynosza one: a = 5,5 nm oraz b = 16,1 nm.
Ze wzgledu na stabg intensywno$¢ pikow, takie rozwazania majg charakter przyblizony,
niemniej w analizie oddziatywan czasteczek DNA z dwuwarstwami lipidowymi warto
sprawdzi¢, czy dochodzi do utworzenia takich struktur. Co wiecej w niskiej temperaturze -
10°C, ksztatt krzywej SAXS sugerowal moze tworzenie unilamelarnych struktur.
Wyznaczona $rednica z funkcji p(r) dla tego uktadu wynosi 22,5 nm, natomiast grubos¢
5 nm (rysunek 96 C).
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Rysunek 96. Krzywe SAXS zarejestrowane w wybranych temperaturach dla uktadu
L1/TRI_N/DNA_20kpz o stosunku p/n = 20 z zaznaczeniem potencjalnych lokalizacji
pikow dyfrakcyjnych pochodzacych od fazy lamelarnej utworzonej przez fosfolipidy

(oznaczone na z6tto) oraz czasteczki DNA (oznaczone na niebiesko) (A) oraz funkcja p(r)

dla tego uktadu (C). Graficzna reprezentacja super sieci w uktadach fosfolipid/DNA (B).

Nalezy podkresli¢, Ze probka byta silnie polidyspersyjna. Wynikato to zapewne z tego,
ze do eksperymentu uzyto silnie pofragmentowane DNA. Czgsteczki DNA o réznej dtugosci
moga indukowaé¢ powstawanie réznych struktur z mieszaning surfaktant/lipid. Co wiecej
nalezatoby przeanalizowa¢ uktady o innych stezeniach, poniewaz zbyt wysokie stezenie
surfaktantu/lipidu (nadmiar tych czasteczke niezbednych do wigzania z DNA) mogt
doprowadzi¢ do tworzenia struktur bez DNA.
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6.5 OkKkresSlenie topografii wybranych uktadow surfaktant/DNA oraz
surfaktant/lipid/DNA przy zastosowaniu mikroskopii sit
atomowych

Analiza topografii uktadéw badanych w niniejszej pracy zostata juz zaprezentowana
w publikacji z roku 2021, ktérej jestem wspdtautorem. Badania przy uzyciu mikroskopii sit
atomowych w przytoczonej publikacji przeprowadzit w oparciu o przygotowane przeze
mnie prébki - dr inz. Marek Weiss z Politechniki Poznanskiej. Zastosowana preparatyka
probek do badan AFM polegata na bezposrednim natozeniu roztworu prébki na podtoze
z miki, a nastepnie pomiarach ich mikrostruktury (topografii) po wyschnieciu
w temperaturze pokojowej. Otrzymano kuliste (lub prawie kuliste) agregaty zaréwno
czasteczek DNA, komplekséw DNA/surfaktant jak i DNA/surfaktant/lipid. Na podstawie
uzyskanych wynikéow stwierdzono, ze wptyw na wielko$¢ agregatow ma rodzaj
zastosowanego surfaktantu oraz formulacji lipidowej. Co wiecej badania AFM dowiodly
kondensowania czgsteczek DNA w obecno$ci surfaktantéw i lipidow [297].

W toku dalszych prac nad rozwazanymi lipopleksami i analizy doniesief
literaturowych na temat badanych uktadéw - zdecydowano sie na dalsza charakterystyke
formowanych przez lipopleksy struktur zapewniajac im odpowiednio sfunkcjonalizowane
podtoze. Funkcjonalizacja podtoza to proces nadawania nowych wlasciwosci materiatom
poprzez zmiane chemicznych wiasciwosci ich powierzchni np. wtasciwosci hydrofobowych,
magnetycznych czy nadanie wtasciwos$ci selektywnie wigzacych pewne czasteczki, itp.
W przypadku AFM funkcjonalizacji mogg podlega¢ zar6wno podtoza do badan jak i sondy
skanujace [298, 299].

Liczne badania wskazuja, Ze do obrazowania AFM czasteczek kwasow
nukleinowych warto zdecydowac sie na funkcjonalizacje podtoza z miki (minerat z grupy
krzemianéw w formie ptatkowej, o wlasciwosciach silnie hydrofobowych) kationami
np. magnezu, kobaltu, lantanu czy cyrkonu, aby zwiekszy¢ powinowactwo negatywnie
natadowanych czasteczek DNA do podioza [300]. W toku prac wykazano, Ze nie ma
potrzeby bezposredniego naktadania na mike roztworu chlorku magnezu, ale wystarczy
gdy kationy magnezu bedg obecne w roztworze badanej probki, np. w badaniach nad
plazmidowym DNA o stezeniu 1 pg/ml, stezenie chlorku magnezu wynosito od 3 mM [301]
do 5 mM [302]. Inne badania sugeruja, Ze podczas obrazowania czasteczek DNA istotna jest
réwniez obecno$¢ chlorku sodu, a co wiecej niezwykle istotna jest proporcja miedzy MgCl,
i NaCl [303].

Zdecydowano sie poczatkowo przetestowa¢ chlorek magnezu o stezeniu 20 pM,
ktéry na oczyszczong mike natozono w objetosci 10 pl, a nastepnie po 5-minutowej
inkubacji na podtoze natozono 10 pl roztworu wysokomolekularnego DNA o stezeniu
0,08 uM. Taka probke nastepnie pozostawiono do catkowitego wyschniecia w temperaturze
pokojowej. Otrzymano wyniki zaprezentowane na rysunku 97 A.

Obserwowano pasmowe struktury, przeplatane cienkimi niémi, ktére s3
najprawdopodobniej pojedynczymi czgsteczkami DNA. Natomiast pasy to skupiska nici
DNA. Tak wiec funkcjonalizacja podtoza znaczaco wptynela na obserwowane struktury
w pordéwnaniu do podtoza niefunkcjonalizowanego, gdzie DNA wystepowato w postaci
kulistych agregatow [297]. Jednak wynik byt niesatysfakcjonujacy, poniewaz nie
potwierdzat jednoznacznie czy obserwowane struktury to czasteczki DNA, dlatego
w kolejnych krokach stopniowo zmieniano kolejne warunki preparatyki probek - zmieniano
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zaro6wno stezenie DNA jak i chlorku magnezu, a takze wprowadzono sptukiwanie
powierzchni na réznych etapach preparatyki.

Pierwsza zmiang byla redukcja stezenia DNA, tak aby uzyska¢ obraz o mniejszej
liczbie obiektow zdeponowanych na danej powierzchni. W toku badan okreslono,
ze najodpowiedniejsze bedzie 10 000-krotne rozcieficzenie. Cho¢ nie uzyskano jednorodne;j
probki - wystepowaty skupiska, to mozliwe byto obrazowanie pojedynczych nici DNA.
Drugim modyfikowanym parametrem bylo zredukowanie stezenia MgCl, do 4 pM.
Po natozeniu roztworu chlorku magnezu w objetosci 10 pl odczekano 10 minut i sptukano
podloze woda destylowang w objetosci okoto 500 pl nanoszonej delikatnym strumieniem.
Nastepnie natozono 10 pl roztworu DNA 10 000-krotnie rozcieniczonego i po kolejnych
10 minutach ponownie sptukano woda destylowang o samej objetosci. Sptukiwanie prébki
jest czesto stosowana metoda pozbycia sie nie przytgczonych do podtoza czasteczek [304].
Prébke pozostawiono do catkowitego wyschniecia w temperaturze pokojowe;.
Na rysunku 97 B przestawiono wyniki obrazowania AFM wysokomolekularnego DNA
przygotowanej wedtug wyzej opisanej preparatyki. Utozenie DNA moze wskazywac wtasnie
na kierunek sptukiwania i schniecia.

Rysunek 97. Obrazy AFM wysokomolekularnego DNA otrzymane dla réznych metod
preparatyKi.

W kolejnym kroku podjeto prébe doktadnej analizy rozmiaréw nici DNA, dlatego
wybrano obszary, gdzie wystepowaty pojedyncze struktury - rysunek 98. Na obrazie AFM
wystepowaty struktury o przekroju poprzecznym o wysokosci okoto 2 nm, co potwierdza
obecno$¢ pojedynczych helis DNA [305]. Obecne byty réwniez ,zgrubienia” nici DNA
(wysokosci kilku nanometréw), by¢ moze wynikajgce z formowania sie agregatéw
krétszych fragmentéw DNA, osadu chlorku magnezu lub niedostatecznego wyschniecia
probki. Diugos¢ DNA mozna oszacowal przyjmujgc, Zze jedna para zasad ma dilugos$¢
0,34 nm [302], tak wiec najdtuzsze fragmenty DNA 20 kpz moga osigga¢ nawet dtugos¢
6,8 um (forma idealna - wydtuzona). Jednak badane DNA jest silnie pofragmentowane, wiec
widoczne s3 odcinki o r6znej dtugosci.

Nastepnym etapem analizy topografii nici DNA byto poznanie jej struktury
podtuznej. Z racji ograniczen aparaturowych préba obrazowania pojedynczych pary zasad
DNA jest niemozliwa, wynika to z minimalnego do zarejestrowania dystansu (dmi») miedzy
strukturami o wysokosci (H) sondg skanujgcej o promieniu krzywizny ostrza (R) -
wystepuje zalezno$¢ [305]:
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Amin = 24/(0,4 R H) (62)
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Rysunek 98. Obraz AFM wysokomolekularnego DNA 10 000-krotnie rozcieniczonego na
podtozu sfunkcjonalizowanym chlorkiem magnezu o stezeniu 4 uM (A, B)
wraz z przekrojami poprzecznymi (C, D).

Warto$¢ nominalna promienia krzywizny ostrza zastosowanego do pomiaréw AFM
okreslona jest na < 8 nm. Stad dla czgsteczek DNA o wysokos$ci 2 nm, minimalna dystans
do zarejestrowania wynosi okoto 5,1 nm. Warto$¢ ta znacznie przekracza odlegto$ci miedzy
kolejnymi parami zasad (0,34 nm). Dlatego nie jest mozliwe zbadanie topografii czgsteczek
DNA z doktadnoscia do par zasad. Jednak opierajac sie o wyniki przedstawione
na rysunku 99 dla przekroju podtuznego nici wysokomolekularnego DNA prawdopodobnie
mozna obserwowac bruzdy helisy DNA. Cho¢ przytoczona wcze$niej zalezno$¢ (62)
wykluczata analizowanie struktur oddalonych od siebie w mniejszej odlegtosSci niz 5 nm,
to by¢ moze kierunek skanowania jest w tym przypadku bardzo istotny. Po drugie podany
przez producenta promien nie jest doktadnie okreslony (do obliczen przyjeto 8 nm,
ale rzeczywisty rozmiar moze by¢ mniejszy). Aby analizowa¢ struktury oddalone od siebie
o okoto 3,4 nm (dla wysokosci 2 nm) promien ostrza powinien wynosi¢ okoto 7,2 nm.

Na rysunku 99 E przedstawiono schemat pomiaru AFM czasteczki DNA
7z Zaznaczeniem rejestrowanej zmiany wysokos$ci na bruzdzie mniejszej i wieksze;j.

Doktadnej analizie przekroju podtuznego nici DNA (rysunek 99 B) poddano dwa
fragmenty. Pierwszy obszar (rysunek 99 C) charakteryzowat sie minimami oddalonymi
$rednio od siebie o 3,8+ 1,0 nm, a zmiany wysokoSci powierzchni byly na poziomie
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okoto 0,1 nm. Obserwowane minima prawdopodobnie odpowiadaty duzym bruzdom helisy
B-DNA, gdzie skok helisy wynosi 3,6 nm [306]. Drugi obszar (rysunek 99 D)
charakteryzowat sie naprzemiennymi minimami z obniZeniem wysokos$ci okoto 0,15 nm
oraz 0,03 nm. Profil ten przypomina przekroj podtuzny dla helisy, w ktérym wida¢ zaréwno
wgtebienia duzej bruzdy i matej bruzdy. Jednak odlegto$ci miedzy prawdopodobnymi
duzymi bruzdami wyniosty 7,5 = 0,5 nm. Taki wynik sugerowatby prawdopodobnie lokalne
wydluzenie lub deformacje helisy DNA. Innym wyjasnieniem moze by¢, na skutek
wysokiego stezenia jonow (w tym przypadku chlorui magnezu) lokalnie doszto do przejscia
z formy B-DNA do formy Z-DNA [307]. Jednak skok helisy dla formy Z-DNA wynosi okoto
4,6 - 49nm|[307], a otrzymane wartoSci sa znacznie wyzsze. W badaniach nad
plazmidowym DNA o dtugosci 3,5 kpz obserwowano podobne struktury - wyznaczony skok
helisy w przytoczonych badaniach wynosit 8,0+ 0,5 nm, a struktury te przypisano
dolewoskretnej helisy DNA, jednak nie formy Z-DNA, gdyz inne metody
to wykluczyty [306].
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Rysunek 99. Obraz AFM pojedynczej nici wysokomolekularnego DNA (A)
oraz jej przekroju podtuzny (B, C, D). Schematyczna reprezentacja pomiaru AFM
dla czasteczek DNA (E).

Otrzymane wyniki badan AFM dla wysokomolekularnego DNA jednoznacznie
potwierdzity, mozliwa jest obserwacja pojedynczych nici DNA: nie w postaci kulistych
agregatow, a w formie zblizonej do ,zrelaksowanej” (rozciagnietej) w roztworze.
Oczywiscie obecno$¢ jondw czy proces suszenia moze wptywac na strukture kwasu
nukleinowego, dlatego warunki preparatyki w kolejnych krokach powinny zosta¢ jeszcze
dopracowane.

Preparatyka uktadéw surfaktant/DNA zostala opracowana na bazie uktadu
TRI_IMI/DNA o stosunku p/n = 5. Prawdopodobnie dla pozostatych surfaktantéw
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nalezataby ja nieznacznie zmodyfikowaé, co sugerowaty wyniki z publikacji [297].
Na oczyszczona mike natozono 4 mM chlorek magnezu w objetosci 10 pl, a po 10 minutach
natozono 10 pl badanej prébki, a pomiar AFM przeprowadzono po catkowitym wyschnieciu
probki. Poczatkowo kompleksy TRI_IMI/DNA rozcieficzono woda destylowang jedynie
100-krotnie i nie sptukiwano po natozeniu na podtoze. Ze wzgledu na silne wtasciwosci
powierzchniowe surfaktantéw obawiano sie, ze sptukiwanie powierzchni moze catkowicie
,Zmy¢” kompleksy z podtoza. A po drugie z racji utworzenia kompleksé6w DNA obawiano
sie, ze moze by¢ obecna tylko mata ilo§¢ obserwowanych struktur, stad mniejszy stopien
rozcienczenia. PéZniejsze wyniki potwierdzily obawy w sprawie matej gestosci probki -
niemozliwe byto zlokalizowanie lipoplekséw. Na rysunku 100 przedstawiono wyniki
obrazowania AFM komplekséw TRI_IMI/DNA dla powyzszych warunkach preparatyki.
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Rysunek 100. Topografia komplekséw TRI_IMI/DNA o stosunku p/n=>5 (A) wraz
z przekrojami poprzecznymi (B) oraz reprezentacjg tréjwymiarowa (C).

Na obrazie AFM obserwowano prawie kuliste agregaty (w innych obszarach prébki
wystepowaty bardziej nieregularne struktury) o znacznej polidyspersyjnosci wielkosci od
kilku do kilkunastu nanometréow. W poprzednich badaniach dla surfaktantu TRI_IMI
uzyskano réwniez lipopleksy o ksztalcie owalnym albo nieregularnym, ale o wysokosci
44 + 9nm [297]. Tak wiec funkcjonalizowanie podtoza chlorkiem magnezu znaczgco
wptyneto na wielko$¢ obserwowanych struktur, by¢ moze na rysunku 100 zaprezentowane
sg pojedyncze lipopleksy.

W drugim podej$ciu wprowadzono etap sptukiwania podtoza zaréwno po natozeniu
chlorku magnezu i prébki. Zastosowana preparatyka przebiegala nastepujaco:
na oczyszczong mike natozono 10 pl 4mM chlorku magnezu i po 10 minutowej inkubacji
sptukano wodg destylowang, nastepnie natozono rozcienczony 100-krotnie roztwor
kompleksow TRI_IMI/DNA, ktéry inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut
i rowniez sptukano woda destylowang. Pomiar AFM przeprowadzono po catkowitym
wyschnieciu prébek w temperaturze pokojowej.

Obserwowano nitkowate (rysunek 101 A) struktury przytaczone do wiekszych
agregatow o nieregularnej budowie (rysunek 101 B). Ze wzgledu na znaczne rdznice
wysokosSci miedzy tymi dwoma strukturami zdecydowano przedstawi¢ dwa obrazy tego
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samego obszaru. Struktury nitkowate miaty wysokos$¢ okoto 3,0 - 3,5 nm wysokoSci
(rysunek 101 C). Wartosci te sa wieksze niz dla nici DNA, by¢ moze DNA zostato otoczone
czasteczkami surfaktantéw.

Obserwowano réwniez duze agregaty o wysokoSci dochodzacej do 134 nm
(rysunek 101 D) oraz mniejsze rzedu kilku - kilkunastu nanometrow (rysunek 101 E).
Warto zauwazy¢, ze agregaty miaty nieregularng strukture powierzchni.
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Rysunek 101. Obraz AFM lipopleks6w na bazie surfaktantu TRI_IMI
i wysokomolekularnego DNA o stosunku p/n =5 z wyodrebnieniem struktur o matej (A)

i duzej (B) wysokosci oraz przekroje poprzeczne przez nitkowate struktury (C), duze (D)
i mate agregaty (E).

Obrazy fazowe AFM powstajg w wyniku rejestrowania opdznienia fazowego miedzy
sygnatem oscylacji sondy skanujgcej, a sygnatem wyj$ciowym wysylanym z elementu

180



piezoelektrycznego mikroksopu sit atomowych. Zmiany op6Znienia fazowego odpowiadaja
zmianom  wilasciwosci mechnicznych  powierzchni  prébki  (adhezji, tarciuy,
lepkosprezystosci itp.). Obraz topografii i obraz fazowy s3 rejestrowane w tym samym
czasie dla danego obszaru, przez co lepiej mozna zinterpretowaé¢ obserwowane
struktury [308]. Na rysunku 102 przedstawiono obrazy fazowe omawianych lipoplekséw,
dzieki czemu dokladnie wida¢, jakie powstaly struktury. Poza widocznymi duzymi
skupiskami o zréznicowanej topografii powierzchni, warte uwagi wydajg sie by¢ mniejsze
struktury. Na rysunku 102 A zaznaczono strzatkami réznego typu obserwowane struktury,
ktére zostang przeanalizowane. Struktura oznaczona z6tta strzatka moze by¢ czysta nicig
DNA, co prawda jej wysoko$¢ jest zaledwie rzedu 1,0-1,5 nm, ale moze by¢ to wynik
niedobrania paramatréw pomiaru do tak matych struktur lub jej odwodnienia.

Z kolei strzatka czerwona zaznaczono fragment, ktory z duzym
prawdopodowbienstwem mozna przypisa¢ nici DNA pokrytej warstwg surfaktantéw.
W obrazie widoczne sa réwniez kuliste agregaty (niebieskie strzatki), odpowiadajace
zapewne skupiskom surfaktantéw przytaczonych do DNA. Ciekawy jest obszar wskazany
biatg strzatka, gdzie widoczne jest wgtebienie miedzy dwoma taczacymi sie ni¢mi DNA
pokrytymi surfaktantami. By¢ moze ze wzgledu na sptukiwanie lub suszenie proébki
surfaktanty nie przytaczyly sie do nici DNA w sposéb rownomierny, na catej jej dtugosci.
Innym wyjasnieniem moze by¢ fakt, ze stezenie surfaktantu jest niewystarczajace: p/n=>5
jest najnizszym stosunkiem, przy ktéorym obserwowano kompleksy TRI_IMI i DNA
o dtugosci 20 kpz.
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Rysunek 102. Obrazy fazowe lipopleks6w na bazie surfaktantu TRI_IMI
i wysokomolekularnego DNA o stosunku p/n=5.

Otrzymane wyniki potwierdzajg przylgczanie sie czgsteczek surfaktantow
do tancuchéw DNA, jednak wydaje sie, Ze nalezaloby przetestowac jeszcze inng metode
preparatyki probek na bazie surfaktantéw, albo nawet inng metode pomiaru (np. pomiar
w cieczy).

Ciekawe wyniki uzyskano dla prébek na bazie formulacji lipidowej L2, surfaktantu
TRI_IMI i wysokomolekularnego DNA o stosunku p/n = 5 (rysunek 103). W przypadku
probek z lipidami, nalezato zastosowa¢ 10 000-krotne rozcieficzenie wyj$ciowych
roztwordw, gdyz w obrazie préobek widoczne byty duze skupiska nachodzacych na siebie
kulistych agregatéw. zastosowana preparatyka przebiegata nastepujgco: na oczyszczong
mike natozono 10 pl 4 mM chlorku magnezu i po 10 minutowej inkubacji sptukano woda
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destylowang, nastepnie natozono rozcieficzony 10 000-krotnie roztwoér kompleksow
L2/TRI_IMI/DNA, ktéry inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut i sptukano
woda destylowang. Pomiar AFM przeprowadzono po catkowitym wyschnieciu probek
w temperaturze pokojowej. Aby dobrze uwidoczni¢ struktury, w niektérych przypadkach
zdecydowano sie na nieliniowg skale wysokosci lub fazy (opcja dostepna przy prezentacji
obrazow topograficznych za pomocg programu Gwyddion) np. rysunek 103 E lub 103 F.
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Rysunek 103. Obrazy topograficzne (A, C, E) i fazowe (B, D, F) lipoplekséw na bazie
formulacji lipidowej L2, surfaktantu TRI_IMI oraz wysokomolekularnego DNA o p/n = 5.
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Na rysunku 103 A przedstawiono uzyskang topografie prébki na duzym obszarze
oraz odpowiadajacy jej obraz fazowy (rysunek 103 B). W obrazie widoczne byly duze
plaszczyzny i kuliste twory réznigce sie wtasciwosciami mechanicznymi.

Doktadniejszy pomiar (tzn. zbliZenie tego obszaru) uwidocznit nitkowate struktury
przebiegajgce zar6wno przez wspomniane wcze$niej ptaszczyzny, ale rowniez obszar, ktory
mogtby odpowiada¢ podtozu, czyli ,gotej” mice (rysunek 103 C). Co wiecej szczegblnie
ciekawy wydaje sie obrys ptaszczyzn, ktéry moze wykazywac inne wlasno$ci mechaniczne
(rysunek 103 D). Zblizenie na kuliste struktury dostarcza réwniez bardzo interesujacych
informacji o ich budowie, tj. sktadaja sie one z mniejszych kulistych struktur. Takie
pojedyncze mate kuliste twory obserwowane s3 rowniez na innych obszarach. Wydaje sie
jakby obserwowane nitkowate struktury tworzyly swojego rodzaju sie¢ na catej
powierzchni prébki, a w miejscach ich 1aczenia/skrzyzowan tworzyty sie kuliste
zgrupowania. W agregacie (zaznaczony strzatka na rysunku 103 D) wyraznie widac
skupisko przeplatajgcych sie nici.

Na kolejnym przyblizeniu w obszarze, ktory poczatkowo przypisywano podtozu
mozna obserwowa¢ wyrazng sie¢ nici, ktére 1gczg sie we wspomnianych wcze$niej
»zgrubieniach” (rysunek 103 E, F). Na rysunku 104 przedstawiono szczegétowa analize tych
struktur. Tak jak poprzednio, kuliste agregaty tak naprawde byty skupiskami mniejszych
agregatow (rysunek 104 B), a ich wysoko$¢ wynosita kilkanascie nanometrow
(rysunek 104 E). Na obrazie trojwymiarowym wyraznie widac nieregularng budowe tych
agregatow (rysunek 104 D). Nitkowate struktury odchodzily promieniscie od duzych
agregatow, a ich wysoko$¢ wynosita okoto 0,8 nm (rysunek 104C).
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Rysunek 104. Topografia (A), obraz fazowy (B) oraz obraz tréjwymiarowy (D) lipopleksow
L2/TRI_IMI/DNA_20kpz o p/n = 5 wraz z przekrojami poprzecznymi obserwowanych
struktur (C, E).

Uzyskana wysokos¢ nitkowatych struktur jest znacznie mniejsza niz wysoko$¢
referencyjnych nici DNA. Jednak opierajac sie o przedstawione obrazy fazowe dla tego
uktadu przypuszcza sie, ze cala badana powierzchnia podtoza jest pokryta
najprawdopodobniej fosfolipidami, tym samym nici DNA s3 zanurzone w warstwie
fosfolipidoéw i ich obserwowana wysokos$¢ jest nizsza. W obrazie fazowym kuliste agregaty
i nici DNA wywotuja podobne zmiany fazowe oscylacji mikrobelki skanera AFM, tym samym
przypuszcza sie, ze jest to efekt surfaktantéw, ktore pokrywajg nici DNA, a takze formuja

wieksze kuliste struktury. Co wiecej surfaktanty moga gromadzi¢ sie na granicy ptaszczyzn
(rysunek 103 D).
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7 Dyskusja i podsumowanie wynikow

W niniejszej dysertacji szczegétowo scharakteryzowano wybrane surfaktanty
trimeryczne, zbadano ich wptyw na modelowe uktady lipidowe, a takze przeprowadzono
szeroka analize wtasnosci lipoplekséw uzyskanych na bazie surfaktantéw trimerycznych
i formulacji lipidowych jako potencjalnych no$nikéw materiatu genetycznego.

Wstepna dyskusja wynikéw byta prowadzona juz w trakcie prezentacji wynikéw,
a w tym miejscu zebrano najwazniejsze wnioski i spostrzezenia oraz podjeto prébe dyskusji
w szerszym zakresie, aby uwypukli¢ peten obraz mozliwosci i ograniczen aplikacyjnych
lipopleksdéw.

Uktady na bazie surfaktantéw trimerycznych i formulacji lipidowych badanych
w niniejszej pracy posiadaja szereg unikatowych wiasciwosci, ktére czynig je obiecujacymi
no$nikami kwaséw nukleinowych. Cho¢ podjeto prébe wytypowania uktadu o najlepszych
wlasciwos$ciach pod wzgledem zastosowania jako niewirusowego nos$nika, to wymaga
on jeszcze dalszych badan pod katem wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych.

7.1 Charakterystyka surfaktantow trimerycznych

W pracy badano trzy surfaktanty trimeryczne réznigce sie czes$cig polarng, w sktad
ktérej wchodzita: [V-rzedowa s6l amoniowa (surfaktant TRI_N), imidazoliowa (TRI_IMI) lub
benzimidazoliowa (TRI_BEN). Tym samym mozliwa byta ocena wtasciwosci surfaktantow
trimerycznych pod katem wplywu rodzaju czesci hydrofilowe;j.

Dla badanych surfaktantéw wyznaczono krytyczne stezenie agregacji i micelizacji,
liczbe agregacji oraz rozmiar formowanych przez nie miceli. Zweryfikowano réwniez ich
budowa chemiczna.

Analiza widm FTIR obszaru ponizej 900 cm-1, w ktérym zlokalizowane sg drgania
od struktur cyklicznych, wykazata, Ze pasmo to ma najwieksza intensywnos¢ dla TRI_BEN,
mniejszg TRI_MI, natomiast dla TRI_N nie obserwuje sie pasma przy tej liczbie falowej. Tym
samym w duzym przyblizeniu potwierdzono ré6zng budowa surfaktantéw tj. liniowa
surfaktantu TRI_N oraz heterocykliczng surfaktantu TRI_IMI i surfaktantu TRI_BEN.

Wyniki  badan  krytycznego  stezenia  micelizacji uzyskane metoda
konduktometryczng, spektrofotometryczng i fluorescencyjna sa do siebie zblizone:
dla surfaktantu TRI_N CMC wynosi okoto 0,6 mM, dla TRI_IMI - okoto 0,8 mM, a dla TRI_BEN
okoto 0,9 mM. Tym samym obserwowano zalezno$¢ wzrostu wartosci CMC wraz z liczba
struktur aromatycznych w czgsteczce surfaktantu. Wyniki te mogg sugerowaé, ze wielko$¢
i charakter czesci polarnej wplywa na wartos¢ krytycznego stezenia micelizacji. Gdyby w
duzym uproszczeniu podejs¢ do tego problemu i zbada¢ powierzchnie dostepng
dla rozpuszczalnika (ang. solvent-accessible area) dla tych molekuty tj. trimetyloaminy,
imidazolu i benzimidazolu, czyli zwigzkéw wchodzacych w sktad grup polarnych
surfaktantow, najwiekszg powierzchnie zajmuje benzimidazol, przez co moze wprowadza¢
dodatkowg zawade steryczng przy tworzeniu miceli. Nalezy podkresli¢, ze takie podejscie
jest duzym uogdlnieniem i nie uwzglednia wielu sktadowych, mogacych wplywac
na uzyskane wyniki.

Co wiecej, zastanawiajgce s3 wyniki uzyskane z analizy zalezno$ci molowej
przewodnos$ci od pierwiastka kwadratowego ze stezenia surfaktantu, ktére znaczgco
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odbiegaja od wyzej przedstawionych  wartosci. Dodatkowo w  badaniu
spektrofotometrycznym przy uzyciu BZA, delikatny wzrost stosunku Aszig/Az50(C) moze
wskazywa¢, ze CM(Cbadanych surfaktantéw moze mie¢ nizsza wartosc.

Jednym z wyjasnien moze by¢ fakt, ze zastosowane metody gtéwnie sg stosowane
do charakterystyki surfaktantdw monomerycznych, gdzie zmiany badanych zalezno$ci
sg przewaznie bardzo wyraZne. Natomiast dla rozwazanych w pracy surfaktantow
trimerycznych wszystkie uzyskane zaleznosci nie wykazuja skokowej zmiany,
ale przebiegaja w sposdéb stopniowy, stad wyznaczone warto$ci moga by¢ obarczone
pewnym btedem.

W tym miejscu roéwniez warto wspomnie¢ o oddziatywaniu typu n-mw
(ang. m-m stacking), ktore dotyczy oddziatywania ze sobg struktur aromatycznych, tak ze
tworza one stosy utozonych kolejno bezposrednio nad sobg lub nieznacznie przesunietych
epierscieni aromatycznych. Takie oddzialywanie moze roéwniez wystepowaé
w surfaktantach, ktére majag w swojej budowie grupy aromatyczne [309 - 311]. Badania
sugeruja, ze surfaktanty o grupach aromatyczne w czesci polarnej wykazuja nizsze wartosci
krytycznego stezenia micelizacji niz te z grupami liniowymi np. dla surfaktantu SDS
(dodecylosiarczan sodu) CMC wynosi ok.2 mg/ml, a dla jego homologu, ale z grupa
aromatyczng w  czeSci  polarnej SDBS  (dodecylobenzenosulfonian  sodu)
CMC = 0,73 mg/ml [312]. Co wiecej obserwuje sie dalszy spadek warto$ci CMC wraz ze
wzrostem liczby pierscieni fenylowych w czasteczkach surfaktantu [313].

Do wyznaczenia wartoSci krytycznego stezenia micelizacji zastosowano réwniez
analize zaleznoS$ci przewodnos$ci molowej od pierwiastka kwadratowego ze stezenia
surfaktantu. Niektérzy badacze podejmuja probe wyznaczenia CAC bezposrednio
z zalezno$ci «{(C), gdzie za punkt krytycznego stezenia micelizacji przyjmujg stezenie, kiedy
zaleznos¢ x(C) przestaje by¢ liniowa [233]. Jednak dla rozwazanych surfaktantéw takie
podej$cie rowniez jest problemowe, bo zmiany sg subtelne. W Swietle powyzszych
doniesienn uzyskane warto$ci krytycznego stezenia agregacji na podstawie analizy
zaleznosci A(C%°) (dla TRILN - okoto 0,2 mM, dla TRI_IMI - okoto 0,04 mM, a dla TRI_BEN
okoto 0,03 mM) prawdopodobnie wskazuja na oddzialtywania typu m-m dla TRI_IMI
i TRI_BEN, ktdére majg zdecydowanie nizsze wartos$ci CAC niz surfaktanty o liniowej grupie
polarnej TRI_N.

Co do uzyskanych warto$ci CMC z zalezno$ci A(C%5), prawdopodobnie istniejg dwa
wyjas$nienia stojace jednak wobec siebie w opozycji. Pierwsze wyklucza stosowanie tej
metody do wyznaczania CMC, gdyz nie dla wszystkich surfaktantéw mozna zarejestrowac
punkt CMC. Drugie wyjasnienie: metoda ta wylapuje subtelne zmiany przewodnoSci
na skutek agregowania surfaktantéw juz w niskich stezeniach. Gdyby sugerowaé sie
wynikami CMC wyznaczonymi z zaleznoSci /(c%5) to hipoteza, Ze wraz ze zwiekszeniem sie
ilosci struktur aromatycznych w budowie surfaktantu spada CMC wydaje sie wysoce
prawdopodobna.

Niemniej poréwnujac uzyskane w pracy wyniki CMC do monomerycznych
homologdéw surfaktantow np. na bazie trimetyloaminy (chlorek
dodecylotrimetyloamoniowy, DTAC) [314] lub imidazolu (chlorek 1-dodecylo-3-
metyloimidazoliowy) [315], dla ktérych CMC wynosi ok. 20 mM, obserwuje sie spadek
wartosci CMCwraz ze wzrostem stopnia oligomerycznosci surfaktantow.

W przypadku pomiaréw DLS, gdzie metodyka wymusza zastosowania soli
w badanych roztworach surfaktantéw, tym samym zmieniajgc warunki $rodowiska
(m.in. site jonowg), wynikow CMC z tych badan nie mozna odnie$¢ bezposrednio do
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wynikéw uzyskanych w roztworach wodnych. Jednak na podstawie przeprowadzonych
badann DLS dla surfaktantu TRI_N potwierdzono, Ze obecno$¢ jonéw obniza CMC
surfaktantow [234].

Co wiecej, niemozliwe do przeprowadzenia byly pomiary DLS dla surfaktantu
TRI_BEN, ktérego roztwory byty metne nawet w niskim stezeniu NaBr. Zjawisko metnienia
roztworéw surfaktantow obserwowane jest zazwyczaj dla surfaktantow niejonowych
i polega na tym, ze na skutek wzrostu temperatury roztworu surfaktantu dochodzi
do separacji fazowej i staje sie on metny. W przypadku surfaktantéw jonowych musza
wystapi¢ inne warunki, takie jak np.: wysokie steZenie soli, surfaktanty o duzych cze$ciach
polarnych, duze przeciwjony lub mieszaniny kationowych i anionowych surfaktantow.
Zjawisko to tlumaczy sie wzrostem oddzialywan hydrofobowych, odwodnieniem cze$ci
hydrofilowych oraz tworzeniem bardzo duzych agregatéw [316]. Mozna przypuszczaé,
Ze metnienie roztworéw surfaktantu TRI_BEN jest wynikiem tworzenia duzych agregatéw,
poniewaz surfaktant ten speinia kryterium duzej czesci polarnej, a obecno$c¢ soli dodatkowo
wzmacnia ten efekt. Podobnie dla surfaktantu TRI IMI, ktory charakteryzuje sie mniejsza
gltowa niz surfaktant TRI_BEN (brak pierscienia benzenowego), w obecno$ci nizszego
stezenia NaBr obserwowano duze struktury, natomiast wyzsze stezenie soli powodowato
metnienie roztworéw TRI_IMI.

Na podstawie badann SAXS wyznaczono S$rednice utworzonych przez surfaktanty
trimeryczne miceli, ktéra wynosita $rednio 49,3 +2,0 nm. Niestety podobnie jak
w przypadku CMC, metodyka pomiaréw DLS wymusza zmiane warunkoéw S$rodowiska,
przez co obserwowane sg inne struktury i zachowania surfaktantéw, dlatego nie podjeto
proby porownywania wynikow z DLS i SAXS. Nalezy réwniez pamieta¢, ze w obecnosci soli
dla wielu surfaktantéw dochodzi do zmiany ksztattu miceli w formy dyskoidalne lub
pateczkowate [275] a nawet znacznie wydtuzone - formy robakowate [276]. Dlatego cho¢
do badan SAXS przygotowano roztwory wodne surfaktantéw, to sprawdzono czy
utworzone struktury surfaktantéw sg na pewno kulistymi micelami. Nie obserwowano
znaczacych odstepstw od modelu sfery. Dodatkowo sugerujac sie wynikami liczby agregacji
wyznaczonej przy stezeniu 15 mM, ktora dla wszystkich surfaktantéw wynosita 30 £ 3,
mozna przypuszczaé, ze badane surfaktanty tworza podobnych rozmiaréw micele.

Cho¢ badane surfaktanty trimeryczne wykazujg nizsze warto$ci Kkrytycznego
stezenia micelizacji niz ich monomeryczne odpowiedniki, to miedzy soba nie réznig sie
znaczgco. Zaréwno rozmiar utworzonych miceli jak i liczba czasteczek surfaktantéw
wchodzacych w ich sklad sa poréwnywalne pomiedzy badanymi surfaktantami
trimerycznymi. Zauwazono, ze wartos¢ krytycznego stezenia agregacji maleje ze wzrostem
liczby struktur aromatycznych w czgsteczce surfaktantu. Natomiast wartosci krytycznego
stezenia micelizacji prawdopodobnie wykazuje tendencje wzrostu przy wzroscie liczby
struktur cyklicznych, niemniej sg to réznice niewielkie. Prawdopodobnie surfaktanty maja
zblizone warto$ci CMC, poniewaz majg takg samg diugo$¢ tancucha alkilowego, ktéry
przede wszystkim wplywa na warto$¢ Kkrytycznego stezenia micelizacji [317],
jak i na rozmiar miceli [272].
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7.2 Charakterystyka formulacji lipidowych

Kolejnym etapem badan byla doktadna charakterystyka formulacji lipidowych
na bazie, ktérych przygotowywano lipopleksy. Badania te obejmowaty pomiary DSC, dzieki
ktérym wyznaczono temperaturowy zakres przemian fazowych dla badanych formulacji
lipidowych; pomiary FTIR, ktore poszerzyly wiedze o przejsciach fazowych oraz hydratacji
fosfolipidow oraz badania SAXS, ktére dostarczyty informacji o strukturach, jakie tworza
uktady lipidowe. Tym samym zbadano wptyw réznych fosfolipidéw (DOPE i DPPC)
na strukture DMPC.

Dla DMPC obserwowane s3 dwie przemiany: przedprzejscie, czyli przejécie z fazy
zelowej do fazy zelowej pofalowanej (Lg — Pp) oraz gltdwna przemiana zwigzana
z przejSciem miedzy faza zelowa pofalowana a faza cieklokrystaliczng (Pp — Lo). Wyniki
otrzymane dla L1, czyli 150 mM roztworu DMPC w deuterowanej wodzie odpowiadaja
warto$ciom literaturowym [154], czyli przemiana gtéwna obserwowana jest przy
T»=23,9£0,1°C, a entalpia przemiany wynosi 17,0 £2,0 k]/mol, oraz przedprzejscie
o temperaturze 7,= 16,5+ 0,2°C i entalpii 4H = 2,3 + 0,8 k] /mol.

Warte uwagi sg rowniez doniesienia literaturowe, ktére sugeruja, ze wartosci
parametréw przemian fazowych dla fosfatydylocholin takich jak DMPC i DPPC s3 zalezne
od struktur, jakie tworzg w roztworach wodnych, czyli jaki rodzaj liposoméw formuja
czasteczki fosfolipidow. W tabeli zestawiono wyniki dla réznych rodzajow
liposomow [246].

Tabela 9. Wartosci parametrow przemian fazowych DMPC oraz DPPC w zaleznosci
od rodzaju liposoméw w roztworach wodnych [246].

lipid Rodzaj liposomow Przedprzejscie Przemiana géwna
T, [°C] AH [K]/mol] Tm [°C] AH [k]/mol]
DMPC | MLV 13,7+2,2 50+4,6 23,6115 251+6,3
N 22,2+2,0 17,2+8,4
DPPC | MLV 344+£25 54+4,1 41,3£1,0 34,3+59
Luv 33,8 2,5+0,5 41,4+0,1 314+2,1
N 28,0 0,5+0,1 378+£1,0 24,754

SUV - mate jednowarstwowe liposomy (ang. Small Unilamellar Vesicles), LUV - duze jednowarstwowe
liposomy (ang. Large Unilamellar Vesicles), MLV - duze wielowarstwowe liposomy.

Poniewaz zakresy temperatur przemian poszczegdlnych rodzajow liposomoéw i ich
entalpii sie wzajemnie nakladajg, trudno jednoznacznie stwierdzi¢ jakie struktury
liposomdéw sie tworzg. Nalezy zauwazy¢, ze temperatura i entalpia gtéwnej przemiany
DMPC tworzacych w roztworze MLV osiagaja wyzsze warto$ci niz dla SUV, dlatego
uzyskane wyniki DSC pozwalaja przypuszcza¢, ze w badanych roztworach uzyskano mate
jednowarstowe liposomy DMPC [318, 319].

Zastosowana metoda przygotowania roztworow fosfolipidéw (tj. uzycie rozbijania
ultradZzwiekami) zaktada tworzenie sie maly jednowarstwowych pecherzykéw tj. SUV.
Otrzymane wyniki kalorymetryczne prawdopodobnie potwierdzaja zatozenia przyjetej
metody preparatyki liposoméw - pomimo zastosowania wody deuterowanej T, dla DMPC
mie$cita sie w géornym zakresie temperatur, a przemiana gtéwna charakteryzowata sie
stosunkowo niskg entalpig, co w zestawieniu z danymi zamieszczonymi w tabeli 9
odpowiada utworzeniu matych jednowarstwowych liposoméw (SUV).
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W uktadzie L2 zarejestrowano przemiane gtéwng i przedprzejscie w temperaturach
charakterystycznych dla czystego roztworu DMPC. Zgodnie z danymi literaturowymi
przemiany fazowe DOPE mozliwe do zaobserwowania to: T, przy -16°C oraz Tj
przy 10°C [320]. Pomiary kalorymetryczne prowadzono w temperaturze 0-50°C, jednak
na zarejestrowanych termogramach nie odnotowano przemiany DOPE 1z fazy
ciektokrystalicznej L. do fazy odwréconej heksagonalnej Hy, prawdopodobnie ze wzgledu
na mate stezenie DOPE (tj. 1%) w uktadzie L2, ale rownieZ przez stosunkowo matg entalpie
tej przemiany, co wykazat Shalaev i Steponkus [321]. MozZe to rowniez wynika¢ z obecnoSci
samego DMPC, poniewaz przejScia L.— Hy sa bardzo wrazliwe na obecno$¢ innych
sktadnikéw dwuwarstwy np. biatek btonowych lub innych fosfolipidow [322].

W poréwnaniu dla czystego roztworu DMPC w uktadzie L2 zaobserwowano
niewielki spadek temperatury gtéwnej przemiany oraz szerokosci potéwkowej. Natomiast
zmiana entalpii przemiany gléwnej i przedprzejScia zmalata znaczaco, a co wiecej
temperatura przemiany przedprzejScia przesuneta sie w kierunku nizszych wartosci.
Zmiany te najprawdopodobniej $wiadcza o wbudowywaniu sie DOPE w dwuwarstwe
DMPC. Ze wzgledu na swojg budowe chemiczng DOPE (wigzanie wielokrotne w pozycji 9
i dluzszy tancuch alkilowy niz DMPC) zmniejsza upakowanie lipidow w btonie przez
co wzrasta jej ptynnos$¢ [138].

Na krzywych kalorymetrycznych dla uktadu L3 zarejestrowano przedprzej$cia oraz
gtéwnej przemiany w temperaturach odpowiadajacych przemianom fazowym dla DMPC
i DPPC. Podobnie jak DMPC, DPPC w badanym zakresie temperatur przechodzi przemiane
z fazy zelowej do fazy zelowej pofalowanej, a nastepnie wraz z dalszym wzrostem
temperatury do fazy ciektokrystalicznej. Zauwazono, ze obecno$s¢ DPPC w ukladzie
dodatkowo modulowata zmiany w przemianach fazowych DMPC, istotnie zmalata entalpia
przemiany gtéwnej i przedprzejscia, a takze obserwowano niewielkie przesuniecie
temperatury przemian fazowych w strone nizszych wartosci.

Otrzymane wyniki sktaniaja do analizy potencjalnych struktur, jakie mogg
powstawaé w uktadzie L3. Pierwsza hipoteza zaktada, ze w roztworze wspotistnieja dwa
rodzaje jednosktadnikowych liposoméw tj. zbudowanych wytacznie z DMPC albo z DPPC.
Swiadczy¢ o tym moze obecno$¢ dwéch pikéw na termogramie, odpowiadajacych
roztworowi DMPC oraz roztworowi DPPC. Gdyby w roztworze istniaty pecherzyki
zbudowane z obydwu rodzajéow fosfatydylocholin i to réwnomiernie roztozonych,
to na krzywej kalorymetrycznej odnotowany powinien by¢ jeden szeroki pik z maksimum
ok.34°C (jak byto obserwowane dla uktadu DMPC:DPPC w stosunku 44:56 w PBS)
[323,324]. Inna z hipotez zakltada utworzenie sie pecherzykéw o asymetryczne;j
dwuwarstwie, tj. jedna warstwa wylacznie z DMPC, a druga wytacznie z DPPC. Jednak
hipoteze te odrzucono, poniewaz asymetryczne dwuwarstwy mozna osiggnac tylko
w okres$lonych i kontrolowanych warunkach [325, 326]. Ze wzgledu na znaczy spadek
entalpii przemiany fazowej DMPC w poréwnaniu do roztworu DMPC (L1) i stosunkowo
niska wartos¢ entalpii przemiany fazowej DPPC w stosunku do wartosci literaturowych,
utozenie fosfolipidow, ktore powstato w uktadzie L3 silnie zaburza przemiany fazowe
poszczegbélnych  sktadnikéw. Dlatego bardzo prawdopodobna jest sytuacja,
ze w mieszaninie lipidéw tworzg sie duze obszary: bogate w DMPC i bogate w DPPC (stad
dwa maksima na termogramie w charakterystycznych miejscach dla pojedynczych
sktadnikéw), ktdre nie tworzg jednorodnej frakcji. Wystepowanie takich dwéch regionéw
zaobserwowano np. dla biceli na bazie DMPC/DHPC. W uktadzie tym wystepuje region
bogaty w DMPC, tworzacy dwuwarstwe biceli, oraz region bogaty w DHPC tzw. ang. micelle-

189



like edge, czyli krawedZ zamykajaca podobna do miceli [281,282]. Istnieje duze
prawdopodobienstwo, Zze DOPE wnika r6wnomiernie w obszary bogate w DMPC i obszary
bogate w DPPC.

Ze wzgledu na ztozonos$c¢ uktadu L3 ocena typu formowanych liposoméw moze by¢
obarczona pewnym btedem. Jednak bazujgc na warto$ciach otrzymanych dla DPPC (T, Tn),
lipid ten teoretycznie moze dazy¢ do tworzenia MLV, co wiecej spadek wartosci Ty, Tmi T1/2
dla DMPC moze réwniez wskazywac na tworzenie sie wiekszych struktur.

Kooperatywno$¢ przemiany dostarcza informacji o tym jak duza cze$¢ lipidéw
przeszia przemiane fazowg jednocze$nie. W przypadku DMPC duzy rozrzut literaturowych
wartosci liczby kooperatywno$ci, nie pozwala ocenié, czy uzyskane z badan DSC wartosci
liczby kooperatywnosci CN dla DMPC s3 poprawne [208,323]. Niemniej zauwazono,
ze wyliczona dla DPPC liczba kooperatywnosci jest nizsza niz dla DMPC (wyznaczone
dla uktadu L3). Wynika to zapewne z faktu, Ze CN nieznacznie maleje wraz z dtugo$cia
fancucha alkilowego [323]. Badania DSC wykazaty wzrost kooperatywnosci przemiany
fazowej DMPC wraz z obecno$cia innych sktadnikéw mieszanin fosfolipidowych.
Dodatkowo dane literaturowe sugeruja, ze w dwusktadnikowych uktadach lipidowych
kooperatywnos¢ maleje w poréwnaniu do kooperatywno$ci wyjsciowych roztworéw
lipidow. A najmniejsza warto$¢ CN osiggana jest, gdy sktadniki mieszaniny lipidéw
wystepuja w tym samym pierwiastku molowym [323]. Taka sytuacja ma miejsce dla uktadu
L3, gdzie liczba kooperatywnos$ci dla DMPC jest wyzsza od CN dla referencyjnego roztworu
DMPC, ale nizsza niz dla DMPC w uktadzie L2.

Analiza pasm drgan grup metylenowych pozwala dostarczy¢ informacji
o zachowaniu termotropowym faricuchow alkilowych fosfolipidéw i ich wrazliwo$ci na
zmiany temperatury. Jak wiadomo w niskich temperaturach, tj. ponizej temperatury
gltéwnej przemiany fazowej tancuchy alkilowe fosfolipidow sa rozprostowane
i uporzadkowane. Na skutek wzrostu temperatury (tj. powyzej temperatury gtéwnej
przemiany) dochodzi do rotacji wokét wigzania -C-C- w tancuchu alkilowym fosfolipidu
i zmiany kata torsyjnego miedzy kolejnymi atomami wegla ze 180° (konformacja trans) na
60° (konformacja gauche). Zmiana ta moze dotyczy¢ jednego badz wielu wigzan [327].
W ten sposob powstaja zgiecia tancucha alkilowego fosfolipidéw, ktére w konsekwencji
wprowadzaja nieuporzadkowanie w dwuwarstwie i zwiekszajg jej ptynnos¢ [251].

Wyniki FTIR potozenia pasm drgan rozciggajacych grup metylenowych w funkcji
temperatury dla roztworu DMPC (L1) wykazaty, Ze przemiana fazowa jest wysoce
kooperatywna i zachodzi w temperaturze 24°C, co odpowiada wynikom uzyskanym z DSC.
W uktadzie L2 zalezno$¢ potozenia maksimum pasma drgan grup metylenowych nie
wykazywata tak skokowej zmiany jak w przypadku L1, co zapewne jest wynikiem obecnosci
DOPE w uktadzie i zwiekszeniem plynnosci btony. Co wiecej przemiana fazowa
rozpoczynata sie juz w 22°C (wzrost szeroko$ci oraz przesuniecie potozenia pasma drgan),
oznacza to ze tancuchy alkilowe przyjety konformacje gauche. Natomiast wzrost szeroko$ci
przemiany sugeruje, Ze kooperatywno$¢ przemiany maleje, co jest tendencjg przeciwng do
otrzymanej na podstawie wynikéw DSC. Dla uktadu L3 nie obserwowano w prawdzie
dalszego obnizenia temperatury poczatku przemiany, ale zakres przemiany ulegt
znacznemu wydtuzeniu. Taka sytuacja prawdopodobnie zwigzana jest z obecnos$cig
przemian fazowych od DMPC i DPPC w badanym zakresie temperatur.

Analiza nozycowych drgan grup metylenowych wykazata, ze przemiana DMPC
rozpoczyna sie okoto 26°C, a zalezno$¢ temperaturowa potozenia maksimum przesuwa sie
w kierunku wyzszych dtugosci fali, co moze sugerowac stopniowy wzrost populacji
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czasteczek fosfolipidow w konformacji gauche. Dla uktadéw L2 i L3 obserwowano
przeciwng zalezno$¢ - potozenie maksimum pasma przesuneto sie w kierunku nizszych fal
wraz ze wzrostem temperatury, co sugerowatoby porzadkowanie sie tancuchéow
weglowodorowych wraz ze wzrostem temperatury, a to z kolei jest sprzeczne z wynikami
uzyskanymi dla drgan rozciagajacych grup CH,. Dodatkowo dla L2 powyzej 24°C zaleznos$¢
przebiega stopniowo, natomiast dla L3 obserwowane s skokowe zmiany: przy 24°C
(przemiana fazowa DMPC) oraz przy 42°C (przemiana fazowa DPPC), ktorych nie
obserwowano w pasmach drgan rozciggajacych grup metylenowych.

W oparciu o analize drgan nozycowych grup metylenowych mozna réwniez
wyznaczy¢ rodzaj upakowania tancuchéw weglowodorowych fosfolipidéw. W przypadku
uktadéw L1 i L2 zapewne ponizej temperatury przemiany DMPC jest to utozenie
heksagonalne [258], natomiast w ukladzie L3 obecna jest wylacznie faza
ciektokrystaliczna [253]. Dla uktadu L3 w calym badanym zakresie temperaturowym,
obecnos$¢ fazy ciektokrystalicznej potwierdzajg réwniez wyniki badan SAXS, gdzie
odlegtosci miedzyptaszczyznowe dla refleksu 001 zblizone s3 co do wartosci do wynikéw
dooo1 DMPC w fazie ciektokrystalicznej (30°C).

Kolejng grupa analizowanych na widmach FTIR drgan s3a drgania kotyszace grup
metylenowych, ktére charakteryzujg sig bardzo mata intensywnoS$cia, przez co zbadano
je jedynie dla czystego roztworu DMPC. Cho¢ zamiany przesuniecia i szeroko$ci pasma byty
niewielkie, to jednoznacznie wskazuja, ze temperatura przemiany DMPC wynosi 24°C.
Brak rozdwojenia pasma moze wskazywaé, ze tancuchy sg heksagonalnie utozone [328].
Wyniki uzyskane dla DMPC stanowity dane referencyjne i wskazywaty na poprawnos¢
przeprowadzonych analiz.

W spektroskopii podczerwieni mozna obserwowa¢ zmiany stopnia hydratacji
fosfolipidow w zalezno$ci od temperatury. Zmiany te réwniez moga by¢ dodatkowo
modulowane przez rozpuszczone w ukladzie inne substancje np. badane w ramach
niniejszej pracy surfaktanty czy kwasy nukleinowe. Do analizy zmian hydratacji
fosfolipidow wykorzystuje sie: pasmo drgan rozciggajacych grup karbonylowych
oraz pasma drgan symetrycznych i asymetrycznych grup fosforanowych [270, 271].

Zmiany stopnia hydratacji w obrebie grup karbonylowych badane na podstawie
pasma w zakresie 1750-1720 cm! mozna analizowa¢ na dwa sposoby: poprzez
dekonwolucje na pasma sktadowe pochodzace od grup C=0 tworzacych i nietworzacych
wigzania wodorowe lub z wyznaczania punktu sSrodkowego pasma. W pierwszym podej$ciu
obserwowano ze wzrostem temperatury wzrost liczby falowej potozenia maksimum
dla pasm drgan grup C=0 zaréwno uwodnionych jak i nieuwodnionych. Co wiecej
zwiekszata sie populacja grup karbonylowych tworzacych wigzania wodorowe
ze wzrostem temperatury, a wiec zwiekszat sie stopien uwodnienia fosfolipidéw. W obu
zalezno$ciach wystepujg dwa istotne punkty przegiecia, w temperaturze 16°C oraz 24°C -
co odpowiada przemianom fazowym dla DMPC. W drugim podej$ciu tj. wyznaczeniu punktu
Srodkowego obserwowano fluktuacje potozenia maksimum pasma ze wzrostem
temperatury w charakterystycznych dla przemian fazowych DMPC temperaturach.
Na podstawie wynikéw otrzymanych z pierwszej metody zalezno$¢ potozenia maksimum
pasma C=0 od temperatury ma przebieg przeciwny do opisanego w literaturze [268],
ale bardzo dobrze byto widaé zmiany po przekroczeniu temperatur przej$¢ fazowych DMPC
oraz wzrost liczby wigzan wodorowych wraz ze wzrostem temperatury. Natomiast te same
wyniki, przeanalizowane w drugi sposob, pokrywaja sie z doniesieniami
literaturowymi [154].
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Na podstawie analizy drgan rozciggajacych grup fosforanowych DMPC zauwazono,
Ze ze wzrostem temperatury potozenie maksimum pasma ¢vpo- nieznacznie sie przesuwa
2

w kierunku nizszych liczb falowanych, ale bez Zadnych charakterystycznych punktéw,
natomiast zalezno$¢ potozenia maksimum g5Vpo; od temperatury uktadu wykazuje

fluktuacje z wyraznym punktem w 24°C (co odpowiada przemianie fazowej DMPC).
Wyniki uzyskane zaréwno z analizy drgan grup karbonylowych jak i fosforanowych
potwierdzaja wzrost stopnia uwodnienia fosfolipidow wraz ze wzrostem temperatury
uktadu [154], ale w fazie ciektokrystalicznej dalszy wzrost temperatury prawdopodobnie
przyczynia sie do obnizenia stopnia hydratacji [270]. Warto podkresli¢, ze dane te stanowity
referencje dla dalszych uktadow.

Krzywe SAXS dostarczajg informacji o strukturze badanych uktadéw i moga pomoc
w wyjasnieniu wcze$niej poruszanych problematycznych kwestii, szczegolnie w przypadku
uktadow zawierajacych surfaktant trimeryczny.

Dla 150 mM roztworu DMPC (L1) obserwuje sie struktury warstwowe (lamelarne)
oddzielone odsiebie warstwami rozpuszczalnika (wody) o odlegto$ciach
miedzyptaszczyznowych wykazujacych termotropowe zachowanie. Po przejsciu z fazy
zelowej do fazy zelowej pofalowanej dochodzi do zwiekszenia grubosci dwuwarstwy
w wyniku zwiekszenia hydratacji fosfolipidéw i pofatdowania btony, a nastepnie fazie
ciektokrystalicznej znowu btona staje sie ciensza, ale nie tak jak w fazie zelowej, co ma
potwierdzenie
w literaturze [279], gdyz tanicuchy alkilowe w konformacji gauche ulegaja skréceniu.

DMPC to modelowy fosfolipid, przebadany pod wieloma katami zaréwno w zakresie
wtasciwosci fizykochemicznych jak i biologicznych. A wiec z jednej strony stanowi
referencje, ale rdéwniez zbadanie i przeanalizowanie jego wlasciwo$ci pozwala
zweryfikowa¢ prace eksperymentatora. Podsumowujac wszystkie przeprowadzone
badania dla DMPC: w roztworze tworzy lamelarne struktury o heksagonalnym upakowaniu
tancuchéw weglowodorowych. Wskutek wzrostu temperatury uktadu DMPC przechodzi
dwie przemiany: pierwsza w 16°C zwana przedprzejSciem, czyli przejsciem z fazy zelowej
do fazy zelowej pofatdowanej oraz druga zwang gtéwng przemiang w 24°C zwigzang
z przejSciem z fazy zelowej pofaldowanej do fazy ciektokrystalicznej. Przemiana gtéwna
cechuje sie wysoka kooperatywno$cia i duzg warto$cig bezwzgledna entalpii. Natomiast
przedprzej$cie charakteryzuje sie mniejszg wartoScig entalpii i mniejszym stopniem
kooperatywnosci, dlatego w wielu metodach pomiarowych jest trudna do zarejestrowania.
Wzrost temperatury uktadu wiagze sie ze wzrostem uwodnienia DMPC, tym samym
zwieksza sie grubo$¢ dwuwarstwy fosfolipidowej, ale w fazie ciektokrystalicznej dalszy
wzrost temperatury jest niekorzystny dla hydratacji, przez co maleje stopieni uwodnienia
DMPC i zmniejsza sie grubo$¢ dwuwarstwy.

Krzywe SAXS zarejestrowane w niskiej temperaturze dla uktadu mieszanego (L2)
wskazujg na wspotistnienie fazy lamelarnej i heksagonalnej, co jest zgodne z doniesieniami
literaturowymi, gdzie DOPE indukuje powstawanie fazy heksagonalnej odwroconej [128]
lub w uktadach mieszanych przyczynia sie wtasnie do wspoétistnienia fazy lamelarnej
i heksagonalnej [105]. Piki braggowskie fazy heksagonalnej zanikaja w wyzszej
temperaturze, ale zarejestrowane odlegtosci miedzyptaszczyznowe, ktore sg wieksze niz
dla DMPC by¢ moze sugeruja, Ze na skutek wbudowywania sie DOPE miedzy czasteczki
DMPC tancuchy weglowodorowe przechodza w konformacje gauche. Wbudowywanie sie
czasteczek DOPE w dwuwarstwe lipidowa moga potwierdza¢ wyniki z kalorymetrii (spadek
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entalpii przemian fazowych) oraz wyniki z badan FTIR - przesuniecie temperatury
poczatku przemiany fazowej do 20°C.

Wyniki badan SAXS dla kolejnego uktadu mieszanego (L3) wskazuja
na wspotistnienie fazy lamelarnej oraz jeszcze jednej fazy, dla ktorej nie mozna
jednoznacznie przypisac¢ potozenia pikéw. Poczatkowo na podstawie wynikéw z badan DSC
sadzono, ze by¢ moze w uktadzie L3 tworzg sie dwuwarstwowe bicele, o obszarze bogatym
w DMPC i obszarze bogatym w DPPC [281, 282]. Jednak krzywe SAXS przeczg tej hipotezie
(brak charakterystycznego szerokiego piku dla biceli). Dlatego prawdopodobnie pozostate
piki braggowskie, ktére nie zostaly jednoznacznie przypisane moga naleze¢ (w oparciu o
wyniki DSC, gdzie widoczne byty dwa piki na termogramie) do dwuwarstwy utworzonych
gtéwnie z DPPC. W oparciu sie o wyniki badan kalorymetrycznych, spektroskopii
podczerwieni  imatokatowego rozpraszania promieniowania  rentgenowskiego
zaproponowano model struktury uktadu L3, gdzie wystepuja dwuwarstwy zbudowane
gtéwnie z DMPC z domieszka DOPE i DPPC oraz warstwy zloZzone gtéwnie z DPPC z
domieszka DMPC i DOPE.

Cho¢ techniki DSC oraz FTIR réznig sie miedzy sobg metodyka (np. ciggtym lub
skokowym trybem grzania) i dostarczajg niekiedy sprzecznych wynikéw (np. o stopniu
kooperatywnosci), to dzieki technice SAXS mozna byto wyjasni¢ problematyczne kwestie.
Dzieki czemu stwierdzono, ze obecno$¢ réznorodnych fosfolipidéw w uktadzie wptywa na
zachowanie termotropowe przemian fazowych DMPC i DPPC oraz indukuje formowanie
okreslonych struktur (np.lamelarnej, heksagonalnej) w uktadach lipidowych. Szczegélnie
obiecujacy jest uktad L2, gdzie prawdopodobnie mozliwa byta obserwacja struktury
heksagonalnej, ktéra z kolei pozytywnie wptywa na wydajnos$¢ transfekgji.
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7.3 Wplyw surfaktantéw trimerycznych na formulacje lipidowe

Aby zbada¢ wplyw surfaktantéw trimerycznych na formulacje lipidowe
przeprowadzono serie badan analogiczng jak dla mieszanin lipidow tj. badania DSC, FTIR
oraz SAXS.

Na podstawie wynikéw DSC dla uktadow L1 z réznymi surfaktantami
trimerycznymi zaobserwowano: wystepowanie frakcji ubogiej w czasteczki surfaktantéw
i w niektorych przypadkach kilku frakcji bogatych w czasteczki surfaktantéw o réznym
stopniu nasycenia [259] oraz zanik przedprzejscia w uktadach o wyzszym stezeniu
surfaktantu. Brak przemiany przedprzej$cia na krzywych kalorymetrycznych wiaze sie
z zanikiem fazy Zelowej pochylonej na skutek wbudowywania sie czasteczek surfaktantow
w dwuwarstwy lipidowe w obrebie gtoéw fosfolipidéw [260].

Warto$¢ temperatury 7, dla DMPC* (frakcji ubogiej w surfaktanty) w uktadach
ze wszystkimi badanymi surfaktantami miata statg wartos$¢ ok. 23,9°C, ale obserwowany
spadek entalpii (przy p/n=20) byl najwiekszy dla uktadu z surfaktantem TRI_BEN,
a najmniejszy dla TRI_LIMI. Wyznaczajgc stosunek entalpii przemiany frakcji DMPC* do
entalpii wszystkich frakcji bogatych w surfaktanty przy p/n= 16 uzyskano: dla TRI_LN
stosunek 40:60, dla TRI_IMI 37:63, natomiast dla TRI_BEN 32:68. Wyniki te sg zblizone
do siebie i wskazujg, ze ze wzrostem stezenia surfaktantow w uktadzie frakcja bogata
w surfaktanty zwieksza udziat w stosunku do frakcji ubogiej w surfaktanty.

Dla TRI_BEN wystepowata jedna frakcja bogata w surfaktanty, dla TRI_IMI - dwie
frakcje, a dla TRIN - trzy frakcje. Przy p/n = 20 przemiana gtdwna dla frakcji o najwiekszym
stezeniu surfaktantu przypadata: na 22°C dla L1/TRI_BEN, 21,9°C dla L1/TRI_IMI
(frakcja II), a dla L1/TRI_N (frakcja III) - 22,2°C.

Tym samym nie odnotowano znaczacych réznic w parametrach dla uktadéw z DMPC
i roznymi surfaktantami trimerycznymi, z wyjatkiem separacji na frakcje o réznym
nasyceniu surfaktantem. Jednakze surfaktanty trimeryczne powodowaty: spadek entalpii
przemiany frakcji DMPC* oraz spadek temperatury przemiany i wzrost szerokosci
potowkowej przemian frakcji bogatych w surfaktanty.

Wbudowywanie sie czgsteczek surfaktantow w dwuwarstwe lipidowa, a doktadnie
niedopasowanie dtugosci tancuchéw alkilowych, powoduje zaburzenie uporzadkowania
dwuwarstwy i spadek entalpii przy wzroscie Ti», co z kolei sugeruje spadek
kooperatywnosci przemiany [261], taki efekt obserwowany byt takze przez Casals
i Cafiadas dla cholesterolu [329].

Gdy temperatura T, oraz entalpia przemiany malejg, a AT, znaczaco wzrasta,
wskazuje to na wzrost ptynnosci dwuwarstwy [330], w wyniku oddziatywan dodatkéw
takich jak surfaktanty z cze$ciami lipofilowymi fosfolipidow [204]. Nie bez znaczenia
pozostaje fakt, ze w uktadzie wystepuja surfaktanty kationowe, poniewaz ogromny wptyw
w procesie wbudowywania sie w blone lipidowg oprécz oddziatywan hydrofobowych
tancuchow weglowodorowych majg oddziatywania elektrostatyczne grup polarnych [330].
Dlatego mimo wzglednie statej wartos$ci T, nie obserwuje sie statej entalpii przej$cia np. tak
jak w przypadku frakcji ubogiej w surfaktanty i takie zjawisko przypisuje sie dominacji
oddziatywan elektrostatycznych [331]. W sytuacji, gdy temperatura przemiany spada,
a entalpia jest wzglednie stata - wzrasta entropia uktadu. Taki wzrost nieuporzadkowania
uktadu, moze wskazywa¢ na wbudowywanie sie kolejnych czasteczek surfaktantu
w dwuwarstwe DMPC w obrebie frakcji bogatej w surfaktanty. W tym przypadku zwieksza
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sie rowniez ATiz i poczatek przemiany (Tone:) przesuwa sie w kierunku nizszych
temperatur.

Na podstawie analizy symetrycznych drgan rozciagajacych grup metylowych
DMPC (L1), zauwazono ze dodatek surfaktantu powodowat wzrost zakresu przemiany
fazowej fosfolipidu tzn. obnizal temperature poczatku przemiany, z tym Ze najwieksze
zmiany zakresu przemiany fazowej obserwowano w obecnosci surfaktantu TRI_N. Tym
samym otrzymane wyniki sugerujg mniejszy wptyw surfaktantéw TRI_IMI oraz TRI_BEN
na DMPC. Surfaktanty te nie zmieniajg tak silnie ptynnosci dwuwarstwy, co nie do konica
sie pokrywa z wynikami DSC.

Dla wszystkich uktadéw na bazie L2 z surfaktantami trimerycznymi obserwowano
wieksze obnizenie entalpii niz dla uktadéw na bazie wytacznie DMPC, ale przesuniecia
temperatury przemiany byly mniejsze. W poréwnaniu z uktadami na bazie L1, nie
obserwowano tak intensywnej separacji fazowej, jedynie przy niektérych wysokich
stezeniach surfaktantu wystepowat dodatkowy pik na termogramie pochodzacy od frakcji
bogatych w surfaktanty. Co ciekawe, przemiana przedprzej$cia byta widoczna nawet
w wysokich stezeniach surfaktantu, dla TRI_N zanika dopiero przy p/n > 10, by¢ moze
zmienia sie tym samym spos6b wbudowywania sie surfaktantow w dwuwarstwe lipidowa.
Takie zachowanie moze S$wiadczy¢, o tym ze DOPE ulatwia rozdystrybuowanie
surfaktantow trimerycznych w btonie lipidowej, przez co nie tworza sie ich skupiska
(frakcje bogate w surfaktanty). Badania FTIR wykazaty, ze w pordwnaniu do referencyjnego
L2, surfaktanty TRI_IMI i TRI_BEN nie wptywaty na zakres temperatury przemiany, jedynie
surfaktant TRI_N tylko nieznacznie obnizat temperature poczatku przemiany fazowe;.

W uktadach na bazie L3 w obecnosci surfaktantu TRI_N na Kkrzywych
kalorymetrycznych zarejestrowano separacje pikow odpowiadajacych zaréwno DMPC, jak
i DPPC. Dla pozostatych dwo6ch badanych surfaktantéow trimerycznych separacja fazowa
wystepowata przy wybranych stezeniach surfaktantu, gtéwnie dla pikéw od DMPC.
Temperatury frakcji ubogich w surfaktanty (DMPC* i DPPC*) nie zamieniatly sie wraz
ze wzrostem stezenia we wszystkich badanych uktadach, natomiast temperatury przemian
frakcji bogatych w surfaktanty przesuwaty sie w kierunku nizszych temperatur. W Zzadnym
z ukltadéw nie zarejestrowano przedprzej$cia ani dla DMPC ani dla DPPC. Najwieksze
zamiany obserwowano w bezwzglednej warto$ciach entalpii przemiany fazowej
dla poszczegolnych surfaktantéw. Cho¢ dla kazdego przypadku entalpia przemiany gtéwne;j
dla frakcji DMPC* i DPPC malata ze wzrostem stezenia surfaktantu w uktadzie, to spadek
ten nie byt liniowy (z wyjatkiem uktadu L3/TRI_BEN). Na podstawie réznic w redukcji
wartosci entalpii poszczeg6olnych przemian fazowych, wysunieto hipoteze, ze surfaktant
TRI_BEN silniej oddziatuje z obszarem bogatym w DMPC, a surfaktant TRI_N z obszarem
bogatym w DPPC. Cho¢ zmiany w widmach FTIR uktadéw L3 w obecnosci surfaktantéw
trimerycznych nie s3 tak znaczace jak dla innych uktadéw lipid /surfaktant (w odniesieniu
do referencyjnych formulacji lipidowych), to rowniez dla tych uktadu mozna stwierdzi¢
wzrost ptynnosci btony lipidowej wskutek obecnosci surfaktantéw trimerycznych.

Zar6éwno badania kalorymetryczne jak i spektroskopii podczerwieni wskazuja na
obnizanie temperatury przemiany fazowej fosfolipidow w obecnosci surfaktantéw
trimerycznych i wzrost plynno$ci dwuwarstwy. Najwieksze zmiany obserwowano
w obecnos$ci surfaktantu TRIN, ktory jednoczes$nie przyczynial sie do powstawania
najwiekszej niejednorodnos$ci probki. Natomiast uktad L2 najstabiej reagowat na dodatek
surfaktantow.
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Na podstawie zarejestrowanych i przeanalizowanych krzywych SAXS mozna
zauwazy¢, ze wszystkie badane uktady wykazuja zaleznos¢ termotropowg, jednak nie ma
jeden wyraZnej tendencji i w gtéwnej mierze zalezy ona od rozwazanego uktadu. Wptyw
temperatury na struktury w badanych uktadach objawiata sie: zmianami potozenia
maksiméw dyfrakcyjnych, a tym samym zamianami odlegto$ci miedzyptaszczyznowych lub
zanikiem mezofaz np. fazy lamelarnej w ukladach wielofazowych (zanik maksiméw
dyfrakcyjnych).

Krzywe SAXS dla uktadéw DMPC z surfaktantem TRI_BEN odpowiadajg
najprawdopodobniej strukturom bicelarnym [280], a ksztatt funkcji p(r) wyliczonej dla tego
surfaktantu, najprawdopodobniej wskazuje na tworzenie bicel cylindrycznych
lub kuboidalnych [283]. Wyniki z badan DSC wskazuja na dwa regiony dwuwarstwy DMPC:
bogaty w surfaktanty i ubogi w surfaktanty. Z kolei dane z FTIR mogg sugerowa¢, ze
ze wzgledu na niewielkie zmiany w stosunku do L1, tylko niewielka populacja surfaktantéw
oddziatuje z dwuwarstwa DMPC. Tym samym dla uktadu L1/TRI_BEN
o stezeniu surfaktantu odpowiadajacym stosunkowi p/n = 20 zaproponowano, ze uktad ten
tworzy bicele utworzone z dwuwarstwy DMPC z wbudowanymi w nig surfaktantami
TRI_BEN, a krawedz zamykajgcg tworza gtoéwnie czgsteczki surfaktantu TRI_BEN. Wymiary
tych biceli (na podstawie krzywych SAXS zarejestrowanych w 10°C) oszacowano na:
okoto 12,00 nm $rednicy i okoto 6,35 nm grubosci. Na rysunku 105 przedstawiono
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uproszczony schemat przekroju podtuznego biceli.

LS RRRER 1|18
Pt

| it
| Ii

:;k/: fosfolipid konformacja faricucha alkilowego gauche

|
|

fosfolipid konformacja tancucha alkilowego trans

Rysunek 105. Uproszczony schemat przekroju podtuznego biceli fosfolipid/surfaktant.

W przypadku L1/TRIN i L1/TRI_IMI obserwowano wspotistnienie struktur
lamelarnych i unilamelarnych na krzywych SAXS, polidyspersyjno$¢ prébki sugerowaty
rowniez wyniki badan DSC. Jednakze obecno$¢ zaréwno szerokiego maksimum i wyraznych
pikéw braggowskich na krzywych SAXS moze wynika¢ z uktadania sie bicel w stosy [284],
lub tworzenia sie wielowarstwowych liposoméw [286]. Co wiecej w fazie zelowej DMPC
obserwowano zmniejszenia odlegto$ci miedzyptaszczyznowych wskutek obecnosci
surfaktantow w dwuwarstwie, by¢ moze w wyniku oddzialywan miedzy surfaktantami.
Natomiast powyzej temperatury przemiany wartosci d sa wieksze niz dla referencyjnego
DMPC, w oparciu o wyniki badan FTIR przypuszcza sie, ze fosfolipidy wystepuja
w konformacji gauche.

Dla uktadu na bazie L2 i surfaktantu TRI_N o p/n = 20 wyniki badan DSC sugerujg
jednorodne fazowo probki, ale na krzywych SAXS, ktérych ksztalt wskazuje
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na wystepowanie najprawdopodobniej kulistych liposoméw, wida¢ réwniez pik
braggowski, ktéry mégtby odpowiada¢ strukturom lamelarnym. Jednak ze wzgledu na to,
Ze nie ma jego powtorzenia periodycznego w stosunku 1:2:3, a takze jego potozenie nie
zmienia sie wraz ze wzrostem temperatury, przypuszcza sie, ze by¢ moze wytworzyly sie
wielowarstwowe liposomy. Taka sytuacja ma miejsce, gdy drastycznie spadnie grubos$¢
warstwy wody miedzy dwuwarstwami lipidowymi, a tym samym spadanie stopien
hydratacji lipidéw [332]. Najprawdopodobniej jest to zwigzane ze strukturg surfaktantu
TRI_N, ktéra powoduje Ze surfaktant ten moze oddzialywa¢ z wiecej niz jedng btong
lipidowa.

Ciekawym przypadkiem jest réwniez uktad L2/TRI_IMI o p/n = 20, w ktérym
przypuszcza sie, Ze istniejg dwie fazy lamelarne o réznej konformacji tatnicuchéw alkilowych
fosfolipidow [288,289] oraz faza heksagonalna. Jednak wraz ze wzrostem temperatury
uktadu zanika separacja fazowa i pozostaje wytgcznie faza lamelarna. Ze wzgledu na mata
intensywno$¢ krzywych SAXS dla L2/TRI_BEN nie podjeto sie szerszej analizy,
ale przypuszcza sie, ze w uktadzie wystepuja struktury bicelarne i warstwowe.

Uktady na bazie L3 z surfaktantami trimerycznymi sg zdecydowanie bardziej
ztozone niz uktady omawiane wcze$niej. Cho¢ dla L3 /TRI_IMI i L3/TRI_BEN wiodaca faza
jest faza lamelarna, to w przypadku uktadu L3/TRI_N na podstawie krzywych SAXS
zarejestrowanych w 30°C przypisano piki braggowskie do fazy lamelarnej, regularnej
o symetrii Pn3m, a nawet heksagonalnej. Wspoétistnienie wielu faz w uktadzie, jest czesto
obserwowane dla wielosktadnikowych uktadéw na bazie lipidéw [292-294], co wiecej
wyniki DSC wskazuja na przynajmniej 4 rézne frakcje, o réznym stopniu nasycenia
surfaktantem i o r6znym sktadzie lipidowym.

W uktadach na bazie lipid/surfaktant w wiekszos$ci przypadkéw wystepowata
niejednorodno$¢ struktur, jakie powstaty w tych uktadach, jednak nie ma jednej wiodacej
zalezno$ci w tej kwestii. Mozna przypuszczaé, ze surfaktanty trimeryczne ze wzgledu
na swoja budowe nie wbudowuja sie jednorodnie w dwuwarstwy lipidowe, przez co mogg
tworzy¢ réznorodne struktury w uktadach lipid/surfaktant o zmiennym stopniu nasycenia
surfaktantem, takie wnioski uzyskano na podstawie badan DSC, jak i badan SAXS.
Przypuszcza sie, ze wiekszg skltonno$¢ do réwnomiernego wbudowywania sie
w dwuwarstwy lipidowe ma surfaktant TRI_BEN, poniewaz wykazuje wiekszg tendencje
do tworzenia mniej ztoZzonych struktur tj. preferowane struktury to lamelarne czy
unilamelarna, a takze nie wykazuje znacznej separacji fazowej na termogramach DSC.
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7.4 Uklady lipid/surfaktant/DNA

W pierwszym etapie analizy zaproponowanych w pracy lipoplekséw, zbadano ich
zdolnos$¢ do wigzania i uwalniania materiatu genetycznego. Proces wigzania DNA zbadano
réwniez pod katem wptywu pH Srodowiska.

Na podstawie przeprowadzonych testéw elektroforetycznych zauwazono, ze we
wszystkich badanych systemach obecno$¢ fosfolipidéow znaczgco obnizata warto$¢ p/n
wymagang do utworzenia stabilnego kompleksu z materiatem genetycznym. Jednak
poczatkowe przypuszczenia, ze sktad fosfolipidow, a w szczego6lnosci stopien ich
zréznicowania w uktadzie ma wpltyw na wydajnos$¢ kompleksowania - nie potwierdzity
wyniki otrzymane dla uktadéw z surfaktantami TRI_IMI i TRI_BEN. Surfaktanty TRI_IMI
i TRI_LBEN kompleksujac wysokomolekularne DNA otrzymaty najlepsze wyniki (nizszy
wymagany do kompleksowania stosunek p/n) w obecnosci dwusktadnikowej mieszaniny
lipidow - L2, jednak dla mieszaniny o wiekszym zréznicowaniu lipidéw (tréjsktadnikowej
L3) nie zaobserwowano dalszego obnizania wartosci p/n. Natomiast w kompleksach na
bazie DNA o dtugosci 185 pz jedynie dla TRI_BEN odnotowano obniZenie p/n w przypadku
bardziej zréznicowanej mieszaniny fosfolipidowej. Z kolei dla komplekséw
z niskomolekularnym DNA mozna przyjaé, ze nie wystepuje powiazanie miedzy stopniem
zréznicowania mieszaniny lipidow a efektywnoscig kompleksowania (nieznacznie nizszy
wynik p/n dla TRI_N/L2/DNA_21pz).

Analizujgc zalezno$ci kompleksowania od dtugosci uzytych fragmentéw DNA,
otrzymane wyniki dla wszystkich badanych uktadéw réwniez nie potwierdzajg
jednoznacznie przyjetej poczatkowo hipotezy. Wysokomolekularne DNA wymaga
zdecydowanie nizszych stezen surfaktantéw do utworzenia kompleksu niz
niskomolekularne DNA, lecz réznica miedzy wartoSciami p/n dla uktadéw na bazie DNA
o dtugosci 20 kpz i DNA o dtugosci 185 pz jest niewielka lub nie obserwuje sie jej. Jedynie
dla uktadéw z surfaktantem TRI_BEN tendencja obnizania p/n wraz z dtugo$cia fragmentéw
DNA jest zachowana we wszystkich systemach na jego bazie. Badania kompleksowania
plazmidowego DNA [333] wykazaty, ze zachodzi przy nizszych stezeniach surfaktantu niz
kompleksowanie liniowego DNA. Wynika to z super skreconej struktury plazmidu, w ktérej
dochodzi do redukcji dostepnej dla surfaktantéw powierzchni DNA, a tym samym
jednoczes$nie maleje wypadkowy ujemny tadunek elektryczny DNA. Natomiast czasteczki
niskomolekularnego DNA w roztworach wodnych przyjmujg ksztatt pateczkowaty (7,2 nm
dtugosci i 2,2 nm S$rednicy) [334], tym samym taka rozwinieta struktura powoduje,
ze wszystkie tadunki elektryczne sa eksponowane na zewnatrz czasteczki DNA. Wptyw
dtugosci DNA na proces kompleksowania zapewne jest zwigzany ze sztywnos$cig czasteczki
DNA - dtuzsze fragmenty moga sie swobodnie zwija¢/kondensowaé samoistnie lub
na skutek oddziatywan z surfaktantami, przez co aby utworzy¢ stabilny kompleks
wymagane jest mniej czasteczek surfaktantu niz w przypadku kompleksowania
DNA matoczgsteczkowego, ktdére jest sztywne i niechetnie zmienia swojg strukture.
Jednakze zjawisko to ma pewne ograniczenia, stad nie obserwuje sie réznicy miedzy
$rednio- i wyskomolekekularnym DNA.

Zalezno$¢ wydajnosci kompleksowania od rodzaju uzytego surfaktantu jest rowniez
kwestig niejednoznaczng. W przypadku komplekséw na bazie TRI_N oraz TRI_IMI réznice
miedzy warto$ciami p/n s3 niewielkie lub nie wystepuja. Z kolei wyniki otrzymane
dla TRI_BEN s3 wyzsze, co pozwala stwierdzi¢, Ze jest zdecydowanie najmniej wydajny.
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Wyniki sugeruja, Ze olbrzymie znaczenie dla wydajnego procesu wigzania sie z kwasem
nukleinowym surfaktantéw ma budowa chemiczna ich cze$ci polarnych, a szczegdlnie
obecno$¢ zawady sterycznej oraz mozliwos¢ ich ewentualnej deformacji na skutek
oddziatywan surfaktant/DNA. Surfaktant o najwiekszej i najbardziej sztywnej grupie
w cze$ci polarnej (TRI_BEN) ma najnizszg wydajno$¢ kompleksowania DNA, podczas
gdy surfaktant o gietkiej i zdecydowanie mniejszej gtowie (TRI_N) jest najbardziej wydajny.

Aby potwierdzi¢ wczesniejsze hipotezy nalezatoby badania rozszerzy¢ zaréwno
o wieksza grupe surfaktantéw trimerycznych (zréznicowanych cze$ciami polarnymi), jak
i o fragmenty DNA réznigce sie dlugoscia oraz mieszaniny lipidéw o bogatszym sktadzie.

Proces kompleksowania surfaktantu TRI_N z wysokomolekularnym DNA zostal
réwniez zbadany przy uzyciu elektroforetycznego rozpraszania Swiatla w dwdch
wariantach pH S$rodowiska. Cho¢ wyniki testéw elektroforetycznych dla uktadéw
TRI_N/DNA_20kpz i TRI_N/L1/DNA_20kpz nie potwierdzily istotnego wpltywu pH
$rodowiska na proces kompleksowania, to wyniki ELS dla pH 5 i pH 8 réznity sie. R6znica
ta polegata na okresleniu momentu kompleksowania surfaktantéw z DNA o dtugosci 20 kpz.
W pH 8 punkt neutralizacji tadunku DNA przez czasteczki surfaktantu obserwowano przy
nizszej wartosci p/n. W przypadku wynikéw ELS przeprowadzonych w pH 5 - pokrywaty
sie one w duzej mierze z wynikami z elektroforezy zelowej. Jednak w tym miejscu warto
zaznaczy¢, ze w elektroforezie zelowej wynik uzyskuje sie na podstawie oceny wizualnej
zelu agarozowego. W obszarze czeSciowego kompleksowania widoczne sa kroétkie
fragmenty DNA, ktére nie polaczyly sie z czasteczkami surfaktantéw. Intensywno$¢
obserwowanych prazkéw jest réwniez zdecydowanie nizsza w stosunku do intensywnosci
referencyjnego DNA, co sugeruje, Ze populacja tych fragmentéw jest mata. Technika ELS
natomiast generuje wynik na podstawie usrednionych 100-1000 przebiegéw w catej
objetosci probki. Tym samym, jezeli nieskompleksowanych fragmentéw DNA byto niewiele
- ich wktad do wyniku potencjatu zeta réwniez byt zaniedbywalnie maty (nie obserwuje sie
go w rozktadzie potencjatu (). Jezeli do eksperymentu uzyte bytoby DNA o matej
polidyspersyjnosci masy, prawdopodobnie wyniki elektroforezy zelowej i ELS pokrywatyby
sie ze soba jednoznacznie.

Zauwazono, ze kompleksy TRI_N/DNA_20kpz w $rodowisku o pH 5
charakteryzowaty sie wysokim dodatnim potencjatem elektrycznym, zdecydowanie
wyzszym niz kompleksy w pH 8. Tak wysoki potencjat elektryczny moze wskazywag,
ze utworzyty sie stabilne struktury [189], ktére mozna trwale przechowywac.

Aby dobrze zaprojektowac¢ nosnik materiatu genetycznego, nalezy pozna¢ rowniez
jego zdolnos¢ do uwalniania transgenu, tak aby maksymalnie wykorzysta¢ jego wlasciwosci
terapeutyczne.

We wszystkich analizowanych uktadach nie obserwowano zmian w stezeniu
heparyny dla komplekséw o p/n = 5 i p/n = 10, natomiast przy p/n = 20 zaréwno dla
uktaddéw z lipidami jak i bez lipiddw odnotowano wzrost minimalnego stezenia heparyny
wymaganego do uwolnienia DNA z kompleksow. Dlatego mozna sadzi¢, ze wraz ze
wzrostem stezenia zwigzku powierzchniowo czynnego w uktadzie wzrasta sita wigzania
z DNA. Bez wzgledu na sktad mieszanin, dodatek lipidéw znaczgco zwiekszat site wigzania
surfaktant-DNA. Nie obserwowano réznic miedzy otrzymanymi wynikami dla surfaktantéw
TRI_N oraz TRI_IMI, natomiast TRI_BEN tworzyt znacznie stabsze kompleksy z DNA.

Widma dichroizmu kotowego wskazuja, Ze rozwazane w pracy kwasy nukleinowe
o roznej liczbie par zasad w roztworze wystepowaty w formie B-DNA [193]. W badanych
uktadach z surfaktantami trimerycznymi czasteczki DNA nie zmieniaja swojej struktury

199



helikalnej - pozostaja w formie B-DNA. Na skutek oddzialywania z surfaktantami
trimerycznymi dochodzi jedynie do kondensacji kwasu nukleinowego, a swiadczy o tym
spadek intensywnos$ci widma dichroizmu kotowego w odniesieniu do referencyjnego
widma zarejestrowanego dla roztworu DNA oraz do przesuniecia maksimum pasma
dodatniego w kierunku wyzszych dtugosci fali [335]. Spadek intensywnosci
prawdopodobnie zwigzany jest ze zmianag hydratacji helisy DNA w obrebie grupy
fosforanowych na skutek oddziatywania z surfaktantami [336]. Natomiast przesuniecie
maksimum pasm moze wynika¢ z eksponowania w kierunku rozpuszczalnika
hydrofobowych czeSci czasteczek surfaktantu, przytaczonych do helisy DNA
lub z wystepowania lokalnych zaburzen w geometrii zasad azotowych [154]. Generalnie
surfaktanty trimeryczne nie powoduja zmiany konformacji DNA w utworzonych
kompleksach, co prawdopodobnie wynika z obecnosci wody, ktérej czasteczki dodatkowo
stabilizuja konformacje DNA [130]. Tak jak zostalo to juz wspomniane, zmiany
intensywnos$ci i przesuniecie maksimum pasma dodatniego $wiadcza o kondensacji
czasteczek DNA przez surfaktanty [335]. Natomiast powr6t maksimum pasma dodatniego
do pozycji odpowiadajacej referencyjnemu DNA i odrastanie sygnatu moga $wiadczy¢
o cze$ciowej dekondensacji DNA [337], jak np. dla TRI_N/DNA_185pz o p/n >14, cho¢
zmiany dla tego uktadu sa niewielkie.

Co ciekawe, dla uktadu TRI_LN/DNA_21pz zaobserwowano punkt izodichroiczny
przy 273 nm, ktéry moze sugerowac na prosty mechanizm wigzania ligandu [338].

Innym interesujacym zjawiskiem byto tworzenie silnie upakowanej formy psi [243]
dla systemow ze Sredniomolekularnym DNA i surfaktantem TRI_IMI dla p/n > 2.

Uzyskane widma dichroizmu kotowego nie wskazujg jednoznacznie momentu
tworzenia komplekséw surfaktant-DNA, tak jak ma to miejsce w przypadku elektroforezy
zelowej. Proces wiazania czgsteczek surfaktantu do nici kwasu nukleinowego postepuje
stopniowo, powodujac ciagla jego kondensacje, wraz ze wzrostem stezenia Srodka
powierzchniowo czynnego w uktadzie.

Surfaktant TRI_BEN wykazuje silnie oddziatywane z DNA, kondensujac jego
strukture (prawdopodobnie do formy psi) na ditugo przed powstaniem stabilnych
i catkowitych komplekséw. W wiekszosci przypadkéw po osiggnieciu stezenia wymaganego
do pelnego kompleksowania, z roztworu wytracat sie osad, zapewne na skutek
oddziatywania miedzy kompleksami powodujac ich agregacje.

Poréwnujacy badane surfaktanty miedzy soba prawdopodobnie najsilniejsze
zdolnosci do kondensacji materiat genetyczny ma surfaktant TRI_BEN - poniewaz tam
zmiany w widmach dichroizmu kotowego sg najwieksze. Natomiast surfaktant TRI_N
powodowal najmniejsza kondensacje DNA. Silne oddziatywanie surfaktantow TRI_IMI
i TRI_LBEN by¢ moze zwigzane jest z ich budowa chemiczng, czyli posiadaniem struktur
cyklicznych, ktére miedzy soba silnie oddziatywajg - oddziatywanie typu m-m [309 - 311].
Jednak oddzialywania te wraz z porzadkowaniem sie struktur formowanych przez
te surfaktanty mogg dawac wtasny wkitad do sygnatu CD.

W przypadku uktad 6w na bazie fosfolipidow (probki nieprzezroczyste), niemozliwe
byty pomiary przy uzyciu dichroizmu kotowego, dlatego zdecydowano sie na analize pasm
podczerwieni charakterystycznych dla danej formy DNA. Niestety metoda ta dla tak
wielosktadnikowych  uktadéw nie jest jednoznaczna, a lokalizacja pasm
charakterystycznych znacznie utrudniona. Mimo wszystko zZ duzym
prawdopodobienstwem oceniono, ze DNA w tych ukitadach przyjmowato strukture
prawoskretnej helisy (B-DNA).
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Kolejnym nieodzownym elementem analizy wiasciwosci lipopleksow pod katem
zastosowania w terapii genowej jest poznanie ich cytotoksycznosci, czyli jaki wptyw
wywierajg na zywotnos$¢ komorek.

Cytotoksyczno$¢ byta badana na komoérkach nowotworowych linii Hela przy
pomocy testu MTT oraz wybarwiania btekitem trypanu. Na podstawie testu przezywalno$ci
MTT uzyskano wyniki $redniego stezenia skutecznego substancji, czyli stezenia ktoére
powoduje u potowy komoérek Smieré, zauwazono, zZe najwyzszg cytotoksyczno$¢ indukuje
surfaktant TRI_N, a najmniejszg (4-krotnie nizsza niz TRI_N) - surfaktant TRI_BEN.

Prawdopodobnie bezposrednia przyczyna tego zjawiska jest budowa czeSci
polarnej surfaktantéw wptywajaca zaréwno na sztywno$¢ takiej czasteczki - tatwos¢
przechodzenia przez blony komorkowe, jak i wtasnos$ci agregacyjne. Czasteczki
o mniejszych czeSciach polarnych, latwiej penetruja btone komorkows, powodujac
ewentualng jej dezintegracje, a w nastepstwie $mier¢ komorki. Surfaktant TRI_N réwniez
wykazuje niskie CMC, przez co nawet w niskich stezeniach kationowe micele i agregaty
TRI_N mogg silnie oddziatywa¢ na btone komoérkowa. W matych cze$ciach polarnych
wzrasta gestos$¢ tadunku elektrycznego przez co ros$nie réwniez cytotoksyczno$¢ [43].

Wplyw grupy polarnej moze wynika¢ réwniez bezposrednio z jej budowy
chemicznej. Cho¢ jak zostato to wspomniane w rozdziale 5.1. rozwazane grupy cechujg sie
silnymi  wilasciwo$ciami  antybakteryjnymi i przeciwgrzybicznymi [224-226],
to najprawdopodobniej grupy aromatyczne (imidazol, benzimidazol) w innym stopniu
moga oddzialywa¢ z organizmami zywymi niz zwiazki acykliczne (czwartorzedowe grupy
amoniowe). Niektore badania sugerujg, ze wieksze dziatanie przeciwbakteryjne wykazujg
surfaktanty, ktére w czesci polarnej majg zwigzki aromatyczne w poréwnaniu do ich
homologéw o liniowych grupach [339]. Jednak problem jest bardziej ztoZzony. Po pierwsze
surfaktant musi wykazywac tez inne cechy np. odpowiednia dtugos¢ tancucha alkilowego,
aby osiagna¢ wysoki efekt toksyczny. Po drugie na rézne rodzaje bakterii w ré6znym stopniu
dziala ten sam surfaktant [339], by¢ moze ma to takze przetozenie na komorki
eukariotyczne.

Przed przystgpieniem do badania cytotoksycznosci lipopleksow na bazie
fosfolipidéw i surfaktantéw trimerycznych, potwierdzono neutralny wptyw fosfolipidéw na
komorki zywe, oznacza to, ze nawet w zdecydowanie wyzszych stezeniach nie wykazywaty
efektow toksycznych. Doniesienia literaturowe dowodza, Ze surfaktanty trimeryczne
wykazujg wyzszg cytotoksycznos¢ od form dimerycznych [228]

Testy MTT wskazuja, ze obecno$¢ fosfolipidéw wptywa redukujgco
na cytotoksycznos$¢ surfaktantéw trimerycznych. Co wiecej najwiekszy wzrost ECso
odnotowano dla uktadéw na bazie L2 (DMPC/DOPE), a szczegdlnie dla L2/TRI_N gdzie
uzyskano 50-krotnie wyzszg warto$¢ ECs niz dla samego surfaktantu TRI_N. Najmniejsze
efekty redukujgce cytotoksycznosé uzyskano dla uktadéw na bazie L3, w szczegdlnosci dla
L3/TRI_BEN, gdzie odnotowano jedynie 5-krotny wzrost warto$ci ECsp. Symulacje
molekularne przeprowadzone dla uktadéw fosfolipidow o roéznej dlugosci tancucha
alkilowego, ale o podobnej budowie czeSci polarnej wykazaty, Ze takie zréznicowanie
znaczgco wpltywa na wihasciwosci dwuwarstwy, takie jak: grubo$¢ dwuwarstwy,
powierzchnia przypadajgca na czgsteczke lipidu oraz dyfuzja boczna [340]. Tym samym by¢
moze dla uktadu L2 redukcja cytotoksycznosci przetozy sie na wydajnos¢ transfekgji.

Obnizanie efektéw cytotoksycznych przez lipidy prawdopodobnie moze przebiegac
na dwa sposoby. Pierwszy sposéb polega na tym, ze lipidy neutralizuja toksyczno$c¢
surfaktantow poprzez wigzanie sie z nimi - efektywne stezenie surfaktantéw w probie,
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wtedy znaczaco spada. Takie dziatanie moze wykazywac¢ DOPE, ktéry z kationowymi
czasteczkami moze tworzy¢ mostki solne, co postuluje Godbey [341]. Drugim sposobem
moze by¢ tworzenie przez lipidy fizycznej bariery dla surfaktantéw, lipidy otaczaja
szczelnie komérki, przez co surfaktanty nie moze do niej dotrze¢ i jej uszkodzi¢ (wniosek
na podstawie obserwacji ptytki pod mikroskopu).

Aby potwierdzi¢ otrzymane wyniki 1 postawione powyZej hipotezy
przeprowadzono wybarwienie btekitem trypanu komoérek HeLa po ekspozycji na toksyczny
czynnik, jakim sg surfaktanty trimeryczne. Barwienie btekitem trypanu pozwala
na identyfikacje martwych komorek, u ktérych doszto do przerwania btony komérkowe;j,
co umozliwito wnikniecie barwnika do wnetrza komorki.

Wyniki sugerowaly, ze nawet niewielkie steZenie surfaktantu trimerycznego
powoduje perforacje btony komoérkowej i migracje barwnika do wnetrza komoérki dla
wszystkich komérek w polu widzenia. Jedynie dla surfaktantu TRI_LBEN z duzym
przyblizeniem wyznaczono stezenie skuteczne, jednak bylo ono znaczaco nizsze
w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych z testu MTT. Tak jak poprzednio obecnos¢
fosfolipidéw obnizata efekty cytotoksyczne surfaktantow trimerycznych (badane
fosfolipidy byly neutralne dla komdrek Hela), ale nie odnotowano réznic dla réznych
mieszanin lipidowych ani uktadéw z r6znymi surfaktantami.

W tym miejscu warto cofna¢ sie do istoty tych dwéch metod. Wybarwianie btekitem
trypanu jest mozliwe, gdy perforacji ulega btona komérkowa. Natomiast testy MTT opieraja
sie o monitorowanie prawidtowego funkcjonowania komérki, czyli gdy mitochondria
spetniajg swoje funkcje, tj. redukuja sole tetrazoliowe do formazanu. Dlatego
prawdopodobnie surfaktanty trimeryczne efektywnie oddzialuja z btong komoérkows,
powodujac jej przerwanie, ale dopiero w wyzszych stezeniach zaburzaja funkcjonowanie
komorki.

Omawiane powyzej wyniki (testéw elektroforetycznych, dichroizmu kotowego,
testow MTT) zostaly zebrane i przedstawione w publikacji naukowej z roku 2021
pt. ,The Process of Binding and Releasing of Genetic Material from Lipoplexes Based on
Trimeric Surfactants and Phospholipids” [297].

W kolejnym kroku zdecydowano sie na zbadanie struktury lipoplekséw na bazie
surfaktantow  trimerycznych, formulacji lipidowych i kwasu nukleinowego
o dtugosci 20 kpz.

W badanym zakresie temperatur nie obserwowano na krzywych DSC wyraznych
przemian fazowych DNA zwigzanych z topnieniem tancucha nukleotydowego. Jednakze
krzywe DSC dla uktadéw surfaktant/DNA znaczaco sie roznity od referencyjnej krzywej DSC
dla czystego roztworu DNA. Dlatego przypuszcza sie, Zze dodatek surfaktantéw, spowodowat
wzrost temperatury topnienia DNA, co tez byto obserwowane przez Battacharya [267].
Na tej podstawie mozna wysnu¢ wniosek, zZe surfaktanty trimeryczne petnia role ochrong
dla DNA przed wysoka temperatura, ktéra moze przyczyni¢ sie do degradacji kwasu
nukleinowego.

Co do oddzialywania DNA z mieszaninami fosfolipidowymi na termogramach
odnotowano spadek entalpii przemiany giéwnej fosfolipidéow, ale wzrost temperatur
przemiany gtéwnej obserwuje sie jedynie dla uktadéw na bazie DMPC (L1) i DMPC/DOPE
(L2). Doniesienia literaturowe skupiajg sie na interakcjach miedzy DNA a kationowymi
lipidami wskutek wystepowania oddzialywan elektrostatycznych. Struktury mieszane,
jakie powstaja na skutek tych oddzialywan mogg by¢ bardzo rézne izaleze¢ od wielu
czynnikow, np. od ptynnosci btony lipidowej, od stezenia czy rodzaju kwasu nukleinowego
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[342]. Zdecydowane wieksze réznice w badaniach kalorymetrycznych fosfolipidow
obserwuje sie dla ukltadéw na bazie tRNA niz DNA, co pokazuje Michanek [343].
W przypadku DNA jezeli wystepuje w niskim stezeniu, to wigze sie na powierzchni bltony
lipidowej, natomiast w wyzszych stezeniach wnika w strukture dwuwarstwy. Co wiecej
DNA moze narzuca¢ pewnego rodzaju uprzagdkowanie czgsteczkom lipidéw, a w uktadach
wielosktadnikowych powodowa¢é separacje fazowa oraz tworzenie domen, a jesli wystepuje
w bardzo wysokich stezeniach, moze zaburzy¢ dwuwarstwe i wprowadza¢ nieporzadek,
co potwierdzit Giatrellis [342].

Co ciekawe, DNA moze efektywnie tgczy¢ sie z neutralnymi fosfolipidami, czyli
takimi ktérych wypadkowy tadunek elektryczny réwny jest zero. Jedne z badan sugeruja,
ze aby doszto do wigzania z materiatem genetycznym konieczna jest obecno$¢ jonéw
np. wapnia [344, 345], jednak sg dowody na brak konieczno$ci wprowadzania do uktadéw
dodatkowych jonow, a lipidy zwitterjonowe, czyli amfoteryczne obdarzone grupami
natadowanymi zaréwno ujemnie jak i dodatnio np. fosfatydylocholiny jak DMPC czy DPPC,
moga rowniez taczy¢ sie z DNA, cho¢ sila wigzania jest czterokrotnie mniejsza niz
z kationowymi odpowiednikami. Zauwazono, Ze czasteczki DNA mocniej wigza sie
z uporzadkowanymi lipidami, a im wiecej jest puryn w skiadzie czasteczki kwasu
nukleinowego, tym silniejsze jest to wigzanie [346].

W $wietle przytoczonych doniesien literaturowych wyniki DSC dla uktadéw lipid-
DNA, prawdopodobnie potwierdzaja, ze dochodzi do t3czenia sie kwasu nukleinowego
z dwuwarstwa lipidowa. Dodatek DNA w wyniku oddziatywania z fosfolipidami, zaburza
strukture dwuwarstwy przez co spada entalpia przemiany fazowej fosfolipidéw.
Cho¢ wigzanie DNA przez neutralne lipidy jest mozliwe, to proces ten jest bardzo mato
wydajny. Nalezy pamieta¢, ze w rozwazanych uktadach, formulacje lipidowe petnig role
pomocnicza w tworzeniu komplekséw DNA z surfaktantem trimerycznymi, a nie s3
gtéwnym nos$nikiem materialu genetycznego.

W kolejnym korku przeanalizowano krzywe DSC dla uktadéw tréjsktadnikowych,
czyli lipid/surfaktant/DNA. W poréwnaniu do analogicznych uktadéw bez DNA,
nie obserwuje sie jednej wiodacej tendencji wptywu DNA na uktady lipid/surfaktant.

W zalezno$ci od zastosowanego surfaktantu w uktadach na bazie L1 i DNA
o dtugosci 20 kpz w poréwnaniu do tych samych uktadéw bez DNA, obserwuje sie szeroka
game efektow:

e spadek temperatury i entalpii przemiany gtéwnej zaréwno frakcji bogatych
jaki i ubogich w surfaktant - uktad z surfaktantem TRI_N

e spadek temperatury przemiany wylgcznie frakcji bogatej w surfaktanty -
uktad z surfaktantem TRI_IMI

e wiekszg separacje pikow na krzywej DSC frakcji o réznym stopniu nasycenia
surfaktantem - uktad z surfaktantem TRI_N

e zmiane rozktadu udziatu entalpii poszczegdlnych frakcji z tendencja
na korzy¢ fakcji bogatych w surfaktant - uktad z surfaktantem TRI_N

e spadek entalpii przemiany ze zwiekszeniem udziatu frakcji DMPC* - uktad
z surfaktantami TRI_IMI lub TRI_BEN

Podobne wnioski mozna wysnu¢ na podstawie wynikéw dla uktadéw
tréjsktadnikowych na bazie formulacji lipidowej L2. Nie obserwuje sie jednego trendu,
ale najwieksze zmiany w poréwnaniu do uktadéw dwuskladnikowych lipid/surfaktant
obserwuje sie w uktadach troéjsktadnikowych na bazie surfaktantu TRI_N. Co niezwykle
ciekawe, na krzywych SAXS zarejestrowanych dla uktadu L2/TRI_N/DNA_20kpz
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obserwowano separacje fazowg (podobng jak dla L1/TRI_N/DNA_20kpz), ktérej nie byto
w uktadzie bez DNA. Utworzyty sie frakcje, pomimo obecnos$ci DOPE w uktadzie, ktéry jak
wczesniej zakladano miat umozliwiaé lepsze, bardziej réwnomierne
rozmieszczenie surfaktantéw w dwuwarstwie lipidowej. By¢ mozZe znaczenie ma réwniez
fakt, Zze badane DNA jest ztozone zaréwno z krétkich jak i dtugich odcinkéw. Dla pozostatych
surfaktantéw nie obserwowano tak znaczacych zmian.

Najmniejsze zmiany na termogramach DSC wsréd uktadéw trojsktadnikowych
w poréwnaniu do referencyjnych uktadéw lipid /surfaktant obserwowano dla systeméw na
bazie formulacji lipidowej L3. Jednak tak jak poprzednio najwieksze zmiany indukowat
surfaktant TRI_N.

Tym samym mozna przypuszczaé, Ze to budowa chemiczna surfaktantow (obecnos¢
ugrupowan aromatycznych lub ich brak) jest czynnikiem decydujacym, w jakim kierunku
p6jda zmiany parametrow przemian fazowych fosfolipidow w uktadach tréjsktadnikowych.
Co wiecej, na podstawie wynikdw mozna zauwazy¢, ze najwieksze zmiany zwiekszajace
ptynnos$é dwuwarstwy lipidowej (spadek entalpii przemiany, obnizenie temperatury
przemiany oraz wiekszy udziat frakcji bogatych w surfaktanty) obserwuje sie dla uktadéw
tréjsktadnikowych z surfaktantem TRI_N. Dlatego by¢ moze to wta$nie uktady na bazie
surfaktantu TRI_N majg najwiekszy potencjal jako niewirusowe no$niki materiatu
genetycznego.

Otrzymane wyniki DSC nie do konca wyjasniaja sposob, w jaki DNA wptywa na
dwuwarstwe lipidowa. Wiele zalezy od rodzaju zastosowanych lipidéw i surfaktantéw,
niemniej w niektdérych uktadach obserwuje sie ciekawe zmiany, ktére warto zbadac¢ innymi
technikami.

Analiza potozenia pasm podczerwieni drgan symetrycznych grup metylenowych
w funkcji temperatury wykazata, ze temperatura przemiany gtéwnej lipidow wzrosta
w obecno$ci DNA, ale koniec przemiany fazowej jest zalezny od zastosowanego rodzaju
formulacji lipidowej. Odnoszac sie do wczes$niejszych wynikow DSC - wzrost
kooperatywnosci w L1/TRI_N/DNA_20kpz by¢ moze jest zwigzany z wiekszg separacja
uktadu, natomiast dla L2/TRI_N/DNA_20kpz - przeciwnie, pojawienie sie wiekszej ilosci
pikéw na termogramie, a wiec frakcji o réznych wilasciwosciach, powoduje, Ze przejscie
trans-gauche zachodzi stopniowo ze wzrostem temperatury.

Zmiany hydratacyjne w obrebie grup fosforanowych fosfolipidéw zbadane dla
uktadu L1/TRI_N/DNA nie sg tak wyrazne jak dla referencyjnego DMPC czy uktadu
L1/TRI_N. Podobne zjawisko obserwowat Pohle [271] poréwnujac zaleznosci dla lipidéw
i kompleksow lipid/DNA.

Charakterystyke strukturalng uktadéw tréjsktadnikowych w oparciu o wyniki
matokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego przeprowadzono dla
sytemu na bazie fosfolipidu DMPC, surfaktantu TRI_LN i wysokomolekularnego DNA
i stosunku p/n rownym 20. Wyniki wskazujg, ze w uktadzie wystepujg prawdopodobnie
naprzemienne warstwy lipidow i warstwy czasteczek DNA, co byto tez obserwowane przez
Dittricha dla uktad6w na bazie kationowych lipidéw, DOPE i DNA [293]. Wartosci odlegtosci
miedzyptaszczyznowych przypisanych do warstwy lipidéw, odpowiadajg wartosciom dla
dwuwarstwy DMPC w fazie Zelowej pofatdowanej [279]. Dlatego przypuszcza sie, ze
na skutek wbudowania sie czasteczek surfaktantow w warstwe lipidowa doszto
do zaburzenia jej struktury - zwiekszenia grubosci i przejsciu tancuchéw alkilowych
lipidéw w konformacje gauche. Co wiecej, czasteczki DNA moga by¢ uloZzone w swego
rodzaju super sie¢ [295] o parametrach sieci 2= 5,5 nm oraz = 16,1 nm. Zastanawiajacy
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jest rowniez ksztalt krzywych SAXS, a szczegdlnie tej zarejestrowanej w niskiej
temperaturze (10°C), ktory wskazywatby na utworzenie jednowarstwowych
(unilamelarnych) struktur, tak jak to obserwowano dla referencyjnego uktadu L1/TRI_N.
Taka mnogo$¢ obserwowanych mozliwych form, zapewne jest wynikiem
polidyspersyjnosci probki, stad ciezko jest zaproponowaé prawdopodobny model struktury
uktadu tréjsktadnikowego.

Po scharakteryzowaniu uktadéw zaré6wno dwu- jak i tréjsktadnikowych podjeto
probe wyboru najlepszego no$nika, czyli takiego, ktéry najlepiej by spetniat swoje
przeznaczanie. Wybor oparto o kilka kluczowych kwestii:

efektywnos$¢ wigzania nosnika z materiatem genetycznym,
stabilno$¢ kompleksow,

e sile wigzania no$nika z materiatem genetycznym,

e cytotoksyczno$¢ noénika,

e wiasciwosci fizyczne nos$nikéw takie jak ptynnos¢ blony lipidowej, wielkos$¢

kompleksow czy struktura przestrzenna.

Zdecydowano sie na wybor nosnika na bazie mieszaniny L2 oraz surfaktantu TRI_N,
a co wiecej uktad ten i sposéb jego wytwarzania objeto ochrong patentowg o nr. PL 241612
pt. ,Wielosktadnikowe niewirusowe uklady do wigzania i transfekcji kwaséow
nukleinowych, sposéb wytwarzania tych uktadéw oraz zastosowanie do wprowadzania
materiatu genetycznego do zywych komorek”. Wigzanie materiatu genetycznego przez
system L2/TRI_N poréwnano z komercyjnie dostepnymi preparatami do transfekcji:
Lipofectamine® (Thermo Fisher Scientific) oraz Escort IV™ (Sigma Aldrich). Wyniki
elektroforezy zelowej wskazuja, ze wybrany uktad L2/TRI_N zdecydowanie lepiej
kompleksuje zaréwno plazmidowe DNA jak i linowe czgsteczki DNA o réznej liczbie par
zasad niz komercyjne odczynniki.
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7.5 Dalsze plany badawcze

Niniejsza praca w ocenie autora moze da¢ solidne podstawy w projektowaniu
niewirusowych nos$nikéw do terapii genowej na bazie surfaktantéw trimerycznych
i formulacji lipidowych. Jednak wiele kwestii pozostaje nadal do wyjasnienia lub
doprecyzowania.

Pierwsza z nich jest charakterystyka surfaktantéw trimerycznych pod katem
wartosci krytycznego stezenia micelizacji i agregacji. Surfaktanty oligomeryczne wykazuja
szereg wyjatkowych wilasciwosci, ktérych nie mozna badaé przy zastosowaniu klasycznych
metod, czyli takich ktére Swietnie sprawdzajag dla wiekszo$ci monomerycznych
surfaktantow. Dlatego analize samoorganizacji surfaktantéw trimerycznych nalezatoby
rozszerzy¢ o zastosowanie innych bardziej czutych metod np. badajgc zmiany dyfuzji
w funkcji stezenia surfaktantéw przy zastosowaniu jadrowego rezonansu magnetycznego
NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance). Cho¢ dokladna znajomos$é CMC i CAC nie jest
niezbedna do prawidtowego zaplanowania procesu kompleksowania materiatu
genetycznego, to ze wzgledu na to, Ze s3 to nowe zwigzki, badania procesu micelizacji
iagregacji moga dostarczy¢ wielu interesujgcych informacji o surfaktantach
oligomerycznych.

W pracy nie zostat poruszony niezwykle wazny problem oceny wydajnosci
transfekcji, ktora jest kluczowa do zweryfikowania zasadno$ci stosowania proponowanych
systeméw jako niewirusowych nos$nikéw. Ocene wydajnosci transfekcji rozwazanych
wektorow mozna przeprowadzi¢ np. przy uzyciu plazmidu pEGFP-C1. Plazmid ten zawiera
sekwencje kodujacg biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji (ang. enhanced green
fluorescent protein, EGFP), pozyskiwang z meduzy Aequorea victoria (mutant F64L).
Ekspresja w komorkach zywych biatka EGFP swiadczy o skutecznos$ci procesu transfekgji,
a miarg tego procesu jest wielko$¢ sygnatu fluorescenciji.

Mimo, ze uzyskano bardzo interesujace wyniki badan SAXS, to niestety aby dobrze
scharakteryzowa¢ uktady nalezatoby zbada¢ wszystkie mozliwe konfiguracje dla
prostszych uktadéw np. oddzialywanie DPPC z surfaktantami trimerycznymi, czy
oddziatywanie DNA z czystymi mieszaninami lipidowymi, ewentualnie poszerzy¢ zakres
stezen surfaktantéw w tych uktadach. Trudnosé w analizie otrzymany wynikéw by¢ moze
wynikata ze zbyt wysokiego stopnia skomplikowania tych uktadéw, dlatego dalsze kroki
powinny sie skupi¢ na przes$ledzeniu stopniowego wptywu (w funkcji stezen) surfaktantéow
i DNA na badane mieszaniny lipidowe jak i ich poszczego6lne sktadniki. Nie bez znaczenie
pozostaje fakt, ze wysokomolekularne DNA byto pofragmentowane, a to przekladato sie
na polidyspersyjnos¢ catego uktadu. Dlatego w przysztosci warto by zdecydowac sie
na bardziej jednorodne co do wielko$ci DNA np. oczyszczajagc komercyjnie dostepne
preparaty lub wykorzystujac plazmidowe DNA.

Ze wzgledu na wysokg skuteczno$¢ nos$nikéw na bazie formulacji L2, czyli
DMPC/DOPE w stosunku 10:1, warto byto by zbada¢, jak zwiekszenie ilosci DOPE
w uktadzie wptynie na proces kompleksowania i cytotoksycznosé tych uktadéw. Badania
strukturalne uktadéw DMPC/DOPE w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1 oraz 100:1 wykazaty,
ze przyjmujg one strukture heksagonalng (szczegdélnie interesujacy wydaje sie uktad
o stosunku 5:1) [347], co jest niezwykle porzadng cecha w uktadach do transfekcji
materiatu genetycznego.
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Reasumujac, przeprowadzone badania w ocenie autora dajg dobry punkt wyjscia
zarowno do dalszych badan podstawowych jak i do badan aplikacyjnych, ktére mogtyby
zaowocowac wlasnym komercyjnym systemem do transfekcji.
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8 Whnioski koncowe

Surfaktanty trimeryczne

Budowa czesci polarnej wplywa na warto$¢ krytycznego stezenia micelizacji
badanych surfaktantéow trimerycznych. Obserwowano wzrost wartosci CMC
wraz ze wzrostem liczby struktur cyklicznych obecnych w czasteczce
surfaktantu, ktéry przektada sie na wielko$¢ czesci polarne;j.

Wartosci CMC dla badanych surfaktantéw trimerycznych sg mniejsze niz dla ich
monomerycznych analogéw, czyli spada warto$¢ CMC wraz ze wzrostem
stopnia oligomerycznosci surfaktantow.

Oddziatywania typu m-m miedzy strukturami aromatycznymi w surfaktantach
TRILIMI i TRI_LBEN wplywajg na wartosci krytycznego stezenia agregacji
badanych surfaktantéw trimerycznych.

Wyznaczony na podstawie badan SAXS promien hydrodynamiczny miceli
surfaktantow trimerycznych wynosit okoto (13,2 £ 0,2) nm. Nie obserwowano
znaczacych odstepstw od modelu sfery. Rozmiaru miceli moga potwierdzaé
wyniki liczby agregacji wyznaczonej przy stezeniu 15 mM, ktéra dla wszystkich
surfaktantow wynosita ona 30 + 3. Prawdopodobnie jest to zwigzane z taka
samg dtugoscig fancucha alkilowego surfaktantéw trimerycznych.

Formulacje lipidowe

Wbudowywanie sie czasteczek DOPE miedzy czasteczki DMPC i DPPC powoduje
spadek wartosci entalpii przemiany fazowej tych fosfolipidéow, zmniejsza sie
upakowanie lipidéw w btonie przez co wrasta jej ptynnos¢.

Dla uktadéw wielosktadnikowych L2, L3 obserwowano poszerzenie zakresu
przemiany fazowej, dzieki czemu btona lipidowa jest pltynna w nizszych
temperaturach.

W przypadku uktadu L3 prawdopodobnie tworza sie duze obszary: bogate
w DMPC i bogate w DPPC, a DOPE wbudowuje sie réwnomiernie w oba te
obszary.

Badania SAXS dla 10% DMPC (L1) potwierdzity formowanie struktur
lamelarnych w roztworach wodnych, a odleglosci miedzyptaszczyznowe
wykazuja termotropowe zachowanie.

W uktadach wielosktadnikowych na bazie L2 prawdopodobnie formowana byta
struktura heksagonalna.

Uktad typu lipid /surfaktant

Wplyw surfaktantéw trimerycznych na btony fosfolipidowe byt zalezny od rodzaju
zastosowanego do badan surfaktantu.

Separacja fazowa widoczna na krzywych DSC byta obecna dla wiekszo$ci badanych

uktadéw. Wigzato sie to z utworzeniem regionéw ubogich i regionéw bogatych
w surfaktanty trimeryczne.

Temperatura przemiany fazowej zarejestrowana w badaniach DSC pochodzaca od

frakcji ubogiej w surfaktanty odpowiadata temperaturze przemiany gtéwnej dla

referencyjnych fosfolipidéw. Jednak bezwzgledna wartos¢ entalpii przemiany
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fazowej tej frakcji malata wraz ze wzrostem steZenia surfaktantu w uktadzie.
Zmiany te wynikajg z dominacji oddzialywan elektrostatycznych czeSci polarnych
surfaktantow trimerycznych nad oddzialywaniami hydrofobowymi tancuchéw
alkilowych.

Temperatura przemiany fazowej dla frakcji bogatej w surfaktanty malata wraz
ze wzrostem stezenia surfaktantu trimerycznego w ukladzie, a szeroko$¢
potowkowa - wzrastala. Spadek kooperatywnosci przemiany wynika
z niedopasowania tancuchéw alkilowych surfaktantéw i fosfolipidow, a przez
to ostabieniu oddzialywan miedzy nimi. ObniZenie temperatury przemiany fazowej
z kolei wigze sie ze wzrostem ptynnosci btony lipidowe;.

Najwieksze zmiany w parametrach przemian fazowych fosfolipidéw obserwowano
dla uktadéw na bazie surfaktantu TRI_N a najmniejsze dla surfaktantu TRI_BEN.
Wyniki badan strukturalnych ukitadéw lipid/surfaktant nie wskazuja jednej
wyraznej tendencji wptywu surfaktantéw trimerycznych na fosfolipidy. Wszystko
zalezy od rodzaju surfaktantu i formulacji lipidowej. Prawdopodobnie najwieksza
tendencje do réwnomiernego wbudowywania sie w dwuwarstwy lipidowe
ma surfaktant TRI_BEN.

Badania SAXS wskazuja, ze surfaktanty trimeryczne zaburzajg strukture lamelarng
DMPC. Indukuja powstawanie struktur unilamelarnych typu bicela cylindryczna lub
kuboidalna (TRI_BEN) lub wspétistnienie struktur lamelarnych i unilamelarnych
(TRI_N, TRILIMI).

Bicele prawdopodobnie sktadajg sie z dwuwarstwy DMPC z wbudowanymi w nie
surfaktantami TRI_BEN, oraz krawedzi zamykajacej bicele, utworzone gtéwnie z
czasteczek surfaktantu TRI_BEN.

Wspétistnienie struktur lamelarnych i unilamelarnych prawdopodobnie zwigzane
jest z uktadaniem sie biceli w stosy lub tworzeniem sie wielowarstwowych
liposomow.

Uktady na bazie L2 i L3 z surfaktantami trimerycznymi przyjmuja struktury
heksagonalne lub regularne, ale probki wykazuja tez wysoki stopien
polidyspersyjnosci i nalezy poszerzy¢ zakres badan tych uktadéw, aby dobrze
je scharakteryzowa¢. Jednak takie struktury ze wzgledu na obecnos$¢ kanatéw
wodnych, s3 szczegdlnie cenione w projektowaniu no$nikow lekow.

Uktad typu lipid /surfaktant/DNA

Najnizsze wartoSci stosunku p/n, przy ktérym obserwowano catkowite
kompleksowanie kwasu nukleinowego uzyskano dla uktadéw z surfaktantem
TRI_N, a najwyzsze dla TRI_BEN - wielko$¢ cze$ci polarnej surfaktantu ma wptyw
na zdolnosci do kompleksowania DNA

Dodatek fosfolipidéw w uktadach znaczaco obniza p/n wymagane do utworzenia
kompleksu z DNA.

Sztywno$¢ czasteczki DNA wplywa na proces kompleksowania - dlugie fragmenty
kompleksuja przy nizszych warto$ciach stosunku p/n.

Wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu trimerycznego wzrasta sita wigzania
materiatu genetycznego. Dodatek lipidow réwniez zwieksza stabilno$¢
powstajacych kompleksow.
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W uktadach surfaktant/DNA, obserwowano kondensowania sie struktury DNA, ale
pozostawaty one w formie B-DNA. Silnie skondensowana faza psi obserwowana jest
jedynie dla surfaktantu TRI_BEN.

W uktadach lipid/surfaktant/DNA - DNA nie zmienia swojej formy, pozostaje
prawoskretng helisa.

Surfaktanty trimeryczne wykazuja co prawda wysoka cytotoksyczno$¢ (najwyzsza
dla surfaktantu TRI_N), ale efekty te zostaja silnie zredukowane po dodaniu
fosfolipidéw do uktadu. Najwieksza redukcje cytotoksycznosci obserwowano
dla uktadéw na bazie formulacji L2.

Uktady na bazie L3 nie wykazywaty takiego spadku cytotoksycznosci, ale
ze wzgledu na zréznicowanie dtugosci tancuchéw alkilowych w tym uktadzie moga
uzyska¢ wysoka wydajnos¢ transfekgji.

Wbudowywanie sie czasteczek DNA zaburza dodatkowo strukture fosfolipidow
w uktadach tréjsktadnikowych. Dochodzi do zwiekszenia grubos$ci dwuwarstwy
lipidowej i przejscia taficuchéw alkilowych w konformacje gauche.
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