Cwiczenie 20

A. Wlasciwosci blon biologicznych. Liposomy, preparatyka liposomow i
ich ladowanie substancja barwna. Okreslanie wielkosci czasteczki lipidu
poprzez pomiar powierzchni warstwy monomolekularne;.

Kazda komorka otoczona jest blona komorkowa (plazmatyczna), ktora pozwala
oddzieli¢ komoérke od srodowiska zewnetrznego i zachowa¢ charakterystyczny dla niej sktad
chemiczny, czesto rozniacy si¢ od otaczajacego jej Srodowiska (mowi sig, ze blona ta
zapewnia integralno$¢ komorki). Jednoczesnie zapewnia ona wymiang¢ materii i informacji
pomiedzy komorka, a jej otoczeniem, dzigki zdolnosci blon do wybidrczego przepuszczania
okreslonych substancji. Badania sktadu chemicznego blon komoérkowych wykazaty, ze jej
gléwnymi sktadnikami sa biatka (w zalezno$ci od pelionych funkcji przez btong stanowia
one ok. 20-70 %) i zwiazki lipidowe. Przyktadowo w ostonce mielinowej biatka stanowig ok.
20 % masy suchej, a w wewngtrznej btonie mitochondrialnej az 70 % masy btony. W btonach
plazmatycznych wigkszosci komorek udziat biatek (ok. 40 %) i lipidow (ok. 60 %) jest
zblizony do siebie.

W latach 70-tych XX wieku zaproponowano tzw. mozaikowy model budowy blon
biologicznych, wedtug ktorego lipidy tworza podwdjna warstwe, w ktorej zanurzone sa biatka
(ryc. 1). Cze$¢ bialek ,,przebija” btong i ich konce wystaja bo obu stronach dwuwarstwy
lipidowej (bialka integralne, transbtonowe; kanaty biatkowe), cze$¢ natomiast jest luzniej
zwiazana z powierzchnia btony (biatka powierzchniowe/peryferyjne, globularne). Biatka te
odpowiedzialne sa specjalistyczne funkcje petnione przez dany typ komorek.
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Ryc. 1. Mozaikowy model budowy btony

Sposrod zwiazkow lipidowych tworzacych zrab blony komorkowej, najbardziej liczne
sa fosfolipidy. Pod wzglgdem chemicznym fosfolipidy sa pochodnymi kwasu
fosfatydylowego, ktorego rdzeniem jest czasteczka glicerolu zestryfikowana dwoma
dhlugotancuchowymi kwasami thuszczowymi i kwasem fosforowym. Charakterystyczna cecha
zwiazkéw lipidowych jest ich amfifilowo$¢, czyli dwojaki sposob oddziatywania
z czasteczkami wody. Wynika to z faktu, ze reszty kwaséw ttuszczowych maja charakter
hydrofobowy (nie maja momentu dipolowego — sa niepolarne), a grupa fosforanowa
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potaczona wraz z przylaczona do niej czescia polarna ma charakter hydrofilowy (ryc. 2).
W srodowisku wodnym struktura energetycznie korzystna dla fosfolipidow jest taka struktura,
w ktorej czesci hydrofobowe nie maja kontaktu z woda. Dlatego tez w btonie plazmatycznej
hydrofobowe reszty kwasow tluszczowych skierowane do $rodka, a hydrofilowe ,,glowy”
pozostaja w kontakcie z Srodowiskiem zewngtrznym i wewngtrznym komorki, w ktorych
woda jest jednym z integralnych sktadnikéw chemicznych.
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Ryc. 2. Amfifilowa czasteczka fosfolipidu i fragment dwuwarstwy lipidowe;j

Wiele fosfolipidéw, w srodowisku wodnym tworzy spontaniczne, podwojne warstwy
folipidowe. Pojedyncze czasteczki lipidowe w warstwie podwojnej moga si¢ poruszac
zarowno w plaszczyznie btony (dyfuzja lateralna, ktéra zachodzi stosunkowo tatwo), jak i
w poprzek blony (dyfuzja wertykalna, gdzie te mechanizmy sa bardziej skomplikowane 1
jedne sktadniki przemieszczajq si¢ stosunkowo swobodnie, a w przypadku innych nie udato
si¢ eksperymentalnie potwierdzi¢ samorzutnego przemieszczania si¢). Dlatego tez mowi sig,
ze podwojna blona jest potplynnym tworem, a jej pltynnos$¢ zalezy od sktadu i temperatury
otoczenia. Przyktadowo obecnos$¢ czastek cholesterolu zmniejsza ptynnos¢ btony - usztywnia
ja1zmniejsza przepuszczalno$¢ dla matych czasteczek rozpuszczalnych w wodzie.

Podobne struktur do bton tworza liposomy (pgcherzyki fosfolipidowe, pgcherzyki
Banghama, ang. liposomes), bedace zamknigtymi kulistymi strukturami gdzie cze$ci
hydrofilowe skierowane sa na zewnatrz, a hydrofobowe skierowane ku wnetrzu dwuwarstwy
lipidowej (Ryc. 3). Maja one na ogot posta¢ pecherzykow (o wielkosci od kliku nanometréw
do kilku mikrometréw, czgsto literatura podaje zakres 0,01-10 um) wypetnionych woda (lub
roztworem wodnym) i otoczonych dwuwarstwa lipidowa o strukturze analogicznej do tej
wystepujacej w btonach biologicznych.

Podobienstwo witasciwosci liposoméw do wihasciwosci bton biologicznych powoduje,
ze staly si¢ one modelowym obiektem badan wtasciwosci bton biologicznych. Poniewaz sa
zbudowane z tych samych sktadnikow (fosfolipidow) co btony komorkowe 1 swobodnie moga
przez nie przenika¢ (sa niewielkie) to wykorzystywane sa rowniez do przenoszenia
roznorodnych substancji (zaréwno lipofilowych, jak 1 hydrofilowych). To sprawia, ze
strukturami tymi szczegdlnie zainteresowal si¢ przemyst kosmetyczny 1 farmaceutyczny.
Pierwsze praktyczne zastosowanie liposomow miato miejsce w latach 80-tych XX wieku,

a obecnie formute liposomowa mozna spotka¢ w: kremach pielggnacyjnych (na dzien, na noc,
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regeneracyjne, przeciwzmarszczkowe), srodki pielggnacyjne do i po goleniu, preparatach
samoopalajacych, ptynach do kapieli, preparatach do pielegnacji skory, olejkach do
Smarowania rozstgpow, tonikach bezalkoholowych itd.
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Ryc. 3. Budowa liposomow (przekroj z zaznaczonym fragmentem dwuwarstwy lipidowej, struktura

pecherzyka lipidowego, zdjecie z mikroskopu elektronowego).

Liposomy powstaja w wyniku spontanicznej hydratacji (uwodnienia) suchego filmu
fosfolipidowego (faza hydrofobowa). Mozliwo$¢ ich powstawania wynika z wyjatkowo
korzystnych wartosci HLB (Ryc. 4) fosfolipidow jako amfifilow oraz ksztattu ich czasteczek,
dzigki czemu wigkszos¢ fosfolipidow preferuje tworzenie agregatow o strukturze
dwuwarstwowej. Poniewaz ptaska struktura dwuwarstwowa jest energetycznie niekorzystne,
to powstajaca dwuwartwa lipidowa zaczyna tworzy¢ zamknigte struktury (o ksztalcie
kulistym), aby zminimalizowa¢ catkowita energi¢ tworzonej struktury.

Hydrofilowe wlasciwosci fosfolipidu wyrazone w liczbach.
Skala Griffina 1-20

Niski HLB, dominuje czgs¢ Wysoki HLE, dominuje czes¢
lipofilowa (hydrofobowa) hydrofilowa

Ryc. 4. Wspdtczynnik HLB (ang. hydrophilic-lipophilic balance) - réwnowaga hydrofilowo-lipofilowa
fosfolipidu jest parametrem, méwigcym w jakim stopniu jest on hydrofilowy, czy lipofilowy. Wyznacza sie
go obliczajgc wartosci tych cech dla réznych regionéw czasteczki. W skali Griffina wartos¢ HLB réwna 0
odpowiada czgsteczce catkowicie hydrofobowej, a 20 czgsteczce zbudowanej w catosci z czesci

hydrofilowych. 3



Liposomy wystepuja w organizmach zywych (liporoteiny krwi) oraz sa produkowane
na skale laboratoryjna i przemystowa (wykorzystywane do produkcji lekow, kosmetykow).
Wyrézniamy wigc liposomy sztuczne i liposomy naturalne. Liposomy sztuczne mozna
podzieli¢ pod wzgledem rozmiaru, iloSci warstw otoczki i sposobu wykonania (ryc. 5).
Zwzgledu na wiasciwosci otoczki lipidowej dzieli si¢ je tez na obojetne (zbudowane
z fosfatydolocholiny, gdzie ujemny tadunek reszty fosforanowej neutralizowany jest
dodatnim tadunkiem na azocie w cholinie), liposomy kationowe (oprocz fosfolipidow
i cholesterolu zawieraja zwiazki natadowane dodatnio) i liposomy anionowe (zawieraja
zwiazki natadowane ujemnie). Z kolei z wzgledu na ilo$¢ lipidowych budujacych liposomy
oraz wielko$¢ przestrzeni wodnej w ich wngtrzu mozemy je podzieli¢ na:

e Liposomy z wigcej niz jedng warstwg lipidowa

- liposomy wielowarstwowe (ang. multillamellar vesicles, MLV) - rozmiar: 0,4 + 10 um
e Liposomy jednowarstwowe (ang. unilamellar vesicles; UV) - rozmiar: 0,01 + lpum

(wszystkie zakresy wielkosci)

- mate liposomy jednowarstwowe (ang. small (or sonicated) unilameller vesicles; SUV)
rozmiar: 0,02 ~ 0,03um

- duze liposomy jednowarstwowe (ang. large unilameller vesicles) - LUV) — rozmiar:
0,05—-1 pm.

- olbrzymie liposomy jednowarstwowe (ang. giant unilameller vesicles) - GUV) —
powyzej 1 um.
e Wielopecherzykowe liposomy (ang.multivesicular vesicles; MVV) - rozmiar: > 1um.

Ryc. 5. Typy liposoméw (schemat)

W _ warunkach naturalnych czasteczki o charakterze hydrofobowym (lipidy,
cholesterol, triglocerydy) transportowane sa w Srodowisku wodnym organizmu, z krwia
I ptynem tkankowym w postaci czastek - lipoprotein. Maja one posta¢ pecherzykow/dyskow
otoczonych podwojna lub pojedyncza warstwa lipidowa btony, zbudowanej z fosfolipidow,
ktore otaczaja hydrofilowe tancuchy biatek - apolipoproteiny

Liposomy sztuczne poczatkowo wykorzystywano gldownie do modelowania proceséw
zachodzacych w naturalnych btonach biologicznych. Liposomy te sa bardzo stabilne, a poza
tym sklad ich moze by¢ okreslony bardzo precyzyjnie i ciagle kontrolowany w czasie
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przebiegu eksperymentu. Dogodno$¢ ta wraz z duza catkowita powierzchnia liposomow
udostepniona dla eksperymentu decyduja o tym, ze liposomy wykorzystywane sa przede
wszystkim przy badaniu transportu matych i duzych czasteczek nieelektrolitéw przez btony,
badaniu oddziatywan czasteczek typu lipid-biatko.

Badania nad liposomami jako modelowymi btonami biologicznymi przyczynity si¢
rébwniez do rozwoju metod pozwalajacych na otrzymywanie roéznorodnych rodzajow
liposomow. Jedne z tych technik sa proste, lecz umozliwiaja otrzymywanie liposomow
sktadajacych si¢ z wielu koncentrycznie zamknigtych przedzialdéw wodnych, inne natomiast
daja wprawdzie twory otoczone tylko jedna dwuwarstwa, lecz o zbyt matych w pordwnaniu
do komorki rozmiarach. Jeszcze innym powodem kontynuacji prac nad liposomami, ktore
przeksztalcity si¢ w oddzielna galaz badan zwana technologia liposomowa, byla chec
praktycznego wykorzystania zdolno$ci zamykania substancji rozpuszczonej (roztworu)
w strukturach utworzonych z naturalnych sktadnikéw bton biologicznych, a wigc obojetnych
immunologicznie.

Jakie sa zalety poszczegdlnych typow liposomow?
Liposomy wielowarstwowe (MLV) sa szczegdlnie przydatne w przypadkach
zamykania roztwordow lipofilowych lub tez wtedy, gdy efektywnos$¢ zamykania roztworow

wodnych nie jest istotna. Na skalg laboratoryjna odpowiednia technika jest klasyczna metoda
hydratacji cienkiego filmu lipidowego (opisana ponizej), ktora moze by¢é uzupelniona
“wymiarowaniem” (przesiewaniem) uzyskanych liposomow przez przeciskanie ich przez
filtry membranowe o porach okreslonej $rednicy.

Mate jednowarstwowe liposomy (SUV), z uwagi na waski zakres ich rozmiarow
I wysoki stosunek powierzchni do objetosci czyni je bardzo przydatnymi, szczegblnie gdy nie
jest wymagana wysoka wydajnos¢ enkapsulacji wodorozpuszczalnych solutow. Tego typu
liposomy moga by¢ takze tadowane substancjami o charakterze hydrofobowym. W tym
wypadku przenoszona przez nie substancja jest zlokalizowana nie w $rodku liposomy lecz w
jego lipidowej otoczce. Zaleta tych liposoméw jest takze ich zdolno$¢ penetrowania
mniejszych struktur biologicznych. Do ich preparacji na skalg laboratoryjna stosuje sig
dezintegracjg ultradzwigkami.

Duze jednowarstwowe liposomy (LUV) sa szczegélnie przydatne do wydajnego
zamykania rozpuszczalnych w wodzie solutow z powodu preferujacej objgtos¢ przestrzeni
wodnej warto$ci stosunku objetosci do powierzchni. Liposomy tego typu sa roéwniez
pozadane do rekonstrukcji biatek blonowych, a takze badan nad przepuszczalnos$cia i fuzja
bton.

Inny podzial otrzymywanych sztucznie liposomoéw oparty jest na ich budowie
I przeznaczeniu. Poza klasycznymi liposomami (c-liposomes) wyr6zniamy dodatkowo
s-liposomy (sterically stabilized liposomes) o przedtuzonym okresie poéitrwania, w ktorych
lipidowa ostonka pokryta jest glikolem polietylenowym. Tego typu liposom nie jest
rozpoznawany przez komorki ukladu immunologicznego co umozliwia jego diluzsze
przebywanie w chorej tkance. Dobrym przyktadem jest tu doksil - preparat liposomowy
zawierajacy doxorubicyne wykorzystywany do niszczenia komorek nowotworowych (ryc. 6).



Stabilizowane liposomy wykorzystano takze do produkcji immunoliposoméw. W tego
typu liposomach do otoczki lipidowej bezposrednio lub posrednio poprzez PEG lub
biotyng/avidyng przylaczone sa czasteczki odpowiedniego przeciwciata.

Liposomy S (Stealth) lub
Liposomy PEGylowane tadowane doxorubicyng

Otoczka z glikolu
polietylenowego (PEG)

Dwuwarstwa Ipidowa

unr 00T

<

Doxorubicin
Ryc. 6.

Immunoliposomy wykorzystuje si¢ w przypadku terapii celowanej lekiem
przeciwnowotworowym. W tym wypadku lek zawarty w $rodku pecherzyka fosfolipidowego
uwalnia si¢ po dotarciu do chorej tkanki. Mozna réwniez, poprzez zmiang sktadu,
zaprojektowac temperaturg, w jakiej ta lipidowa kapsutka ma uwalnia¢ lek. Chore miejsce ma
WyZsza niz otoczenie temperatur¢, co powoduje zwigkszenie przepuszczalnos$ci $cianki
liposomu i uwolnienie substancji terapeutycznej, kierujac w ten sposob nosnik wraz lekiem
bezposrednio do komorek nowotworu.

Spontaniczne powstawanie pecherzykow liposomalnych opisuja dwa glowne modele:
model ,,paczkowania” oraz model ,,fuzji fragmentow dwuwarstwy fosfolipidowej”. W modelu
»paczkowania” pecherzyki powstaja w czasie stopniowego uwadniania suchych fosfolipidow.
Suche, cienkie warstewki fosfolipidow posiadaja struktur¢ warstwowa identyczna 2z
dwuwarstwa; podczas uwadniania roztwor wodny wnika pomigdzy poszczegdlne
dwuwarstwy powodujac ich rozdzielanie 1 powstawanie paczkujacych zaczatkow
pecherzykow. Pecherzyki podczas mechanicznego wytrzasania hydratowanego fosfolipidu
odrywaja si¢, a jako ze powstaly z wielu warstw suchego fosfolipidu, staja sig
wielowarstwowymi liposomami. Poddanie tych pgcherzykéw dzialaniu ultradZzwigkow
powoduje dalsze odpaczkowywanie matych, jednowarstwowych pecherzykow. Podobnie
»homogenizujaco” i1 reorganizujaco dziata¢ bgdzie przeciskanie duzych pgcherzykéw przez
mate pory filtréow membranowych. W modelu ,fuzji fragmentow dwuwarstwy
fosfolipidowej” intermediatem, niezaleznie od techniki stosowanej do uzyskania finalnych
liposomow sa mniej lub bardziej ptaskie fragmenty dwuwarstwy, z ktorych dopiero na drodze
fuzji powstaja zamknigte pecherzyki, ktorych wielkos$¢ zalezy od wtdrnej ich obrobki.



Ryc. 7. Liposomy modyfikowane: a) liposom c (klasyczny) z przytagczonym przeciwciatem, b) liposom
PEGylowany z przeciwciatem przytgczonym poprzez biotyne/awidyne, c) liposom PEGylowany z
przeciwciatem przytagczonym bezposrednio z otoczkg, d) liposom PEGylowany z przeciwciatem
przytaczonym poprzez czasteczki glikolu polieytlenowego (PEG)

Do charakterystyki uzyskanych preparatow stosuje si¢ m.in. okreslenie wartosci tzw.
objetosci zamknigtej (captured volume) definiowanej jako objgtos¢ roztworu wodnego
zamknigta przez dana ilos¢ lipidu i jest wyrazana w litrach/mol lipidu catkowitego oraz tzw.
wydajnos¢ zamykania (encapsulation efficiency) definiowana jako czg¢$¢ roztworu, ktora jest
zamknigta w liposomach. Ten drugi parametr jest wprost proporcjonalny do stezenia lipidu w
preparacie liposomowym.

Naskorek jako miejsce podawania preparatow liposomowych
Naskorek stanowi naturalng ochrong zarowno przed utrata substancji z jego wngtrza, jak
1 wnikaniem obcych czasteczek ze $rodowiska. Bariera ta utrudnia, a czgsto wrecz
uniemozliwia naskorne podanie leku w postaci wolnej. W kosmetyce natomiast preparaty
odzywcze dzialaja jedynie na warstwe rogowa naskorka i nie maja zdolno$ci do przenikania
w glab. Zastosowanie liposomow pozwala omina¢ ten problem, gdyz moga one przenosi¢
substancje czynne (witaminy, proteiny, sktadniki nawilzajace) do wnetrza naskorka, gdzie
nastgpnie beda uwalniane i wchtaniane. Uwalnianie substancji czynnych dzigki liposomom
moze by¢ w pewien sposob kontrolowane. Jest to szczegdlnie wazne, gdy stosuje sig¢
substancje mogace w duzych stezeniach powodowac podraznienia lub takie, ktore moga
ulega¢ modyfikacjom zanim dotra do miejsca docelowego. Dodatkowo taczac si¢
Z powierzchniowa warstwa naskorka (tzn. z warstwa rogowa) wprowadzaja wodg 1 substancje
thuszczowe, co przyczynia si¢ do wzmocnienia jej i przywracajac jej spoisto$¢. Jesli skora,
oprocz codziennej pielegnacji, potrzebuje bardziej intensywnego zabiegu, to wtasnie produkty
z liposomami wydaja si¢ by¢ idealnym rozwiazaniem. Do najczg$ciej spotykanych substancji
transportowanych przez liposomy, stosowanych w preparatach kosmetycznych naleza:
aktywne formy witamin (A, B, C, E), koenzym Qio, kwas hialuronowy, kolagen, elastyna,
wyciagi z roslin, jak rowniez tlen, ktory poprawia mikrokrazenie i przemiang materii
w skorze. Istnieja jednak watpliwosci, czy krem w takiej postaci wniknie w glab skory i czy
taki zabieg ma sens. Skora bowiem dba o odpowiedni przeplyw krwi, a tym samym
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0 odpowiednie natlenienie tkanek. Niemniej jednak poniewaz udowodniono, ze niedobor
tlenu przyczynia si¢ do zwiotczenia 1 zmeczenia skory to zastosowanie takich preparatow
Z tlenem mogtoby wywiera¢ korzystny efekt. Korzysci z stosowania liposoméw wykazano,
w przypadku witaminy A, ktora jest bardzo nietrwata (*w postaci pochodnych, np.: soli octanu lub
palmitynianu jest bardziej odporna na dziatanie czynnikow zewnetrznych) i aby komorki mogty ja
wykorzysta¢, powinna by¢ ona dostarczona skorze glgboko i w postaci ,,nieprzetworzonej”.
Dzigki liposomom moze by¢ ona podana w najbardziej aktywnej postaci na odpowiednia
glebokosé. W kosmetykach stosowane sa rowniez liposomy z kwasem hialuronowym, ktory
ma wlasciwosci nawilzajace skorg, poprawiajace jej elastyczno$é oraz opdzniajace proces
starzenia. Substancja aktywna zamknigta w nos$niku dziata w glebi skory, dostarczajac jej
doktadnie tyle wilgoci, ile skora potrzebuje. Postep w technologii wytwarzania i modyfikacji
liposomow sprawia, ze mozliwe staje si¢ wprowadzania do ich wngtrza coraz wigkszej liczby
substancji o dziatu kosmetycznym czy terapeutycznym.

Liposomy z zawarto$cia substancji terapetycznych maja coraz wigksze zastosowanie
w medycynie, wykazujac przyktadowo dziatanie antybakteryjne czy przeciwnowotworowe.
Petnia one nie tylko role nosnika leku, ale moga tez by¢ wykorzystywane jako samodzielne
struktury np. do dostarczenia do miejsca podania okreslonego rodzaju substancji
o0 charakterze lipidowym. Dzigki temu powstaja coraz bardziej zaawansowane systemy
dostarczania odpowiednich substancji do komorek, ktore beda dziataty coraz efektywniej na
nasze ciato. Zastosowanie liposomow jako noénikow leku ma wiele zalet. Utatwia to
penetracje leku w najwyzszych warstwach naskorka (czgsto réwniez glebiej) dzigki

naturalnemu powinowactwu do jego sktadnikow. Latwo tez mozemy uzyska¢ zwigkszenie
stezenia leku w skorze po podaniu mniejszych dawek. Dodatkowo minimalizuje si¢ ryzyko
wystapienia reakcji ubocznych, gdyz lek jest izolowany przez btony liposomow, wigc dziata
na komorki docelowe tylko w miejscu uwolnienia. Kolejna zaleta jest fakt, Ze umozliwia
podawanie substancji leczniczej w wigkszych odstepach czasu, gdyz liposomy po wniknigciu
do naskorka stanowia magazyn leku, dzigki czemu substancja uwalniana jest stopniowo
dziatajac przez dluzszy czas. Podsumowujac mozemy stwierdzi¢, ze leki zamknigte w
liposomach i nastgpnie uwalniane dlugotrwale w miejscu docelowym maja za zadanie
zrownowazy¢ uwalnianie substancji czynnej, zmniejszy¢ jej toksyczno$¢, ajednoczesnie
wydtuzy¢ czas dziatania leku.

Preparatyka liposomow

Do preparatyki liposoméw wykorzystujemy chloroformowy roztwor azolektyny.
Azolektyna jest suchym ekstraktem z nasion soi, ktorego gtéwnymi sktadnikami sa lecytyna,
cefalina 1 fosfatydyloinozytol (Ryc. 8). Nastgpnie roztwor taki po przeniesieniu do
odpowiedniej kolby umieszczany jest w liofilizatorze lub wyparce prozniowej, gdzie
z chloroformowego roztworu lipidu usuwamy jest chloroform. Czgsto wykorzystuje sig fakt,
ze juz w do$¢ niskiej temperaturze mozemy go odparowaé pod proznia (przy pomocy wyparki
prozniowej w obracajacej si¢ kolbie okragltodennej uzyskujemy cienki suchy film
fosfolipidowy). Film lipidowy poddajemy hydratacji przez dodanie wody (jesli chcemy
otrzymac liposomy nie tadowane) lub roztworu wodnego zawierajacego tadowana substancj¢



(Ryc. 9). Liposomy otrzymujemy poprzez intensywne wytrzasanie lub przez sonikacje

(ultradzwigki).
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Ryc. 9. Schemat procesu otrzymywania liposomow

Wykonanie ¢wiczenia

1. Odwazy¢ 15 mg asolektyny na wadze analitycznej w probowce typu Eppendorf. Tak
przygotowana nawazke rozpusci¢ w 1 ml
chloroformu i po rozpuszczeniu przela¢
zawarto$§¢ do kolby okragtodennej (0
pojemnosci 50 ml).

chtodnica n
zwrotna

I 2. Za  pomoca  wyparki  prozniowej
ednostka napedows 2 odparowac chloroform.

“39”'*‘_?15' cbrotw olba 2 preparatemn Po podiaczeniu kolbki okragltodennej do
’ pasujacego szlifu zestawu nalezy usunaé
powietrze z wyparki poprzez zastosowanie
pompki wodnej. Dopoki w wyparce nie panuje
podci$nienie nalezy recznie podtrzymywacé kolbe,
ktéra obecnie jest przytrzymywana tylko przez
\ szlif — brak asekuracji moze spowodowac
zsunigcie si¢ kolby i jej rozbicie lub upadek do

kran regulujgcy
utrzymanie
podcisnienia

odbieralnika
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znajdujacej si¢ ponizej tazni wodnej (utrata preparatu)! Pompke wodna uruchamia sig
poprzez odkrecenie wody 1 ustawienie niebieskiego zaworu przy pompce w pozycji gornej
(on). Nalezy tez zwroci¢é uwagg, czy kranik przy kolbie odbieralnika jest w pozycji
zamknigtej. Okreci¢ przeptyw wody w drugim kranie, aby zimna woda przeptywata przez
chlodnice zwrotna.

Wzrost warto$ci na manometrze przy pompce §wiadczy o wzrastajacym podci$nieniu
(prozni) w wyparce. Od tego momentu kolba bedzie przytrzymywana do wyparki poprzez
podci$nienie panujace w urzadzeniu. Zanurzy¢ delikatnie kolbe w termostatowanej tazni
wodnej (45°C - 50 °C), tak aby zawarto$¢ kolby znajdowata si¢ w wodzie. Przez caty czas
odparowywania kolba powinna by¢ obracana (koliste ruchy — obroty ustawiamy
pokrettem na wyparce), aby substancja rozpuszczona w chloroformie, po odparowaniu
rozpuszczalnika rownomiernie rozlozyla si¢ na S$ciankach kolby tworzac cienka
warstewke (film).

3. Przygotowujemy 5 ml buforu Tris-HCI (pH 7,4), do ktérego dodajemy kilka (6-8)
kropli soku z aronii, tak aby uzyska¢ wyrazne zabarwienie roztworu.

4. Po odparowaniu chloroformu (co zajmuje zazwyczaj kilka minut — okresli¢ poprzez
obserwacje czy w kolbie znajduje si¢ jeszcze plynna zawarto$¢ czy juz calo$¢
chloroformu zostata odparowana) nalezy zapowietrzy¢ wyparke (zlikwidowaé proznig
poprzez przekrecenie szklanego kranu obok biatego, plastikowego weza - w gornej
czgsci wyparki za odbieralnikiem. Delikatny syk powietrza i spadek warto$ci
podcisnienia na manometrze $wiadczy o wyréwnywaniu ci$nien wewnatrz i na
zewnatrz wyparki. Od tego momentu znéw konieczna jest r¢czna asekuracja kolby. Po
zlikwidowaniu prézni (warto$¢ 0 na manometrze), wytaczy¢ ruch obrotowy kolby po
czym delikatnie zdja¢ kolbe okraglodenna. Zamknaé¢ kran od pompki wodne;,
wylaczy¢ wyparke/taznig 1 obieg wody w chtodnicy wyparki.

5. Uzyskany w pkt. 3 bufor przenosimy do kolby okragtodennej i doktadnie mieszamy,
aby cata warstwa lipidowa rozpuscita si¢. W razie potrzeby mozemy uzy¢ szklanej
bagietki. Dobre rezultaty otrzymuje si¢ poprzez wytrzasanie lub worteksowanie (jezeli
dostepna jest mikrowytrzasarka). Wytrzasanie kontynuowac przez kilka minut. Nalezy
szczegbdlnie uwazal, aby kolba nie wypadta z reki! Wyrazne zmgtnienie buforu

$wiadczy o powstaniu liposomow.

6. Uzyskana zawiesing liposomo6w rozdzielamy na dwie czg$ci. Jedna z nich przenosimy
do probéwki 1 poddajemy sonifikacji. Probowke wstawiamy do lodu i wprowadzamy
do niej koncowke dezintegratora ultradzwigkowego, wczesniej doktadnie przemyta
woda z ptynem, a nastgpnie woda destylowana (obficie) i wytarta ligning. Probke
poddajemy dziataniu ultradzwigkéw (40-60 kHz), az do uzyskania zmniejszonego
zmgtnienia. Zwykle stosujemy 2-3 cykle dezintegracji po ok. 15-20 s (pomigdzy
poszczegolnymi cyklami wymagane sa 1-2 minutowe przerwy).

7. Uzyskane liposomy oraz po ogladamy pod mikroskopem. Zalecane jest sprawdzenie
roznych ustawien przestony zrodla $wiatta (zbyt mocne $wiatlo uniemozliwi
zaobserwowanie liposoméw). Porownaé¢ uzyskane liposomy bezposrednio po
uwodnieniu filmu lipidowego i po zastosowaniu ultradzwickow. Opisa¢ obserwacje.
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B. Wyznaczanie przyblizonych rozmiarow czasteczek kwasu tluszczowego poprzez
pomiar powierzchni warstwy monomolekularnej.

Napigcie powierzchniowe jest wilasciwoscia cieczy wynikajaca z asymetrii sit
dziatajacych na czasteczki warstwy powierzchniowej. Istnieje pewna klasa substancji, ktore
moga znaczaco zmniejsza¢ napigcie powierzchniowe nawet wtedy, gdy ich stgzenie jest
bardzo mate. Nazywamy je substancjami powierzchniowo czynnymi, surfaktantami. Warto$ci
HLB dla surfaktantoéw sa stosunkowo wysokie i wynosza: dla detergentow 13-18, a dla
solubilizatorow 16-18.

W czasteczce surfaktantu mozna wyrozni¢ fragment hydrofobowy oraz polarna grupg
funkcyjna o charakterze hydrofilowym (Rys. 10). Cze$¢ hydrofilowa (,,rozpuszczalna” w
wodzie), posiada elektryczny moment dipolowy (tak jak czasteczka wody) np. OH, COOH,
NH3). Czg$¢ hydrofobowa (albo liofilowa) nie posiadajaca elektrycznego momentu
dipolowego jest ,nierozpuszczalna” w wodzie. Grupg t¢ zwykle stanowi lancuch
weglowodorowy lub fluorowodorowy. Czasteczki o takiej budowie nazywa si¢ czasteczkami

amfifilowymi.
czes¢ hydrofobowa

czesc hydrofilowa

Ryc. 10. Ogdina budowa czgsteczki surfaktantu

Zjawisko amfifilowosci jest bardzo wazne biologicznie i technologicznie. W biologii, dzigki
temu zjawisku lipidy tworza btony komoérkowe, a takze mozliwa jest emulgacja ttuszczu w
jelicie przy pomocy naturalnych surfaktantow jakimi sa kwasy zoétciowe. W technologii —
amfifile wykorzystuje si¢ do wytwarzania emulsji. Wtasciwosci amfifilowe wykazuja takze
mydta.

Ze wzgledu na rodzaj fragmentu hydrofilowego surfaktanty podzielono na :
1) kationowe, np. czwartorzedowe sole amoniowe
2) anionowe, np. siarczan dodecylosodowy C1,H,50SO3Na (SDS)
3) o charakterze jondw obojnaczych (ang. zwitterionic surfactants)
4) niejonowe, np. alkohole posiadajace tancuch polioksoetylenowy,
RO(CH,CH;0),CH,CH,OH

Surfaktanty zachowuja si¢ w specyficzny sposob w roztworze wodnym. Ugrupowanie
o charakterze polarnym jest silnie solwatowane przez czasteczki wody, natomiast reszta
hydrofobowa nie wykazuje takiego powinowactwa. Odmienny charakter oddziatywan dwoch
fragmentéw czasteczki z woda prowadzi do tworzenia réznego typu uporzadkowanych
struktur. Jedna z nich jest monomolekularna warstwa na swobodnej powierzchni wody —
czg$¢ hydrofilowa skierowana jest do wngtrza fazy wodnej, natomiast hydrofobowa —
w kierunku fazy gazowej (Rys. 11).
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Ryc. 11. Schemat monomolekularnej warstwy czasteczek surfaktantu na granicy faz woda powietrze.

W rozcienczonych roztworach, ponizej wartosci tzw. krytycznego st¢zenia micelizacji, (ang.
critical micelle concentration — CMC) surfaktanty gromadza si¢ na powierzchni, a w fazie
wodnej moga wystgpowaé wylacznie jako czasteczki monomeryczne. Po wysyceniu calej
powierzchni i osiagnigciu wartosci CMC, w glebi roztworu zaczynaja tworzy¢ si¢ micelle -

micela
sferyczna

lamella (dwuwarstwa)

wieloczasteczkowe agregaty (ryc. 12).
Czgsci hydrofobowe grupuja si¢ tworzac
wewnetrzny rdzen agregatu, natomiast
czgéci  hydrofilowe zwrdcone sa w
kierunku fazy wodnej. Micele moga miec
rozne ksztalty — najczesciej spotykane sa
micele  sferyczne, elipsoidalne i
cylindryczne, liposomy oraz twory
dwuwymiarowe, tzw. lamelle (Rys. 11).
Micele sferyczne sktadaja si¢ przecigtnie
z 30—100 molekut i maja $rednice kilku
nanometréw. Srednia liczba czasteczek
tworzacych micel¢ nazywana jest liczba

agregacji miceli.

Ryc. 11. Typowe micele tworzone przez surfaktanty (Physics and Chemistry of Interfaces, H.-J. Bultt,

M. Kappl, 2003 Wiley-VCH Verlag & Co. KGaA)

Ryc. 12. Powstawanie warstwy monomolekularnej i miceli (ponizej)

Fowiefrze monomaolekularng na granicy faz. Powietrze
-faza hydrofobowa. Proces zachodzi
spontanicznie

YWWoda

akreslane jest mianem ChC

Roztwaor mocno
rOZCIENCZony

Czasteczki surfakianta tworzg warsbwe

Po zajeciu cate] powierzehni (wysycenie)
crasteczki sufaktanta zaczynaja tworzyt micelle
Stezenie przy kidngm rozpoczyna sie ten proces

Rozhwicr
rozcienczony

Sterenie = CWIC

Stezenie
powyze] CMC



Czes¢ éwiczeniowa

Przyktadem substancji o charakterze amfifilowym wykorzystywanej na ¢wiczeniach
jest kwas palmitynowy H(CH)1sCOOH (ryc. 13), ktérego czasteczka zbudowana jest
z dlugiego tancucha weglowodorowego H(CH2)15 0 charakterze hydrofobowym oraz
z hydrofilowej grupy karboksylowej.

O

/\/\/\/\/\/\/\)kOH

Ryc. 13. Wzér kwasu palmitynowego

Aby otrzyma¢ monomolekularng warstwg kwasu palmitynowego H(CH,);sCOOH
rozpuszczamy go w lotnym rozpuszczalniku (np. benzen, chloroform), a nastgpnie krople
roztworu nanosimy na wodg. Roztwér rozptywa si¢ rdwnomiernie po powierzchni, a po
wyparowaniu lub rozpuszczeniu si¢ rozpuszczalnika pozostaje monomolekularna btonka
powierzchniowa. Czasteczki kwasu stearynowego, znajdujace si¢ na granicy faz woda -
powietrze ustawiaja si¢ grupami polarnymi (COOH) w wodzie, a tancuch weglowodorowy
»sterczy” w powietrzu.

Zjawisko tworzenia si¢ warstwy monomolekularnej moze by¢ wykorzystane do
wyznaczania rozmiaréw czasteczek. W ¢wiczeniu wyznacza¢ bedziemy rozmiary czasteczki
kwasu palmitynowego: dtugos¢ tancucha, pole przekroju poprzecznego i srednicg przekroju.

W tym celu sporzadzamy roztwor kwasu palmitynowego w chloroformie. Aby
obserwacja warstwy monomolekularnej byla tatwiejsza powierzchni¢ wody posypujemy
talkiem. Czasteczki talku nie sa zwilzane przez wodg 1 ptywaja po jej powierzchni. Jezeli
krople roztworu kwasu palmitynowego upuscimy na powierzchni¢ wody posypanej talkiem,
to chloroform odparowuje, za§ czasteczki kwasu palmitynowego rozprzestrzeniaja si¢ po
powierzchni wody, odsuwajac przed soba talk. Po pewnym czasie utworzy si¢ kolista,
monomolekularna warstwa kwasu palmitynowego. Mierzymy $rednicg takiej warstwy (D)
| wyliczamy pole powierzchni (S) zajmowanej przez warstwg. Znajac st¢zenie roztworu (c)
oraz objetos¢ kropli (V) roztworu naniesionej na powierzchni¢ wody, mozemy obliczy¢ liczbe

n czasteczek tworzacych warstwe monomolekularna wg wzoru:
cN A v

n= [1]
M
gdzie: Na - liczba Avogadra (= 6,02x10* mol™); M = 254 g - masa molowa kwasu
palmitynowego.

2

5T

. . T .
Powierzchnia S = zajmowana przez warstwg monomolekularna,

S=n-s [2]

gdzie: g - $rednie pole przekroju poprzecznego czasteczki. Z [1] i [2] wynika, ze
- m-DZ,-M 3
0 4cN,v 3]

Przyjmujac, ze czasteczka w przekroju ma ksztatt kola, mozemy obliczy¢ S$rednicg (d)
czasteczki:
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d= [2 [4]

Dhugo$¢ (L) czasteczki kwasu stearynowego w jej pionowym ustawieniu jest rowna grubosci
warstwy monomolekularnej. Grubo$¢ warstwy otrzymujemy dzielac objetos¢ (Vi) warstwy
przez powierzchnig (S) warstwy.

v
L=+ [5]

Objetos¢ warstwy rowna si¢ objetosci kwasu stearynowego zawartego w kropli roztworu
puszczonej na wode i wynosi:

c-V
V., =— 6
k=, [6]

gdzie: p = 0,84 g/cm3 - gestos¢ kwasu palmitynowego. Po podstawieniu [6] do [5]

otrzymujemy wzor, z ktorego wyliczamy dtugosé (L) czasteczki:
c-V

L=_— [7]

5-p

Wrykonanie éwiczenia:

1) Przygotowac zestaw pomiarowy jak na rycinie 14 (ponizej):

podkiadka z podziatka e
milimetrowag b— __ pipeta

szalka Petriego

: ROZTWOR KWASU
'\\If’fI:MITYNOW?EC’)/

Ryc. 14. Zestaw do pomiaru wielkosci czasteczek tworzgcych warstwe monomolekularng

2) Napehi¢ ptytke Petriego woda destylowana. Przesuwajac bibula po powierzchni wody
zdjac¢ wszelkie ewentualne zanieczyszczenia.

3) Posypac¢ powierzchni¢ wody rowna, cienka warstwa talku, tak aby rownomiernie pokryt
on cala powierzchni¢. Mozna zamiesza¢ bagietka lub wykonujac delikatne koliste ruchy
rozprowadzi¢ go rOwnomiernie po catej powierzchni .

4) Przygotowaé roztwér kwasu palmitynowego o stezeniu 1,5x10° g/cm®. W tym celu
rozpusci¢ 1,5 mg kwasu palmitynowego (przygotowana nawazka) w 1 ml chloroformu.

5) Na powierzchni¢ wody z talkiem nanies¢ (w réznych miejscach) pipeta automatyczna
(ustawiona na pojemnos¢ 100-200 ul) co najmniej 7 kropli roztworu kwasu
palmitynowego w chloroformie (C=1,5x102 g/cm®). Mozemy zalozy¢, ze objetos¢ 1
kropli wynosi ok. 20 ul. Chloroform powoduje odsuwanie czasteczek talku od siebie,
dlatego tez po dodaniu kropli na powierzchni wody powinny by¢ wyraznie widoczne
krople dodanego rozpuszczalnika.
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6) Odczekac¢ kilka minut, aby rozpuszczalnik odparowatl. Nastgpnie sfotografowac ptytke
trzymajac aparat bezposrednio nad nia. Obok fotografowanego obszaru powinien
znajdowac¢ si¢ papier milimetrowy, aby na uzyskanym zdjeciu moc zaznaczy¢ okrag, o
srednicy 1 cm (w zaleznosci od odleglosci od fotografowanego obiektu mozemy uzyskac
obiekty o roznej wielkosci — okrag o $rednicy 1 cm bgdzie naszym punktem odniesienia).

7) Wybra¢ 3-4 rézne powierzchnie, ktore sa zblizone ksztaltem do powierzchni kolistej
I zmierzy¢ $rednicg powstatych warstw monomolekularnych.

Srednice powstatych monowarstw mierzymy stawiajac szalke Petriego na podktadke

Z podziatka milimetrowa (Ryc. 14). Zapisa¢ wyniki poszczegdlnych pomiardéw, a nastgpnie

obliczy¢ $rednia warto$¢ $rednicy (Dg,).

8) Uzyskane zdjecia przenie$¢ do komputera i przy uzyciu programu Motic Images Plus 2.0
obrysowa¢ warstwy monomolekularne i wyznaczy¢ ich powierzchnie* (-> patrz obstuga
programu Motic Images Plus 2.0). Porownaé to z wynikiem uzyskanym dla powierzchni okrggu o
srednicy 1 cm (~0,785 cm?). W przypadku uzyskania bardzo rozniacych sie wartosci wyliczy¢ wspotezynnik

korekceji i wykorzysta¢ go przy wyliczaniu powierzchni warstwy zajmowanej przez kwas palmitynowy.
* . . . . . . . L m-DZ,
) Powierzchnie (S) zajmowang przez monowartwe mozna tez wyznaczy¢ korzystajac z zaleznosci: § = %
jezeli zostata okre$lona $rednica okrggu utworzonego przez badang substancjg.
9) Wyliczy¢ liczbe czasteczek (n), ktore tworza monowartwe i na tej podstawie okresli¢

$rednie pole przekroju poprzecznego (So):

n= Cﬁjv gdzie: Na = 6,02x10% mol™;
M = 254 g/mol
C =1,5x10" g/cm®
V =0,02 cm®

S =M-Sy gdzie powierzchnia S to warto§é¢ wyznaczona w p. pkt. 8
10) Wyliczy¢ $rednia dtugo$¢ (L) czasteczki oraz $rednig $rednicg (d) czasteczki kwasu
palmitynowego:
c-V

L= a-[2
S-p T

gdzie: p = 0,84 glcm®

11) Cala procedur¢ powtarzamy dla oleju rzepakowego. Nie rozpuszczamy go jednak w
benzenie, lecz wkraplamy bezposrednio na warstwg wody. Wykona¢ analogiczne
obliczenia aby wyznaczy¢ dtugos¢ czasteczki oleju rzepakowego (L).

Gesto$é oleju rzepakowego: p = 0,90 g/cm®. Poniewaz olej rzepakowy nie jest roztworem rozcienczanym (nie
rozcienczamy go w Zaden sposob), jego stezenie wyrazone w g/cm®, bedzie rowne gestosci (Kwas palmitynowy
byt rozcienczany dlatego tam podane jest zardwno jego stgzenie, jak i ggstosc).

Wséroéd kwasoéw  thuszczowych obecnych w oleju rzepakowym najwigecej jest kwasu oleinowego
(M=282,46 g/mol) i linolinowego (M=280,45 g/mol). Dlatego w obliczeniach gdzie konieczne jest uzycie masy
molowej dla oleju mozemy przyjac przyblizong wartos¢: 281 g/mol
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Obstuga programu Motic Images Plus 2.0

1. Zdjgcia z aparatu przenosimy na komputer, do wskazanego przez prowadzacego
zajecia folderu.

2. Uruchomi¢ program Motic Images Plus 2.0
3. Z zaktadki File wybieramy opcj¢ ,,Open” (Ctrl+O) i otwieramy wybrane przez nas

zdjecie (proszg wskazaé folder w ktérym sa zgrane zdjecia)

4. Klikajac na polecenie ,,Image”, a nast¢pnie ,,Jmage Size” mozemy ustawié¢ wielko$é
obrabianego zdj¢cia. Zalecana wielkosc¢ to: 1600 (width)/ 1200 (hight) pikseli.

5. W pasku narzgdziowym programu znajduje si ikona o nazwie ,,Circle”, ktora

E]Motic Images Plus 2.0 ML | A

File Edit Image Measure Option Help ._,;l,'
D dRBRmA& (lo ®&-BEC %) -8
Jnnaéaulc_ﬂ)wa@rlmmﬂ?m&mﬁ#m BRI -7R

umozliwia zmierzenie powierzchni zaznaczonego obszaru (w tym przypadku okregu).
Obrysowujemy interesujacy nas obszar na zdjgciu (w miarg doktadnie)

Jednoczesne uzycie klawiszy ,,Ctrl Z” pozwala odznaczyé zaznaczony obszar i ponowne
obrysowanie interesujqcego nas obiektu)

6. Program automatycznie wyliczy nam powierzchnie zaznaczonego obszaru (um?).
Przelaczamy na kolejne zdjgcie 1 czynno$¢ powtarzamy.
Nie otwieramy jednorazowo duzej ilosci zdjeé (2-3 max.).

~

8.

Przyktad wykonanego zdjecia w programie
Motic Images Plus 2.0 z zanaczonymi
powierzchniami (obliczenia):

- koto o srednicy 1 cm (CI) wyliczone wartosci
W programie: D= 98 xm (r=49 um);  S= 7543um?

- kropla badanej substancji (C2); wyliczone wartosci
w programie: D= 62 zm (r=31 gm);  S= 3019 zm?

Zatem:
7543 “mz ------ (odpowiada dla) 0,785 sz
3019 um? T X (wartosé szukana)

3019 . 0,785

—0,314 cnm?
7543

n2
m-DE,

Podobna wartosc uzyskamy, z wzoru: S = :

Jezeli zmierzona srednica wynosita D=0,63 cm, to po podstawieniu (IT = 3,14) do wzoru: S=0,312 cm’ 16



