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Woprowadzenie i cel pracy

Saponiny sa wtérnymi metabolitami roslinnymi, posiadajacymi ogromne znaczenie biolo-
giczne [1]. Charakteryzuja sie dzialaniem antyzapalnym, antywirusowym, a takze antybak-
teryjnym [1, 2, 3]. Ponadto sa uzywane w terapii nowotwéréw gdyz wykazuja aktywnosé
cytotoksyczng i cytostatyczna w kierunku komérek nowotworowych [4]. Wiadomym jest, ze
saponiny oddziatuja z btonami komérkowymi bogatymi w czasteczki cholesterolu, podczas
gdy ich efekt jest znacznie mniejszy gdy blona pozbawiona jest sterolu. Digitonina, steroidowa
saponina, jest czesto kojarzona z jej wltasciwosciami litycznymi w stosunku do erytrocytow
[5, 6]. Wiadomo, ze digitonina ma znacznie wieksze powinowactwo do steroli niz do pozosta-
tych lipidow wystepujacych w natywnej btonie komoérkowej, jednakze szczegdétowy mechanizm
molekularny oddziatywania miedzy czasteczkami sterolu, a digitoniny nie zostat jak dotad
szczegdtowo opisany. Interesujace jest czy czasteczki oddziatuja tylko na zasadzie oddzia-
tywan fizycznych: oddziatywan van der Waalsa, oddziatywan krotkiego i dalekiego zasiegu;
czy jest to oddziatywanie typu chemicznego, jak na przyktad wytwarzanie kompleksu czy
wiazan chemicznych miedzy czasteczkami cholesterolu i digitoniny. Ponadto w literaturze
mozna znalez¢ dwa podejscia do sposobu dziatania digitoniny na bton¢ komérkowa. Pierwsze
znacznie bardziej rozpowszechnione glosi, iz digitonina wigzac si¢ z cholesterolem blonowym
tworzy addukt, badz kompleks, ktory jest usuwany z btony, tym samym zwiekszajac ptyn-
no$¢ membrany co czyni ja bardziej podatna na uszkodzenia [7, 8]. Drugie podejscie gtosi
iz digitonina penetrujac blone wiaze si¢ takze z cholesterolem, ale nie wyciaga go z btony
[9, 10]. Natomiast w membranie tworzone sa sferyczne micele lub sztywne tubularne struk-
tury skladajace sie gtéwnie z cholesterolu i digitoniny [9].

Wybrano dwa rodzaje badan do charakterystyki oddzialtywan migdzyczasteczkowych, me-
tody eksperymentalne i teoretyczne. Eksperymenty zostana wykonane przy uzyciu techniki
monowarstw Langmuira, ktora jest doskonata metoda stuzacg do badania oddzialywan mie-
dzyczasteczkowych, oraz badania liposomoéw, ktore sa dwuwarstwowymi modelami btony
biologicznej o Scisle okreslonym sktadzie. Ponadto eksperymenty zostang uzupetlione mo-
delowaniem in silico metodami klasycznej dynamiki molekularnej (MD), a takze metodami
chemii kwantowej pozwalajacej na doktadne zbadanie oddziatywania miedzy czasteczkami
zaréwno w modelowej monowarstwie, jak i miedzy dimerami cholesterol - digitonina.

Celem pracy jest zbadanie oddzialywan fizykochemicznych miedzy cholesterolem, a digito-
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nina, a nastepnie poréwnanie tych interakcji z oddziatywaniem digitoniny z innymi sktad-
nikami btony, fosfatydylocholing oraz sfingomieling. Na poczatku zostanie podjeta proba
okreslenia roli tancucha alifatycznego cholesterolu w interakcji z digitoning. W tym celu zo-
stang przeprowadzone badania eksperymentalne i teoretyczne monowarstwy cholesterolu i
diosgeniny, czasteczki rézniacej si¢ od cholesterolu tym, ze w miejsce tancucha alifatycznego
cholesterolu, diosgenina posiada dwie reszty cukrowe: furanoze i piranoze. Nastepnie zosta-
nie przeprowadzona analiza oddzialywan fizycznych i chemicznych wystepujacych miedzy
oddziatujacymi czasteczkami dimeru cholesterol - digitonina i uktadu poréwnawczego dios-
genina - digitonina. W tym celu z koncowej klatki symulacji MD monowarstwy cholesterolu
badz diosgeniny zostang ,,wyciete” oddzialujace czasteczki cholesterolu i digitoniny lub od-
powiednio diosgeniny i digitoniny, a nastepnie zostana one poddane badaniom przy uzyciu
metod chemii kwantowe;j.

Nastepnie zostang przeprowadzone badania eksperymentalne nad wptywem dwdéch réznych
saponin: digitoniny i ginsenozydu Rh2 na modelowe btony biologiczne. W niniejszych bada-
niach zostang wykorzystane duze i olbrzymie jednowarstwowe liposomy, utworzone z rowno-
molowych mieszanin fosfatydylocholiny (ePC) i sfingomieliny (SM) lub ePC, SM i choleste-
rolu (CHOL). Lipidy zostaty tak wybrane gdyz ePC naturalnie tworzy faze¢ nieuporzadkowana
btony (L4) natomiast SM jest sktadnikiem bardzo uporzadkowanych rejonéw membran bio-
logicznych. Ginsenozyd Rh2 zostat wybrany jako saponina poréwnawcza gdyz wykazywal on
odmienne zachowanie wzgledem komoérek nowotworowych niz wigkszos¢ znanych saponin, a
konkretnie w badaniach nad komdérkami nowotworu piersi jego oddzialywanie z komorkami
byto stabsze, gdy btony komérkowe byty bogate w cholesterol, niz gdy byty go pozbawione
[11].

Ostatnim elementem badan bedzie przeprowadzenie eksperymentéw i modelowania in silico
monowarstw wielosktadnikowych bardziej przypominajacych sktadem natywng btone komor-
kowg niz monowarstwy zbudowane z samego cholesterolu. Monowarstwy beda sktadaé sie z
réwnomolowych mieszanin POPC/SM, jak réwniez POPC/SM/CHOL. Celem pracy bedzie
zbadanie oddziatywan digitoniny z btona przypominajaca sktadem btone komoérkows. Po-
nadto dzigki obliczeniom metodami klasycznej dynamiki molekularnej bedzie mozliwe zba-
danie oddziatywania saponiny z innymi sktadnikami btony niz cholesterol. Interesujace jest
czy digitonina bedzie oddziatywata identycznie z cholesterolem wchodzacym w sktad mode-

lowej rafty lipidowej, czy to oddzialywanie bedzie inne niz dla czystego cholesterolu.



Czesc literaturowa

2.1 Blona komoérkowa

Komorka jest to najmniejsza jednostka strukturalna i funkcjonalna posiadajgca zdolnosé do
przeprowadzania wszystkich proceséw zyciowych. Od $rodowiska zewnetrznego oddziela ja
polprzepuszezalna btona komoérkowa zbudowana gtéwnie z lipidéw i biatek, zachodzg w niej
roznorodne procesy, z ktorych najwazniejsze to transport materii, wymiana informacji oraz
przemiana energii. Biologiczna membrana zostata opisana w 1972 roku przez amerykanskich
cytologéw S.J. Singera i G. Nicolsona jako ptynna mozaika. Wedlug wspomnianych bada-
czy najwazniejszymi cechami btony sg ptynnosé, asymetria, dynamicznosé i zdolnosé do fuzji
[12].

Lipidy majg budowe amfifilowa, oznacza to, ze posiadajg czes¢ hydrofobowa - tak zwany
ogon, oraz czes¢ hydrofilows - gtowe. Taka budowa sprawia, ze w $rodowisku wodnym spon-
tanicznie tworzy sie dwuwarstwa lipidowa, gdzie hydrofilowe gltowy lipidéw zwrdcone sg na
zewnatrz dwuwarstwy, do srodowiska wodnego, natomiast hydrofobowe ogony stykaja sie ze
soba we wnetrzu blony. Wazng cechg btony jest jej potprzepuszezalnosé dla réznych zwigz-
kéw chemicznych. Dwuwarstwa jest przepuszczalna dla tlenu, dwutlenku wegla, azotu, wody,
etanolu, glicerolu, mocznika a takze amoniaku. Natomiast jony oraz czasteczki o wiekszej
masie czasteczkowej jak na przyktad glukoza, aminokwasy i nukleotydy nie sa w stanie spon-
tanicznie dyfundowaé przez btone.

Dwuwarstwa lipidowa tworzaca si¢ spontanicznie w srodowisku wodnym tworzy szkielet ko-
morki, do ktérego przytwierdzone sa biatka powierzchniowe, natomiast biatka integralne
penetrujg przez btone i majg kontakt zaréwno z cytoplazma jak i z zewnetrznym otoczeniem
komérki, rysunek 2.1. Od wnetrza komoérki btona jest podpierana przez cytoszkielet komor-
kowy, natomiast od zewnatrz jest ostaniana przez tak zwany glikokaliks. Grubos¢ dwuwar-
stwy lipidowej wynosi okoto 5nm. W stanie fizjologicznym membrana znajduje sie w stanie
ciektokrystalicznym. Ptynnos¢ btony jest definiowana jako odwrotnosé¢ lepkosci, im wieksza
plynnoéé¢ btony tym szybciej lipidy btonowe mogg sie przemieszczaé. Lepko$é btony zalezy
od jej sktadu. Za zwickszanie ptynnosci odpowiadajag lipidy nienasycone, natomiast za jej
usztywnianie odpowiadaja lipidy nasycone, a takze cholesterol wypelniajacy przestrzen mie-

dzy dhugimi tancuchami lipidowymi. Komérka moze kontrolowaé¢ ptynnos$é blony zwiekszajac
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lub zmniejszajac udziat lipidéw nasyconych i nienasyconych oraz cholesterolu [13].

Btona komoérkowa jest asymetryczna, znaczy to ze wewnetrzna warstwa jest zbudowana z
innych lipidéw niz warstwa zewnetrzna. Za zréznicowanie lipidow w blonie plazmatycznej
odpowiedzialne sg biatka zwane flipazami fosfolipidowymi i translokazy aminofosfolipidowe.
Pierwsze z nich charakteryzuja si¢ niska specyficznoscia, odpowiadaja one za transport cza-
steczek fosfatydylocholiny, fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy. Natomiast translo-
kazy sa jednoczesnie hydrolazami adenozynotréjfosforanu(ATP). W warunkach fizjologicz-
nych btona plazmatyczna jest asymetryczna, natomiast gdy komoérka jest uszkodzona albo
znajduje sie na szlaku programowanej $mierci komokowej (apoptozy) staje si¢ struktura o sy-
metrycznym rozmieszczeniu lipidow. W warunkach natywnych glikolipidy, sfingolipidy oraz
lipidy, ktérych hydrofilowa gtowe stanowi fosfatydylocholina znajduja sie w wiekszosci w
zewnetrznej warstwie, natomiast z cytoplazma kontaktuja sie lipidy, ktorych gtowami hydro-
filowymi sg fosfatydyloetanoloamina, a takze fosfatydyloinozytol. Cholesterol wystepuje w
obu warstwach membrany:.

Sktadniki btony moga sie porusza¢ w obszarze membrany. Najczestszymi ruchami sg ruchy
w plaszczyznie btony, tak zwana dyfuzja lateralna. W btonach biologicznych taka dyfuzja
lipidéw zachodzi z predkoscia 10714 m/s. Dodatkowo lipidy moga rotowaé¢ wokol whasnej osi
z predkoécig 10° obrotéw na minute. Najrzadziej zdarzaja sie spontaniczne ruchy ,,flip-flop”
czyli przeskakiwanie lipidéw miedzy warstwami, takie przemieszczenia lipidow sg mozliwe

dzieki odpowiednim biatkom, o ktérych byta mowa wezesniej [12].

biatko
glikolipid transbtonowe glikoproteina

matrix
.zewnatrzkomorkowa
dwuwarstwa
lipidowa
“els” cytosol

glikokaliks @ -v\
%% lipid _
cholesterol blafk_o _
powierzchniowe

é

Rysunek 2.1: Schemat btony komdrkowej.

Model ptynnej mozaiki zaproponowany przez S.J. Singera i G. Nicolsona zaktada przypad-
kowe rozmieszczenie lipidow w membranie. Tylko cze$ciowo jest to prawda gdyz btona ko-
morkowa posiada takze domeny lipidowe, ktére sg skupiskiem charakterystycznych lipidéw i
biatek. Jedna z najwazniejszych funkcji takich domen jest stworzenie optymalnych warunkéw

dla biatek petnigcych réznorodne funkcje w komorce. Domeny mozemy podzieli¢ ze wzgledu
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na rozmiar. Najmniejsze domeny sg tworzone przez oddziatywanie cholesterolu z czgsteczkami
lipidéw: jak na przyktad z czterema czasteczkami sfingomieliny, dwoma czasteczkami fosfa-
tydylocholiny lub jedng czasteczka fosfatydyloetanoloaminy. Sa to domeny najmniej trwale.
Mikrodomeny o wielkosci okoto 100 nm sa wzbogacone w czasteczki cholesterolu. Do tych
domen $ciggane sa biatka z kotwicg zbudowana z glikofosfatydyloinozytolu (GPI), glikosfingo-
lipidy oraz biatka biorace udzial w przekazywaniu informacji [13]. Mikrodomeny moga sie ze
soba taczy¢ w wieksze skupiska lipidowe. Gléwnymi sktadnikami takich domen sa: choleste-
rol, sfingomielina, glikosfingolipidy oraz fosfatydyloinozytolobisfosforan. Domeny o wielkosci
co najmniej 500 nm sa stabilizowane przez cytoszkielet wewnatrzkomoérkowy [12, 14].
Niektore lipidy w dwuwarstwie oprocz klasycznej dwuwarstwy moga tworzy¢ takze odwrocone
micele i odwrdcong faze heksagonalng. Wymienione struktury sa tworzone przez komoérke w
celu utatwienia fuzji pecherzykéw pochodzgcych z innych organelli komoérkowych do btony
plazmatycznej. Pecherzyki moga pochodzié¢ z aparatu Golgiego gdzie sa wytwarzane i funk-
cjonalizowane czasteczki lipidéw [12, 13].

W nastepnym rozdziale zostang omoéwione gtéwne klasy lipidow wystepujacych w komérkach

zwierzecych.

2.2 Lipidy

Lipidy tworza ,,plastyczny stelaz” komoérki. Tworza one odpowiednie warunki dla biatek pel-
nigcych rozmaite funkcje w blonie, a takze stanowia bariere oddzielajaca $rodowisko ze-
wnetrzne od wewnetrznego (komérkowego). Jednym z wielu stosowanych podziatéw lipidéw

jest podzial ze wzgledu na budowe gltowy hydrofilowej [13].

2.2.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy stanowig najliczniejsza grupe lipidow wystepujaca w btonie komérkowej. Powstaja
na skutek estryfikacji glicerolu pochodnymi kwasu fosforowego przy atomie wegla C3. Na-
tomiast atomy wegla C1 i C2 potaczone sa wiazaniami estrowymi z tancuchem acylowym
kwasow ttuszczowych. Hydrofilowa gtowa potaczona jest wigzaniem estrowym z reszta fosfo-
ranowa, ktora z kolei taczy sie z jedna z reszt (w nawiasach wypisano nazwy gtéw hydrofilo-

wych po potaczeniu z grupa fosforanowa):
» atomem wodoru (kwas fosfatydowy)
« cholina (fosfatydylocholina)
« inozytolem (fosfatydyloinozytol)
« etanoloaming (fosfatydyloetanoloamina)

« seryng (fosfatydyloseryna)
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o glicerolem (fosfatydyloglicerol).

W warunkach obojetnego pH grupa fosforanowa jest zjonizowana i posiada tadunek ujemny.
Wypadkowy tadunek hydrofilowej gltowy zalezy zatem od reszty dotaczonej do grupy fosfo-
ranowej. Lipidy o wypadkowym tadunku ujemnym czyli tak zwane fosfolipidy anionowe to:
kwas fosfatydowy, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloglicerol. Fosfolipidy

neutralne to fosfatydylocholina i fosfatydyloetanoloamina.

Rysunek 2.2: Wzér strukturalny przyktadowego fosfolipidu: czasteczki POPC.

Hydorfobowy ogon utworzony jest ze specyficznych kwasoéw ttuszczowych w pozycjach sn-1 i
sn-2 odpowiednio przy pierwszym i drugim atomie wegla glicerolu. Zwykle w pozycji sn-1 jest
przytaczony nasycony, natomiast w pozycji sn-2 nienasycony kwas ttuszczowy. Na rysunku
2.2 zostata przedstawiona czasteczka palmitynooleinofosfatydylocholiny (POPC). POPC jest
najczestszym lipidem spotykanym w blonach komoérkowych [15, 16]. Dzigki swoim nienasy-
conym wigzaniom odpowiada za ptynno$¢ membrany. W modelach bton biologocznych jest
wykorzystywany jako reprezentant lipidéw btonowych, tworzacy faze lipidéw nieuporzadko-

wanych (z ang. liquid disordered Lg4)[16].

2.2.2 Sfingolipidy

Podstawowym elementem budulcowym sfingolipidéw jest ceramid czyli sfingozyna potaczona
przez wigzanie amidowe z dlugotancuchowym kwasem ttuszczowym. Sktad kwasu ttuszcezo-
wego tak samo jak ilo§¢ wiazan podwojnych jest zréznicowany. Sfingolipidy mozemy podzieli¢
ze wzgledu na typ glowy hydrofilowej. Mozemy wyrdzni¢ albo fosfosfingolipidy albo glikos-
fingolipidy. Jesli chodzi o pierwszg klase to podstawniki i podzial sg takie jak w przypadku
fosfolipidéw. Drugi typ zwiazkéw to tak zwane cerebrozydy powstate w wyniku potaczenia
ceramidéw z jedng lub wieloma resztami cukrowymi.

Najpowszechniej wystepujacym sfingolipidem jest sfingomielina(SM) nalezaca do fosfosfingo-
lipidow. Ceramido-1-fosfocholina to inna nazwa sfingomieliny. Powstaje ona przez podstawie-
nie grupy alkoholowej ceramidu poprzez fosfocholine [13]. Przyktadowa budowa sfingomieliny
zostala przedstawiona na rysunku 2.3.

Sfingolipidy najobficiej wystepuja w komodrkach nerwowych, budujac otoczke mielinowa, a
tym samym przyspieszajac przekazywanie impulsu elektrycznego na drodze mozg - organ

wykonawczy [12]. W komoérkach somatycznych sfingomielina wraz z cholesterolem wchodza
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Rysunek 2.3: Wzor strukturalny przyktadowego sfingolipidu: czasteczki SM.

w sktad domen lipidowych, zapewniajac odpowiednie $rodowisko dla biatek integralnych. Sfin-
gomielina moze by¢ takze wykorzystywana przez komorke jako zrédlo ceramidéw [17]. SM
jest waznym lipidem uzywanym w modelach bton biologicznych. Najczesciej jest uzywany ra-
zem z cholesterolem do tworzenia modeli raft lipidowych, ale tez czasem jest wykorzystywany

do modelowania fazy uporzadkowanej lipidéw (z ang. liquid ordered L,) [14, 17].

2.2.3 Sterole

Sterole swoja budowa bardzo odbiegaja od pozostatych lipidow. Podstawa budowy steroli jest
pierécien cyklopentanoperhydrofenantrenowy. Sterole wystepuja w krolestwie bakterii, roslin
oraz zwierzat. W tym ostatnim najbardziej rozpowszechniony jest cholesterol, ktéry stanowi
do 30% a do nawet 50% [18] wszystkich lipidéw w blonach biologicznych [13]. Cholesterol jest
dwudziestosiedmioweglowym alkoholem, ktérego formuta Cy; HysO zostata zaproponowana w

1888 roku przez F. Reinitzera, rysunek 2.4.

Rysunek 2.4: Wzér strukturalny przyktadowego sterolu: czasteczki cholesterolu.

Wystepuje zaréwno w btonie komorkowej jak i w membranach innych organelli komoérkowych.
Cholesterol jest zanurzony praktycznie w catosci w btonie komoérkowej, jedynie grupa hydrok-
sylowa kontaktaktuje sie z powierzchnia btony oddziatujac z gtowami lipidowymi pozostatych
lipidéw. Jego obecnos¢ w blonie prowadzi do usztywnienia membrany i zmniejszenia jej ptyn-
noéci, a w konsekwencji do uporzadkowania taficuchéw acylowych lipidéw [15, 16, 14, 19].

Cholesterol jest waznym sktadnikiem domen lipidowych wystepujacych w komoérce. [14].
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Cholesterol jest bardzo czesto uzywany w uktadach modelowych takich jak monowarstwy
Langmuira czy liposomy, jako jeden ze sktadnikéw blony [14, 20]. Zazwyczaj razem ze sfin-
gomieling jest jednym z najwazniejszych sktadnikéw modelowych rafty lipidowych [14, 21].
W przypadku badan nad separacja faz wchodzi w sklad fazy L, [22]. Zwykle jego obecnosé

lub brak bardzo zmienia wtasciwoéci modelowej membrany [16].

2.2.4 Kwasy ttuszczowe

Kwasy thtuszczowe wysteujace w komorkach najczesciej stanowia cze$é hydrofobows wigk-
szosci lipidéw blonowych. W btonie komoérkowej wystepuja niewielkie ilosci wolnych form
kwasow ttuszczowych. Budowa tych zwigzkéw jest bardzo zréznicowana, mozna je podzie-
li¢ na czasteczki o tancuchach nienasyconch lub nasyconych. Dtugos¢ tancuchéow acylowych
wynosi od dwunastu do dwudziestuczterech atoméw wegla. Ilos¢ wigzan podwdjnych miesci
sie w granicach przewaznie od jednego do czterech, czasem szesciu [13]. Kwasy ttuszczowe

charakterystyczne dla bton biologicznych zostaty zebrane w tabeli 2.1.

Tablica 2.1: Przykitady kwaséw ttuszczowych wystepujacych w komérkach eukariotycznych.

Symbol Nazwa systematyczna Nazwa zwyczajowa

C12:0 n-dodekanowy laurynowy

C14:0 n-tetradekanowy mirystynowy

C16:0 n-heksadekanowy palmitynowy

C18:0 n-oktadekanowy stearynowy

C20:0 n-eikozanowy arachidowy

C22:0 n-dokozanowy behenowy

cis AY C16:1 cis 9- heksadekenowy palmitooleinowy

cis AY C18:1 cis 9- oktadekenowy oleinowy

cis A%1? C18:2 cis, cis 9, 12- oktadekadienowy linolowy

cis AV (C018:3 cis, cis, cis 9, 12, 15- oktadekatrienowy alfa-linolenowy

trans A? C18:1 trans 9- oktadekenowy elaidowy

cis A>SIL C20:4 || cis, cis, cis, cis 5, 8, 11, 14- eikozatetratrienowy || arachidonowy

cis AH7:10:13,16,19 cis, cis, cis, cis, cis, cis 4,7,10, 18, 16, 19 dokozahesaenowy
-dokozahesaenowy

W pierwszej i drugiej kolumnie podano dtugo$éé¢ tancucha acylowego, a nastepnie ilo$¢, konformacje
oraz miejsce wystepowania wigzan nienasyconych
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2.3 Modele btony

2.3.1 Monowarstwy Langmuira

Rys historyczny

Od starozytnosci zeglarze niewiadomie wykorzystywali efekt obnizania napiecia powierzch-
niowego wody, a tym samym uciszali wzburzone wody poprzez wylewanie oliwy przez burte
statku. Jednakze za poczatek badan nad monowastwami mozna przyja¢ XVIII wiek, kiedy to
w 1757 roku Benjamin Franklin wykonat doswiadczenie na niespokojnych wodach jeziora Mo-
und Pond znajdujacego sie w Wielkiej Brytanii na terenie parku Clapham Common. Franklin
wylal jedng tyzeczke oliwy z oliwek na powierzchnie jeziora i zaobserwowal uciszenie sie fal,
co zostato zinterpretowane jako rozprzestrzenienie si¢ czasteczek oliwy po catej powierzchni
jeziora. Grubosé¢ warstwy filmu powierzchniowego zostata okreslona na okoto 25 A . Zjawisko
obnizania napiecia powierzchniowego wody przez oliwe z oliwek zostalo wyjasnione dopiero
przez Lorda Rayleigha w XIX w., ktory powtorzyt eksperyment Franklina w warunkach labo-
ratoryjnych. Zapostulowal on, ze na powierzchni wody tworzy si¢ monowastwa czasteczkowa.
Niezaleznie od badan Lorda Rayleigha, w Niemczech prowadzone byty eksperymenty nad
monowarstwami znajdujacymi sie na granicy faz gaz-ciecz. Agnes Pockels w 1891 roku zmie-
rzyta pierwsza izoterme cisnienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajaca na
pojedynczg czasteczke. Do pomiaru zostaty uzyte bariery powodujace kompresje nierozpusz-
czalnego w wodzie filmu. Niemiecka badaczka zauwazyta, ze ci$nienie powierzchniowe ulega
niewielkiej zmianie tylko do momentu kiedy na pojedyncza czasteczke przypada wiecej niz 20
A2, natomiast gdy kontynuuje sie kompresje monowarstwy i czasteczki osiagaja powierzchnie
mniejszg niz 20 A? cignienie powierzchniowe gwalttownie wzrasta. Punkt, w ktérym ciénienie
powierzchniowe zaczyna gwaltownie rosnaé¢ zostal nazwany ,punktem Pockels” [23, 24].
Kolejng waznag w historii monowarstw postacig byt Irving Langmuir, ktéry zainspirowany
wezesniejszymi badaniami, opracowal metode do pomiaru monowarstw. Aparatura skladata
sie z wanny potaczonej z ruchomymi barierami, takie urzadzenia stosowane sg do dnia dzi-
siejszego, a metoda badawcza na czes¢ tworcy zostata nazwana metoda Langmuira. Ponadto
Langmuir zauwazyt, ze niezaleznie od dlugosci tanucha kwasu ttuszczowego, punkt Pockels
zawsze wynosi okoto 20 A? i jedynie grubo$é monowarstwy sie zmienia, co pozwolilo mu
okresli¢ orientacje czasteczek lipidu na powierzchni wody. Zapostulowat, ze grupy hydrofi-
lowe lipidu sa zanurzone w wodzie, natomiast tancuchy hydrofobowe lipidu stercza ponad
powierzchnie [24].

Przenoszenie monowarstw z powierzchni wody na staty substrat nauka zawdziecza Katherine
Blodgett, ktora zademonstrowata metode osadzania monowastw, a takze wielowarstw na sta-
tym podtozu, technike t¢ nazywa si¢ od nazwisk twoércow: Langmuir-Blodgett.

Metoda Langmuira szybko stata sie popularna ze wzgledu na swoja prostote. Langmuir i nie-

zaleznie Harkins pracowali nad jej rozwojem. Langmuir zdefiniowal wlasciwosci czasteczek
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tworzacych monowarstwy, a takze charakteryzowal utworzone monowarstwy. Coraz czesciej
metoda byla uzywana do charakterystyki czasteczek chemicznych, i ich wlasciwiosci fizyko-
chemicznych. Miedzy innymi badano zwilzalnos¢ materiatow, kontrole parowania wody z
rezerwuaréw wodnych pokrytych cienkimi warstwami Langmuira [23].

W niedtugim czasie monowarstwy Langmuira znalazty takze zastosowanie w badaniach biolo-
gicznych. Naukowcy zaczeli tworzy¢ modele bton biologicznych zbudowanych nie tylko z lipi-
déw ale i biatek, a takze bada¢ oddziatywania blony ze zwiazkami powierzchniowo-czynnymi,
takimi jak leki [25], enzymy [26] czy hormony [27].

Fizyczne podstawy metody pomiaru ciSnienia powierzchniowego

W metodzie Langmuira rozpatruje sie czasteczki zanurzone gtowami polarnymi w cieczy i
ogonami hydrofobowymi stykajacymi sie z otaczajacym je gazem. W praktyce nie wystepuje
ostra granica miedzy dwoma osrodkami: cieczg i gazem, a takze dwoma cieczami, cieczg i
cialem staltym, a takze gazem i cialem stalym. Miedzy fazami wystepuje stan przejsciowy,
gdzie czasteczki z jednej fazy mieszaja sie z czasteczkami drugiej fazy. W naszych rozwaza-
niach ograniczymy sie do rozwazania uktadu ciecz-gaz. W ukladzie doswiadczalnym nie ma
wiekszego znaczenia jaki gaz zastosujemy, argon, powietrze czy nasycong pare wodng, wyniki
pomiaréw beda do siebie bardzo zblizone [28].

Funkcje termodynamiczne na styku faz gaz-ciecz najwygodniej rozwaza¢ gdy uktad bedzie
sktadal sie z cieczy i nasyconej pary tej cieczy. Mozna wtedy zdefiniowaé¢ dla niego podsta-
wowe funkcje termodynamiczne. W realnych uktadach zawsze bedzie wystepowata energia

nadmiarowa ukladu (albo ujemna albo dodatnia), energie te mozna opisaé¢ wzorem:

dU =TdS + Y jzdn; — PdV + ~ds (2.1)

gdzie U oznacza energie wewnetrzna, T' temperature, S entropie, i; potencjal chemiczny itego
sktadnika, n; liczbe moli itego sktadnika, P ci$nienie, V' objetos¢, v napiecie powierzchniowe,
s powierzchnie.

Aby obliczy¢ energie swobodng Helmholtza F' nalezy rownanie 2.1, podstawi¢ do wzoru: F

= U-TS, aby otrzymac:

dF = =SdT +_ pidn; — PdV + ~ds (2.2)

skad mozemy uzyskac zaleznosé napiecia powierzchniowego wyrazonego jako rézniczke energi
swobodnej Helmholtza po powierzchni, przy stalych wartosciach temperatury, objetosci i

liczby czastek:

oF

- 2.3
s | 17vn, (23)

v

Energie swobodng Gibbsa G mozna zdefiniowa¢ jako: G = U - T'S + PV. Napiecie powierzch-
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niowe mozna wyrazi¢ réwniez jako roézniczke energii swobodnej Gibbsa po powierzchni, przy

statych wartosciach temperatury, cisnienia i liczby czastek.

e

_ %= 2.4
Ll (2.4)

Jednostka napiecia powierzchniowego jest % Jednakze czesciej stosowanym parametrem niz

napiecie powierzchniowe jest ci$nienie powierzchniowe, ktére mozna zdefiniowaé jako:

gdzie Il oznacza cisnienie powierzchniowe, vy napiecie powierzchniowe subfazy, a v to napiecie
powierzchniowe subfazy z naniesionym filmem. Wymiar ci$nienia powierzchniowego jest taki

jak napiecia powierzchniowego [28].

Metoda Wilhelmy’ego

Najczedciej mierzonym parametrem monowarstw jest ciSnienie powierzchniowe. Metod po-
miaru jest wiele. Najprostsza i najczesciej stosowang jest metoda Wilhelmy’ego, polega ona
na zanurzeniu ptytki wykonanej ze szkta, kwarcu, miki lub platyny w subfazie. Wazna wta-
snoscig plytki jest jej catkowita zwilzalno$é przez ciecz subfazy, ktora w trakcie pomiaru

tworzy menisk wklesty na ptytce [24], rysunek 2.5.

plytka
Wilhelmy'ego

ruchome /)
barierki 7/

Rysunek 2.5: Pomiar izoterymy, ruchome barierki przesuwaja sie do srodka wanny powodujac
Sciskanie monowarstwy, ptytka Wilhemy’ego potaczona z softwarem rejestruje zmiany napiecia po-
wierzchniowego.

W metodzie Wilhelmy’ego mierzona jest sita dziatajaca na zanurzona w subfazie ptytke. Wy-
padkowa sita dzialajaca w tej metodzie jest skierowana w dét. Mozna wyrdznié trzy sktadowe
rozwazanej sity: sktadowa grawitacyjna, sktadowa zwigzana z efektem napiecia powierzchnio-

wego, a takze sita czeSciowo réwnowazaca dwie poprzednie, sita wyporu.
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F = p,gabc + 2y(a + b) cos 0 — pgabh (2.6)

gdzie F to wypadkowa sita, p, i p; to gestoSci odpowiednio ptytki i subfazy, g to stata
grawitacyjna, a, b, ¢ to wymiary ptytki, h to gleboko$é¢ zanurzenia ptytki. W momencie
gdy cala plytka jest zwilzona subfaza parametr cosf przyjmuje wartos¢ 1. Pomiar moze
nastepowac przy zmiennej sile dziatajacej na ptytke i staltym zanurzeniu, lub przy statej sile,
a zmiennym zanurzeniu [24].

Otrzymane wyniki przelicza sie na ci$nienie powierzchniowe. Gdy pomiar jest prowadzony

przy zmieniajacej si¢ sile, otrzymang zalezno$¢ mozna zapisa¢ jako:

AF
_[2(a+b)

natomiast gdy pomiar prowadzony jest przy statej sile, a zmiennym zanurzeniu ptytki, ci-

M= —Ay= ] (2.7)

$nienie powierzchniowe mozna zdefiniowaé jako:

M= —Ay= —[mmh (2.8)

gdy plytka jest bardzo cienka, wtedy grubo$é¢ a jest zaniedbywalna i koncowy wzoér na ci-
$nienie powierzchniowe mozna zapisa¢ jako:

1
II= —§plgbAh (2.9)

Pomiar jest tym dokladniejszy im ciensza plytke zastosujemy [24].

Charakterystyka filméw monomolekularnych

W badaniach filméw powierzchniowych umieszczonych na ciektych subfazach wykonuje sie
najczesdciej pomiar zaleznosci cinienia powierzchniowego w funkcji powierzchni czasteczkowej
A wyrazonej w A2 /czasteczke. Badania wykonywane sa w statej temperaturze i przy statym
ciSnieniu zewnetrznym, dlatego pomiar nazywany jest izotermg IT - A.

Poczatkowo film powierzchniowy znajduje si¢ w stanie gazowym G. Charakteryzuje sie on
duza powierzchnia czasteczkowa i niewielkim zorganiozowaniem. Oddziatywanie czasteczek
znajdujacych sie na powierzchni subfazy jest zaniedbywalne, warto$é¢ cisnienia powierzchnio-
wego jest bliska zeru. Taki stan monowarstwy mozna opisa¢ rownaniem dwuwymiarowego
gazu doskonatego, w ktérym czasteczki poruszajg sie ze Srednig energig kinetyczng wyno-
szaca 1/2kpgT dla kazdego stopnia swobody. Dwa wymiary na powierzchni subfazy daja $red-
nig energiec wynoszaca kg1. W konsekwencji réwnanie dwuwymiarowego gazu doskonatego

przyjmuje postac:

A = kT (2.10)
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4
2

$22 zalamanie monowarstwy
6

2
faza stala

.

2
Eézﬁééé faza cieczy skondensowanej

/ il"’tl’b ‘J“.J\xyfd\’ faza cieczy rozprezonej

/

q"’b @/ faza gazowa
A

»
-

A

Rysunek 2.6: Przebieg przykladowej izotermy II — A.

gdzie kg odpowiada statej Boltzmana. Jednakze czedciej do opisu stanu gazowego monowar-

stwy stosuje sie réwnanie opisujace dwuwymiarowy gaz rzeczywisty, rownanie 2.11.

(A — Ag) = kT (2.11)

gdzie Ay jest rzeczywista powierzchnia przypadajaca na czasteczke w monowarstwie [24].

Sciskanie filmu powierzchniowego prowadzi do wiekszej organizacji czasteczek w warstwie mo-
nomolekularnej, érednia powierzchnia przypadajaca na czasteczke maleje, natomiast ciSnienie
powierzchniowe zaczyna wzrasta¢. Czasteczki w monowarstwie zaczynaja ze soba oddziaty-
wac. Monowarstwa przechodzi do stanu ciektego rozprezonego LE (ang. Liquid Expanded).
Taki stan monowarstwy mozna opisa¢ jako dwuwymiarows ciecz, takie rozwigzanie zostato

zaproponowane przez Langmuira w 1933 roku [29]:

(IT — IIo)(A — Ag) = kpT (2.12)

w ktorym Iy odpowiada ci$nieniu zwigzanemu z odpychaniem natadowanych fragmentéw
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czasteczek.

Podczas dalszej kompresji czasteczki organizuja si¢ w monowarstwie w ten sposoéb, ze hydro-
filowa cze$¢ zanurzona jest w subfazie wodnej, natomiast czes¢ hydrofobowa znajduje sie na
granicy faz ciecz - powietrze. Czesci hydrofobowe sg mocno zorganizowane w monowarstwie
i oddziatujg ze sobg poprzez stabilizujace oddzialywania van der Waalsa. Taki stan fizyczny
monowarstwy nazywany jest cieklym skondensowanym LC' (ang. Liquid Condensed), cha-
rakteryzuje sie znacznym wzrostem cisnienia powierzchniowego w przebiegu izotermy II - A.

Harkins zaproponowal matematyczny opis stanu LC', réwnanie 2.13.

II=0b—aA (2.13)

gdzie a i b sa staltymi [24, 30].

Przy dalszym sprezaniu filmu dochodzi do przejécia fazowego z LC do stanu statego S mo-
nowarstwy. Czasteczki sa maksymalnie zorganizowane w monowarstwie, hydrofobowe czesci
czasteczek sa uporzadkowane i skierowane prostopadle do powierzchni subfazy. Zaréwno cze-
sci hydrofilowe jak i hydrofobowe czasteczek mocno oddziatuja ze soba. Monowarstwa cha-
rakteryzuje si¢ znacznie mniejsza Scisliwoscia niz w poprzednich stanach fizycznych.
Wspdtezynnik $cidliwoéci Cg' wyznaczany dla monowarstw pozwala na dokladniejsza cha-

rakterystyke badanych zwigzkéw amfifilowych, zostat on zdefiniowany w nastepujacy sposéb:

o5l = —A(ZE) (2.14)

Im wyzsza wartos¢ parametru elastycznosci tym mniejsza zdolnosé czasteczek do kompresji
w monowarstwie [38, 39]. Na podstawie C's™' mozna okregli¢ w jakim stanie fizycznym znaj-
duje sie monowarstwa, charakterystyczne wartosci i odpowiadajace im fazy uporzadkowania,
tabela 2.2 [40]. Ponadto warto$¢ rézniczki g—g okresla nachylenie krzywej, natomiast wartos¢
A okredla érednia powierzchnie zajmowana przez czasteczki w monowarstwie [39)].

Stan fizyczny monowarstwy, a takze przebieg izotermy II - A zalezy od wtasciwosci fizycz-
nych i chemicznych badanej substancji amfifilowej. Ponadto zachowanie badanego uktadu
silnie zalezy od temperatury, pH i sktadu chemicznego subfazy [31, 32]. Wyzej wymienione
czynniki wplywaja na warto$¢ ciSnienia powierzchniowego, przy ktorej nastepuje zatama-
nie monowarstwy. Gdyz kompresja filmu monomolekularnego moze odbywaé si¢ tylko do
pewnego granicznego punktu, powyzej ktérego czasteczki sg usuwane z monowarstwy. Taki
punkt graniczny jest nazywany punktem zatamania monowarstwy i wystepuje przy okreslonej
wartosci $redniej powierzchni czasteczkowej A (ang. collapse) i przy okreslonym cisnieniu
powierzchniowym II.,;. Klasyczne podejscie do zatamania monowarstwy gtosi iz czasteczki
sg wypychane z monowarstwy, po czym nastepuje kolejne zatamanie i tworzone sg struktury
wielowarstwowe [24]. Najnowsze badania pokazuja, ze sposéb zatamania monowarstwy zalezy
silnie od wtasciwosci fizykochemicznych badanego amfifilu i moze przebiega¢ w rézny sposéb
[33].
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Tablica 2.2: Wartosci parametru elastycznosci dla poszczegdlnych faz monowarstw Langmuira.

Faza monowarstwy | Warto$é¢ wspotezynnika Cs~! [mN/m] Schemat
/L]/l. oY
Gazowy 0-12,5
Ciekty rozprezony 12,5 - 50
L SL
diad aias
Ciekty skondensowany 100 - 250
S
Staty > 1000

Elektryczne wlasciwosci filméw powierzchniowych

Potencjat powierzchniowy AV monowarstwy to zmiana potencjatu Volty wystepujaca na
skutek nalozenia filmu powierzchniowego na granice osrodkéw ciecz-gaz lub ciecz-ciecz [24].
Potencjat powierzchniowy wyliczany jest z powierzchniowego momentu dipolowego 1, wy-
razanego wzorem:

L av

po=gm (2.15)

n

2 monowarstwy. Fluktuacje wartosci potencjatu po-

gdzie n wyraza liczbe czasteczek na cm
wierzchniowego $wiadcza o wystepowaniu niejednorodnos$ci w warstwie monomolekularnej.
Do wykonywania pomiaréw izoterm AV - A wykorzystywane sg dwie gtéwne metody: wibru-
jacej elektrody Kelwina i metoda radioaktywna.

W pierwszej metodzie wykorzystuje si¢ wibrujaca elektrode Kelwina umieszczong w niewiel-
kiej odlegtosci od subfazy, natomiast przeciwelektrode umieszcza sie w subfazie, rysunek 2.7.
Film monomolekularny tworzy na powierzchni kondensator ptaski o okreslonej pojemnosci

wyrazonej rownaniem Helmholtza, réwnanie 2.16 [34].

aa
AV = 2.16
Aege, ( )

gdzie €, jest przenikalnoscia dielektryczng prézni, natomiast €, wyraza przenikalnosé dielek-

tryczng monowarstwy. Powierzchniowy moment dipolowy wyrazony jest przez zaleznosc:

py = picost (2.17)

it jest wewnetrzym momentem dipolowym tworzacym kat 6 z normalng monowarstwy.

Réwnanie Helmholtza traktuje calta czasteczke amfifilu jako dipol do wyznaczania wartosci
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Rysunek 2.7: Schemat pomiaru potencjatlu powierzchniowego AV — A.

p1 . Vogel i Moebius [35] w swojej pracy zaproponowali poprawke do réwnania Helmholtza
uwzgledniajaca uwodnione czeéci hydrofilowe czagsteczki i hydrofobowe tancuchy, réwnanie
2.18.

1L = flo + fho (2.18)

gdzie u, wyraza moment dipolowy zaréwno uwodnionych grup hydrofilowych jak i czasteczek
subfazy ulegajacych reorganizacji w obecnosci filmu powierzchniowego. Powyzszy model jest
czasem nazywany modelem dwuwarstwowego kondensatora.

Dalsze prace nad obliczaniem potencjalu powierzchniowego prowadzili Davies i Rideal [138],
a nastepnie rozwijali Demchak i Fort [36], kt6rzy zaproponowali model tréjwarstwowego kon-
densatora. Do efektywnego momentu dipolowego sa wliczane przyczynki pochodzace od grup
hydrofobowych py, grup hydrofilowych ps oraz czasteczek wody us. Kazdy z tych obsza-
réw uktadu charakteryzuje sie rézna wzgledng przenikalnoscia dielektryczna (€1, € i €3). Po

uwzglednieniu wszystkich parametréw rownanie Helmholtza przyjmuje nastepujaca postac:

L [pr | po M3}
AV — Lt I 2.1
v Aeg Ll * €9 * €3 (2.19)

2.3.2 Liposomy

Aby lepiej zrozumieé¢ oddzialywania miedzy czasteczkami wystepujacymi naturalnie w bto-
nach biologicznych stosowane sa takze inne modele bton. Jednym z wielu sg liposomy be-
dace kulistymi pecherzykami zbudowanymi najczesciej z lipidéw, swoja budowsg przypominaja
uproszczona blone komorkowa.

Liposomy maja szerokie zastosowanie w naukach biomedycznych. Moga one imitowa¢ uprosz-

czony model blony komoérkowej o dokladnie znanym sktadzie i wlasciwosciach. Pozwalaja
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okresli¢ role poszczegdlnych lipidow w blonie komoérkowej, a takze zdefiniowaé oddzialywanie
miedzy lipidami tworzacymi btoneg liposomu a réznorodnymi substancjami chemicznymi lub
pochodzenia naturalnego. Liposomy moga by¢ wykorzystywane miedzy innymi do badania
oddziatywania miedzy lipidami blonowymi a saponinami. Jednym z przyktadow takich ba-
dan jest charakterystyka oddziatywan liposomoéw ztozonych z fosfatydylocholiny jajecznej,
sfingomieliny jajecznej, fosfatydyloinozytolu oraz cholesterolu z a-hederyna, triterpenowa sa-
poning [42].

Bardzo preznie rozwijajaca sie metoda jest zamykanie substancji leczniczej w liposomach,
a nastepnie dostarczanie zamknietego leku do komorek docelowych w organizmie cztowieka.
Pecherzyki tworzone sa w taki sposob aby byly biologicznie obojetne, stabo immunizujace i
nietoksyczne dla organizmu [43]. Czesto tez funkcjonalizuje sie powierzchnie liposoméw aby
charakteryzowaly sie wysoka specyficzno$cia w stosunku do komérek docelowych [43, 44].
Obecnie stosuje sie dwa rodzaje liposoméw, albo naturalnie albo sterycznie stabilizowane
[45]. Naturalne pecherzyki maja stosunkowo krotki czas péttrwania w krwioobiegu. Ponadto
szybko$¢ rozpadu liposoméw wzrasta proporcjonalnie wraz ze wzrostem $rednicy, tadunku
ujemnego i pltynnosci btony [46]. Sterycznie stabilizowane liposomy sa wzbogacone albo gan-
gliozydem GM1, albo fosfatydyloinozytolem. Dodanie tych substancji do btony liposoméw
znaczaco wydtuza ich czas pottrwania w organizmie. Wypadkowy tadunek liposomoéw dodatni
badz ujemny wpltywa na powinowactwo liposoméw do réznych typéw komorek. Liposomy ka-
tionowe lepiej wigzg DNA i sg przyswajane czesciej przez komérki mézgu, Sledziony i szpiku
kostnego. Natomiast liposomy z ujemnie natadowang powierzchnia maja wicksze powinowac-
two do komérek ptuc [47].

Liposomy moga by¢ wykorzystywane w celach diagnostycznych badz terapeutycznych. W
pierwszym przypadku wykorzystuje sie na przyktad liposomy wypetnione pltynnym kontra-
stem do obrazowania metoda tomografii komputerowej [48]. W echokardiografii moga by¢
stosowane liposomy wypelnione gazem [49].

Liposomy moga by¢ takze uzywane w terapii choréb skoérnych, dla przyktadu hydrokortyzon
o$miokrotnie lepiej przenika przez warstwe rogowg naskorka gdy jest zamkniety w otoczce
liposomowej niz podawany w tradycyjny sposéb [50]. Ponadto liposomy moga pasywnie trans-
portowaé substancje bioaktywne do mieszkoéw wlosowych przyspieszajac porost lub wypada-
nie wloséw [51].

Pecherzyki pokryte glikolem polietylenu i wypetione lekami antynowotworowymi, na przy-
ktad doksorubicyna, moga by¢ wykorzystywane w terapii antynowotworowej. Tak zaprojekto-
wana terapia zakonczyta sie sukcesem w przypadku komérek nowotworéw piersi [52] i miesaka
Kaposiego [53].

Liposomy mozna podzieli¢ ze wzgledu na liczbe warstw na: liposomy wielowarstwowe i jedno-
warstwowe. Warstwy w liposomach wielowarstwowych przypominaja wygladem cebule. Steze-
nie lipidu uzytego do budowy takich liposomow jest wyzsze niz liposoméw jednowarstwowych

o takiej samej Srednicy.
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Do liposoméw jednowarstwowych zaliczamy:

« matle liposomy jednowarstwowe (SUV - small unilamellar vesicles), ich Srednica nie
przekracza 100 nm. Charakteryzuja sie niskim stosunkiem fazy wodnej zamknietej w
liposomie do iloéci lipidu budujacego pecherzyk. Posiadaja niskie zdolnosci do agregacji
i charakteryzuja si¢ dtugim czasem zycia w krwioobiegu [54].

o duze liposomy jednowarstwowe (LUV - large unilamellar vesicles), ich $rednica to przy-
najmniej 100 nm. Charakteryzuja sie¢ wysokim stosunkiem fazy wodnej zamknietej w
liposomie do stezenia lipidu. Najcze$ciej wykorzystywane sg do transportu lekéw o
budowie hydrofilowej. Wykorzystuje sie je takze do badania spektroskopowego bton
biologicznych. [54, 55]

« olbrzymie liposomy jednowarstwowe (GUV -giant unilamellar vesicles), o $rednicy mie-
dzy 10 a 100 um. Nie posiadaja zastosowania w transporcie lekow ale sg uzywane do
badania zaréwno modelu jak i realnej btony komorkowej, jak réwniez procesu tworzenia
sie domen i raft lipidowych w btonie komérkowej. GUV sa doskonalym narzedziem do

badan z wykorzystaniem mikroskopii $wietlnej [22, 56].

Dynamiczne rozpraszanie §wiatta (DLS)

Zjawisko rozpraszania S$wiatla zostalo pierwszy raz opisane przez Tyndalla w 1868 roku.
Uczony zaobserwowal rozpraszanie si¢ Swiatla na czasteczkach koloidu, ktorych wielkosé
znacznie przekraczata dtugos¢ swiatta uzyta w doswiadczeniu. Niewiele p6zniej Lord Rayle-
igh opisatl rozpraszanie Swiatta na czasteczkach mniejszych niz dtugosé swiatta. Wyjasnit on
niebieski kolor nieba jako wynik rozpraszania $wiatta na czasteczkach atmosfery. Kluczowa
role w tym procesie pelni wspoétczynnik zatamania $wiatta osrodka. Intensywnosé Swiatta
rozproszonego jest zalezna od dtugosci fali A jak %

Wazny wktad w rozwéj wiedzy o rozproszeniu $wiatta w cieczy mial polski profesor Marian
Smoluchowski, ktéry wskazal, ze ciecz powinna by¢ rozwazana jako ciggle medium, a ewen-
tualne nieciaglosci sa spowodowane przez termiczne flukuacje cieczy [57, 58].

W 1908 roku Gustav Mie opublikowat swoja teorie opisujacg rozpraszanie sie Swiatta na czast-
kach absorbujacych i nieabsorbujacych promieniowanie. Wielkos¢ tych czastek jest znacznie
wigksza od rozmiaru padajacej na nie fali elektromagnetycznej. Teoria Mie jest zalezna od
ksztattu czastek oraz wspotczynnika zatamania Swiatta na czastce i w otaczajacym roztworze
[28, 58].

W XIX stuleciu szkocki botanik Robert Brown obserwujac pytek kwiatowy pod mikrosko-
pem zaobserwowal, ze pylek porusza sie w wodzie, a jego ruchy podobne sg do btadzenia, nie
sg zalezne od zewnetrznego pola elektrycznego, magnetycznego czy od grawitacji. Ruchy te
zostaly nazwane od nazwiska odkrywcy [28].

Powyzsze odkrycia staty si¢ podwalinami do rozwoju metody DLS pozwalajacej na okreslenie

wielko$ci czasteczek, ich wagi i objetosci, a takze okreslenie ich stabilnosci w roztworze.
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Fizyczne podstawy metody DLS

W metodzie DLS rozpatruje sie sferyczne czasteczki zawieszone w fazie ciektej. Korzystajac
z modelu rozpraszania swiatta zaproponowanego przez Lorda Rayleigh’a $wiatto padajace na
czasteczke o Srednicy mniejszej niz dtugosé fali $wiatta, rozprasza sie izotropowo. Intensyw-

nos¢ odbitego Swiatta zostata zdefiniowana jako:

1+cos?f fdn\*/n? —1\? ¢
= (3) (ea) 7 220

gdzie Iy i A odnosza si¢ do niespolaryzowanego Swiatta padajacego na roztwor i oznaczaja
jego intensywnosé¢ oraz dtugoséé fali. R to odlegtos¢ do czastki, 6 to kat zalamania Swiatta.
Nastepnie wielkos¢ n okresla wspotczynnik zatamania $wiatta przez badang czastke o pro-
mieniu r. Fragment 1 + cos? # uwzglednia rézng polaryzacje $wiatla. Swiatlo spolaryzowane
prostopadle do ptaszczyzny wyznaczonej przez zrodto swiatta, probke i obserwatora nie za-
lezy od kata rozproszenia Swiatta, natomiast $wiatto o polaryzacji réwnolegtej zalezy od kata
rozproszenia $wiatta jak cos® 6 [59].

W wyniku rozproszenia $wiatta powstajg tak zwane speckle Swietlne, czyli plamki ciemne i
jasne, ktore sa wynikiem interferencji destruktywnej badz konstruktywnej fal $wietlnych.
Jednakze obraz nie jest statyczny, czasteczki sa w ciaglym ruchu, opisanym jako ruchy
Browna. Matematycznie ruchy zostaty opisane przez Smoluchowskiego i Einsteina jako kwa-

drat sredniego przesuniecia czastek z nastepujacego w czasie t.

7 = 2Dt (2.21)

gdzie wspotezynnik dyfuzji D jest odwrotnie proporcjonalny do hydrodynamicznego promie-

nia czastki a uwzglednionego w rownaniu Einsteina-Smoluchowskiego 2.22.

kBT
~ 6mna

D (2.22)

kg to stata Boltzmana, T' to temperatura, natomiast 1 to lepko$¢ roztworu. Najwazniejsza
informacja ptynaca z réwnania 2.22 jest zalezno$¢ szybkosci ruchéw Browna od wielkosci
czastki. Mate czastki poruszaja sie w roztworze znacznie szybciej niz duze.

Rozmiary czastek mozna tez powigzaé z intensywno$cig rozpraszania $wiatta zdefiniowang
przez Lorda Reileigha. Z rownania 2.20 wynika, ze czastki duze cechuja sie wieksza intensyw-
nodcig $wiatta rozproszonego niz czastki mniejsze. W réwnaniu 2.20 intensywnos¢ rozproszo-
nego Swiatta jest proporcjonalna do szostej potegi promienia czgstki.

Oswietlone laserem czastki rozpraszaja promieniowanie, na detektorze tworzy sie ,,obraz”
speckli $wietlnych. Rozpraszanie $wiatla jest mierzone w niewielkich odstepach czasu. Wzory
speckli zmieniaja sie w czasie. Nastepnie sg poréwnywane przez urzadzenie zwane analizato-
rem, wyszukuje on korelacji miedzy dwoma obrazami. Tutaj takze mozna powiaza¢ szybkosé

zaniku korelacji z wielkoscia czastek poruszajacych sie ruchami Browna. Im wieksze czastki
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Rysunek 2.8: Ruchy Browna oraz zaleznosci ich intensywnosci od czasu. Wieksze czasteczki po-
ruszaja sie wolniej niz mniejsze.

tym korelacja miedzy obrazem odczytanym w chwili ¢ a odczytanym w chwili ¢ + 7 wolniej
zanika, dla malych czastek korelacja zanika bardzo szybko, Rys 2.9 [59].

Metody wykorzystujace zjawisko fluorescencji

Spektroskopia fluorescencyjna opiera sie na mierzeniu fluorescencji pochodzacej od wzbudzo-
nych promieniowaniem elektromagnetycznym czastek. Zjawisko fluorescencji zostato schema-
tycznie przedstawione przez polskiego fizyka Aleksandra Jabtonskiego w 1933 w tak zwanym
diagramie Jabtonskiego. Czasteczka lub jej cze$é¢ zwana fluoroforem absorbujac fale elektro-
magnetyczng zostaje wzbudzona, jej energia jest wyzsza niz w stanie podstawowym. Nastep-
nie cze$¢ energii zostaje wypromieniowana w postaci innej fali elektromagnetycznej o energii
nizszej niz fala wzbudzajaca, natomiast pozostala energia jest redystrybuowana w procesach
wewnetrznych albo zamieniana na energie cieplng [28]. Fluorescencja jest procesem bardzo
szybkim i zajmuje zaledwie 107 s [60].

Spektroskopia fluorescencyjna jest technika wykorzystywana miedzy innymi do badan bton
biologicznych, ich sktadu, utozenia lipidow, przepuszczalnosci btony, przejsé¢ fazowych. Pod-
czas wytwarzania blony jest ona znakowana specjalnym znacznikiem fluorescencyjnym o od-
powiednich wladciwosciach [22].

W latach piec¢dziesiatych ubieglego stulecia argentynski naukowiec Gregorio Weber po raz

pierwszy wykorzystal metody spektroskopowe do badani uktadéw biologicznych [61]. Wazna
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Rysunek 2.9: Poréwnanie zaniku korelacji w obrazach ze speckli §wietlnych dla duzych i matych
czastek.

wladciwoscig $wiatta laserowego uzywanego w pomiarach spektroskopowych jest polaryza-
cja fali elektromagnetycznej oswietlajacej fluorofor. Kolejnym istotnym elementem pomiaru
jest detekcja polaryzacji fali emitowanej przez znacznik fluorescencyjny. W uktadach biolo-
gicznych nastepuje tak zwana fotoselekcja $wiatta, innymi stowy tylko $wiatto o polaryzacji
rownolegtej do osi fluorofora zostanie zaabsorbowane. Proces absorpcji jest szybszy niz rotacja
molekut w btonie. Natomiast proces wypromieniowywania energii jest znacznie wolniejszy niz
rotacja czgsteczek zajmujaca okoto 1072 s. W efekcie uzyskuje sie sktadows $wiatta wypro-
mieniowanego prostopadla i rownolegta do polaryzacji $wiatta wzbudzajacego. Intensywnosé
fluorescencji F' mozna zdefinowaé jako suma intensywnosci fluorescencji $wiatta spolaryzo-

wanego réwnolegle I i dwoch sktadowych prostopadtych I, i wyrazi¢ wzorem: F' = I + 21,

Na rysunku 2.10 zostato przedstawione schematycznie zjawisko anizotropii fluorescencji. Cza-
steczka fluoroforu po zaabsorbowaniu swiatta moze rotowaé, nastepnie zachodzi proces flu-
orescencji, intensywnos¢ Swiatta wypromieniowanego jest rozktadana na dwie sktadowe, pro-
stopadla i réwnolegta [62].

Podstawowymi parametrami mierzonymi w spektroskopii fluorescencyjnej sa stopien polary-

zacji fluorescencyjnej (P) definiowany jako:

_hi=L /-1

= = 2.23

I||+IJ_ IH/IJ_"‘l ( )
oraz anizotropia fluorescencji (r) opisywana réwnaniem 2.24
Iy —1 LI, —1 2P

=z AL L (2.24)

L +2 L/I.+2 3-P
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Rysunek 2.10: Anizotropia fluorescencji czasteczki fluoroforu, o$ czasteczki jest symetryczna do
dipoli wzbudzenia i emisji Ig

Do badan utozenia lipidéw w blonie uzywane sa rézne znaczniki fluorescencyjne. Czasteczka
markera fluorescencyjnego posiada zwykle w swojej budowie czes¢ aromatyczng, odpowie-
dzialna za absorpcje i emisje promieniowania [62].

Zmnaczniki fluorescencyjne oprocz spektroskopii sa rowniez uzywane na przyktad w mikro-
skopii fluorescencyjnej, badz konfokalnej. Jako przyktad mozna rozwazy¢ dwa zwigzki NBD-
PE (czasteczka nitrobenoksadiazolu potaczona z dipalmitoiloglicerofosfoetanolaming) i Rho-
DOPE (czasteczka rodaminy polaczona z lipidem dioleoiloglicerofosfoetanolamina) dodawane
do filmu lipidowego uzywanego do tworzenia gigantycznych liposoméw jednowarstwowych.
Pierwszy z nich lokalizuje sie w fazie lipidow uporzadkowanych czyli na przyktad raftach lipi-
dowych zbudowanych gtéwnie ze sfingomieliny i cholesterolu, natomiast drugi preferuje faze
lipidéw nieuporzadkowanych, czyli takich ktore posiadaja nienasycone tancuchy alifatyczne.
Po dodaniu tych fluoroforéw do GUV w mikroskopie fluorescencyjnym mozliwa jest obserwa-

cja separacji faz, oraz wyznaczenie fazy odpowiedzialnej na przykltad za paczkowanie [56, 63].

2.3.3 Modelowanie in silico

Teoria funkcjonatu gestosci - DFT (Density Functional Theory)

Teoria funkcjonatu gestosci jest metoda wariacyjng pozwalajaca na wyznaczenie struktury
elektronowej uktadéw wieloelektronowych z uzyciem wzglednie matej mocy obliczeniowej.
DFT opiera si¢ na twierdzeniach Hohenberga-Kohna [64], ktérzy udowodnili, ze znajac gestosé
elektronowa uktadu mozna okresli¢ wszystkie wlasciwosciwosci stanu podstawowego tegoz
uktadu. Ponadto dla znanego funkcjonatu gestoéci E(p) spelniona jest zasada wariacyjna:

E(p) > E(po). Rownosé, E(p) = E(po), jest speliona gdy E(p) jest funkcjonalem gestosci
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stanu podstawowego. W metodzie wariacyjnej wyznaczona energia stanowi granice dolng
mozliwych energii uktadu [65].

Energia stanu podstawowego w metodzie DFT jest wyrazona poprzez réwnanie:

E=Ty+ [v(@)p(x)dr + J(p) + Eeulp) (2.25)

w réwnaniu 2.25 nie uwzglednia sie energii kinetycznej oddzialujacych elektronéw, energia

kinetyczna przyjmuje postac:

Th = —;Z(@\Aaﬁ» (2.26)

i=1
gdzie ¢; to spinorbital definiowany jako funkcja wspotrzednych kartezjanskich i spinowej
wybranego elektronu.

Drugi czton réwnania 2.25 opisuje oddziatywanie elektronéw z jadrami. v oznacza potencjat

zewnetrzny, ktéry mozemy zapisaé¢ za pomocg wzoru:

w=§:< Za) (2.27)

N T — 14

grecka litera a odnosi sie do jadra atomowego, natomiast Z oznacza liczbe atomowsa. Mia-
nownik okresla odlegtos¢ rozwazanego elektronu od jadra.
Kolejnym elementem réwnania 2.25 jest czton odpowiadajacy za odpychanie coulombowskie

chmury elektronowej z sama soba, zdefiniowany jako:

2/ PE)P2) b e (2.28)

Ty —1“2|

w réwnaniu 2.28 chmura elektronowa zostaje podzielona na wiele matych szescianéw o ta-
1

dunku punktowym —pdr, dzigki czynnikowi ; oddziatywania tych samych szeScianéw sa
liczone tylko raz [65].

Ostatni czton réwnania 2.25 to tak zwana energia korelacyjno - wymienna. Aby obliczy¢
te energie stosuje sie réznorodne przyblizenia. Najbardziej podstawowym jest przyblizenie
lokalnej gestosci LDA (Local Density Approximation), ktére jest przyblizeniem najmniej do-
ktadnym. Doktadniejsze ale bardziej kosztowne jesli chodzi o czas obliczen sa przyblizenia
gradientowe GGA (ang. generalized gradient approximation), natomiast bardziej zaawanso-
wane sa tak zwane przyblizenia hybrydowe, a wéréd nich funkcjonat B3LYP, dajacy wyniki
bardzo dobrze poréwnywalne z wynikami eksperymentalnymi [65].

Funkcje zlokalizowane w przestrzeni wokét okreslonego centrum to orbitale atomowe. Zbidér
orbitali ,,atomowych” nazywa sie baza. W obliczeniach kwantowo-chemicznych stosuje sie

bazy wyktadnicze o wzorze ogdlnym:

g(I‘) = f(CC, Y, Z) exp[—(r”] (229>
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w ktorym f jest wielomianem, natomiast stopien rozmycia orbitalu wokot centrum zalezy
od wyktadnika (, im wieksza ¢ tym zanik funkcji szybszy. Orbitale slaterowskie posiadaja w
wyktadniku n = 1, natomiast w przypadku orbitali gaussowskich n = 2 [65].

Tak jak wspomniano wyzej zbiér orbitali stanowi baze. Wybdér odpowiedniej bazy nie jest
rzeczg prosta. W celu uzyskania wiarygodnych wynikéw najlepiej uzy¢ bazy zawierajacej wiele
orbitali atomowych, co niestety skutkuje wzrostem zapotrzebowania na moc obliczeniows,
gdyz koszt obliczeniowy metody DFT formalnie skaluje si¢ jak O(n'), gdzie n jest wielkoscia
uktadu [66].

Optymalizacja geometrii

Czasteczki wystepujace w przyrodzie daza do uzyskania konformacji o jak najnizszej energii,
dlatego chcac symulowaé uktady rzeczywiste, w obliczeniach takze wykorzystuje sie struk-
tury posiadajce jak najnizsza energie. Aby to osiagnaé poczatkowe geometrie czasteczek sg
optymalizowane, w tym procesie obniza si¢ ich energia.

Wyrdznia sie dwa rodzaje optymalizacji geometrii, metody gradientowe oraz metody nie-
gradientowe. Do metod gradientowych naleza metody najszybszego spadku i sprzezonych
gradientéw. Natomiast do metod niegradientowych mozna zaliczy¢ na przyktad algorytmy
genetyczne.

W optymalizacji mozna wykorzysta¢ rézne rodzaje wspétrzednych. Najczesciej stosuje sie
wspolrzedne kartezjanskie, wspolrzedne wewnetrzne (opierajace sie na macierzy- 7Z), lub
wspolrzedne mieszane.

Optymalizacja geometrii uktadu polega na znalezieniu punktu stacjonarnego. Proces optyma-
lizacji geometrii dazy do takiego stanu, aby pierwsze pochodne z energii po potozeniach zero-
waly sie. Klasyfikacja znalezionych punktow stacjonarnych dokonuje sie w oparciu o wartosci
obliczonych Hessjanow. Gdy wartosci Hessjanu byty dodatnie uktad znajdowal sie w stanie
stacjonarnym. Jezeli jedna z wartosci Hessjanu jest ujemna to uktad znajduje si¢ w punkcie
siodtowym na powierzchni energii potencjalnej. Po wykonaniu optymalizacji geometrii uktad
znajduje sie najczesciej w minimum lokalnym lub punkcie siodtowym na powierzchni energii

potencjalnej [68].

Blad superpozycji bazy

W ramach metod ab initio obliczanie energii oddziatywania FE,;q. miedzyczasteczkowego
moze odbywac sie w dwojaki sposob: z wykorzystaniem metody supermolekularnej badz me-
tody perturbacyjnej. Aby otrzymaé¢ wiarygodne wyniki z obliczen kwantowo-chemicznych
trzeba w swoich obliczeniach zachowa¢ konsystencje numeryczng i metodologiczng. Konsy-
stencja numeryczna jest zachowana gdy w obliczeniach wykorzystywana jest doktadnie ta
sama baza, natomiast konsystencja metodologiczna jest zachowana gdy korzysta sie z tej sa-

mej metody obliczeniowej. W metodzie supermolekularnej energia oddziatywania definiowana
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jest jako réznica miedzy energiag dimeru AB a energiag monomeréw A i B przyjmujacych geo-
metrie takg sama jak w dimerze. Podczas obliczen monomeru A, monomer B nie jest obecny,
a w jego miejsce uzywane sg ,orbitale duchy”, tak samo postepuje si¢ w przypadku obliczania

energii monomeru B:

Eoga: = E(AB)ay — E(A)as — E(B)a (2.30)

gdzie 4, oznacza baze dimeru. W ten sposob bazy dla monomeréw w uktadzie sa takie same.
Struktura geometryczna A i B w minimum lokalnym jest inna niz w dimerze dlatego korekta

z tym zwigzana to energia deformacji Fy.r, wyrazona wzorem:

Fuy = B(A)a — B(A%), + E(B), — E(B°) (231)
Edef >0

Suma Foqq, 1 Eger daje energie kompleksacji. Przy takim podejéciu btad superpozycji bazy

zostaje wyeliminowany [68].

Teoria atoméw w czasteczkach

Richard Bader jest autorem teorii atoméw w czasteczkach (AIM z ang. atoms in molecules).
Teoria ta opisuje atomy jako topologiczne baseny gestosci elektronowej. Gestosé¢ elektronowa
przyjmuje najwyzsza wartos¢ na jadrach atomowych. Baseny atomowe sa roztacznymi ob-
szarami w przestrzeni fizycznej. Powierzchnia graniczna miedzy basenami zdefiniowana jest

warunkiem 2.32:

V(F) - i) = 0 (2.32)

gdzie 7 jest wektorem wodzgcym, a 7 jest jednostkowym wektorem normalnym do powierzchni
V(7). Z praktycznego punktu widzenia najwazniejsze do opisu wtadciwosci czasteczek sa
punkty stacjonarne, ktére w przypadku gestosci elektronowej nazywamy punktami krytycz-
nymi, speliaja one warunek: Vp(7) = 0. Aby scharakteryzowaé¢ punkty krytyczne nalezy
policzy¢ hesjan czyli macierz drugich pochodnych gestosci elektronowej po potozeniu, na-
stepnie zdiagonalizowaé¢ otrzymana macierz i wyznaczy¢ jej slad czyli laplasjan. Diagonali-
zacja Hessjanu w punktach krytycznych daje informacje niezbedne do klasyfikacji punktow
krytycznych. Liczba niezerowych wartosci wlasnych tak zwana ranga i sygnatura, bedaca
algebraiczng suma znakéw obliczonych wartosci wlasnych, dzieli punkty krytyczne na cztery

typy w zaleznosci od wartosci rangi i sygnatury:

e (3, -3) punkt krytyczny jadra atomowego (z ang. nuclear critical point)

e (3, -1) punkt krytyczny wiazania (z ang. bond critical point, BCP)
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e (3, +1) punkt krytyczny pierscienia (z ang. ring critical point)
e (3, 4+3) punkt krytyczny wneki molekularnej (z ang. ring critical point)

W niniejszej pracy beda rozwazane tylko krytyczne punkty wigzania. Znajac gestosé elektro-
nowa p w punkcie krytycznym mozna okresli¢ rodzaj wiazania. Jezeli p jest wigksze od 0.2
to miedzy atomami wystepuje wigzanie kowalencyjne, natomiast p mniejsze niz 0.1 charak-

teryzuje oddzialywania stabe [69].

Metoda klasycznej dynamiki molekularnej

Metoda klasycznej dynamiki molekularnej MD (ang. Molecular Dynamics) opiera sie na roz-
wiazywaniu klasycznych rownan Newtona dla uktadéw molekularnych. W obliczeniach wy-
znacza sie potozenia oraz predkosci atoméw badanego ukladu, co jest okreslane terminem
ytrajektoria uktadu”. Energia potencjalna uktadu wyznaczana jest za pomoca pola sitowego,

FF (ang. force field), opisujacego funkcje potencjatu.

Pole silowe Pole sitowe jest energia czasteczki w funkcji potozenia jej jader atomowych.
Pole sitowe jest wielkoscia skalarna opisujaca hiperpowierzchnie energii potencjalnej V' dla ru-
chu jader w przestrzeni 3N-6 wymiarowej. Parametry FF wyznaczane sa empirycznie najcze-
Sciej metodami krystalograficznymi i spektroskopowymi. Pola sitowe stosowane sg do badan
duzych uktadéw, gdy obliczanie elektronowego rownania Schroedingera trwaloby za dtugo,
lub wrecz bytoby niemozliwe. Najczesciej uzywana jest nastepujaca definicja funkcji poten-

cjatu V:

V=V+Vo+V,+ Viaw + Vee (2.33)

pierwsze trzy cztony rownania odnosza sie do struktury kowalencyjnej, natomiast kolejne dwa
okreslajg przyczynki od oddziatywan niekowalencyjnych. Skréty stosowane w réwnaniu 2.33

zostang szczegdtowo omowione ponizej:

1. 'V, odnosi sie do energii potencjalnej zmiany dtugosci wigzania miedzy dwoma atomami
charakteryzujacej sie okreslong dtugoscia wigzania ry i harmoniczng staltg sitowa k, sa to
oddziatywania 1-2, rysunek 2.11. W polu sitowym zamiast sztywnego wigzania miedzy
atomami stosuje si¢ przyblizenie harmoniczne, ktére wyraza si¢ wzorem: %k:(r —719)?,

gdzie r to odleglo$é miedzy atomami.

2. V, oznacza energie potencjalng zwigzang ze zmiang kata wyznaczanego przez trzy sa-
siednie atomy o Scisle okreslonych dtugosciach wiazan, oddziatywania 1-3, rysunek 2.11.
Tutaj rowniez stosuje si¢ przyblizenie harmoniczne, tak aby sprezyna zostata umiesz-
czona miedzy pierwszym i trzecim atomem. Podobnie jak w przypadku wigzan, katy

miedzy atomami posiadajg pewne charakterystyczne warto$ci g i harmonicznag statg
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sitowa k.. Gdy probuje si¢ wyprowadzi¢ kat z potozenia réwnowagi, jego warto$¢ wynosi
a. Wyrazenie opisujace katy jest analogiczne do tego opisujacego wigzania, to znaczy:

%ka(a — CY())Q.

. V; odnosi sie¢ do energii potencjalnej zwigzanej ze zmiang kata torsyjnego opisujacego

jak zmieni si¢ energia gdy nastgpi rotacja o kat w dookota wigzania miedzy atomami
21 3 w sekwencji wiazan chemicznych 1-2-3-4, rysunek 2.11. Czton torsyjny jest opisy-
wany réwnaniem G(1 — cos(nw)), gdzie n to krotnos¢ wystapienia bariery przy pelnym

obrocie, natomiast G to stata.

. Veaw to energia potencjalna zwigzana ze zmiang oddziatywan van der Waalsa, rysunek

2.11. Oddziatywania te zapobiegaja przed zblizeniem sie atoméw na odlegto$¢ mniejsza
niz suma ich promieni van der Waalsa. Gdy takie oddziatujace atomy zblizaja sie do
siebie energia potencjalna gwattownie rosnie i atomy zaczynaja sie odpychaé, natomiast
oddalenie si¢ atoméw powoduje wzrost sit dyspersyjnych proporcjonalne do =%, Takie

oddziatywania zostaly opisane jako potencjal Lennarda-Jonesa i wyrazone wzorem:

o= () ()]

. V.. to energia potencjalna zwigzana ze zmiang oddziatywan elektrostatycznych, ktore

zaleza od tadunkéw rozwazanych atoméw (g i ¢2), mozna to uwzglednié¢ wprowadzajac

do pola sitowego przyczynek pochodzacy od energii elektrostatycznej opisany wzorem

C]1CI2/7”-

Zatem podsumowujac, najprostsze pole sitowe moze zawiera¢ takie cztony:

V=> ;k(T—TQ)Q-f- > ;k‘a(a—ao)Q‘l— > G(1—cos(nw))

A-B A-B-C A-B-C-D
qAqB
+ Y
A.B

) (] 5

oznaczenia sa analogiczne jak w opisie pola sitowego. Wada opisanych pdl sitowych jest to, ze

nie da sie przeprowadzi¢ reakcji z uzyciem pol sitowych, wigzania chemiczne nie mogg zostac

rozerwane, natomiast uktad dazy do optymalizacji ich parametréw [65].

W przypadku kiedy jest potrzeba przeprowadzania reakcji chemicznych uzywa si¢ model

oscylatorow anharmonicznych zaproponowany przez Philipa Morse’a. Model ten jest znacznie

bardziej skomplikowany i kosztowny jesli chodzi o moc obliczeniowa [65].
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Oddzialywania kowalencyjne

1 <t

2 3
Oddziatywanie 1 - 2 Oddziatywanie 1 - 3 Oddziatywanie 1 - 4

Oddzialywania niekowalencyjne

o, P, 0
Oddzialywania van der Waalsa Oddziatywania Coulomba

Rysunek 2.11: Oddzialywania kowalencyjne i niekowalencyjne.

Mechanika molekularna

Mechanika molekularna jest analiza topologiczng pozwalajaca na znalezienie punktéw sta-
cjonarnych na hiperpowierzchni energii potencjalnej. Dazy si¢ do tego minimalizujac energie
potencjalng badanego uktadu. Energia jest minimalizowana do momentu kiedy obliczony z
niej gradient wynosi ,zero”. Problemem tej metody jest to, ze nie zawsze, a wlasciwie do-
sy¢ rzadko osigga si¢ minimum globalne, szczegélnie jezeli minimalizuje sie energie duzych

czastek. Zwykle znajdowane sg punkty stacjonarne zerowego i pierwszego rzedu.

Dynamika molekularna (MD)

Procesy dynamiczne zachodza w czasie i temperaturze. W dynamice molekularnej wyko-
rzystuje sie zwigzek miedzy energiag kinetyczng uktadu, a jego temperaturg. Aby zdefiniowaé
warunki poczatkowe symulacji nalezy podaé poczatkowe potozenia, predkosci, ktore w bardzo
krétkim odcinku czasu At moga by¢ wartoscig staty. Nastepnie w kolejnym kroku czasowym
ustala sie nowa predkos¢ i nowe potozenie. W ten sposéb mozna uzyskac trajektorie czyli

zmiane potozenia w czasie.
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Przedmiotem rozwazan MD sg atomy, a procedura obliczeniowa opiera sie na numerycznym

scatkowaniu réwnan ruchu Newtona:

v
A i =1,2,.., M 2.35
= i (2.35)

gdzie F; to sita dzialajaca na atom i, V' to potencjal, r; to wektor potozenia atomu zapisany we

Fz(t) =

wspotrzednych kartezjanskich, m; to masa, natomiast ¢ to czas. Potozenie atomoéw w kolejnym
kroku czasowym mozna uzyskaé¢ stosujac rozwiniecie w szereg Taylora funkcji potozenia w

czasie:

or 10%r 103
Pt =Tt 5 (A + 55 (A4 55

We wzorze 2.36 pierwsza pochodna potozenia po czasie to predkos¢, natomiast druga po-

At)? + At)? + .. (2.36)

chodna to przyspieszenie. Nastepnie zostanie wyznaczone potozenie uktadu w czasie t — At.

or 10%r , 10 3
r; — §<At) + 5w(m) — 6@(At} + ... (2.37)

po czym od réwnania 2.36 zostanie odjete rownanie 2.37 przez co wartosci potozenia i pedu

r_ =

przyjmuja wartosci dyskretne.

2
riq = (2r; —ri_y) + gt;(m)? + . (2.38)
przyspieszenie mozna obliczy¢ ze wzoru 2.35. Powyzszy sposéb numerycznego rozwigzywania
rownan Newtona zostal nazwany algorytmem Verleta. W kazdym kroku iteracji przyspie-
szenie czgstek w uktadzie powinno zostaé¢ obliczone na nowo. Dodatkowo im mniejszy krok
czasowy zostanie przyjety tym polozenia atoméw zostana doktadniej obliczone [68].
Metoda MD dostarcza informacji na poziomie mikroskopowym aby wymodelowaé warunki
makroskopowe stosuje sie rozne metody mechaniki statystycznej. Do kontroli temperatury
i ciSnienia wykorzystywane sg odpowiednio termostat i barostat. Obliczenia mozna prowa-
dzi¢ w roznych zespotach statystycznych, najbardziej rozpowszechnione sa zesp6t kanoniczny
(NVT) i izobaryczno-izoterminczym (NPT). Pierwszy zespdl statystyczny przyjmuje stala
liczbe atoméw (N), obliczenia prowadzone sa w stalej objetosci (V) i temperaturze (T).
Gdy wyniki symulacji maja by¢ poréwnywane z eksperymentami prowadzonymi w warun-
kach statego cisnienia i temperatury wykorzystywane sg zespoly statystyczne izotermiczno-
izobaryczne o statej liczbie atoméw, stalej temperaturze i przy statym cignieniu (P).
Periodyczne warunki brzegowe (PBC)
Zaktadamy, ze do obliczen wykorzystano realistyczny model uktadu otoczonego przez cza-
steczki rozpuszczalnika. Przy tworzeniu modelu podaje si¢ trzy wektory okreslajace ksztalt
komorki symulacyjnej, najprostszym jest ksztalt prostopadloscianu, rysunek 2.12. W tak
utworzonej replice warunki panujgce na brzegach sze$cianu sg niefizyczne. Aby pozby¢ sie

niefizycznodci stosuje sie periodyczne warunki brzegowe, w ktorych badany prostopadtoscian
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otoczony jest z kazdej strony przez swoje repliki, takich replik potrzebnych do otoczenia sze-
Scianu jest 26, por. rysunek 2.12. Nastepnie aby otoczy¢ uktad druga warstwa replik nalezy

zuzy¢ 96 takich samych szescianéw i tak dalej.
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Rysunek 2.12: Periodyczne warunki brzegowe na przykladzie komérki symulacyjnej prostopadto-
Sciennej, dla uproszczenia przedstawiono tylko dwa z trzech wymiarow.

W obliczeniach dynamiki molekularnej stosuje si¢ zwykle model quasi - periodyczne. Oznacza
to, ze jezeli srodek masy czasteczki z modelu wyjdzie poza wytyczona komérke symulacyjna
czasteczka jest dodawana z przeciwnej strony uktadu, tak aby zachowadé statg liczbe atoméow
w prowadzonej symulacji. Takie zachowanie pociaga za sobg oddzialywania dalekiego za-
siegu. Aby ograniczy¢ te oddziatywania stosuje sie parametr odciecia (cutoff), ktéry zwykle
jest ustalany na 10-12 A. Jezeli dwa atomy znajduja sie w odlegloéci wiekszej niz cutoff to
oddziatywanie van der Waalsa miedzy nimi nie jest liczone.

Narzedziem przyspieszajacym obliczenia oddzialywan elektrostatycznych jest metoda siecio-
wych komérek Ewalda (z ang. Particle Mesh Ewald). Metoda polega na podzieleniu oddzia-
tywan na krétko- i dalekozasiegowe. Ladunki znajdujace sie w uktadzie traktowane sg jak
funkcje gausowskie. W przypadku gdy dwa tadunki znajduja sie blisko siebie ich funkcje gau-
sowskie sg zliczane bezposrednio. Natomiast do zliczen oddziatywan dalekiego zasiegu jest
uzywana tranformata Fouriera lub przestrzen odwrotna. W wyniku tego zabiegu obliczenia
zamiast skalowaé sie jak N2, skaluja sie jak NInN [68].

Modele wody

Woda jest najczestszym rozpuszczalnikiem uzywanym w badaniach biologicznych, posiada
unikalne wtasciwosci wynikajace z mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych miedzy po-
szezegdlnymi czasteczkami wody [70]. Istnieje wiele modeli opisujacych wode, jednakze bar-
dzo trudno jest wymodelowaé¢ wszystkie wtasciwosci wody. Dlatego w zaleznosci od potrzeb
uzywa si¢ modeli, ktore dobrze symulujg konkretne wtasnosci wody. W niniejszej pracy zostat
uzyty model wody TIP3P (transferable intermolecular potential 3P), ktéry jest zaimplemen-
towany do pola sitowego CHARMM i dzieki swojej prostocie jest bardzo czesto uzywany w
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symulacjach uktadéw biologicznych [71]. Poréwnanie wlasciwosci wody opisanej przez model
TIP3P i eksperyment zostaly zebrane w tabeli 2.3.

Tablica 2.3: Poréwnanie wlasciwosci wody; zestawienie wynikow uzyskanych eksperymentalnie i z
modelu TIP3P [68].

TIP3P | Eksperyment
temperatura topnienia [K] | 146 273
gesto$¢ * [g/ml] 0.98 0.997
ciepto parowania [kJ/mol] 42 44
pojemno$¢ cieplna 79 75
stata dielektryczna 94 78

* gestod¢ w temperaturze 298 K.

Jak wynika z tabeli 2.3, model poprawnie odtwarza gesto$é, ciepto parowania i pojemnosé
cieplng wody, natomiast nie radzi sobie z temperatura topnienia i stata dielektryczna. Po-
nadto duza wada modelu jest to, ze nie odtwarza poprawnie radialnej funkcji rozktadu par,
takze napiecie powierzchniowe wody nie jest dobrze odtworzone.

Uzyskiwanie informacji z symulacji

Poprawnie przeprowadzone obliczenia metoda dynamiki molekularnej powinny zawiera¢ na-
stepujace po sobie kroki. Pierwszy to minimalizacja energii, po nim nastepuje réwnowago-
wanie w zespole kanonicznym, nastepnie rownowagowanie w docelowym zespole statystycz-
nym, po ktérym nastepuje faza ,produkcyjna” (ang. production run). Bardzo wazny jest
odpowiedni dobér kroku czasowego w prowadzonej symulacji. Poprawnie dobrana warto$c¢
powinna by¢ o rzad wielkosci mniejsza niz najszybsze drgania w uktadzie [72], a konkretnie
drgania oscylacyjne w czasteczkach, wystepujace w czasie 10714 do 107 s. Dlatego w symu-
lacjach stosuje sie najczedciej krok czasowy wynoszacy 1 fs. Zamrozenie najszybszych drgan
w badanym uktadzie pozwala na wydtuzenie kroku czasowego do 2 fs.

Poprawnos¢ danych uzyskanych z symulacji nalezy zweryfikowac, wykorzystujac do tego me-
tody statystyczne, jak na przyklad metode zaproponowana przez Flyvberga i Petersena [68].
Uzyskane dane moga stuzy¢ do poréwnania z wartoSciami eksperymentalnymi [65]. Jezeli
obie metody, eksperymentalna i obliczeniowa zgadzaja sie ze sobg mozna wykorzysta¢ dane
uzyskane z obliczen do wyjasnienia zjawisk w skali nano.

Przyktadem informacji uzyskanej z symulacji jest radialna funkcja gestosci g(r), mierzaca
prawdopodobienstwo napotkania zadanej czastki w funkcji odleglosci. Zlicza ona liczbe za-
danych molekut w pierécieniach o przekroju Ar, w rezultacie dajac informacje ile razy bardziej
prawdopodobne jest napotkanie danej molekuty w konkretnej odlegtosci niz napotkanie tej
molekuty w systemie, ktory ma jednorodny rozktad czastek. Granica gazu doskonatego po-
winna dawaé wartosé 1 [68].

Parametr uporzadkowania (.S,,,) jest kolejna informacja, ktéra mozna uzyskaé¢ z analizy

wynikéw symulacji MD. Mozna go wyliczy¢ ze wzoru:
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Spmot = —(3 < cos*0 > —1) (2.39)

gdzie 0 jest katem miedzy wigzaniem C-H, a normalna monowarstwy, <> oznacza $rednia
po czasie. Parametr jest obliczany dla wszystkich czasteczek w uktadzie, a takze dla kazdego
wigzania C-H w tancuchu alifatycznym. Warto$ci parametru porzadku wynosza od zero do
jeden, zero odpowiada stanowi nieuporzadkowanemu, a wraz ze wzrostem wartosci parametru

badany uktad staje sie bardziej uporzadkowany [73, 74, 75].

2.4 Saponiny

Saponiny sa glikozydami naturalnie wystepujacymi w roslinach, organizmach morskich i w
niektérych bakteriach, petnig funkcje antyzapalna, antybakteryjna i antywirusowa [1]. Dzieki
swojej amfifilowej budowie sg czasteczkami powierzchniowo czynnymi i podobnie jak mydto
powoduja pienienie sie wody, czemu zawdzieczaja swojg nazwe, gdyz stowo ,,sapo” po grecku
znaczy mydlo [76].

Ze wzgledu na budowe cze$ci hydrofobowej - aglikonu, saponiny dzielimy na steroidowe i
triterpenowe. Te pierwsze wystepuja miedzy innymi w owsie, papryce, baktazanie, czosnku,
nasionach pomidora oraz w zen-szeniu. Natomiast drugie wystepuja w roslinach straczkowych,
czosnku, herbacie, szpinaku, buraku cukrowym i w stoneczniku [1]. Saponiny steroidowe po-
siadaja silniejsze dziatanie hemolityczne niz saponiny triterpenowe [77, 78].

Saponiny mozna takze podzieli¢ ze wzgledu na liczbe miejsc potaczen reszt cukrowych z agli-
konem. Najczesciej spotykanymi saponinami sag monodesmosydyczne i bidesmosydyczne. Te
pierwsze posiadaja jedno potaczenie reszty cukrowej z aglikonem zwykle przy atomie wegla
C3, natomiast drugie charakteryzuja si¢ wystepowaniem dwoch takich miejsc, cukry przyta-
czone sg takze do atomu wegla C26 lub C28 [4, 6]. Saponiny monodesmosydyczne wykazuja
trzydziestokrotnie wigksze dzialanie hemolityczne niz saponiny bidesmosydyczne [78, 79].
W czesci glikonowej wystepuja nastepujace ugrupowania glikonowe: D-glukoza, D-galaktoza,
kwas D-glukuronowy, D-fukoza, D-ksyloza, L-ramnoza, L-arabinoza [6, 4].

Saponiny znajduja zastosowanie w wielu gateziach przemyshu jak i w medycynie. Steroidowe
saponiny wyizolowane z rodzaju Yucca s uzywane w przemysle spozywczym do podniesienia
jakosci produktow, miedzy innymi zapewniaja utrzymanie odpowiedniej porowatosci, gesto-
Sci, a takze twardosci wyrob6w [80]. Korzenie rosliny z rodzaju Glycyrrhiza sa uzywane jako
substancje stodzace i wzbogacajace smak potraw [81]. Saponiny wyizolowane z rosliny z ro-
dzaju Quillaja sa stosowane w przemysle chemicznym jako srodek pienigcy i sg dodawane do
szamponoéw, past do zebow i cieklych detergentow [82]. W przemysle farmaceutycznym dios-
genina wyizolowana z bulw rosliny Dioscorea villosa jest uzywana jako prekursor kortyzonu,
progesteronu, a takze pregnenolonu [83, 84].

Saponiny najczesdciej kojarzone sa z efektem hemolitycznym jaki wywierajg na komorki ery-
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trocytow. Ich toksycznosé w stosunku do czerwonych krwinek jest czynnikiem limitujacym ich
zastosowanie w medycynie. Jednakze saponiny posiadaja takze wiele dobroczynnych wtasci-
wosci. Saponiny wyizolowane z korzenia rosliny Panaz Ginseng przyspieszaja gojenie si¢ ran
poprzez zwiekszenie migracji keratynocytéw do chorobowo zmienionego obszaru [6, 85]. Sa-
poniny triterpenowe wyizolowane z roslin Sargentodoxa cuneata i Thinouia coriacea hamuja
synteze DNA i kapsydu wirusa HSV1 [2, 6]. Ponadto niektére saponiny wykazuja dziatanie
antyzapalne, na przyktad saponiny wyizolowane z Caulophyllum thalictroides hamujg wy-
dzielanie cytokin prozapalnych, indukowanej syntazy tlenku azotu, a takze cytooksygenazy
drugiej w nadnerczach mysich [3, 6].

Saponiny sg intensywnie badane na dziatanie antynowotworowe przeciwko réoznym typom ko-
moérek nowotworowych. Saponiny wyizolowane z roélin z rodzaju Astragalus posiadajg wta-
Sciwosci antynowotworowe przeciwko komoérkom raka jelita grubego i watrobiaka (HCC).
Obnizaja one poziom a-fetoproteiny wystepujacej naturalnie w orgaznizmie w okresie ciazy
oraz w przypadku nowotworu watroby. Hamuja wzrost komoérek nowotworu poprzez supre-
sje czynnika wzrostu. Nastepnie prowadza komorke na szlak metaboliczny niezalezny od
ERK (kinaza regulowana czynnikami zewnetrznymi) co powoduje zwiekszenie wydzielania
czynnika NF-£B (czynnik transkrypceyjny kappa B) i w konsekwencji prowadzi do progra-
mowanej $mierci komorki, czyli apoptozy [86, 87]. Awicyna D, saponina z grupy saponin
triterpenowych wykazuje wlasciwosci cytotoksyczne skierowane przeciwko komoérkom kost-
niakomiesaka, nowotworu kosci. Awicyna penetrujac wnetrze komérki zaburza gospodarke
energetyczng komorki, poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci zewnetrznej btony mitochon-
drialnej i uposledzenie oddychania komoérkowego. Ponadto w obecnosci awicyny wptywa na
supresje genéw kinazy aktywowanej 5’AMP (adenozynomonofosforan), odpowiedzialnej za
homeostaze energetyczna komorki, oraz zwigksza ekspresje tuberyny, ktéra jest biatkiem od-
powiedzialnym miedzy innymi za autofagie komérki [87, 88, 89, 90].

W niniejszej pracy zostanie zbadane oddziatywanie modelowych bton komoérkowych z dwoma
saponinami: digitoning i ginsenozydem Rh2. Ponadto diosgenina, steroidowa saponina, o bu-
dowie bardzo zblizonej do cholesterolu zostanie wykorzystana do badan nad rolg tancucha

alifatycznego w czasteczce cholesterolu.

2.4.1 Digitonina

Digitonina jest steroidowa saponina naturalnie wystepujaca w naparstnicy purpurowej (Di-
gitalis purpurea), w roslinie petni funkcje ochronna - antybakteryjna, przeciwgrzybiczna i an-
tywirusowa [1]. Digitonina dzieki swojej amfifilowej budowie jest zwiazkiem powierzchniowo
czynnym, sktada sie ze spirostanowej czesci hydrofobowej, oraz pieciu reszt cukrowych: dwoch
glukoz, dwoch galaktoz oraz ksylozy, Rys 2.13.

W roku 1909 Adolf Windaus zaproponowat metode wyznaczania ilosci cholesterolu bazujaca

na tworzeniu osadu tworzonego przez oddziatujace ze soba czasteczki cholesterolu i digitoniny
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Rysunek 2.13: Wzor strukturalny czasteczki digitoniny.

[7]. Nastepnie metoda ta przez wiele lat stuzyta do szacowania iloéci wolnego cholesterolu we
krwi. Co wiecej digitonia oddzialuje takze z 3(-oksysterolem, a takze alkoholami [7, 91, 92].
W naukach biomedycznych jest takze wykorzystywana w terapii antynowotworowej, ze wzgledu
na jej wtasciwosci cytotoksyczne i cytostatyczne w stosunku do chorobowo zmienionych ko-
morek [79]. Digitonina znajduje takze zastosowanie w przypadku nowotworéw cechujacych
si¢ wielolekoopornoscia. Taka terapia prowadzona jest z uzyciem wigcej niz jednej substancji,
z ktorych kazda oddziatuje na komoérke w inny sposéb. Digitonina blokuje biatko posiadajace
kasete wiazaca ATP (ABC transporter) w blonie komérkowej, przez co utatwia wnikanie do
komorki lekéw oddziatujacych na jadro komorkowe i w konsekwencji powodujacych apoptoze
komorki nowotworowej [93].

Bardzo wazna wtasciwoscig digitoniny jest oddziatywanie z cholesterolem. Pierwszy artykut
poswiecony temu oddziatywaniu zostal napisany przez naukowcéw Rideal i Schulman, kto-
rzy pokazali nagly wzrost cisnienia powierzchniowego monowarstwy cholesterolu po dodaniu
digitoniny do subfazy. Cisnienie poczatkowe wynosito 10 mN/m, a po dodaniu digitoniny
wzrosto do okoto 60 mN/m [9]. Niedtugo po tym odkryciu Langmuir oszacowal stosunek
stechiometryczny cholesterolu i digitoniny na 1:0.72 [5]. W literaturze pojawiaja sie takze
doniesienia, iz stosunek stechiometryczny cholesterol-digitonina wynosi 1:1 [94, 95, 96].
Kolejnym przedmiotem badan byto okreslenie wptywu stezenia cholesterolu oraz digitoniny
na ich wzajemne oddziatywanie w btonach biologicznych. Digitonina stabiej oddziatuje z li-
pidami blonowymi innymi niz cholestesterol i jego pochodne. Jednakze w literaturze mozna

znalez¢ informacje, ze w przypadku braku cholesterolu w membranie digitonina nie zmie-
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nia rozmiaru liposomoéw, jednakze moze wbudowywaé¢ sie w btony liposomowe gdy stezenie
saponiny bedzie znacznie przekracza¢ CMC, a ponadto roztwor liposomowy bedzie bardzo
stezony. W takiej sytuacji podczas kolizji miceli digitoniny z liposomem moze nastepowaé
wymiana, lipid zostaje wbudowany w micele, natomiast digitonina zostaje wbudowana w ze-
wnetrzng blone liposomu. Digitonina pozostaje w zewnetrznej btonie i nie wykonuje ruchéw
flip-flop [97]. Nastepnie gdy stezenie cholesterolu w blonie jest nizsze niz 10 % mol digitonina
wbudowujac si¢ w btone biologiczng zwigksza jej ptynnosé ale btona nie ulega uszkodzeniu.
Powyzej stezenia 10 % mol cholesterolu w blonie tworza sie agregaty digitonina -cholesterol,
ktore powoduja powstanie asymetrii w blonie, przez co tworzone sg pekniecia, a takze btona
ulega powaznym uszkodzeniom, a w konsekwencji rozpuszczeniu [97].

Naukowiec Irene Schulz zbadata wplyw stezenia digitoniny na jej oddziatywanie z btong ko-
moérkowa. W niniejszej pracy zostalo pokazane, ze digitonina o stezeniu 10 ug/ml tworzy
pory w btonie komoérkowej o srednicy 8-10 nm, przez ktére swobodnie migrujg biatka o masie
do 200 kDa. Organelle wewnetrzne komorki nie zostajg uszkodzone przy takim stezeniu sapo-
niny. Digitonina wraz z blonowym cholesterolem tworza w btonie sferyczne micele gdzie czesci
hydrofobowe obu czasteczek skierowane sg do wnetrza miceli, natomiast cukry na zewnatrz.
Ponadto oddziatujace czasteczki tworza sztywne tubularne struktury. Wszystkie oddziatywa-
nia sterolu z saponing wystepuja we wnetrzu blony komoérkowej i zostaly zaobserwowane z
uzyciem mikroskopii elektronowej [98].

Stezenie digitoniny miedzy 200 a 900 pg/ml jest przyczyna uwalniania okoto 50 % bialek cy-
tozolowych z komorki. Stezenie powyzej 1000 pg/ml powoduje usuniecie pozostalych biatek
cytozolowych oraz rozpuszczenie lipidéw i biatek blonowych. Zwigkszenie stezenia do 3000
pg/ml powoduje zniszezenie organelli komérkowych takich jak lizosomy i mitochondria i w
konsekwencji lize komorek [98].

W literaturze mozna znalez¢ wiele prob wyjasnienia mechanizmu dziatania saponiny z cho-
lesterolem btonowym [7, 8, 20, 99, 100]. Ze wzgledu na bardzo skomplikowana budowe bony
komorkowej badania prowadzone sa na uproszczonych btonach takich jak liposomy, czy mo-
nowarstwy Langmuira. Do tej pory w nauce pojawito sie wiele propozycji wyjasnienia tego
oddziatywania.

Takagi i wspotpracownicy badali oddziatywania digitoniny oraz jej pochodnych posiadaja-
cych mniejszg czes¢ glikonows z cholesterolem oraz jego pochodnymi o réznej dhugosci tancu-
cha acylowego. Naukowcy wnioskowali, ze im dtuzszy tancuch alifatyczny tym oddzialywanie
miedzy digitoning (lub jej pochodnymi) a cholesterolem (lub jego pochodnymi) mocniejsze.
Ponadto tancuch acylowy cholesterolu moze poprawia¢ dopasowanie miedzy czesciami stero-
lowymi digitoniny i cholesterolu, w wyniku czego powstaje silniejsze oddzialywanie miedzy
tymi dwoma czgsteczkami. Takagi i wspolpracownicy zaproponowali model tworzenia kla-
tratu: digitonina - cholesterol, w ktorym saponina petni role gospodarza, a cholesterol role
goécia. Sita oddzialywania miedzyczasteczkowego w tym klatracie jest zalezna od wzajem-

nego dopasowania czasteczek [100].



38 ROZDZIAL 2. CZESC LITERATUROWA

Podobne wyjasnienie oddzialtywania digitoniny z cholesterolem podali Wojciechowski i wspot-
pracownicy. Badali oni monowarstwy Langmuira zbudowane z DPPC:cholesterol (10:9) i
skompresowane do ci$nienia powierzchniowego 32,5 mN/m oddziatujace z digitonina roz-
puszczong w subfazie wodnej. Naukowcy rozwazali wzgledne utozenie czasteczek cholesterolu
i digitoniny w monowarstwie. Zaproponowali, ze digitonina penetruje monowarste prostopa-
dle do jej powierzchni, ponadto saponina jest hydratowana przez okoto 70 czasteczek wody
i zajmuje objetos¢ 2040 A3. Cholesterol moze zosta¢ wyciggniety z monowarstwy i tworzy¢
wraz z saponing druga warstwe pod powierzchnia pierwszej. Monowarstwa pozbawiona cho-
lesterolu jest bardziej przepuszczalna i podatna na uszkodzenia. Digitonina tworzy kompleks
z cholesterolem, co wynika z mniejszej powierzchni kompleksu niz czasteczek go budujacych.
Kompleks ten przypomina krysztal, w ktéorym analogicznie do pracy Takagi’ego i wspol-
pracownikéw digitonina pelni role gospodarza, a cholesterol goscia. Oddziatywania Londona
stabilizujace kompleks wystepuja miedzy sterolami obu badanych molekut [7].

W pracy Ikhwana R. Sudji i wspotpracownikéw zostato zbadane oddziatywanie digitoniny z
cholesterolem w liposomach zbudowanych z POPC/SM /cholesterol (2:2:1), POPC/cholesterol
(4:1), SOPC/cholesterol (4:1). Wykonano takze liposomy referencyjne nie zawierajace chole-
sterolu zbudowane z POPC i SOPC. Naukowcy zaproponowali, ze digitonina oddzialujac z
cholesterolem zwieksza przepuszczalno$é btony, tworza sie pory o srednicy wiekszej niz 2 nm.
Ponadto digitonina dodana do roztworu liposoméw zawierajacych cholesterol poczgtkowo po-
woduje zwieszenie Srednicy liposoméw, natomiast po pewnym czasie nastepuje stabilizacja
lipidéw w blonie i powstaje frakcja liposoméw o mniejszej Srednicy niz liposomy macierzy-
ste. Jednoczesnie digitonina nie oddziatywata z liposomami nie zawierajacymi cholesterolu.
Badacze wnioskuja takze, iz digitonina nie oddziatuje z fosfatydylocholing, sfingomieling, a
takze mitochondrialna kardiolipina [78].

Badacze z Heidelberga rozpatrywali oddziatywanie digitoniny z cholesterolem w kontekscie
natywnej blony komoérkowej. Wedtug autorow digitonina zwieksza lepko$¢ membrany i jest
to efekt nieodwracalny, co sugeruje, ze czasteczki cholesterolu sg usuwane z btony. Na skutek
dodania saponiny zmienia si¢ takze mechanika btony. Nataliya Frenkel i wspotpracownicy
odrzucajg hipoteze Schulz, a tym samym wykluczaja istnienie miceli powierzchniowych oraz
uktadow tubularnych na powierzchni btony. Badania liposomowe pokazaty, ze w liposomach
zbudowanych z SOPC i 5% lub 20% cholesterolu, czasteczki sterolu sg usuwane z liposomu
przez czasteczki saponiny. Reasumujac digitonina penetruje btone komérkowa w miejscu wy-
stepowania cholesterolu, nastepnie tworzy si¢ kompleks digitonina - cholesterol, ktory jest
usuwany z blony nie powodujac wprost zerwania jej cigglosci ale zwickszajac jej ptynnosé i
podatnos$¢ na uszkodzenia [8].

Wraz z kolejnymi badaniami wiedza na temat oddziatywania digitoniny z cholesterolem staje
si¢ petniejsza. Jednakze wyjasnienie mechanizmu oddziatywania digitoniny i cholesterolu na
poziomie molekularnym nie jest rzecza prosta. W niniejszej pracy zostanie podjeta préba

petniejszego wyjasnienia oddzialywania miedzy tymi zwigzkami.
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2.4.2 Diosgenina

Diosgenina naturalnie wystepuje w roslinach straczkowych (Trigonella sp.) oraz w pochrzy-
nach (Discorea sp.). Saponina ta jest uzywana jako substrat w przemysle farmaceutycznym
do syntezy produktéw steroidowych, jak na przyktad kortyzonu lub progesteronu [101, 102].
Diosgenina jest steroidowa saponina, jej czesé hydrofobowa sktada sie z spirostanolu [(25R)-
spirost-5-en-3b-ol|, natomiast cze$¢ hydrofilowa stanowi grupa hydroksylowa. Saponina ta
jest strukturalnie podobna do cholesterolu. Wysoka aktywnos$é¢ biologiczna saponiny wynika
z obecno$ci wigzania podwojnego miedzy pigtym a széstym atomem wegla w pierscieniu B, a
takze z obecnosci dwoch reszt cukrowych, furanozy i piranozy, dotaczonych kolejno do stero-
idowej czesci saponiny [103]. Wzér strukturalny z zaznaczonymi niektérymi atomami zostat

przedstawiony na rysunku 2.14.

Rysunek 2.14: Wz6r strukturalny czasteczki diosgeniny.

Diosgenina byta intensywnie badana pod katem oddzialywania z komoérkowami nowotworo-
wymi. Dziatanie antynowotworowe diosgeniny wykazano w stosunku do komérek nowotwo-
réow: jelita grubego [104], piersi [105, 106], watroby [107], kosci [103], gardla oraz skéry [108].
W stosunku do komoérek nowotworowych diosgenina najczesciej przyczynia sie do wprowa-
dzenia komoérek na droge apoptozy, a takze blokuje cykl komérkowy miedzy Go/G1, gdzie Gy
oznacza faze spoczynku, natomiast G to faza wzrostu komérki [103, 105, 107, 108, 109, 110].
Wazna aktywnoscig biologiczng saponiny jest ograniczenie wzrostu i proliferacji komorek no-
wotworowych [104, 106].

Udowodniono takze, ze diosgenina podnosi poziom limfocytéw T regulatorych powodujacych
imunosupresje, a w rezultacie zmniejszenie stanu zapalnego w jelitach myszy z alergia pokar-
mowg, [102].

W Japonii zostal przeprowadzony eksperyment z wykorzystaniem grupy zdrowych Japonczy-
kéw. Osobom z grupy badawczej podawano wyciag z pochrzynu chifiskiego (Discorea batatas)
lub placebo. Eksperyment zostal zaplanowany jako podwéjnie $lepy (double blind), badania
byty prowadzone naprzemiennie oraz kontrolowane poprzez uzycie placebo. W wyniku przyj-
mowania ekstraktu z pochrzynu chinskiego bogatego w diosgening istotnie zwickszylty sie

zdolnosci poznawcze grupy dorostych Japoriczykéw [111].
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Diosgenina zostala wybrana do badan powierzchniowych poniewaz tak samo jak cholesterol
jest sterolem, ponadto tak samo jak cholesterol jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie.
Jednoczeénie tworzy stabilng monowarstwe na subfazie wodnej. Wyniki pomiaréw izoterm
diosgeniny pokazuja, ze czasteczki w monowarstwie sg sztywne i maja mata zdolnos¢ kom-

presji. Punkt zatlamania monowarstwy wystepuje przy cisnieniu 41 mN/m [101].

2.4.3 Ginsenozyd Rh2

Zet-szen (Panax ginseng) zostal odkryty okolo pie¢ tysiecy lat temu i przez wieki byt stoso-
wany w tradycyjnej medycynie chinskiej do leczenia choréb serca. W XIX wieku zostat spro-
wadzony do Europy i byt wykorzystywany do leczenia miedzy innymi reumatyzmu, anemii i
bezsennosci. W 1981 roku pierwszy raz przeprowadzono badania nad dziataniem zen-szenia
na komoérki nowowtworowe. Wazng czeScig rosliny sa saponiny wystepujace w korzeniach,
liSciach oraz organach generatywnych. Struktura glikozydéw zostata okreslona przez grupe
profesora Shibaty i nazwana Rx, gdzie indeks x zmieniatl si¢ od ,,a” do ,h” wraz ze wzrostem
hydrofobowosci saponiny [112].

Ginsenozyd Rh2 jest steroidowa saponing, ktorej aglikon jest zbudowany z dammaranu, po-
siadajacego siedmioweglowy tancuch acylowy, w miejsce dwoch reszt cukrowych wystepuja-
cych w czesci acylowej digitoniny i diosgeniny. Rh2 jest monodesmosydyczna saponina, z

glikonem zbudowanym z 3-D-glukopiranozydu, Rys 2.15. Ginsenozyd Rh2 charakteryzuje sie

Rysunek 2.15: Wzér strukturalny czasteczki ginsenozydu Rh2.

wysoka aktywnoscig biologiczna, jest uzywany w terapii nowotworow in vitro. Badania wyka-
zaly, ze saponina zatrzymuje cykl komérkowy w fazie wzrostu komérki (tak zwana faza G1),
przez co ogranicza wzrost i rozwéj komoérek nowotworowych [113]. W przypadku nowotworu
skory, saponina hamuje wzrost komorek oraz przyspiesza ich réznicowanie, a takze powoduje
zwigkszenie wydzielania melaniny [112]. Doniesienia naukowe o ginsenozydzie Rh2 w terapii
antynowotworowej najczesciej dotycza kierowania komoérek nowotworowych na droge apop-
tozy. Przyktadami nowotworéw wrazliwych na dzialanie saponiny sa komaérki nowotworu ptuc

[113], raka watrobowokomoérkowego [114], a takze nowotworu piersi [115].
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Ginsenozyd Rh2 ma dziatanie przeciwstawne do wigkszosci saponin. Saponina wbudowuje si¢
w blone komoérki zwiekszajac upakowanie zaréwno tancuchow hydrofobowych jak i gtéw po-
larnych. Badania wykazaty, ze ginsenozyd Rh2 jest mniej cytotoksyczny wzgledem komorek

o mniejszej zawartosci cholestrolu [11].



3 Materiat badawczy i metody

3.1 Materialy

W niniejszej pracy do badan laboratoryjnych zostaly wykorzystane nastepujace lipidy bto-

nowe:
o cholesterol (chol) o czystosci > 99%, Sigma-Aldrich;
« 1-palmityno-2-oleinofosfatydylocholina (POPC) o czystosci > 99%, Avanti Polar Lipids;
o fosfatydylocholina jaja kurzego (ePC) o czystosci 95%, Avanti Polar Lipids;
o sfingomielina jaja kurzego (SM) o czystosci > 99%, Avanti Polar Lipids;
Saponiny:
« digitonina (dig) o czystosci 66%), Sigma-Aldrich;
« diosgenina (dios) o czystosci 93%, Avanti Polar Lipids;
o Ginsenozyd Rh2 (Rh2) o czystosci >97%, Sigma-Aldrich;
Barwniki fluorescencyjne:

1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien (DPH) o czystosci 98%, Sigma-Aldrich;

 6-Dodekanoilo-N,N-dimetylo-2-aminonaftalen (Laurdan) o czystosci > 97%), Invitrogen;
 kalceina o czystosci > 96%, Sigma-Aldrich;

o 1,2-dipalmitynofosfatydyloetanolamino-N-(7-nitro-2-1,3-benzoksadiazol-4-yl) (NBD-PE)
o czysto$ci > 99%, Avanti Polar Lipids;

 rodamina-1,2-dioleoinofosfatydyloetanolamina (Rho-DOPE) o czystosci > 99%, Avanti
Polar Lipids;

Rozpuszczalniki organiczne:

o chloroform spektralnie czysty, o czysto$ci >99,8%, Avanti Polar Lipids;
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« metanol spektralnie czysty, o czystosei >99,9%, Sigma-Aldrich;
o chloroform cz.d.a o czystoéci > 98,5%, Chempur;
e metanol cz.d.a o czystosci > 99,8%, POCh;
e etanol cz.d.a o czystosci 96%, POCh;
« dimetylosulfotlenek (DMSO), Sigma-Aldrich;
Rozpuszczalniki nieorganiczne:
» woda o czystosci MiliQ;
Pozostate:
o Tris HCI, Sigma-Aldrich;
o NaCl, Sigma-Aldrich;
o Sephadex-G50, Sigma-Aldrich;

W preparatyce roztworéw zostaty uzyte rozpuszczalniki organiczne o czystosci spektralnej
(chloroform, metanol). W roztworach wodnych wykorzystywano ultra czysta wode (MiliQ).
Natomiast w preparatyce liposomoéow zostat uzyty bufor sporzadzony z 10 mM roztworu wod-
nego Tris HCl o pH 7,4. Zadane pH otrzymano dodajac do buforu roztwér NaOH. Sephadex-
G50 zostal uzyty do utworzenia kolumny chromatograficznej stuzacej do usuniecia kalceiny
znajdujacej sie na zewnatrz liposomoéw. Odcezynniki o czystosci cz.d.a zostaly uzyte do czysz-

czenia wagi Langmuira.

3.2 Metody

3.2.1 Monowarstwy Langmuira

Szczegoly eksperymentalne

Do wykonania pomiarow monowarstw Langmuira zostata uzyta waga Langmuira KSV model
2000 (KSV Instruments, Helsinki). Ci$nienie powierzchniowe zostato zmierzone z wykorzy-
staniem metody Wilhelmiego i plytki platynowej. Potencjal powierzchniowy zmierzono z
wykorzystaniem techniki wibrujacej elektrody wyprodukowanej przez KSV Spot 1( KSV In-
struments, Helsinki). Wanienka uzywana do pomiaréw byta wykonana z teflonu, natomiast
hydrifilowe barierki zostaty wykonane z derlinu. Kompresja byta prowadzona symetrycznie z
dwoch stron.

Przed kazdym pomiarem korytko byto czyszczone z wykorzystaniem chloroformu i metanolu.
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Platynowa ptytka byta czyszczona etanolem i nastepnie wyprazana w ptomieniu palnika. Po
wypetnieniu wanny subfazg jej powierzchnia byla czyszczona az do uzyskania ciSnienia po-
wierzchniowego mniejszego niz 0,2 mN/m. Pomiary byly prowadzone w stalej temperaturze
20°C (termostat firmy Lauda, model Re 104) i pod ci$nieniem atmosferycznym. Po wyczysz-
czeniu powierzchni sygnal potencjatu byt stabilizowany i nastepnie zerowany. Zadana ilos¢
substancji byta odmierzana z wykorzystaniem strzykawki Hamiltona. Na wyczyszczong po-
wierzchnie naktadano zwigzek rozpuszczony w chloroformie. Pomiar rozpoczynat si¢ po 10
min od nalozenia roztworu. Barierki byly $ciskane z predkoscia 2,5 mm/min lub 5 mm /min.
Subfaze stanowila ultra czysta woda (miliQ), lub wodny roztwér digitoniny o stezeniu 80
pg/ml. Pomiar ciSnienia powierzchniowego odbywal si¢ z doktadnoscia £+ 0,2 mN/m, po-
tencjatu powierzchniowego £+ 0,01 V, za$ powierzchni przypadajacej na czasteczke w filmie
monomolekularnym z doktadnoécig &+ 0,5 A2 Temperature subfazy byta wyznaczana z do-
ktadnoscig 0,1°C

Izotermy adsorpcji

Pomiary izoterm adsorpcji byty prowadzone w teflonowej zlewce, do ktorej odmierzano 20
ml wody o czystosci MiliQQ. Na poczatku na powierzchnie subfazy naktadany byt roztwoér
lipidu, nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnika, spod filmu odciggany byt 1 ml wody, i
nastrzykiwany 1 ml roztworu digitoniny o stezeniu 1.6 mg/ml, w celu otrzymania stezenia

koncowego 65uM (80 pg/ml). Izoterme rejestrowano przez 5000 s.

3.2.2 Liposomy

Preparatyka duzych liposoméw jednowarstwowych (LUV)

Do przygotowania LUV wykorzystano metode ekstruzji liposoméw wielowarstwowych (Mul-
tilamellar Vesicles, MLV) [118]. Odpowiednig ilo$¢ lipidéw odmierzano z wykorzystaniem
strzykawki Hamiltona i umieszczano w kolbie okragtodennej. Nastepnie dodawano 60 pul
mieszaniny chloroform-metanol (1:1). Rozpuszczalnik byl odparowywany w wyparce obro-
towej(model R Buchi Re-111, Buchi, Flawil, Szwajcaria) przez 10 min, a nastepnie kolbe
umieszczano w eksykatorze i inkubowano przez noc. Do suchego filmu lipidowego dodawano
10 mM buforu Tris HCI zawierajacego 150 mM NaCl, pH buforu wynosito 7,4. Nastepnie
prowadzono 5 cykli zamrazania roztworu w suchym lodzie, i nast¢pujacego po nim ogrze-
wania do temperatury 37°C i wytrzgsania. W rezultacie otrzymywano roztwor z liposomami
wielowarstwowymi, ktéry nastepnie przeciskano przez ekstruder (Avanti Mini Extruder) wy-
posazony w filtry o $rednicy poréw 100 nm (Nucleopore Track-Etch Membrane). Nastepnie
aby zweryfikowaé srednice wytworzonych liposoméw wykonywano pomiar metoda DLS. Kon-
trolowano takze stezenie fosfolipidéw w roztworze z liposomami poprzez analize ilodci fosforu
w prébee [119)].

Preparatyka ogromnych liposoméw jednowarstwowych (GUV)

GUV zostaly wytworzone metoda elektroformacji [120, 121]. W elektroformacji wykorzy-
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stuje sie komore sktadajaca sie z dwoch szkietek pokrytych z jednej strony tlenkiem cyny
indu (ITO), pomiedzy szkietka jest wsadzona silikonowa uszczelka. Na wewnetrzna strone
szkietka (pokryta ITO) naktada sie film lipidowy zawierajacy sondy fluorescencyjne. W pro-
cesie tworzenia GUV wykorzystywano dwie sondy fluorescencyjne. Pierwsza, Rho-DOPE
byta dodawana w stosunku molowym 1:1000 (znacznik fluorescencyjny: probka). Diugosé fali
wzbudzenia Rho-DOPE wynosita 560 nm, natomiast dlugo$é¢ emitowanej fali wynosita 589
nm. Drugim znacznikiem fluorescencyjnym byl NBD-PE, dodawany w stosunku molowym
1:200 (znacznik fluorescencyjny : probka). Diugosé fali wzbudzenia NBD-PE wynosita 463
nm, natomiast emisja zachodzita przy dtugosci fali rownej 536 nm. Nastepnie po odparowa-
niu rozpuszczalnika komora wypetniana byta 0,2 M roztworem sacharozy. Tak przygotowana
szczelnie zamknigta komora umieszczana jest w temperaturze 60° i podpinana jest do pradu
sinusoidalnie zmiennego o napieciu 1 V na dwie godziny.

Inkubacja z saponinami

Whptyw dziatania saponin na modelowe btony biologiczne zostat okreslony poprzez wykonanie
roznorodnych eksperymentow na liposmach. Kazdy z tych eksperymentéw zostal poprzedzony
inkubacja roztworu liposoméw z wybrana saponing o odpowiednim ste¢zeniu.

W przypadku Rh2 dodawano dwa rézne stezenia, aby koncowe stezenie ginsenozydu wynosito:
5 uM lub 10 pM. Natomiast w przypadku digitoniny probke inkubowano w stezeniach 32.5
pM (40 pg/ml) 1 65 uM (80 pg/ml).

DLS i spektroskopia

Pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) na liposomach wykonywano na urzadzeniu
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd, Worecestershire, Wielka Brytania)
wyposazonego w laser helowo-neonowy. Detektor byt umieszczony pod katem 173° w stosunku
do $wiatta padajacego. Dane byty zbierane z wykorzystaniem modutu analizy rozktadu roz-
miaru.

Do pomiaru upakowania lipidéw w btonie wykorzystywano spektrofotometr luminescencyjny
Perkin-Elmer LS55, ktory byt polaczony z termostatem. W pomiarach byty uzywane probki
liposoméw, w ktérych stezenie lipidow wynosito 5 M. Jako pozytywna kontrola zostat wy-

korzystany 2% Triton X-100, natomiast negatywna kontrole stanowito DMSO.

Znaczniki fluorescencyjne: Laurdan, DPH

W zaleznosci od potrzeb uzywane byly znaczniki fluorescencyjne zestawione w tabeli 3.1.

3.2.3 Mikroskopia fluorescencyjna

Do badan fluorescencji GUV zostal uzyty mikroskop konfokalny Axioskop 40 (Carl Zeiss,
Jena, Niemcy), z obiektywem o powigkszeniu 40x/0.75 (Zeiss EC Plan-Neofluar). Obraz byt
rejestrowany z wykorzystaniem kamery Nikon digital sight DS-5 M (Nikon, Tokio, Japonia).
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Tablica 3.1: Znaczniki fluorescencyjne

DPH, difenyloheksatrien, jest to zwiazek liniowy, lokujacy sie w
czesci hydrofobowej btony biologicznej, a doktadnie miedzy ogo-
nami lipidowymi. Pozwala na okreslenie uporzadkowania tancu-
chéw kwaséw ttuszczowych w czasteczkach lipidu. Jest uzywany
takze do wyznaczania krytycznego stezenia micelizacji, gdyz w
roztworze wodnym posiada znacznie mniejsza fluorescencje niz
w $rodowisku apolarnym. Jest bardzo dobrym narzedziem do
wyznaczania temperatury przej$é¢ fazowych lipidéw [62, 122].

Laurdan, dodecanodimetylaminonaftalen, to fluorofor czuty na
polarno$é¢ otaczajacego $rodowiska. Jezeli fluorofor ma kontakt
z roztworem wodnym to jego fluorescencja wykazuje przesunie-
cie w kierunku podczerwieni w stosunku do roztworu niepolar-
nego. Dzieki takim wtasciwo$ciom wykorzystywany jest do ba-
dania stopnia upakowania lipidéw w btonie. [122].

NBD-PE czasteczka nitrobenzoksadiazolu potaczona z dipalmi-
tynoglicerofosfoetanolaming (DPPE), preferencyjnie lokuje sie
w domenach charakteryzujacych sie ptynng fazg lipidéw upo-

~ radkowanych, dodatkowo wykorzystywany jest w doswiadcze-
“niach odzyskiwania fluorescencji wygaszonej blyskiem Swiatla

(FRAP), a takze jako donor w eksperymencie rezonansowego
transferu energii fluorescencji (FRET) [123].

Rho-DOPE czasteczka rodaminy potaczona z lipidem dioleino-
glicerofosfoetanolaming, umiejscawia sie w fazie lipdiéw nieupo-
rzadkowanych, a takze jest uzywana jako akceptor w ekspery-
mencie FRET [123].
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Do roztworu GUV dodawano roztwér 0.2 M glukozy Tris HCI, a takze saponiny, nastepnie

inkubowano 5 min.

3.2.4 Statyczne obliczenia kwantowo-chemiczne

Obliczenia kwantowo-chemiczne byty prowadzone w Akademickim Centrum Komputerowym
CYFRONET AGH - na komputerach Zeus oraz Prometheus. Do obliczen z uzyciem forma-
lizmu DFT wykorzystywano program Gaussian 09.D01 [67]. Badania in silico prowadzono
z uzyciem metod Hartree-Focka [124] i teorii funkcjonatu gestosci. Obliczenia DFT wyko-
nywano przy uzyciu funkcjonatu korelacyjno-wymiennego B3LYP [125], z uwzglednieniem
poprawki dyspersyjnej D3 [126]. Obliczenia byly prowadzone w bazach 6-31G(d) [127] oraz
6-311G(d,p) [128]. Blad superpozycji bazy (BSSE) zostal wyeliminowany przez uzycie po-
prawki ,,Counterpoise” zaproponowanej przez Boys’a i Bernardiego [129].

Funkcja falowa otrzymana z obliczen DFT/B3LYP/6-311G(d,p) w programie Gaussian zo-
stata uzyta to wyzanczenia miedzyczasteczkowych punktéw krytycznych. Do okreslenia BCP
wykorzystano program AIMALL wersja 17.01.25 [130].

3.2.5 Klasyczna dynamika molekularna

Przygotowanie ukladu

Uktady do obliczen MD zostaty przygotowane wedtug nastepujacego schematu. Na poczatku
optymalizowano geometrie czasteczek (HF/6-31G(d)). Brakujace parametry pola sitowego
obliczono za pomoca narzedzia ,force field toolkit” (ffTK) [131] zaimplementowanego w pro-
gramie VMD [132]. Nastepnie optymalne struktury zostaly uzyte do budowy uktadu skta-
dajacego sie z dwoch monowarstw oddzielonych od siebie tafla wody o wysokosci przynaj-
mniej 100 A, por. rysunek 3.1. Saponiny zostalty umieszczone okoto 3 A pod powierzchnia
monowarstwy. W symulacjach MD pod monowarstwg zostato umieszczone 8 czasteczek digi-
toniny, rysunek 3.1 B. Monowarstwy cholesterolu zostaty zbudowane ze 100 czasteczek lipidu
kazda, warstwa wodna zawierata okoto 45 tysiecy czasteczek wody. Natomiast monowarstwy
wielosktadnikowe (POPC/SM i POPC/SM/CHOL) zostaty zbudowane ze 106 czasteczek i
oddzielone ponad 32 tysigcami czasteczek wody.

Szczegobly obliczeniowe

Obliczenia byty prowadzone w Akademickim Centrum Komputerowym CYFRONET AGH -
na komputerze Prometheus. Do obliczen uzywano pakietu NAMD2 [133] wykorzystujacego
pole sitowe CHARMM36 [134]. Do symulacji czasteczek wody wykorzystano model TIP3P
[135]. W obliczeniach zostaly uzyte tr6jwymiarowe periodyczne warunki brzegowe. Aby unik-
nag¢ oddziatywania miedzy sasiednimi replikami na osi z, repliki oddziclono 170 A prézni,
rysunek 3.1 A.

Na poczatku przeprowadzono wstepng minimalizacje energii uktadu, nastepnie przeprowa-

dzono wstepne réwnowagowanie uktadu w zespole kanonicznym, po czym réwnowagowanie
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Rysunek 3.1: A: Komoérka symulacyjna, B: schematyczny rysunek monowarstwy z umieszczo-
nymi w subfazie wodnej czasteczkami digitoniny. Na czarno zaznaczono monowarstwy, na czerwono
czasteczki digitoniny, na niebiesko tafle wodna.

w docelowym zespole statystycznym i na koncu nastepowat cykl produkcyjny obliczen wyno-

szacy 60 ns, prowadzony w dwoch réznych zespotach statystycznych:

» stata liczba czastek (IV), stala temperatura (7'), stale ci$nienie normalne (py) oraz

state napiecie powierzchniowe (v): NTp,y

o stata liczba czastek (IV), stala temperatura (7'), stale ci$nienie normalne (p,,) oraz stata
powierzchnia (A): NTp,A

Oddziatywania elektrostatyczne byly uwzglednione stosujac technike Ewalda. Promien od-
ciecia oddzialywan van der Waalsa wynosit 12 A. Zastosowano takze funkcje wygtadzania
od odleglosci 10 A. Temperatura byla stata i wynosita 293 K, ciénienie wynosito 1.01325
bar (1 atmosfera). W przypadku uktadéw statystycznych NT'p,~y, v wynosito 35, 45 lub 55
mN /m. Natomiast uktady modelowane w zaleznosci od powierzchni przyjmowaly wartosci A
réwne 45 A? /czasteczke. Dynamika Langevina zostala zastosowana do kontroli temperatury
w uktadzie, z parametrem ttumienia ustawionym na 5 ps. Zastosowano takze zmodyfikowany
ttok Nose-Hoovera Langevina [136]

Wyniki bylty wizualizowane i analizowane w programie VMD [132].



Wyniki pomiarow

Saponiny silnie oddzialtuja ze sterolami [7, 20, 78]. W celu doktadnego poznania mechanizmu
oddziatywania digitoniny, a takze ginsenozydu Rh2 ze sterolami wykonano obliczenia in si-
lico, a takze badania eksperymentalne.

Wyniki zostana podzielone na trzy czesci. W pierwszej zostang zaprezentowane wyniki do-
tyczace oddzialywania cholesterolu z digitonina. W drugiej czesci zostana zaprezentowane
wyniki dotyczace oddziatywania digitoniny oraz ginsenozydu Rh2 z liposomami utworzonymi

z réwnomolowych mieszanin lipidowych, a konkretnie:
« ePC / SM
« ¢PC / SM / cholesterol

Na koncu zostanie oméwione oddzialywanie digitoniny z monowarstwami zbudowanymi z

POPC/SM oraz POPC/SM/chol.

4.1 Przygotowanie dynamiki

Oddziatywanie czasteczek saponiny w szczegdlnosci digitoniny z cholesterolem jest przed-
miotem badan wielu laboratoriéw na $wiecie. Powstal caly szereg teorii dotyczacych tego
oddziatywania [7, 8, 99, 100], jednakze mechanizm oddziatlywania tych dwdch czasteczek nie
zostal dobrze poznany. W niniejszej pracy oprocz badan nad oddziatywaniem digitoniny z
modelowymi btonami biologicznymi wykonano takze badania z wykorzystaniem drugiej sa-
poniny: ginsenozydu Rh2.

Prace nad obliczeniami z wykorzystaniem metod klasycznej dynamiki molekularnej rozpo-
czeto od zoptymalizowania geometrii saponin: digitoniny i ginsenozydu Rh2 uzywanych w
badaniach ich oddzialywan z modelows bltona biologiczna. Obie saponiny zaliczane sg do
steroidowych saponin, jednakze maja rézna zaréwno czesé¢ aglikonowa, jak i glikonowa. Czes¢
hydrofobowa digitoniny stanowi spirostan, natomiast ginsenozydu Rh2 furostan. Digitonina
w swojej czedci cukrowej posiada pie¢ reszt cukrowych, natomiast druga saponina tylko jedna
reszte. Optymalizacje przeprowadzono z uzyciem programu Gaussian 09. Wykorzystano me-
tode Hatree-Focka w bazie 6-31G(d). Otrzymane wyniki zostaly zaprezentowane na rysunku
4.1.
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Digitonina
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Rysunek 4.1: Struktury digitoniny [20] oraz ginsenozydu Rh2 po optymalizacji metoda HF w bazie
6-31G(d).

Na optymalnych geometriach zostaly wyznaczone objetoséci czasteczkowe zdefiniowane jako
objetos$é zawarta w izopowierzchni o wartosci 0.001 elektrona/Bohr?. Dla digitoniny wartosé
ta wynosita 4435 A3 [20], natomiast dla ginsenosydu Rh2 zaledwie 2695 A%. Wyniki sa zgodne
z oczekiwaniami gdyz digitonina jest czasteczka znacznie wicksza od ginsenozydu Rh2. Tak
zoptymalizowane czasteczki zostaty uzyte do badania ich oddzialywania z monowarstwami

stanowigcymi modele bton komérkowych.

4.2 (Oddzialywanie monowarstw cholesterolu i diosge-

niny z digitoning

W niniejszej czesSci zostana przedstawione wyniki badan nad oddziatywaniem digitoniny z
monowarstwami cholesterolu i diosgeniny. Diosgenina jest strukturalnie bardzo podobna do
cholesterolu, rézni sie jedynie wystepowaniem dwdch reszt cukrowych w miejsce tancucha
acylowego cholesterolu. Dzigki poréwnaniu wptywu digitoniny na monowarstwy sktadajace
sie z tych dwéch zwiazkéw bedzie mozliwe okreslenie roli tancucha alifatycznego cholesterolu
w oddzialtywaniach z digitoning. Zostang zaprezentowane zaréwno pomiary eksperymentalne
- technika nierozpuszczalnych monowarstw Langmuira, jak i modelowanie in silico metoda
klasycznej dynamiki molekularnej. Ponadto zostana scharakteryzowane oddzialywania mieg-
dzy czasteczkami digitoniny i cholesterolu, a takze digitoniny i diosgeniny za pomocg metod

chemii kwantowej.



4.2. ODDZIALYWANIE MONOWARSTW Z DIGITONINA o1

4.2.1 Izotermy ci$nienia powierzchniowego II — A

Zaréwno cholesterol jak i diosgenina sg zwiazkami amfifilowymi, praktycznie nie rozpuszczal-
nymi w wodzie, dzieki temu czasteczki na powierzchni wody tworza nierozpuszczalne mo-
nowarstwy. W niniejszej pracy zostaly zarejestrowane izotermy ci$nienia powierzchniowego
monowarstw cholesterolu i diosgeniny na subfazie wodnej oraz wodnym roztworze digitoniny.
Badania nad oddziatywaniem digitoniny z cholesterolem rozpoczeto od eksperymentalnego
zbadania monowarstw cholesterolu na wodnym roztworze digitoniny o stezeniu: 65 uM, 6,5
uM, 0,65 pM. Analogicznie badania wykonano dla diosgeniny. Na rysunku 4.2 zostaty za-
prezentowane izotermy Il — A zarejestrowane dla cholesterolu i diosgeniny na wodzie i na

wodnym roztworze digitoniny, w 20° C i pod ci$nieniem atmosferycznym.
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Rysunek 4.2: Izotermy II — A i obliczone dla nich wspdétczynniki Scigliwoéci uzyskane dla chole-
sterolu (A i B) oraz diosgeniny (C i D).

Zarejestrowana izoterma II-A monowarstwy cholesterolu na subfazie wodnej ukazuje, ze czg-
steczki cholesterolu tworza na subfazie wodnej stabilna monowarstwe. Na podstawie uzy-
skanych wynikéw wyznaczono charakterystyczne parametry w punkcie zatamania monowar-
stwy: punkt zatamania monowarstwy wystepowal przy cisnieniu powierzchniowym réwnym
45,5 mN /m oraz powierzchni 37,4 A2 /czasteczke (por. tabela 4.1). Wyznaczono wspétezynnik
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Scidliwo$ci monowarstwy wynoszacy 953 mN/m, warto$é ta sugeruje, ze czasteczki w mono-
warstwie znajdowaly sie miedzy stanem ciekltym skondensowanym, a stanem statym.
Izoterma cholesterolu zarejestrowana na subfazie zawierajacej niskie stezenie digitoniny (0,65
pM) przesuwa sie w kierunku wyzszych powierzchni czasteczkowych, co $wiadezy o oddzia-
tywaniu czasteczek digitoniny z subfazy z czasteczkami cholesterolu tworzacymi film na
powierzchni. Otrzymana w tym pomiarze monowarstwa charakteryzuje sie wystepowaniem
punktu zalamania przy II = 44,0 mN/m oraz powierzchni czasteczkowej 48,2 A2 parametry
zostaly zebrane w tabeli 4.1. Monowarstwa cholesterolu na subfazie zawierajacej bardzo niskie
stezenie digitoniny ma takze charakter posredni miedzy stanem cieklym skondensowanym a
stanem stalym.

Gdy stezenie digitoniny w subfazie zostalo zwiekszone do 6,5 uM nastepowata gwaltowna
adsorpcja digitoniny do monowarstwy cholesterolu, o czym $wiadczy wysokie cisnienie po-
wierzchniowe zarejestrowane na poczatku pomiaru. W przypadku gdy stezenie digitoniny
w ukladzie wynosito 6,5 uM obserwowano ciggly wzrost cisnienia powierzchniowego pod-
czas Sciskania monowarstwy. Jednocze$nie brak punktu zatamania monowarstwy jak rowniez
bardzo niska $rednia powierzchnia przypadajaca na czasteczke moze sugerowac, ze digito-
nina adsorbujac i penetrujac monowarstwe bardzo zaburza uporzadkowanie czasteczek w
monowarstwie. Wyznaczony maksymalny wspotczynnik Scisliwosci wynoszacy 167,8 mN/m
swiadczy o tym, ze monowarstwa miata charakter stanu ciektego skondensowanego. Ponadto
gdy cisnienie powierzchniowe byto wyzsze niz 44 mN/m wartosé wspdtezynnika Scisliwosci
wynosita zaledwie 25,8 mN/m co charakteryzuje monowarstwe znajdujaca sie w stanie cie-
ktym rozprezonym. Spadek wspo6tezynnika Scisliwoséei od wartosei 167,8 mN /m do 25,8 mN/m
oznacza, ze podczas Sciskania zmienit si¢ stan fizyczny monowarstwy czasteczki na poczatku
pomiaru byty mocno upakowane i monowarstwa znajdowata si¢ w stanie cieklym skondenso-
wanym. Natomiast podczas Sciskania czasteczki w filmie byty mocno destabilizowane przez
obecng w subfazie digitonine co w konsekwencji doprowadzito do rozluznienia oddziatywan
mie¢dzyczasteczkowych w monowarstwie i zmiane charakteru warstwy monomolekularnej do

stanu ciektego rozprezonego.

Tablica 4.1: Parametry charakterystyczne monowarstw.

Cholesterol Diosgenina
[DIG] 0pM | 0,65 uM|65uM|65uM|0uM|065uM|65uM|65uM
Cor.o [MN/m] | 953,0 | 762,3 167,8 o574 | 675,2 | 389,6 116,3 35,9
Meon [mN/m] | 455 44,0 - - 40,2 40,6 - -
Ao [A%/cz) | 374 48,2 - - 40,1 45,3 - -

[zoterma II-A uzyskana dla monowarstwy na subfazie zawierajacej digitonine o stezeniu 65
uM zostata zarejestrowana w inny sposob niz pozostate. Na poczatku wykonano dwa cykle

histerezy do ci$nienia 30 mN/m, a nastepnie zarejestrowano zamieszczong na rysunku 4.2
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izoterme. Postgpiono tak dlatego, ze izotermy rejestrowane zaraz po natozeniu prébki cha-
rakteryzowaly si¢ brakiem powtarzalnosci, a takze adsorpcja digitoniny do monowarstwy byta
bardzo nagta i chaotyczna. Natomiast gdy czasteczki zostaly wstepnie uporzadkowane otrzy-
mywane izotermy stawaly sie bardziej powtarzalne. We wszystkich zbadanych filmach lipi-
dowych znajdujacych si¢ na powierzchni subfazy roztworu digitoniny nie wystepowat punktu
zalamania monowarstwy, takze ciSnienie powierzchniowe monowarstwy wzrastato do wartosci
nieznacznie przekraczajacej 30 mN/m przy bardzo niskich powierzchniach czasteczkowych.
Takie zachowanie uktadu swiadczy o destabilizujacym dziataniu digitoniny na czasteczki
cholesterolu. Réwniez bardzo niski wspétezynnik Scisliwoéci wynoszacy zaledwie 57,4 mN /m
pokazuje, ze badana monowarstwa znajdowata si¢ w stanie miedzy ciektym rozprezonym, a
ciektym skondensowanym.

[zotermy zarejestrowane dla monowarstwy diosgeniny na subfazie wodnej oraz wodnym roz-
tworze digitoniny sg bardzo podobne do izoterm uzyskanych dla cholesterolu. Diosgenina
jest zwigzkiem bardzo stabo rozpuszczalnym w wodzie. Podobnie jak cholesterol tworzy na
powierzchni wody stabilng monowarstwe, dla ktorej zostaly wyznaczone parametry charakte-
rystyczne: punkt zalamania monowarstwy wystepowal przy cisnieniu powierzchniowym réw-
nym 40,2 mN/m co odpowiadato powierzchni 40,1 A? /czasteczke. Wyznaczony wspétezynnik
Scidliwosci wynosit 675,2 mN/m, co wskazywalo, ze monowarstwa ta podobnie jak choleste-
rol miata charakter posredni miedzy stanem cieklym skondensowanym, a stanem statym.
Otrzymane wyniki uzyskane na subfazie wodnej sa analogiczne do wynikéw Hao i wspotpra-
cownikéw [101].

Diosgenina tworzy takze stabilng monowarstwe na subfazie o bardzo niskim stezeniu digi-
toniny (0,65 uM). Izoterma II-A jest przesunieta wzgledem izotermy diosgeniny na subfa-
zie wodnej w strone wyzszych powierzchni czasteczkowych. Monowarstwa charakteryzuje sie
wystepowaniem punktu zalamania przy cisnieniu powierzchniowemu 40,6 mN/m oraz od-
powiadajacej mu powierzchni 45,3 A2 /czasteczke. Wyznaczony maksymalny wspétezynnik
Sciliwosci dla monowarstwy wynosit 389,6 mN/m co odpowiadalo stanowi posredniemu mie-
dzy cieklym skondensowanym, a stanem statym. Izoterma diosgeniny na wodnym roztworze
digitoniny o stezeniu rownym 0,65 M charakteryzuje si¢ mniejszym przesunieciem w strone
wiekszych powierzchni czasteczkowych i jednoczes$nie przebieg izotermy diosgeniny jest inny
niz analogicznej izotermy cholesterolu.

Podobnie jak cholesterol, diosgenina nie tworzy stabilnych monowarstw na subfazach zawie-
rajacych wyzsze stezenia digitoniny. W przypadku stezenia 6,5 M obserwuje si¢ natych-
miastowy wzrost ci$nienia powierzchniowego, nie wystepuje punkt zatamania monowarstwy
oraz ci$nienie wzrasta podczas catego pomiaru. Takie zachowanie monowarstwy moze swiad-
czy¢ o duzym powinowactwie czasteczek digitoniny do czasteczek budujacych monowarstwe.
Prawdopodobnie czasteczki digitoniny adsorbuja i penetruja do memebrany. Ciekawe jest
zachowanie monowarstwy podczas $ciskania, gdyz na poczatku pomiaru (obszary duzych

powierzchni czasteczkowych) jak wynika z wyliczonego wspdtezynnika ScigliwoSci monowar-
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stwa ma charakter stanu ciekltego skondensowanego (Clgynq:=116,3 mN/m), nastepnie pod-
czas dalszej kompresji monowarstwy wspotczynnik Scisliwosci maleje do wartosci zaledwie
55,0 mN/m, ktéry odpowiada stanowi posredniemu miedzy stanem cieklym rozprezonym,
a cieklym skondensowanym. Takie zachowanie monowarstwy swiadczy o niezwykle silnym
oddziatywaniu digitoniny z czasteczkami diosgeniny w monowarstwie, oraz o zmniejszeniu
uporzadkowania czasteczek podczas sciskania monowarstwy. Jest to zachowanie analogiczne
do tego obserwowanego w przypadku monowarstwy cholesterolu.

Podobnie jak w przypadku monowarstwy cholesterolu, monowarstwa diosgeniny na subfa-
zie wodnego roztworu digitoniny o stezeniu 65 uM réwniez zostata poddana na poczatku
dwém cyklom histerezy wymuszajacej wstepne uporzadkowanie czgsteczek w monowarstwie,
a nastepnie zostala zarejestrowana izoterma przedstawiona na rysunku 4.2. Takie postepo-
wanie sprawilo, ze izotermy II-A zarejestrowane na subfazie o stezeniu digitoniny 65 pM
byty bardziej powtarzalne. W przypadku monowarstwy diosgeniny ci$nienie powierzchniowe
nie wzrasta bezposrednio na poczatku pomiaru, ale dopiero przy powierzchni czasteczkowej
wynoszacej okolo 96 A2. Wzrost II jest powolny i monowarstwa osiaga ciénienie powierzch-
niowe réwne 32 mN/m. Monowarstwa jest mocno destabilizowana przez obecne w subfazie
czasteczki digitoniny o czym $wiadczy brak punktu zatamania monowarstwy oraz bardzo
niski wspétezynnik $cisliwosci wynoszacy jedynie 35,9 mN/m, co jest charakterystyczne dla
monowarstwy znajdujacej sie w stanie cieklym rozprezonym.

Mimo podobnej budowy czasteczek cholesterolu i diosgeniny, monowarstwa cholesterolu na
subfazie wodnej oraz na wodnym roztworze digitoniny charakteryzuje si¢ wyzszymi para-
metrami wspotczynnika $cidliwosci oraz wartos$ci cisnienia powierzchniowego przy ktérym
nastepuje zalamanie monowarstwy. Jednoczesnie zalamanie monowarstwy cholesterolu wy-
stepuje przy nizszych powierzchniach czasteczkowych niz analogicznych monowarstw diosge-
niny. Takie zachowanie swiadczy o wigkszej zdolnosci upakowania czasteczek cholesterolu niz
diosgeniny w monowarstwie. Ponadto cholesterol mocniej oddziatuje z digitoning wystepujaca
w niskim stezeniu niz diosgening, o czym $wiadczy wicksze wzgledne przesunigcie izotermy w
strone wyzszych wartosci powierzchni czasteczkowej w stosunku do izoterm rejestrowanych
na subfazie wodnej. W przypadku gdy subfaze stanowit roztwor o wyzszym stezeniu digito-
niny obie monowarstwy, cholesterolu i diosgeniny, byty bardzo mocno destabilizowane przez

obecng w subfazie digitonine.

4.2.2 Modelowanie MD

Nastepnie wykonano modelowanie in silico metodami klasycznej dynamiki molekularnej. Spo-
rzadzono uktad sktadajacy si¢ z dwdéch monowarstw umieszczonych po przeciwnych stronach
pudetka z woda. Pod kazda z monowarstw umieszczono czasteczki digitoniny (prostopadle
do normlanej monowarstwy), w odlegtosci okoto 3 A. Kazda monowarstwa skladata sie ze

100 czasteczek cholesterolu lub diosgeniny, natomiast pod monowarstwa znajdowato sie 8
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czasteczek digitoniny. Sporzadzono takze uktad referencyjny nie zawierajacy digitoniny.

Celem modelowania bylo jak najlepsze odtworzenie warunkéw eksperymentalnych dlatego
na poczatku symulacja byla prowadzona przy duzej powierzchni czasteczkowej - 55 A2 przez
okoto 35 ns. Taka powierzchnia zostata wybrana gdyz izotermy eksperymentalne cholesterolu
i diosgeniny zaréwno na subfazie wodnej, jak i na wodnym roztworze digitoniny o stezeniu 65
#M majg w tym miejscu podobne wartosci cisnienia powierzchniowego. Ponadto jest to takze
powierzchnia czasteczkowa znacznie wigksza niz punkt zatamania monowarstwy dla poszcze-
gblnych izoterm rejestrowanych na subfazie wodnej. Nastepnie uktad byt kompresowany do
zadanego ci$nienia powierzchniowego: 15 mN/m, 25mN/m i 35 mN/m i dla tak dobranego
ciSnienia byty prowadzone obliczenia klasyczng dynamika molekularng przez kolejne 60 ns,

ostatnie 10 ns symulacji zostato uzyte do analizy.

Oddzialywanie monowarstwy cholesterolu z digitoning

Na rysunku 4.3 zostal przedstawiony uktad zawierajacy monowarstwe cholesterolu z digito-
ning Scisniete do ci$nienia 25 mN/m (A i B) oraz 35 mN/m (C i D). Wyniki z analizy mono-
warstwy cholesterolu przy cisnieniu powierzchniowym 15 mN/m nie zostaly przedstawione,
gdyz w monowarstwie stworzyt si¢ olbrzymi stabilny por, zajmujacy okoto jednej trzeciej
powierzchni. Przyczyng powstawania poréw w monowarstwie mogt byé zastosowany w ob-
liczeniach model wody powodujacy zanizenie napiecia powierzchniowego wzgledem uktadu
rzeczywistego. Ponadto duze zageszczenie czasteczek w monowarstwie sugeruje, ze oddziaty-
wania miedzyczasteczkowe czeéci hydrofobowych cholesterolu i dazenie do unikania kontaktu
z woda jest bardzo silne. Monowarstwy skompresowane do wyzszych ci$nien powierzchnio-
wych zostaly przedstawione na rysunku 4.3. Rzuty monowarstw z gory i z boku przedstawiaja
utozenie czasteczek w monowarstwie. Monowarstwy skompresowane do obu badanych cisnien
powierzchniowych wygladajg bardzo podobnie. Widaé¢ wyraznie, ze czasteczki cholesterolu
s§ mocno zorganizowane i zajmujg catg dostepna powierzchnie. Natomiast czasteczki digi-
toniny penetruja monowarstwe swoimi czeSciami aglikonowymi lub sg zaadsorbowane pod
powierzchniag monowarswy. Czes¢ glikonowa digitoniny zawsze znajduje sie¢ w subfazie wod-
nej. Wszystkie czasteczki digitoniny znajduja sie w poblizu monowarstwy i z nig oddziatuja,
co $wiadczy o duzym powinowactwie czasteczek digitoniny do monowarstwy cholesterolu.
W celu doktadniejszego poznania lokalizacji czasteczek w monowarstwie zostaty sporzadzone
profile gestosci charakterystycznych punktow w czasteczkach. Profil gestosci jest to histogram
potozen na osi z zdefiniowanych grup funkcyjnych obliczony po wszystkich czasteczkach w
uktadzie oraz po zadanej ilosci klatek trajektorii.

Na rysunku 4.4 przedstawiono profile gestosci grup funkcyjnych oraz $rodka masy czesci agli-
konowej digitoniny. W przypadku monowarstwy skompresowanej do cisnienia powierzchnio-
wego 25 mN/m widoczna jest réznica miedzy sygnatami pochodzacymi od badanej monowar-
stwy cholesterolu z digitonina (sygnal od grupy izopropylowej i hydroksylowej cholesterolu)

i jej referencji (monowarstwy na subfazie wodnej). Czasteczki w ukltadzie referencyjnym sa
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Rysunek 4.3: Model monowarstwy cholesterolu z digitonina. A,B - monowarstwa przy ci$nieniu
powierzchniowym 25 mN/m. C,D - monowarstwastwa skompresowana do II = 35mN/m. Dla wigk-
szej przejrzystosci rysunku z cholesterolu zostaly usuniete atomy wodoru. Kolory uzyte na rysunku:
cholesterol - szary, grupa hydroksylowa cholesterolu- czerwony, czes¢ hydrofobowa digitoniny - zolty,
reszty cukrowe digitoniny -rézowy, woda - cyjan.
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Rysunek 4.4: Profile gestosci monowarstw skompresowanych do 25 mN/m (A) i 35 mN/m (B).
Pomiar wykonany tylko dla goérnej monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne. Linia ciagla
oznaczono uktad zawierajacy digitonine, linia przerywana uktad referencyjny. Kolory: czerwony -
grupa izopropylowa cholesterolu, czarny -OH cholesterolu, magenta -Srodek masy czesci hydrofobo-
wej digitoniny, niebieski -OH z reszt cukrowych digitoniny, jasnoniebieski -woda.

bardziej uporzadkowane, niz te w uktadzie z digitoning o czym $wiadczy wieksza gestosé
grup funkcyjnych pochodzacych od cholesterolu odpowiadajaca danemu potozeniu na osi x.
Sygnaty pochodzadze z uktadu referencyjnego maja mniejsza szeroko$é¢ potéwkows a takze
sa wyzsze niz w uktadzie zawierajacym czasteczki digitoniny. Cze$¢ hydrofobowa digitoniny
albo penetruje wnetrze btony, albo znajduje sie tuz pod jej powierzchnia. Interesujace jest to,
ze nie obserwuje sie etapu czesciowej penetracji - $rodek masy czesci hydrofobowej digitoniny
znajduje sie albo w okolicach érodka monowarstwy cholesterolu albo w okolicy grup hydrok-
sylowych cholesterolu. Grupy hydroksylowe pochodzace od cukréw sg zanurzone w wodzie
i albo oddzialujg z grupami hydroksylowymi cholesterolu albo z otaczajacymi czasteczkami
wody.

Miedzy monowarstwami cholesterolu przy cisnieniu powierzchniowym wynoszacym 35 mN /m
nie wystepuje réznica w wysokosciach i szerokosciach sygnatéw od grup funkcyjnych chole-
sterolu, co moze sugerowac, ze przy tak wysokim ci$nieniu digitonina nie ma wptywu na
uporzadkowanie czgsteczek cholesterolu w monowarstwie. Srodki masy czesci hydrofobowej
digitoniny znajduja si¢ we wnetrzu monowarstwy, co wskazuje na penetracje czesci hydro-
fobowej digitoniny w monowarstwe cholesterolu, a takze w okolicach grup hydroksylowych
cholesterolu co pokazuje, ze niektore czasteczki digitoniny adsorbuja si¢ do monowarstwy od
strony subfazy wodnej. Czesé¢ glikonowa tak samo jak w przypadku nizszego ci$nienia znaj-
duje sie pod powierzchnig wody.

W nastepnym kroku rozwazano uporzadkowanie cholesterolu w monowarstwie. Do tego celu
zostal wyznaczony wektor czasteczki cholesterolu miedzy atomem wegla C3 a C17 (rys 2.4).
Nastepnie zbadano rozktad nachylenia wyzej wspomnianego wektora do normalnej monowar-

stwy. Wyniki zostaty przedstawione na rysunku 4.5.
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Rysunek 4.5: Rozklad kata nachylenia wektora cholesterolu w stosunku do normalnej. Rysunek
A: II = 25 mN/m, rysunek B: IT = 35 mN/m. Pomiar prowadzony byl tylko dla gérnej monowar-
stwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne. Linig ciaglg oznaczono uklad zawierajacy digitonine, linig
przerywana uktad referencyjny.

Rozktad kata nachylenia cholesterolu do normalnej monowarstwy jest inny w uktadzie zawie-
rajacym czasteczki digitoniny niz w przypadku monowarstwy referencyjnej. Przy cisnieniu
powierzchniowym 25 mN/m sygnal pochodzacy od czasteczek cholesterolu w uktadzie refe-
rencyjnym jest wyzszy i wezszy, niz analogiczny sygnat z uktadu zawierajacego digitonine.
Ponadto w obecnosci digitoniny w monowarstwie mozna zaobserwowaé czasteczki choleste-
rolu nachylone pod katami okoto 48°, ustawienie czasteczek w uktadzie referencyjnym jest
znacznie bardziej homogeniczne.

Monowarstwy $ci$niete do ci$nienia powierzchniowego 35 mN/m charakteryzowaly sie podob-
nym ustawieniem czasteczek w monowarstwie. Sygnal pochodzacy od uktadu referencyjnego
posiadal maksimum nieznacznie przesuniete w strone nizszych katéw wzgledem uktadu z
digitoning. Czasteczki cholesterolu byty nachylone érednio okoto 9° do normalnej monowar-
stwy w uktadzie odniesienia, natomiast w uktadzie z digitoning o 12° do normalnej. Gdy w
uktadzie wystepowalta digitonina rozktad kata nachylenia cholesterolu nie byt symetryczny,
wiecej czasteczek byto nachylonych pod wiekszymi katami do normalnej monowarstwy niz w
analogicznym uktadzie odniesienia.

W nastepnym kroku analizy oddzialtywan miedzy monowarstwa cholesterolu i czasteczkami
digitoniny zbadano wptyw digitoniny na uwodnienie grup hydroksylowych sterolu. Wyniki

zostaly zestawione na rysunku 4.6.

W obu badanych ci$nieniach wplyw digitoniny na monowarstwe cholesterolu jest praktycznie
identyczny, dlatego oba rysunki zostang oméwione tacznie. Z rysunku 4.6 widac¢ ze, obecno$é
digitoniny bardzo nieznacznie obnizata liczbe czasteczek wody wystepujacych w pierwszej
sferze hydratacyjnej w stosunku do uktadu odniesienia. Wiecej czasteczek wody znajdowalto

sie w kolejnych sferach hydratacyjnych grupy hydroksylowej cholesterolu gdy w uktadzie nie
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Rysunek 4.6: Calka z radialnej funkcji rozkladu par miedzy grupa hydroksylowa cholesterolu, a
czasteczkami wody. Rysunek lewy: II = 25 mN/m, rysunek prawy: IT = 35 mN/m. Linia ciagla
oznaczono uklad zawierajacy digitoning, linig przerywang uktad referencyjny.

byto digitoniny, niz gdy saponina byta obecna.
Kolejnym etapem badan bedzie stworzenie uktadu poréwnawczego, gdzie monowarstwe beda
tworzyty czasteczki diosgeniny. Taki model pozwoli na okrelenie znaczenia tancucha alifa-

tycznego cholesterolu na oddziatywanie sterolu z digitoning.

Oddzialywanie monowarstwy diosgeniny z digitoning

Po znalizowaniu uktadu zawierajacego cholesterol przystapiono do modelowania uktadu po-
rownawczego. W uktadzie tym monowarstwa byta zbudowana z czasteczek diosgeniny, nato-
miast czasteczki digitoniny bytly umieszczone w subfazie wodnej. Symulacja byta prowadzona
analogicznie do poprzedniego uktadu.

Na rysunku 4.7 zostaly przedstawione projekcje monowarstw z gory i z boku. Monowarstwa
diosgeniny charakteryzuje si¢ wigkszym nieuporzadkowaniem niz monowarstwa cholesterolu.
Na projekcji z géry na monowarstwy jest widoczne, ze czasteczki diosgeniny bardzo czesto
sg odchylone w stosunku do normalnej. W przeciwienstwie do monowarstwy cholesterolu
czasteczki diosgeniny zajmujg cata dostepnag powierzchnie w kazdym ze zbadanych cisnien
powierzchniowych. Ponadto miedzy czasteczkami tworzacymi membrane zaobserwowano nie-
liczne molekuty wody (Rysunek 4.7 C). Wynika to z obecnosci atoméw tlenu w pierscieniach
czasteczki diosgeniny.

Czasteczki digitoniny adsorbuja i penetruja do monowarstwy skompresowanej do trzech bada-
nych cisnien powierzchniowych. W przypadku najnizszego Il czasteczki digitoniny zaczynaja
penetrowaé¢ membrane swoimi cze$ciami hydrofobowymi, jednakze z rzutu bocznego widaé,
ze cz¢s¢ aglikonowa digitoniny nie penetruje monowarstwy w petni, ale niektére czasteczki
wchodza do monowarstwy jedynie do potowy dtugosci czeséci hydrofobowej. Czesé hydrofilowa

czasteczek digitoniny jest zanurzona w wodzie, a takze oddziatuje z grupami hydroksylowmi
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Rysunek 4.7: Model monowarstwy diosgeniny z digitoning. A ,B - monowarstwa przy ciSnieniu
powierzchniowym 15 mN/m; C,D: II = 25mN/m; E,F: IT = 35mN/m. Czasteczki wody penetrujace
monowarstwe przy ci$nieniu powierzchniowym 25 mN/m zostaly przedstawione na powiekszeniu
rysunku C. Dla wiekszej przejrzystosci rysunku z diosgeniny zostaly usuniete atomy wodoru. Kolory
uzyte na rysunku: diosgenina - szary, grupa hydroksylowa diosgeniny- czerwony, cze$¢ hydrofobowa
digitoniny - z6lty, reszty cukrowe digitoniny -rézowy, woda - cyjan.
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diosgeniny.

W przypadku gdy monowarstwa byta $cisnieta do ci$nienia powierzchniowego 25 mN/m cza-
steczki digitoniny penetruja monowarstwe swoimi czesciami aglikonowymi, czesci cukrowe sa
zanurzone w subfazie wodnej. Jednakze, wydaje sie, ze dzieki stabemu uporzadkowaniu w
monowarstwie niektore reszty cukrowe moga przesuwac sie w kierunku monowarstwy i pene-
trowac ja w niewielkim stopniu.

Zachowanie monowarstwy przy ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m jest analogiczne do
monowarstwy $cisnietej do ci$nienia powierzchniowego 25 mN/m. Czasteczki digitoniny pe-
netruja monowarstwe diosgeniny swoimi czesciami hydrofobowymi, ugrupowania glikonowe
sg zanurzone w subfazie wodnej. Czasteczki w monowarstwie wydajg sie bardziej upakowane
niz w przypadku II réwnego 15 mN/m.

W celu glebszego zrozumienia organizacji czasteczek w monowarstwie, w nastepnym kroku
analizy zostang przedstawione profile gestosci wybranych grup funkcyjnych czasteczek dios-
geniny i digitoniny oraz czasteczek wody, obliczenia wykonano dla ukladu zawierajacego
digitonine oraz w uktadzie referencyjnym dla wszystkich trzech badanych ci$nien: 15 mN/m,
25 mN/m, 35 mN/m, rysunek 4.8. Jak juz wspomniano wczesniej czasteczki wody penetro-
waly monowarstwe diosgeniny. Jest to pierwsza z réznic w zachowaniu uktadu zbudowanego
z diosgeniny wzgledem uktadu cholesterolowego. Monowarstwa diosgeniny jest takze bardziej
zanurzona w subfazie wodnej w stosunku do membrany cholesterolowej, o czym Swiadczy
wystepowanie profilu gestosci grupy hydroksylowej diosgeniny kilka angstreméw ponizej gra-
nicy miedzyfazowej uktadu.

W monowarstwie Sci$nietej do ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m penetracja czasteczek
wody w monowarstwe jest najwieksza. W przypadku monowarstwy referencyjnej woda pene-
truje praktycznie w catej grubosci monowarstwy. Natomiast w uktadzie zawierajacym cza-
steczki digitoniny wiecej czasteczek wody znajduje sie¢ w okolicach reszt cukrowych diosgeniny
niz w najbardziej hyrofobowej czesci czasteczki (miedzy atomem wegla C3 a C17). Profile ge-
stosci wyznaczaja granice monowarstwy: profil gestosci od grupy hydroksylowej (kolor czarny)
i terminalnej grupy metylowej (kolor czerwony) czasteczki diosgeniny. Czeéé aglikonowa (ré-
zowy) i grupy hydroksylowe z ugrupowan glikonowych (niebieski) zanajduja sie w poblizu
monowarstwy. Na otrzymanym profilu gestosci widac, ze rézowy sygnal znajduje si¢ zaréwno
we wnetrzu monowarstwy, jak i tuz pod jej powierzchnia na granicy miedzyfazowej uktadu.
Sugeruje to, ze czes¢ aglikonowa digitoniny penetruje w monowarstwe diosgeniny, wystepuja
takze czasteczki digitoniny catkowicie zanurzone w subfazie wodnej ale znajdujace sie bardzo
blisko monowarstwy. Reszty cukrowe znajduja sie w subfazie wodne;j.

Profile gestosci otrzymane dla monowarstwy $ci$nietej do ci$nienia 25 mN/m (rysunek 4.8
B) pokazalty, ze czasteczki diosgeniny w monowarstwie sa bardziej uporzadkowane - sygnatly
pochodzace zarowno od grupy hydroksylowej jak i terminalnej grupy metylowej diosgeniny
sg wezsze 1 wyzsze, w stosunku do sygnatéw pochodzacych z monowarstwy przy cisnieniu

powierzchniowym réwnym 15 mN/m. Ponadto wiekszo$é czasteczek, a konkretnie ich czesci
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Rysunek 4.8: Model monowarstwy diosgeniny z digitonina. A - monowarstwa skompresowana do
ciSnienia powierzchniowego 15 mN/m. B - monowarstwastwa skompresowana do II = 25mN/m,
C :II = 35mN/m. Kolory uzyte na rysunku: -OH diosgeniny - czarny, terminalna grupa metylowa
diosgeniny - czerwony, srodek masy czesci hydrofobowa digitoniny - magenta, -OH reszt cukrowych
digitoniny -niebieski, woda - cyjan.

aglikonowych penetruje do monowarstwy, tylko nieznaczna frakcja pozostaje w catosci zanu-
rzona w subfazie wodnej. Tak samo jak w poprzedniej oméwionej symulacji reszty cukrowe
znajduja sie w subfazie wodnej.

Crasteczki monowarstwy $cisnietej do ci$nienia powierzchniowego réwnego 35 mN/m (rysu-

nek 4.8 C) sa mniej uporzadkowane niz w przypadku nizszego ci$nienia i swojego uktadu
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referencyjnego. Profile gestosci érodka masy czesci hydrofobowej digitoniny rozdziela sie na
kilka niezaleznych maksiméw, maksimum o najwiekszej powierzchni znajduje sie w srodku
monowarstwy sugerujac, ze czes¢ czasteczek digitoniny, a konkretnie jej czesci aglikonowej pe-
netruje monowarstwe. Wystepuja takze dwa mniejsze sygnaty znajdujace sie w poblizu grup
hydroksylowych diosgeniny oraz pod powierzchniag monowarstwy co $wiadczy, ze niektore
czasteczki sa w catodci zanurzone w subfazie. Wyniki otrzymane dla trzech rejestrowanych
cisnien powierzchniowych sugeruja, ze czesci aglikonowe czasteczek digitoniny na poczatku
sg wciggane do monowarstwy: powierzchnie sygnatow dla czesci aglikonowej digitoniny sg po-
dobne we wnetrzu monowarstwy jak i pod jej powierzchnig przy cisnieniu powierzchniowym
15 mN/m, nastepnie przy ci$nieniu 25 mN/m wickszosé czasteczek digitoniny, a konkret-
nie jej czesdci aglikonowej jest wciagane do wnetrza monowarstwy. Na granicy miedzyfazowej
uktadu wystepuje tylko nieliczna frakcja czasteczek digitoniny. Natomiast przy ci$nieniu 35
mN /m nastepuje wypychanie niektérych czasteczek digitoniny z monowarstwy: obserwuje sie
podziatl, potowa czasteczek digitoniny penetruje monowarstwe czesciami aglikonowymi, na-
tomiast druga potowa znajduje sie¢ pod powierzchnig monowarstwy. Taki wynik jest zgodny
z wynikami eksperymentalnymi wykazujacymi, ze czasteczki sa wypychane z monowarstwy
do subfazy wodnej.

W celu lepszego zrozumienia uporzadkowania czasteczek w monowarstwie zbadano rozktad
katéw nachylenia wektoréw diosgeniny wyznaczonych miedzy atomem wegla C3 a C17, do

normalnej monowarstwy. Wyniki zaprezentowano na rysunku 4.9.
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Rysunek 4.9: Rozklad kata nachylenia wektora diosgeniny w stosunku do normalnej. Rysunek
A:TI = 15 mN/m, B: IT = 25 mN/m C: II = 35 mN/m. Pomiar prowadzony byl tylko dla gérne;
monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne. Linig ciagta oznaczono uktad zawierajacy digitonine,
linia przerywana uklad referencyjny.

Pomiary rozktadu kata nachylenia czasteczek w monowarstwie przy ci$nieniu 15 mN/m wy-
kazaty niewielka réznice w nachyleniu czasteczek diosgeniny w uktadzie zawierajacego di-
gitoning wzgledem uktadu referencyjnego. Czasteczki diosgeniny w uktadzie zawierajacym
druga saponine najczesciej byty nachylone do normalnej monowarstwy pod katami 22° i 40°.
Natomiast w uktadzie referencyjnym czasteczki byty nachylone gtéwnie pod katem 25°. Co
ciekawe w obu uktadach obserwuje si¢ niewielka populacje czasteczek nachylonych miedzy

60° a 90°, w uktadzie referencyjnym jest ona liczniejsza niz w uktadzie z digitonina.
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W przypadku monowarstw $cisnietych do cisnienia powierzchniowego 25 mN/m zaobserwo-
wano, ze obecno$é¢ digitoniny wptywa stabilizujaco na uktad. Czasteczki w monowarstwie
byty nachylone pod katem 24° do normalnej. Wystepowata takze niewielka populacja cza-
steczek nachylona pod katem miedzy 50° a 60°. W przypadku monowarstwy referencyjnej
wigkszos¢ czasteczek jest nachylona pod katem okoto 22°. Tak samo jak w przypadku niz-
szego ciSnienia wystepuja w uktadzie czasteczki nachylone miedzy 50° a 90°.

Crasteczki w monowarstwie skompresowanej do 35 mN /m byly najbardziej upakowane i upo-
rzadkowane w monowarstwie, ich katy nachylenia wzgledem normalnej monowarstwy wy-
nosity 18° dla uktadu referencyjnego, oraz 24° dla uktadu z digitoning. W obu uktadach
widoczne byto wystepowanie populacji czasteczek nachylonych miedzy 50° a 90° do normal-
nej. Jednakze liczba takich czasteczek byla mmiejsza niz w uktadach o nizszym ci$nieniu

powierzchniowym.
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Rysunek 4.10: Calki z radialnej funkcji gestosci par. Rysunek A: II = 15 mN/m, B: II = 25
mN/m C: II = 35 mN/m. Linia ciagla oznaczono uklad zawierajacy digitonine, linia przerywana
uklad referencyjny.

Nastepnie wyliczono catke po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy ato-
mami tlenu z grupy hydroksylowej diosgeniny i czasteczkami wody, rysunek 4.10. W kaz-
dym z rozwazanych cisnien powierzchniowych uwodnienie grupy -OH diosgeniny jest takie
samo dla uktadéw zawierajacych digitonine, uklady referencyjne w trzech réznych cidnie-
niach powierzchniowych réwniez zachowuja sie bardzo podobnie. We wszystkich uktadach
uwodnienie grup hydroksylowych diosgeniny jest wieksze w przypadku uktadow referency;j-
nych niz w uktadach zawierajacych digitonine. Ilo$¢ tworzonych wigzan wodorowych miedzy
grupami -OH a woda jest nieznacznie mniejsza w uktadach zawierajacych digitoning niz w
uktadach referencyjnych. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze digitonina adsorbujac sie
do powierzchni monowarstwy oddziatuje z grupami -OH cholesterolu, przez co zmniejsza ich

dostepnosé dla czasteczek wody.
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4.2.3 Poréwnanie oddzialywania digitoniny z monowarstwami cho-

lesterolu i monowarstwami diosgeniny

W badaniach eksperymentalnych zostaty zbadane monowarstwy cholesterolu i diosgeniny na
subfazie wodnej i wodnym roztworze digitoniny o stezeniach: 0,65 uM, 6,5 uM oraz 65 uM.
Oba uktady zachowuja sie bardzo podobnie. Stabilne monowarstwy sa tworzone jedynie na
subfazie wodnej i wodnym roztworze digitoniny o stezeniu 0,65 M. Monowarstwa choleste-
rolu jest bardziej przesunicta w strone wyzszych powierzchni czasteczkowych wzgledem ana-
logicznej monowarstwy zbudowanej z diosgeniny. Jednoczesnie jest bardziej skondensowana,
o czym Swiadczy prawie dwukrotnie wyzszy wspétczynnik Scisliwosci. Obie monowarstwy
nie tworza stabilnych izoterm na wyzszych stezeniach digitoniny. Przy stezeniu 6,5 uM w
obu uktadach wida¢ gwattowna adsorpcje i penetracje digitoniny do badanej monowarstwy,
tak, ze ciSnienie powierzchniowe wzrasta do prawie 70 mN/m. W przypadku najwyzszego
badanego stezenia saponiny, czasteczki monowarstwy musiaty by¢ wstepnie porzadkowane
przez dwa cykle histerezy zanim otrzymano powtarzalne wyniki. Jednocze$nie monowarstwy
nie tworzyly stabilnych izoterm II-A, co wskazywalo na destrukcyjne dziatanie digitoniny na
film powierzchniowy.

Badania eksperymentalne zostaly uzupetnione o modelowanie in silico. Uzyskano nastepu-
jace wyniki. Digitonina penetruje monowarstwy swoja cze$cig hydrofobowa, moze to by¢ pe-
netracja caty czescia aglikonowa do wnetrza monowarstwy, jak rowniez penetracja gdy tylko
czes¢ aglikonu znajdowala si¢ w membranie. Poza czgsteczkami digitoniny penetrujacymi
blone, wystepowaly takze czasteczki adsorbujace pod powierzchniag membrany. N.Frenkel
i wspélpracownicy [8] wykazali ze czasteczki digitoniny adsorbuja do btony liposoméw z
SOPC (stearynooleinofosfatydylocholina) i cholesterolu. Czasteczki digitoniny tworzyty pod
powierzchnia btony dodatkows warstwe oddziatujaca z btona. Taki wynik dobrze koreluje
z wykonanymi przeze mnie symulacjami, w ktérym mozna zaobserwowac, ze zarowno cate
czasteczki, jak réwniez jedynie ugrupowania glikonowe lokuja sie pod powierzchnig btony

oddziatujac z nia.

Monowarstwa cholesterolu jest bardziej uporzadkowana niz monowarstwa diosgeniny. Czg-
steczki cholesterolu $ci$niete nawet do niskiego cisnienia powierzchniowe sg mocno upakowane
w monowarstwie, ograniczajac jak najbardziej swoj kontakt z woda, jedynie grupa hydroksy-
lowa cholesterolu jest zanurzona w subfazie wodnej. Natomiast czgsteczki w monowarstwie
diosgeniny sg znacznie mniej uporzadkowane, zawsze zajmuja cata dostepna powierzchnie,
rowniez dwie reszty cukrowe wystepujace w miejscu, gdzie cholesterol posiada tancuch acy-
lowy, maja kontakt z czgsteczkami wody. Nachylenie czasteczek budujacych monowarstwy
zostalo zaprezentowane na rysunku 4.11, natomiast wartosci rozktadu kata nachylenia cza-
steczek do normalnej zostaty zebrane w tabeli 4.2. Digitonina ma wptyw na uporzadkowanie
i kat nachylenia czasteczek w monowarstwie, destabilizuje czasteczki w monowarstwie zwiek-

szajac ich kat nachylenia wzgledem normalnej, co jest zgodne z wynikami eksperymentalnymi.
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Rysunek 4.11: Rozklad kata nachylenia wektora cholesterolu (czarny) i diosgeniny (czerwony)
w stosunku do normalnej. A: IT = 25 mN/m, B: II = 35 mN/m. Linia ciagla oznaczono uklad
zawierajacy digitoning, linia przerywana uktad referencyjny.

W literaturze zostato pokazane, ze modelowe btony biologiczne zawierajace w swoim sktadzie

czasteczki cholesterolu sa destabilzowane w obecnosci saponin [8, 7].

Tablica 4.2: Poréwnanie katéw nachylenia czasteczek w monowarstwie.

Cholesterol Diosgenina
referencja | z digitoning | referencja | z digitoning
IT =25 mN/m 9° 11° 23° 25°
IT =35 mN/m 8° 11,5° 15° 25

Nastepnie w celu analizy uwodnienia grup hydroksylowych czasteczek budujacych monowar-
stwy wykonano catki po trzech wymiarach z radialnej funkcji dystrybucji par, rysunek 4.12.
Wyniki pokazaly, ze liczba czasteczek wody w pierszej sferze hydratacyjnej grup -OH cho-
lesterolu i diosgeniny nie zmienia si¢ w obecnoéci digitoniny. Natomiast zmienia si¢ liczba
czasteczek wody znajdujacych sie w kolejnych sferach hydratacyjnych badanej grupy funkcyj-
nej. W przypadku gdy digitonina jest obecna, mniej czasteczek wody znajduje si¢ w okolicy
badanej grupy hydroksylowej. Swiadczy to o adsorpcji digitoniny do powierzchni monowar-
stwy i prawdopodobnym oddziatywaniu grup hydroksylowych reszt cukrowych digitoniny z
grupa hydroksylowa czasteczek budujacych monowarstwe.

Uwodnienie czasteczek w monowarstwach cholesterolu i diosgeniny przy obecnosci digitoniny
w uktadzie jest prawie identyczne. Taki sam wynik otrzymano dla obu monowarstw referen-
cyjnych. Jednakze wida¢ wyraznie, ze wystepuje roznica w uwodnieniu miedzy uktadem nie
zawierajacym digitoniny, a tym gdzie saponina jest obecna.

7 wykonanych badan mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski. Wyniki otrzymane z ekspery-
mentu jak i z symulacji teoretycznych sa ze soba zgodne i pokazuja, ze digitonina adsorbuje

do monowarstwy i penetruje zaréwno monowarstwe cholesterolu jak i diosgeniny. Swiadczy



4.3. POMIARY PRZY STALEJ POWIERZCHNI 67

A B
304 F 30 '
254 254
& 20 &= 201
ey )
50 154 5 15
s g
10 10+
54 5
0 T 0 T T
0 | 2 0 1 2 3 5 6 7

4
r[A]

Rysunek 4.12: Calka z radialnej funkcji rozktadu par miedzy grupa hydroksylowa cholesterolu
(czarny) i diosgeniny (czerwony), a czasteczkami wody. A: IT = 25 mN/m, B: II = 35 mN/m. Linig
ciagla oznaczono ukltad zawierajacy digitonine, linig przerywang uklad referencyjny.

to o duzym wplywie pierscieni steroidowych potaczonych z grupa hydroksylowa przy atomie
wegla w pozycji C3 na oddziatywanie z digitonina.

Whiosek ten jest w zgodzie z praca profesora Takagi i wspotpracownikow, w ktorej zostato
pokazane, ze pierscienie steroidowe wystepujace w cholesterolu oraz ich oddzialtywanie z di-
gitoning jest przyczyng powstawania kompleksu miedzy tymi dwoma czasteczkami. [100].
Ponadto obecnos¢ tanicucha alifatycznego cholesterolu stabilizuje czasteczki digitoniny zako-
twiczone w btlonie, co jest efektem przeciwnym do badanej monowarstwy diosgeniny gdzie
czasteczki digitoniny sg wypychane z monowarstwy wraz ze wzrastajacym cisnieniem po-

wierzchniowym.

4.3 Pomiary przy statej powierzchni

W kolejnym kroku badan nad oddzialywaniem digitoniy z cholesterolem wykonano izotermy
adsorpcji digitoniny do monowarstw cholesterolu oraz diosgeniny. W analogii do badan ekspe-
rymentalnych wykonano symulacje metodami in silico. Obliczenia dla monowarstw choleste-
rolu i diosgeniny prowadzono w warunkach stalej powierzchni wynoszacej 45 A2 /czasteczke.
Powierzchnia ta zostata wybrana poniewaz monowarstwy cholesterolu jak i diosgeniny znaj-
duja sie w fazie ciektej skondensowanej. Czasteczki w monowarstwie oddziatuja ze sobg, a
takze sa juz dobrze uporzadkowane. Tak samo jak w poprzednim modelu wykonano symula-
cje dla uktadéw zawierajacych czasteczki digitoniny oraz uktadow referencyjnych. Symulacje

prowadzono przez 60 ns, ostatnie 10 ns zostato wziete do analizy.
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4.3.1 Izotermy adsorpcji

Modelowe btony biologiczne moga zosta¢ poprawnie odtworzone w badaniach z wykorzysta-
niem izoterm adsorpcji. Sa to badania nad monowarstwami $cisnigtymi do zadanego ci$nienia
powierzchniowego, w badaniach biologicznych jest to zwykle ci$nienie powierzchniowe odpo-
wiadajace temu wystepujacemu w natywnych btonach komoérkowych, czyli miedzy 27 a 35
mN/m [11]. Pod tak uformowana blone wstrzykiwana jest substancja oddzialujaca mem-
brana. Rysunki 4.13 A i C przedstawiaja izotermy adsorpcji digitoniny do monowarstw cho-
lesterolu (A) i diosgeniny (C), ci$nienia poczatkowe monowarstw zostaly znormalizowane do
0, na wykresie przedstawiono jedynie efekt dziatania digitoniny na badane monowarstwy. Na-
tomiast rysunki 4.13 B i D przedstawiajg wyznaczone ciSnienia wysycenia monowarstwy czyli
AII przy ktorej nie nastepuje dalsze oddziatywanie badanej substancji z monowarstws, badz
nie wystepuje dalsza penetracja badanej substancji do monowarstwy. Cisnienie wysycenia
jest wyznaczane poprzez ekstrapolacje dopasowanej prostej do zaleznosci zmiany cisnienia

powierzchniowego (AIl) w funkcji ci$nienia poczatkowego (Ily) [139].
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Rysunek 4.13: Izotermy adsorpcji digitoniny do monowarstwy cholesterolu (A), oraz diosgeniny
(C). Zalezno$¢ AII od cisnienia poczatkowego (Ily): efekt adsorpcji digitoniny do monowarstwy
cholesterolu (B), diosgeniny (D).
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W obu uktadach, cholesterolu i diosgeniny zbadano oddziatywanie digitoniny z monowar-
stwami dla siedmiu réznych ci$nieniach poczatkowych. W przypadku cholesterolu zakres Il
wynosit od 7 mN/m do 32 mN/m, natomiast w przypadku diosgeniny od 12 mN/m do 24
mN/m. Pomiary w réznych warunkach ci$nienia powierzchniowego stuzyly do wyznaczenia
ci$nienia wysycenia monowarstwy, rysunek 4.13 B i D. Po ustabilizowaniu ci$nienia poczatko-
wego monowarstwy do subfazy zostata wprowadzona digitonina. W tym momencie ci$nienie
powierzchniowe znaczaco wzrosto i po kilkudziesieciu sekundach osiagneto maksymalng war-
tos¢, ktora byta stata dla monowarstw cholesterolu, lub zaczynata powoli spada¢ w przypadku
monowarstw utworzonych z diosgeniny. Monowarstwy cholesterolu charakteryzuja sie wiek-
szym wzrostem cisnienia powierzchniowego w obecnosci digitoniny, niz odpowiadajace im
monowarstwy diosgeniny. Ponadto digitonina oddziatuje gwattownie z czasteczakmi chole-
sterolu, nastepnie ustala sie stan rownowagi zobrazowany jako plateau na wykresie izoterm
adsorpcji. Jedynie w przypadku poczatkowego ci$nienia powierzchniowego wynoszacego 19
mN/m obserwowany jest wolniejszy proces adsorpcji digitoniny do membrany cholestero-
lowej. Cisnienie wysycenia monowarstwy zostato wyznaczone poprzez ekstrapolacje prostej
regresji do osi odcietych i wynosito 68,4 mN/m.

Digitonina oddzialuje z monowarstwami diosgeniny o réznych poczatkowych cisnieniach po-
wierzchniowych, oddzialywanie to jest bardzo szybkie ale wolniejsze niz oddziatywanie digi-
toniny z monowarstwa cholesterolu. Nastepnie monowarstwy diosgeniny osiagaja stan wysy-
cenia. Jednakze w przypadku monowarstw diosgeniny po wysyceniu monowarstwy nie jest
obserwowany stan rownowagi jak w przypadku monowarstw cholesterolu ale nastepuje po-
wolna desorpcja czasteczek z monowarstwy do fazy objetosciowej czego dowodem jest spadek
warto$ci ciSnienia powierzchniowego w czasie. Rowniez cisnienie wysycenia monowarstwy jest
nizsze niz w przypadku cholesterolu i wynosi jedynie 49,0 mN/m, co sugeruje, ze mniej cza-
steczek digitoniny moze penetrowa¢ monowarstwe diosgeniny niz cholesterolu. Wynika to

prawdopodobnie z réznic w budowie czasteczek cholesterolu i diosgeniny.

4.3.2 Modelowanie MD - uktad cholesterol - digitonina

W celu lepszego zrozumienia interakcji digitoniny i cholesterolu wykonano modele teoretyczne
monowarstw. W niniejszej symulacji monowarstwa na poczatku zostata skompresowana do
powierzchni czasteczkowej 45 Az’ nastepnie pod monowawarstwg zostaly umieszczone czg-
steczki digitoniny. Obliczenia z wykorzystaniem klasycznej dynamiki molekularnej byty pro-
wadzone przy statej powierzchni przez 60 ns, ostatnie 10 ns zostato wziete do analizy.

Na rysunku 4.14 zostata przedstawiona monowarstwa cholesterolu, projekcja z géry (4.14
A) iz boku (4.14 B). Na rysunkach 4.14 A i B wida¢, ze czasteczki sa $cisle upakowane w
monowarstwie. Tak samo jak w poprzednim modelu czasteczki cholesterolu orientuja si¢ na
powierzchni wody, unikajac z nig kontaktu. Jedynie grupa hydroksylowa jest zanurzona w

subfazie wodnej. Digitonina tak jak w poprzednim modelu posiada duze powinowactwo do
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Rysunek 4.14: Model monowarstwy cholesterolu z digitonina. Dla wigkszej przejrzystosci rysunku
z cholesterolu zostaly usuniete atomy wodoru. Kolory uzyte na rysunku: cholesterol - szary, grupa

hydroksylowa cholesterolu- czerwony, cze$¢ hydrofobowa digitoniny - zotty, reszty cukrowe digitoniny
-r6zowy, woda - cyjan.

czasteczek cholesterolu w monowarstwie i znajduje sie albo bezposrednio pod powierzchnia

membrany albo penetruje ja czescia aglikonowa, czesé glikonowa zanurzona jest w subfazie
wodnej.
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Rysunek 4.15: A:Profile gesto$ci monowarstwy cholesterolu skompresowanej do powierzchni czg-
steczkowej 45A. Na rysunku zostal przedstawiony tylko pomiar dla gérnej monowarstwy, wyniki
dla dolnej sa analogiczne. Linia ciaglta oznaczono uklad zawierajacy digitonine, linia przerywana
uktad referencyjny. Kolory: czerwony - grupa izopropylowa cholesterolu, czarny -OH cholesterolu,
magenta -Srodek masy czeéci hydrofobowej digitoniny, niebieski -OH z reszt cukrowych digitoniny,
jasnoniebieski -woda. B: Catka po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy grupa
-OH cholesterolu a grupami -OH z reszt cukrowych digitoniny.
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Nastepnie w celu doktadniejszego poznania lokalizacji czasteczek w monowarstwie wyzna-
czono profile gestosci charakterystycznych grup funkcyjnych w czasteczkach uktadu. Wyniki
zostaly przedstawione na rysunku 4.15.

Profile gestosci grup funkeyjnych w czasteczkach uktadu wykazaty, ze sygnalty pochodzace od
czasteczek cholesterolu w uktadzie zawierajacym digitoning sg przesunicte w strong subfazy
wodnej wzgledem analogicznych sygnatéw pochodzacych od ukltadu referencyjnego. Takie
wyniki oznaczaja, ze czasteczki cholesterolu sa nieznacznie bardziej zanurzone w subfazie
wodnej w przypadku monowarstwy referencyjnej niz w ukltadzie zawierajacym digitonine.
Sygnaty otrzymane dla terminalnego izopropylu oraz grupy hydroksylowej cholesterolu dla
uktadu zawierajacego saponineg sa odrobing wyzsze i wezsze w stosunku do odpowiadajacych
im sygnaléw z monowarstwy referencyjnej. Srodki masy czesci hydrofobowej digitoniny za-
réwno penetrujg monowarstwe, jak i adsorbuja pod jej powierzchnia. Sygnaly pochodzace
od grup hydroksylowych reszt cukrowych digitoniny wystepuja jedynie w subfazie wodnej.
Sugeruje to, ze czes¢ glikonowa saponiny zanurzona jest w wodzie i oddzialuje zaréwno z
czasteczkami subfazy jak i z grupami hydroksylowymi cholesterolu.

Nastepnie w celu jednoznaczego potwierdzenia oddziatywania miedzy grupami hydroksylo-
wymi cholesterolu i grupami hydroksylowymi reszt cukrowych digitoniny wyliczono catke po
trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par. Wyniki zaprezentowane na rysunku 4.15
B, dowodza, ze wspomniane wyzej grupy funkcyjne sterolu i saponiny znajdujg sie w odle-
gloéci okoto 3 A, co potwierdza mozliwo$é tworzenia wigzaii wodorowych miedzy badanymi
grupami funkcyjnymi.
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Rysunek 4.16: A: Rozklad kata nachylenia wektora cholesterolu w stosunku do normalnej. Pomiar
prowadzony byl tylko dla gbérnej monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne. B: Calka z ra-
dialnej funkcji rozktadu par miedzy grupa hydroksylowsa cholesterolu a czasteczkami wody. Na obu
rysunkach linia ciagla oznaczono uklad zawierajacy digitonineg, linia przerywang uktad referencyjny.

Nastepnie zbadano uporzadkowanie czasteczek cholesterolu w monowastwie, w tym celu wy-
konano pomiar rozktadu kata nachylenia molekut budujacych membrane, a takze obliczono

catke po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy grupami hydroksylowymi
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cholesterolu a czasteczkami wody. Wyniki zostaty przedstawione na rysunku 4.16.

Rozktad kata nachylenia wektora cholesterolu zdefiniowanego pomiedzy atomami wegla C3
i C17 wykazal, iz czasteczki cholesterolu w monowarstwie referencyjnej sa nachylone pod
mniejszym katem w stosunku do normalnej monowarstwy. W przypadku uktadu zawieraja-
cego digitonine czasteczki sterolu sa nachylone pod katem 22° do normalnej monowarstwy.
Natomiast w uktadzie referencyjnym czasteczki budujace monowarstwe sg odchylone o 17° od
normalnej. Dla uktadu zawierajacego digitonine otrzymano szerszy rozktad kata nachylenia
cholesterolu do normalnej, co wskazuje na stabsza organizacje czasteczek w monowarstwie.
Natomiast czasteczki w monowarstwie referencyjnej sa bardziej zorganizowane i mniej od-
chylone od normalne;j.

Catka po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy grupami hydroksylo-
wymi cholesterolu, a czasteczami wody opisuje stopien uwodnienia grup -OH cholesterolu.
Z zamieszczonego wykresu (rysunek 4.16 B) wynika, ze czasteczki cholesterolu w badanej
monowarstwie byty mniej uwodnione w stosunku do monowarstwy referencyjnej. Jednakze
ilo$¢ czasteczek wody wystepujacych w pierwszej sferze hydratacyjnej dla obu uktadow jest
podobna, o czym $wiadczg takie same wartosci wyliczonej catki w odlegtosci miedzy cza-
steczkami okoto 3 A. W dalszych sferach hydratacyjnych znajduje sie mniej czasteczek wody
w uktadzie zawierajacym digitonine niz w uktadzie odniesienia. Mniejsze uwodnienie bada-
nego uktadu potwierdza powinowactwo digitoniny do monowarstwy i jej wystepowanie w
poblizu czasteczek cholesterolu, a takze moze $wiadczy¢ o oddziatywaniach reszt cukrowych

digitoniny z grupa hydroksylowa cholesterolu.

Obliczenia kwantowo-chemiczne dimeru cholesterol - digitonina

W kolejnym etapie badan wykonano obliczenia kwatnowo - chemiczne dimeréw: cholesterolu
i digitoniny. Obliczenia miaty na celu zbadnie oddzialywan miedzy hydrofobowymi czedciami
czasteczek sterolu i saponiny. Geometrie dimerow zostaty wyciete z trajektorii, a konkretnie
zostala wycieta co dziesigta klatka z ostatniej nanosekundy symulacji, jedna z klatek zostata
zaprezentowana na rysunku 4.17 A. Nastepnie obliczono energie oddzialywania czasteczek
(bez ich optymalizowania), ktéra wynosita -11,9 (£ 2,1) kcal/mol. Dla jednej losowej klatki
zostala wygenerowana funkcja falowa, a nastepnie z wykorzystaniem metod QTAIM zostaty

wyznaczone punkty krytyczne wigzan miedzy czasteczkami w dimerze, rysunek 4.17 B.

Przeprowadzone obliczenia QTAIM wykazaty istnienie 9 punktéw krytycznych wiazania mie-
dzy hydrofobowymi cze$ciami czasteczkek cholesterolu i digitoniny. Wiekszo$¢ z nich stano-
wity oddziatywania wodér - wodor (7), pozostate BCP wystepowaly miedzy atomem wegla i
wodoru (1) a takze atomem wegla i tlenu (1). Gestosci elektronowe w powyzszych punktach
krytycznych wynosity od 0,00259 a.u. (oddziatywania H --- H) do 0,00911 a.u. (oddziaty-
wania H --- O). Powyzsze wartosci gestosci elektronowych miedzy badanymi czasteczkami

wskazuja na istnienie oddziatywan van der Waalsa [69].



4.3. POMIARY PRZY STALEJ POWIERZCHNI 73

Rysunek 4.17: A: Dimer cholesterol - digitonina. B: Wyznaczone punkty krytyczne miedzy cza-
steczkami cholesterolu i digitoniny.

Oddzialywanie digitoniny z monowarstwa diosgeniny

Na rysunku 4.18 zostaly zaprezentowane koncowe klatki trajektorii, projekcja z gory (A) i z
boku (B). Czasteczki w monowarstwie zajmuja calg dostepna powierzchnie. Czasteczki digi-
toniny adsorbuja si¢ do powierzchni monowarstwy. W przypadku skompresowanego uktadu
diosgeniny tylko nieliczne czasteczki digitoniny penetrujg monowarstwe swoimi czeSciami
aglikonowymi, wiekszos¢ z nich jest utozona prostopadle do normalnej monowarstwy pod jej
powierzchnia.

W celu lepszego poznania umiejscowienia czasteczek w monowarstwie zostaly wyznaczone
profile gestosci charakterystycznych grup funkcyjnych czasteczek uktadu, rysunek 4.19 A.
Profile gestosci zostaty umieszczone na dwoch wykresach, gorny przedstawia uktad zawie-
rajacy czasteczki digitoniny, natomiast dolny odpowiada uktadowi referencyjnemu. Taki po-
dziat byl konieczny ze wzgledu na penetracje czasteczek wody do monowarstwy. Wida¢, ze
w przypadku obu uktadéw, z digitoning i referencyjnego czasteczki wody penetruja w glab
monowarstwy lokalizujac sie na wysoko$ci reszt cukrowych diosgeniny - gestos¢ wody to okoto
0,05 g ecm 3. Natomiast czes$é¢ steroidowa diosgeniny jest znacznie mniej uwodniona - gestoéé
wody w tym rejonie czasteczki to jedynie 0,015 g cm 3. Ponadto czasteczki wody penetruja
gtebiej do monowarstwy gdy w uktadzie obecna jest digitonina.

Czasteczki diosgeniny w obecnosci digitoniny sa gtebiej zanurzone do subfazy wodnej w sto-
sunku do monowarstwy referencyjnej, co moze Swiadczy¢ o przesunieciu czasteczek diosgeniny
w strone subfazy wodnej. Digitonina czesciej umiejscawia sie tuz pod powierzchnia monowar-
stwy niz w samej membranie. Ponadto tak samo jak w przypadku monowarstw $cisnietych

do zadanego ci$nienia powierzchniowego tylko czes¢ aglikonowa penetruje do monowarswy,
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Rysunek 4.18: Model monowarstwy diosgeniny z digitonina rysunek A projekcja z géry, rysunek
B widok z boku. Dla wiekszej przejrzystosci rysunku z diosgeniny zostaly usuniete atomy wodoru.
Kolory uzyte na rysunku: diosgenina - szary, grupa hydroksylowa diosgeniny- czerwony, czesé hy-
drofobowa digitoniny - z6tty, reszty cukrowe digitoniny -rézowy, woda - cyjan.

czesci cukrowe zlokalizowane sa pod powierzchnia monowarstwy i moga oddziatywac¢ z ota-
czajacymi czasteczkami wody, a takze grupami hydroksylowymi diosgeniny. Oddziatywanie
grupy hydroksylowej diosgeniny z grupami hydroksylowymi czesci glikonowej digitoniny, zo-
stalo zaprezentowane na rysunku 4.19 B. Obliczona catka po trzech wymiarach z radialnej
funkeji gestosci par w odlegloéci 3 A potwierdzila, ze grupy -OH diosgeniny i grup -OH ugru-
powan glikonowych digitoniny znajduja si¢ wystarczajaco blisko siebie zeby mozliwe byto
wytworzenie wigzan wodorowych miedzy tymi atomami.

Na rysunku 4.20 A zostal zaprezentowany rozktad kata nachylenia wektora diosgeniny zdefi-
niowanego miedzy atomami wegla C3 i C17. W przypadku monowarstwy referencyjnej cza-
steczki sa nachylone najczesciej o 23° w stosunku do normalnej podczas gdy czasteczki dios-
geniny w ukladzie z digitoning charakteryzujg sie dwoma preferowanymi nachyleniami pod
katem 17° oraz 33°. W uktadzie z digitonina wystepuje takze sygnal od czasteczek nachylo-
nych pod katem 60° i niewielki sygnat od czasteczek nachylonych pod katem 80°. Nachylenie
czasteczek pod duzymi katami moze $wiadczy¢ o duzym nieuporzadkowaniu czasteczek w
blonie, a takze posrednio o mozliwosci przesuniecia czasteczek diosgeniny w strone subfazy
wodnej co jest zgodne z izotermami adsorpcji zmierzonymi eksperymentalnie.

W kolejnym kroku analizy obliczono catke po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci
par miedzy grupa hydroksylowa diosgeniny, a czasteczkami wody. Wyniki potwierdzaja duze
powinowactwo digitoniny do monowarstwy diosgeniny. Uwodnienie monowarstwy diosgeniny
jest mniejsze gdy w uktadzie obecna jest digitonina. Réwniez liczba czasteczek wody w pierw-
szej sferze hydratacyjnej grupy hydroksylowej diosgeniny moze si¢ nieznacznie zmniejsza¢ w

uktadzie badanym wzgledem uktadu referencyjnego.
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Rysunek 4.19: A:Profile gestosci monowarstwy diosgeniny skompresowanej do powierzchni cza-
steczkowej 45A. Na rysunku zostal przedstawiony tylko pomiar dla gérnej monowarstwy, wyniki dla
dolnej sg analogiczne. Linig ciagla oznaczono uktad zawierajacy digitonine, linia przerywang uktad
referencyjny. Kolory: czerwony - terminalna grupa metylowa diosgeniny, czarny -OH diosgeniny,
magenta -Srodek masy czesci hydrofobowej digitoniny, niebieski -OH z reszt cukrowych digitoniny,
jasnoniebieski -woda. B: Catka po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy grupa
-OH diosgeniny a grupami -OH z reszt cukrowych digitoniny.
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Rysunek 4.20: A: Rozktad kata nachylenia wektora diosgeniny w stosunku do normalnej. Pomiar
prowadzony byt tylko dla gérnej monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne. B: Calka z radialnej
funkcji rozktadu par miedzy grupa hydroksylowa diosgeniny a czasteczkami wody. Na obu rysunkach
linia ciggla oznaczono uklad zawierajacy digitoning, linig przerywang uktad referencyjny.
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Obliczenia kwantowo - chemiczne dimeru diosgenina - digitonina

W kolejnym etapie badan wykonano obliczenia kwantowo - chemiczne dla dimeru diosgenina
- digitonina. Celem obliczen byta doktadna analiza oddziatywan miedzy diosgenina a digito-
nina. W tym celu z symulacji MD zostata wybrana czasteczka diosgeniny i oddziatujaca z
nig czasteczka digitoniny. Ich geometrie zostaly wyciete z co dziesigtej klatki ostatniej na-
nosekundy symulacji. Dla otrzymanych geometrii zostata obliczona energia oddziatywania
miedzyczasteczkowego, ktéra wynosita -8 6 (4-1,1) keal/mol, co wskazuje na oddzialywania
stabilizujace miedzy czasteczkami w dimerze. Z losowej klatki trajektorii zostata wygenero-
wana funkcja falowa, z ktorej wyznaczono punkty krytyczne wigzania metodami QTAIM dla

czesci aglikonowych obu badanych czgsteczek.

Rysunek 4.21: A: Dimer diosgenina - digitonina. B: Wyznaczone punkty krytyczne miedzy cza-
steczkami diosgeniny i digitoniny.

Na rysunku 4.21 A zostala przedstawiona przykladowa geometria wycieta z trajektorii, cza-
steczki oddalone sg od siebie o okoto 3 A, czeéci hydrofobowe obu czgsteczek sa ustawione
rownolegle do siebie, jednakze czgsteczka digitoniny jest przesunieta w stosunku do czasteczki
diosgeniny. Jest to spowodowane niecatkowita penetracja digitoniny do btony (por. rysunki:
4.18 i 4.19). Nastepnie na rysunku 4.21 B zostaly przedstawione wyznaczone punkty kry-
tyczne wigzania miedzy cze$ciami hydrofobowymi czasteczek diosgeniny i digitoniny. Analiza
Badera wykazata istnienie dziewigciu punktow krytycznych wigzania miedzy czasteczkami
w dimerze, wszystkie to BCP woddr - wodor. Gestosci elektronowe w wyznaczonych punk-
tach krytycznych wynosity od 0,00161 a.u do 0,00689 a.u. Otrzymane gestosci odpowiadaja

oddziatywaniom van der Waalsa miedzy badanymi czasteczkami [69].
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4.3.3 Poréwnanie parametréw monowarstw cholesterolu i dosge-

niny, dyskusja

Poréwnanie parametréw monowarstw cholesterolu i diosgeniny zostato przedstawione na ry-
sunku 4.22.
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Rysunek 4.22: Poréwnanie parametrow monowarstw cholesterolu i diosgeniny. Rysunek A: rozklad
kata nachylenia; B: catka po trzech wymiarach z radialnej funkcji rozktadu par miedzy grupami
-OH cholesterolu (czarny) lub -OH diosgeniny (czerwony) a czasteczkami wody; C: calka po trzech
wymiarach z radialnej funkcji rozkladu par miedzy grupami -OH cholesterolu (czarny) lub -OH
diosgeniny (czerwony) a grupami -OH reszt cukrowych digitoniny. Linia ciagla oznaczono uktad
zawierajacy digitonine, linig przerywana ukiad referencyjny.

Skompresowana monowarstwa cholesterolu jest bardziej zorganizowana niz monowarstwa
diosgeniny w tych samych warunkach (rysunek 4.22 A). W monowarstwie diosgeniny w obec-
nosci czasteczek digitoniny tworza sie dwa preferowane nachylenia czasteczek: 17° i 33°, pod-
czas gdy w monowarstwie cholesterolu czasteczki najczesciej ustawiaja sie pod katem 22°.
Czasteczki diosgeniny sa przesuwane z monowarstwy w kierunku subfazy o czym Swiadczy
wystepowanie sygnatow przy katach wiekszych niz 60° i 80°.

W przypadku uwodnienia grup hydroksylowych czasteczek budujacych monowarstwe nie ma
roznicy w uwodnieniu cholesterolu i diosgeniny. W obu przypadkach digitonina umiejsca-
wia sie blisko monowarstwy separujac grupy -OH od czasteczek wody. W obu przypadkach
mozliwa liczba czasteczek wody znajdujacych sie w pierwszej strefie hydratacyjnej grup hy-
droksylowych nieznacznie spada gdy w uktadzie obecna jest digitonina.

Grupy hydroksylowe czasteczek budujacych monowarstwe znajduja sie wystarczajaco blisko
ugrupowan glikonowych digitoniny by mogty sie miedzy nimi tworzy¢ wigzania wodorowe.
Grupy hydroksylowe cholesterolu oddziatuja nieco czesciej z digitoning niz analogiczne grupy
-OH diosgeniny.

Digitonina adsorbuje do monowarstwy i penetruje zaréwno monowarstwe cholesterolu jak i
diosgeniny. W eksperymencie wyznaczono tak zwane ci$nienie wysycenia monowarstwy, ktére
dla monowarstwy cholesterolu wynosito 68,4 mN /m [137], taki wynik jest zblizony do wyniku
uzyskanego przez Schulmana i Rideala [9]. Natomiast dla monowarstwy diosgeniny ci$nienie

wysycenia byto réwne 49,0 mN/m. Réznica w otrzymanych wartodciach sugeruje, ze wiecej



78 ROZDZIAE 4. WYNIKI POMIAROW

czasteczek digitoniny moze penetrowa¢ do monowarstwy cholesterolu niz do membrany zbu-
dowanej z diosgeniny. Wyniki te sa zgodne z wynikami otrzymanymi za pomoca klasycznej
dynamiki molekularnej.

Doswiadczenia in silico wykazaly, ze wiecej czasteczek digitoniny penetruje monowarstwe
cholesterolu, oraz ze czasteczki zaadsorbowane pozostaja w monowarstwie. Wniosek ten jest
tozsamy z wnioskami wynikajacymi z sekcji 4.2, gdzie niezaleznie od ci$nienia powierzch-
niowego membrany, digitonina penetrowata monowarstwe w podobnym stopniu, co zostato
takze pokazane w pracy Korchowiec i wspotpracownikéw [20]. Podobne wyniki uzyskali Woj-
ciechowski 1 wspétpracownicy badajacy monowarstwy zbudowane z mieszanin lipidowych
zawierajacych w swoim skladzie cholesterol [7] oraz Frenkel i wspotpracownicy badajacy li-
posomy zbudowane z SOPC i cholesterolu [8].

Natomiast w przypadku monowarstwy zbudowanej z diosgeniny digitonina w wiekszosci ad-
sorbuje si¢ do monowarstwy ale tylko nieliczne czasteczki penetruja monowarstwe swoimi
czesciami hydrofobowymi. Izotermy adsorpcji digitoniny do monowarstw diosgniny poka-
zaly, ze po poczatkowej adsorpcji digitoniny do monowarstwy nastepuje powolna desorpcja
czasteczek monowarstwy do subfazy wodnej, taki wynik zostal takze otrzymany w symu-
lacji w sekcji 4.2, gdzie digitonina penetrowata uktad tylko do cisnienia powierzchniowego
wynoszacego 25 mN/m, nastepnie przy II = 35 mN/m nastepowalo wypychanie czasteczek
digitoniny z monowarstwy.

W niniejszej pracy po raz pierwszy zaprezentowano analize oddziatywan miedzyczasteczko-
wych w dimerach cholesterol-digitonina i diosgenina-digitonina. Obliczono energie oddzia-
lywania miedzy dimerami wynoszaca odpowiednio: -11,9 (£ 2,1) kcal/mol i -8,6 (£-1,1)
kcal /mol. Obie energie wskazuja na wystepowanie oddzialywania stabilizujacego miedzy cza-
steczkami w dimerach, réznice miedzy nimi nie sg istone statystycznie. Miedzy czasteczkami
w dimerach zostaly wyznaczone punkty krytyczne wigzania, zaréowno w dimerze cholesterol-
digitonina jak réwniez diosgenina-digitonina wystepowato dziewie¢ BCP. W przypadku obu
dimeréw wickszosé punktéw krytycznych wiazania stanowilty oddziatywania wodoér-wodér,

wystepowaly réwniez BCP wegiel-wodor, oraz tlen-wodor.

4.4 Liposomy LUV

W niniejszej pracy wykonano takze pomiary dla duzych liposoméw jednowarstwowych (LUV)
stanowigcych modelowe btony biologiczne. Blony zostaty zbudowane w taki sposob aby jak
najlepiej odtwarzaé rzeczywiste btony komorkowe. Lipid ePC stanowi faze nieuporzadkowana
(Lg), natomiast SM oraz cholesterol stanowia faze uporzadkowana (L,) bton komérkowych i
sa waznymi sktadnikami raft lipidowych [12]. W érodowisku naukowym panuje przekonanie,
ze saponiny oddziatujac z btona komorkows wiaza sie z wystepujacym w niej cholesterolem.
Aby zweryfikowaé te teze wykonano liposomy sktadajace sie¢ z ePC:SM w stosunku réwno-

molowym, a takze ePC:SM:chol takze w stosunku 1:1:1. Liposomy zostaly wykonane poprzez
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ekstruzje liposoméw wielowarstwowych. Srednica liposoméw wynosita okoto 150 nm.

Celem eksperymentu byto zbadanie wpltywu dwoch saponin digitoniny, a takze ginsenozydu
Rh2 na modele membran biologicznych, a takze okreslenie roli cholesterolu w tym oddziaty-
waniu.

Na poczatku zbadano wptyw saponin na wielkos¢ liposomu. W tym celu do przygotowa-
nych roztworéw liposoméw zostaly dodane albo digitonina albo ginsenozyd Rh2 i calo$é¢
inkubowano przez 5 min w 25°C. Eksperyment zostal powtérzony trzy razy po trzy prébki
w kazdym powtorzeniu. Wyniki zostaty poddane analizie za pomoca testu statystycznego -
jednokierunkowej analizie wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Dunnetta. Wyniki przed-

stawiono na rysunku 4.23.
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Rysunek 4.23: Rozklad wielkoéci LUV inkubowanych przez 5 min z digitonina (A) oraz z ginse-
nozydem Rh2 (B). Wyniki zostaly poddane jednokierunkowej analizie wariancji (ANOVA) z testem
post-hoc Dunnetta. ** p = 0,01.

Na rysunku 4.23 A zostaly przedstawione liposomy inkubowane z digitoning. Stezenie di-
gitoniny zostalo tak dobrane aby odpowiadato stezeniu digitoniny stosowanej w badaniach
monowarstw Langmuira, drugie nizsze stezenie to potowa stezenia stosowanego w badaniach
powierzchniowych. Liposomy referencyjne, zaznaczone przerywang linia, posiadajg homoge-
niczny rozktad wielkos$i wynoszacy okolo 150 nm. Digitonina wywiera ogromny wplyw na
liposomy zawierajace cholesterol ich Srednica zwicksza sie prawie dziesieciokrotnie, jest to
roznica istotna statystycznie na poziomie p = 0,001. Natomiast w przypadku liposomoéw
dwusktadnikowych (ePC: SM, 1:1) digitonina nie powoduje zmiany wielkosci pecherzykow.
Wplyw digitoniny na liposomy jest poréwnywalny w obu stezeniach.

Rysunek 4.23 B przedstawia wplyw ginsenozydu Rh2 na liposomy dwu i tréj sktadnikowe
(ePC:SM:eChol, 1:1:0 lub 1:1:1). W badaniach zastosowano trzy stezenia saponiny 2uM, 5
uM i 10 M. Stezenia te zostaly wybrane gdyz byty to minimalne stezenia dla ktorych wi-
doczny byt wpltyw zaréwno na btone cytoplazmatyczng komoérek nowotworowych nowotworu
piersi [11] jaki i blony modelowe. Tak jak w poprzednim wypadku widaé, ze wielkosci lipo-

soméw referencyjnych sa homogeniczne i wynosza okoto 150 nm. Ginsenozyd Rh2 wywiera
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efekt na oba rodzaje pecherzykéw. Inkubacja z saponina jest przyczynag powiekszenia sie
érednicy liposoméw. Srednica liposoméw dwuskladnikowych zostaje powiekszona zaréwno
gdy pecherzyki byly inkubowane z ginsenozydem Rh2 o stezeniu 5uM i 10 uM, sa to réznice
o poziomie istotnosci na poziomie p = 0,01. Natomiast Srednica liposomoéw zawierajacych
cholesterol zostaje powickszona tylko w przypadku zastosowania wyzszego stezenia saponiny,
jest to takze roznica istotna statystycznie na poziomie p = 0,01.

Uporzadkowanie lipidow w blonie liposomu

Nastepnie zbadano uporzadkowanie lipidéow w btonie liposoméw. W tym celu zastosowano
dwa znaczniki fluorescencyjne umiejscawiajace siec w réznych czesciach btony, pierwszym z
nich byt Laurdan, ktéry posiada niewielky czes¢ hydrofilowa dzieki, ktorej preferencyjnie
umiejscawia sie na poziomie glicerolu w btonie [140]. W do$wiadczeniu badano uogdélniona

polaryzacje (GP) sondy Laurdan wyrazonej wzorem:

Lya0 — Lago
GP=—"——"" 4.1
Tya40 + Ls90 (4.1)

gdzie I oznacza intensywnos¢ fluorescencji sondy Laurdan przy diugosciach fali 440 nm lub
490 nm. GP okredla stopien uporzadkowania dwuwarstwy lipidowej, a konkretnie gdy cza-
steczka Laurdanu znajduje sie w blonie w stanie stalym (zel krystaliczny), wtedy emituje
promieniowanie o dtugosci fali 440 nm. Natomiast gdy chromofor znajduje sie w blonie w fazie
ciektego krysztatu, sonda Laurdan emituje promieniowanie o dtugosci fali 490 nm. Im wyzsza
warto$é parametru GP sondy Laurdan tym btona jest bardziej uporzadkowana [22, 141] .

Tak jak poprzednio badano cztery uktady, liposomy dwusktadnikowe rownomolowe sktada-
jace sie¢ z ePC oraz SM, oraz trojsktadnikowe skladajace si¢ z rownomolowej mieszaniny
ePC, SM oraz cholesterolu. Liposomy bytly inkubowane z dwoma réznymi saponinami albo

digitonina albo ginsenozydem Rh2. Wyniki zostaly przedstawione na rysunku 4.24.
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Rysunek 4.24: Pomiar uporzadkowania w rejonie gtéw hydrofilowych z wykorzystaniem metody
uogdlnionej polaryzacji sondy Laurdan. Liposomy inkubowane z digitoning (A ) oraz z ginsenozydem
Rh2 (B). Wyniki zostaly poddane jednokierunkowej analizie wariancji (ANOVA) z testem post-hoc
Dunnetta.***, p=0,001; **, p = 0,01.

W przypadku liposoméw dwusktadnikowych (ePC:SM, 1:1) digitonina nie wywierata zadnego

efektu na btone liposomowa, o czym $wiadczy podobna wartos¢ parametru GP otrzymana
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dla liposoméw kontrolnych i inkubowanych z digitoning, rysunek 4.24 A. Obliczony para-
metr GP dla liposoméw dwusktadnikowych wynosit od 0,17 do 0,19 ktéra charakteryzowalta
sie¢ wysokim nieuporzadkowaniem w rejonie gtéw lipidowych. Obecnosé digitoniny w roztwo-
rze liposoméw trojsktadnikowych powodowata zmniejszenie warto$ci parametru GP sondy
Laurdan, co oznaczato ze digitonina zmniejszata organizacje w blonie liposoméw sktadaja-
cych sie z ePC:SM:chol (1:1:1). Otrzymany wynik jest istotny statystycznie na poziomie p
= 0,001 dla obu badanych stezen. Ponadto dobrze koreluje z wynikami uzyskanymi w bada-
niach eksperymentalnych i teoretycznych monowarstw, gdzie zostalo pokazane, ze obecno$é
digitoniny destabilizuje badane monowarstwy POPC/SM/CHOL.

W przypadku oddzialywania ginsenozydu Rh2 z liposomami, otrzymano wyniki przeciwne
do tych otrzymanych dla liposoméw inkubowanych z digitoninag. Ginsenozyd Rh2 usztyw-
nia btone zaréwno liposoméw dwu- i tréjsktadnikowych i jest to wynik istotny statystycznie
na poziomie p = 0,01 w przypadku zastosowania roztworu Rh2 o stezeniu 5 M i 10 pM.
Wartos$¢ wspdtezynnika uogdlnionej polaryzacji sondy Laurdan wzrastata dla wszystkich ba-
danych stezen ginsenozydu Rh2, jest to wynik istotny statystycznie na poziomie p = 0,01.
Taki wynik sugeruje, ze czesci hydrofilowe lipidéw ePC i SM oddzialujg z ginsenozydem
znacznie lepiej nawet przy niskich stezeniach saponiny, niz gdy w btonie liposomowej obecny
jest cholesterol.

Otrzymane wyniki pokazuja przeciwstawne dzialanie dwéch badanych saponin. Digitonina
destabilizuje btone liposomu zawierajacego cholesterol. Natomiast ginsenozyd Rh2 wykazuje

efekt analogiczny do cholesterolu poprzez usztywnianie i stabilizowanie btony liposomu.

Drugim znacznikiem fluorescencyjnym byto DPH, ktére jest czasteczka niepolarna lokalizu-
jaca sie w poblizu tancuchéw lipidowych w btonie. Metoda pomiaru anizotropii fluorescencji
DPH (r), opisana w sekcji 2.3.2, pozwala na badanie uporzadkowania hydrofobowych czesci
bton biologicznych, im wyzsza anizotropia fluorescencji DPH tym rejon hydrofobowy btony
jest bardziej zorganizowany.

W kolejnym eksperymencie zbadano uporzadkowanie tancuchéw lipidowych w btonie liposo-

méw wykorzystujac sonde DPH, wyniki zostaty zestawione na rysunku 4.25.

Obecnosé digitoniny w roztworze zawierajacym liposomy dwusktadnikowe powoduje wzrost
anizotropii fluorescencji DPH w stosunku do liposoméw kontrolnych. Swiadczy to o dziataniu
stabilizujacym digitoniny na liposomy nie zawierajace cholesterolu i zmniejszeniu ptynnosci
blony, jest to efekt istotny statystycznie na poziomie p = 0,05. Natomiast nie zmienia sie
ptynnosé czesci hydrofobowej liposomoéw tréjsktadnikowych, gdyz wartosci r nie zmieniaja
sie istotnie statystycznie w obecnosci digitoniny wzgledem probki kontrolnej.

Wyniki otrzymane dla liposoméw inkubowanych z digitoning poréwnano z wynikami otrzy-
manymi z analogicznego eksperymentu z ginsenozydem Rh2. Zaréwno liposomy inkubowane
z ginsenozydem Rh2 o stezeniu 5 pM jak i 10 uM zwickszaja wartos¢ parametru r, co ozna-
cza wzrost sztywnosci blony liposoméw zbudowanych z ePC:SM (1:1). Jest to wynik istotny

statystycznie na poziomie p =0.01. W liposomach zbudowanych z trojsktadnikowej miesza-
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Rysunek 4.25: Pomiar uporzadkowania w rejonie hydrofobowym blony z wykorzystaniem sondy
DPH. Liposomy inkubowane przez 5 min z digitonina (A) oraz z ginsenozydem Rh2 (B). Wyniki
zostaly poddane jednokierunkowej analizie wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Dunnetta. **, p
= 0,01; *, p = 0,05.

niny lipidéw réwniez obserwowalny jest wzrost sztywnosci blony, jednakze efekt jest znacznie
mniejszy niz w przypadku liposoméw dwusktadnikowych.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze obie saponiny oddziatuja z liposomami, digitonina od-
dziatuje silniej z liposomami, w ktérych sktad wchodzi cholesterol, natomiast ginsenozyd
Rh2 oddzialuje preferencyjnie z liposomami dwusktadnikowymi. Najprawdopodobniej wy-
nika to z réznicy w budowie czasteczek saponin.

Ponadto w publikacji grupy profesor Mingeot-Leclercq [143] zostalo wykazane, iz ginsenozyd
Rh2 charakteryzuje sie podobnym dziataniem jak cholesterol w blonie, to znaczy preferen-

cyjne oddziatuje ze sfingomieling, a takze stabilizuje i usztywnia btone.

4.5 Badania mikroskopowe - olbrzymie liposomy jed-

nowarstwowe (GUV)

W ostatnim etapie badan nad dwuwarstwami zbadano oddzialywanie saponin, digitoniny

i ginsenozydu Rh2 z btona GUV. W tym celu utworzono olbrzymie liposomy zawierajace
barwniki fluorescencyjne. Wykorzystano Rho-DOPE, ktore preferencyjne umiejscawia sie w
fazie cieklej nieuporzadkowanej(ly)- wykazuje ono emisje przy dtugosci fali odpowiadajace;
sSwiattu czerwonemu, a takze NBD-DHPE, ktory ma powinowactwo do lipidéw wystepujacych

w stanie cieklym uporzadkowanym (I,)- emisja $wiatta o dtugosci fali odpowiadajacej barwie
zielonej.

Tak jak w poprzednim eksperymencie liposomy sktadaty sie albo ePC:SM (1:1) albo ePC:SM:chol
(1:1:1). Nastepnie GUVy byty inkubowane z saponina: digitonina lub ginsenozydem Rh2 przez

5 min i obserwowane pod mikroskopem konfokalnym. Nastepnie prébka byta kontrolowana

co 10 min przez 2 h. Faza lipidéw [; byla widoczna po oswietleniu probki lampa emitujaca
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ePC/ SM (1:1)

A: Kontrola

B: 32,5 uM DIG C: 65 uM DIG

D: 10 pM Rh2

Rysunek 4.26: Liposomy dwuskladnikowe (ePC:SM - 1:1) obserwowane pod mikroskopem fluro-
rescencyjnym. Liposomy znakowane Rho-DOPE lokujace sie w fazie l5 (emisja - §wiatlo czerwone)
oraz NBD-DHPE lokujace sie¢ w fazie [y (emisja - $wiatlo zielone).

promieniowanie 560 nm, natomiast do wizualizacji fazy [, uzyto lampy z dtugoscia fali réwna
463 nm.

Wyniki obserwacji liposoméw dwusktadnikowych zostaly przedstawione na rysunku 4.26. W
probce kontrolnej inkubowanej przez 5 min z DMSO zostato zaobserwowane wiele liposoméw
o réznych wielkos$ciach, w liposomach nie obserwowano separacji faz co oznaczato, ze lipidy
w dwuwarstwie bylty wymieszane i nie tworzyty wigkszych skupisk jednolipidowych. Interesu-
jace jest to, ze w probce kontrolnej obserwowano odpaczkowywanie i tworzenie sie¢ wtornych
liposomow we wnetrzu liposoméw pierwotnych, co moglo swiadczy¢ o niestabilnosci liposo-
méw [143].

Inkubacja liposoméw z digitoning w obu badanych stezeniach prowadzita do zmniejszenia
liczby pecherzykow wystepujacych w probee, jednakze liposomy weciaz byty widoczne, na

ich powierzchni nie obserwowano separacji faz. Ponadto z pecherzykéw nie wypaczkowywaly
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liposomy wtorne, a wnetrza liposoméw nie zawieraty rozerwanych fragmentow bton.

SM:ePC:CHOL (1:1:1)

A: Kontrola, 5min

B: 32,5 uM DIG, 5min C: 65 uM DIG, 5min

D: 10uM Rh2, Smin E: 10uM Rh2, 120 min

Rysunek 4.27: Liposomy trdjsktadnikowe (ePC:SM:CHOL - 1:1:1) obserwowane pod mikrosko-
pem flurorescencyjnym. Liposomy znakowane Rho-DOPE lokujace sie¢ w fazie Iy (emisja - $wiatlo
czerwone) oraz NBD-DHPE lokujace sie w fazie [y (emisja - $wiatto zielone).

Po pieciominutowej inkubacji z ginsenozydem Rh2 w badanej probce wciaz byty widoczne
liposomy. Ich liczba byta wigcksza niz w przypadku prébki kontrolnej, natomiast ich Sred-
nica byta mniejsza, co moglo swiadczy¢ o intensywnym podziale. Dodatkowo we wnetrzach
liposomow byty widoczne fragmenty bton, powierzchnia liposoméw byta jednorodna i nie
wystepowala separacja faz.

Nastepnie zostaly zbadane liposomy trdjsktadnikowe sktadajace sie z ePC:SM:CHOL (1:1:1).
Liposomy inkubowano 5 min z saponina, jako kontrola zostat uzyty DMSO. W prébce kon-
trolnej zaobserwowano wiele liposoméw, o réznych rozmiarach. We wszystkich liposomach
nie zaobserwowano separacji faz, innymi stowy faza l; i [, znajdowala sie w obrebie catej po-
wierzchni liposomu. W liposomach inkubowanych przez 5 min z digitoning o stezeniu 32,5 uM
zaobserwowano liposomy z niewielkimi skupiskami lipidow w fazie 4, natomiast lipidy fazy

l, charakteryzowaly sie jednorodnym rozktadem na powierzchni liposomu, dtuzsza inkubacja
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prowadzita do zaniku liposoméw i przeksztatceniu ich w ,,grudki” lipidowe. Kolejnym ekspe-
rymentem byta inkubacja liposoméw z digitoning o stezeniu 65 uM po 5 minutach inkubacji
nie zaobserwowano zadnych liposomow, jedynie skupiska lipidow, ktore byty pozostatoscia
po liposomach, rysunek 4.27 (C).

Druga badang saponing byl ginsenozyd Rh2, w liposomach inkubowanych z ta saponina
wystepowala separacja faz, ktora byta niewielka po 5 minutach inkubacji, natomiast po 120
minutach lipidy w liposomie rozdzielaly sie na dwie fazy: [, i l;. W miejscu gdzie wystepowaty
lipidy znajdujace sie w fazie [ tworzyt sie pecherzyk i nastepowato powolne wypaczkowywa-
nie wtornego liposomu z liposomu macierzystego.

Badania mikroskopowe morfologii ogromnych liposoméw jednowarstwowych pozwolity na
okreslenie wplywu badanych saponin na modelowe blony biologiczne. Cholesterol petni klu-
czowg role w oddzialywaniu digitoniny z btong biologiczna co jest zgodne z badaniami
opisanymi w literaturze [78]. Co ciekawe takze w przypadku liposoméw dwuskladnikowych
(ePC:SM, 1:1) obecno$é¢ digitoniny wplywa na zmniejszenie liczby liposoméw wystepujacych
w probcee, co moze $wiadczy¢ o oddziatywaniu digitoniny z lipidami ePC i SM. Oddzialywanie
digitoniny z innymi lipidami niz cholesterol zostato pokazane takze w pracach Korchowiec i
wspoipracownikéw [20], oraz pracy Orczyk i wspéipracownikéw [142].

Ginsenozyd Rh2 wywotuje separacje faz w liposomach tréojsktadnikowych, ktorej konsekwen-
cja jest wypaczkowywanie liposoméw wtornych z liposomoéw macierzystych. Natomiast w
liposomach dwusktadnikowych powoduje niszczenie liposomow co jest widoczne w mikrosko-
pie jako fragmenty bton, oraz podzial liposoméw przez co w polu widzenia znajduje sie wiecej
liposomow o mniejszych $rednicach niz przed inkubacja z saponing.

W publikacji grupy profesor Mingeot-Leclercq zostato pokazane, ze ginsenozyd Rh2 powo-
duje wypaczkowywanie nowych liposoméw tylko wtedy gdy w btonie modelowej obecna jest
sfingomielina. Natomiast gdy liposomy sktadaja sie tylko z ePC oraz cholesterolu obserwuje

sie paczkowanie nowych liposoméw do $rodka liposomu macierzystego [143].

4.6 Oddzialywanie digitoniny z lipidami

W publikacji grupy profesor Mingeot-Leclercq zostato pokazane, ze ginsenozyd Rh2, stero-
idowa saponina, oddziatuje mocniej z komoérkami z mniejsza iloécia cholesterolu w komoérkach
nowotworu piersi niz z komérkami z prawidtows ilocig sterolu [11]. Ponadto badania fizyko-
chemiczne uktadu modelowego - liposoméw, wykazaty ze ginsenozyd Rh2 oddziatuje najsilniej
ze sfingomielina obecna w btonie badanych pecherzykéw [143].

Digitonina jest saponing znang z jej oddzialywania z cholesterolem btonowym, jednakze nie
ma badan po$wieconych ewentualnemu oddzialywaniu saponiny ze sfingomieling. Ponadto
digitonina jest saponina wykorzystywana w badaniach neurobiologicznych. Zgodnie z lite-
raturg btony komérek nerwowych sg bogate w sfingomieline oraz rafty lipidowe zbudowane

gltéwnie ze sfingomieliny i cholesterolu [144, 145, 146]. Digitonina zwieksza przepuszczalnosé
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bton komérkowych komorek nerwowych.

W celu zbadania oddzialywan digitoniny ze sfingomielina, a takze z raftami lipidowymi
wykonano szereg pomiaréw monowarstw Langmuira zbudowanych z nastepujacych lipidéw:
POPC/SM (1:1), POPC/SM/CHOL (1:1:1). Badania obejmowaly pomiary izoterm II-A,
potencjahu, izoterm adsorpcji, a takze modelowanie z wykorzystaniem metod klasycznej dy-

namiki molekularnej.

4.6.1 Oddzialywanie digitoniny z monowarstwg POPC/SM

Wykonano model btony komoérkowej nie zawierajacy w swoim sktadzie cholesterolu. Model
zawieral lipidy z fazy l; - POPC oraz [, - SM w mieszaninie rownomolowej. Dla powyzszej
mieszaniny wykonano pomiary izoterm II — A oraz AV — A na subfazie wodnej oraz wod-
nym roztworze digitoniny, rysunek 4.28. W przypadku monowarstwy POPC/SM nalozonej na
subfaze wodng zarejestrowano izoterme, ktéra charakteryzowala monowarstwe jednorodna,
bez widocznych przejsé¢ fazowych, rysunek 4.28 A. Potencjal powierzchniowy wzrasta na po-
czatku gwattownie o 0,2 V sugerujac nastepowanie reorganizacji czasteczek w monowarstwie,
bezposrednio po naglym wzroscie potencjatu, zaczyna takze wzrastaé cisnienie powierzch-
niowe. Nastepnie po niewielkim plateau potencjat powierzchniowy powoli wzrasta aby osia-
gna¢ swoje maksimum (0,37 V) w punkcie zalamania monowarstwy. Natomiast z izotermy
IT — A mozna odczytaé, ze monowarstwa zatamywala sie przy cisnieniu powierzchniowym
42.5 mN/m oraz powierzchni czasteczkowej réwnej 51 mN/m. Dla zmierzonej monowarstwy
zostal obliczony wspotezynnik Scisliwosci réwny 101,9 mN/m co wedltug klasyfikacji Rideala

& Daviesa odpowiada stanowi ciektemu skondensowanemu.
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Rysunek 4.28: Izotermy II-A i V-A monowarstw utworzonych z réwnomolowej mieszaniny
POPC/SM (A). Wyliczona zaleznosé¢ wspotezynnika $cisliwosci w funkeji ci$nienia powierzchnio-
wego (B).

Nastepnie natozono film lipidowy na powierzchnie subfazy wodnego roztworu digitoniny, réw-
niez w przypadku tego uktadu zaobserwowano nagty wzrost cisnienia powierzchniowego wska-

zujacego na adsorpcje i penetracje digitoniny do filmu, rysunek 4.28 A. Pomiar potencjatu
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powierzchniowego wskazuje na niewielkie zmiany w organizacji czasteczek w monowarstwie
podczas kompresji filmu. Punkt zatamania monowarstwy wystepowal przy A..; rownym 53
A2 /czasteczke, oraz ci$nieniu powierzchniowym wynoszacym 17,8 mN/m. Nachylenie mo-
nowarstwy jest niewielkie co oznacza, ze czasteczki digitoniny mocno destabilizuja uktad.
Wspoétezynnik Scisliwo$ci monowarstwy obliczony dla tego uktadu odpowiada fazie ciektej
rozprezonej i wynosi zaledwie 23 mN /m.

Nastepnie wykonano pomiary izoterm adsorpcji dla trzech wybranych ci$nien powierzch-
niowych, rysunek 4.29. Digitonina adsorbowata i penetrowata do monowarstwy gwalttownie
podwyzszajac cisnienie powierzchniowe. Najwicksza zmiane cisnienia powierzchniowego za-
obserwowano dla monowarstwy $ci$nietej do ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m, gdzie
AII byta réwna 20,7 mN/m, nastepnie przy wyzszym II poczatkowym (25 mN/m) AIl wy-
nosita 16 mN/m, a w przypadku monowarstwy $cisnietej do ci$nienia powierzchniowego 35
mN/m wynosita jedynie 11 mN/m. Z otrzymanych wynikéw obliczono ci$nienie wysycenia

monowarstwy wynoszace 59,6(£0,3) mN /m.
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Rysunek 4.29: Izotermy adsorpcji digitoniny do monowarstwy utworzonej z rownomolowej mie-
szaniny POPC/SM (A). Zaleznosé AII od ci$nienia poczatkowego (I1p): efekt adsorpcji digitoniny
do monowarstwy POPC/SM (B).

Réwnolegle z badaniami eksperymentalnymi zostaly przeprowadzone symulacje monowarstw
metodami klasycznej dynamiki molekularnej. Zostata sporzadzona monowarstwa sktadajaca
si¢ z czasteczek POPC i SM rozrzuconych losowo w membranie, liczba czasteczek obu lipidow
byta réwna. Monowarstwa zostata zanurzona w wodzie (model TIP3P) - uktad referencyjny.
Ponadto pod monowarstwg umieszczono 8 czasteczek digitoniny. Symulacje prowadzono 60
ns, z ktorych ostatnie 10 ns zostato uzyte do analizy. Na rysunku 4.30 zostaly zestawione
projekcje z gory i z boku na monowarstwy Scisniete do trzech réznych cignien: 15 mN/m, 25
mN/m i 35 mN/m. Lipidy w monowarstwie zajmuja cala dostepna powierzchnie, nie tworza
sie stabilne pory. Digitonina adsorbuje pod powierzchniag monowarstw, lub znajduje si¢ po-
nizej w fazie objetosciowej. Wida¢ wyrazna roznice w adsorpcji digitoniny do monowarstwy

sktadajacej sie z mieszaniny lipidéw POPC/SM, a czysta monowarstwa cholesterolu. W przy-
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padku mieszaniny cze$¢ czasteczek adsorbuje do monowarstwy, ale tez czasteczki znajduja
sie w fazie objetosciowej w pewnym oddaleniu od btony.
W celu doktadniejszego poznania umiejscowienia digitoniny w uktadzie, wyznaczono profile

gestosci charakterystycznych grup funkcyjnych czasteczek wystepujacych w uktadzie.

[I=15 mN/m

Rysunek 4.30: Model monowarstwy réwnomolowej mieszaniny POPC/SM z digitonina, projekcja
z gbéry (A) oraz z boku (B). Rysunki przedstawiaja monowarstwy skompresowane do trzech réznych
ci$nienn powierzchniowych: 15 mN/m, 25mN/m i 35 mN/m. Dla wiekszej przejrzystosci z czasteczek
lipidow zostaly usunigte atomy wodoru. Kolory: POPC - pomararniczowy, SM - czerwony, digitonina
- niebieski, woda - cyjan.

Na rysunku 4.31 zostaly zestawione profile gestosci otrzymane przy trzech ci$nieniach po-

wierzchniowych: 15 mN/m, 25 mN/m i 35 mN/m. Uktad Sci$niety do ci$nienia powierzch-
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niowego 15 mN/m charakteryzuje sie najszerszymi profilami gestosci gtéw hydrofilowych, co
oznacza najmniejsze uporzgdkowanie czesci hydrofilowych lipidéw. Obecnos$é¢ digitoniny po-
woduje nieznaczne poszerzenie profili gestosci grupy cholinowej POPC i przesuniecie jej w
strone subfazy wodnej. Jednoczesnie profil gestosci zarejestrowany dla gtéw SM nie ulega
zmianie w obecnosci czasteczek saponiny wzgledem uktadu referencyjnego. Zaréwno czesé
hydrofobowa, jak i glikonowa digitoniny znajduje sie pod powierzchnig monowarstwy przy ci-
$nieniu powierzchniowym réwnym 15 mN/m. Sygnal otrzymany od ugrupowan glikonowych
digitoniny naktada si¢ z sygnatem od gtéw hydrofilowych, co oznacza, ze cze$é¢ glikonowa
moze oddzialywaé z glowami lipidowymi. Nie obserwuje sie penetracji monowarstwy przez
czes¢ aglikonowa digitoniny, co moze Swiadczy¢ o mniejszym powinowactwie saponiny do
czasteczek lipidow w btonie. Terminalne grupy metylowe obu lipidéw nie zmieniajg znaczaco
swojego potozenia w obecnosci digitoniny w stosunku do ukltadu referencyjnego.

Co ciekawe digitonina obecna w uktadzie gdzie monowarstwa zostata Scisnieta do ci$nienia
powierzchniowego 25 mN/m zwigksza orientacje gtéw hydrofilowych obu lipidéw monowar-
stwy. W przypadku uktadu referencyjnego sygnal otrzymany od choliny jest znacznie szer-
szy, a $rednia gestostodé tej grupy funkcyjnej wynosi okoto 0,29 g ecm™ (POPC) i 0,31 g
cm~3(SPH). Natomiast w ukladzie z digitoning gesto$¢ ta wynosi okolo 0,53 g cm™3 dla
kazdego z lipidow. Tak jak w przypadku ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m, digitonina
umiejscawia sie pod powierzchnig monowarstwy. Czes¢ aglikonowa nie penetruje wnetrza
membrany, natomiast reszty cukrowe oddzialuja z glowami hydrofilowymi lipidéw. Profile
gestosci czesci hydrofilowej i hydrofobowej lipidow sg przesuniete w strone subfazy wodnej
w uktadzie odniesienia wzgledem uktadu z digitoning. Taki wynik sugeruje, iz digitonina

nieznacznie wypycha lipidy z subfazy wodnej, oraz zwigcksza organizacje ogonéw lipidowych.

Ostatni badany uktad przy ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m zgodnie z oczekiwaniami
jest najbardziej uporzadkowany, o czym swiadcza wysokie wartosci gestosci. Digitonina obecna
w uktadzie nieznacznie destabilizuje gtowe hydrofilows sfingomieliny - otrzymany sygnat ma
mniejsza intensywnosé oraz jest szerszy. Tak samo jak w poprzednich uktadach digitonina nie
penetruje monowarstwy, znajduje sie pod jej powierzchnia. Ugrupowania glikonowe digito-
niny oddziatujg z gtowami hydrofilowymi lipidow. Poltozenie terminalnych grup metylowych
ogondéw lipidowych nie zmienia si¢ w obecnosci digitoniny, sugerujac, ze przy tak wysokim
ci$nieniu monowarstwy digitonina nie ma wpltywu na ultozenie tancuchéw acylowych w mo-
nowarstwie.

W nastepnym kroku analizy obliczono rozktad kata nachylenia gtéw lipidowych wzgledem
normalnej monowarstwy. Wyniki zostaty zebrane na rysunku 4.32, rysunki A-C odpowiadaja
pomiarom katéw nachylenia gléw POPC wzgledem normalnej monowarstwy w trzech bada-
nych wartosciach II, natomiast rysunki od D-F obrazuja katy nachylenia gtéow sfingomieliny.
We wszystkich uktadach katy nachylenia gtéw lipidowych nie uktadaja si¢ w idealny roz-
ktad normalny. Zaburzenia moga swiadczy¢ o wystepowaniu oddziatywan miedzy gtowami

lipidowymi, a takze miedzy gtowami lipidowymi a czasteczkami digitoniny.
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Rysunek 4.31: Profile gestosci grup funkcyjnych monowarstwy réwnomolowej mieszaniny
POPC/SM z digitonina. Rysunki przedstawiaja monowarstwy przy trzech badanych ci$nieniach
powierzchniowych: 15 mN/m (A), 25mN/m (B) i 35 mN/m (C). Pomiar prowadzony byl tylko dla
gérnej monowarstwy, wyniki dla dolnej sg analogiczne. Legenda zawiera tylko opisy tylko do uktadu
zawierajacego digitonine, kolory dla ukladu bez digitoniny sa analogiczne, zaznaczono je przery-
wana linig. Oznaczenie ,,CM cz. aglikonowej DIG” odnosi si¢ do érodka masy czesci aglikonowej
digitoniny.

W przypadku gtéow hydrofilowych POPC w monowarstwie Sci$nietej do ci$nienia powierzch-
niowego 15 mN/m (rysunek 4.32 A) widoczne jest niewielkie przesuniecie $redniego kata
odchylenia od normalnej w stron¢ wyzszych wartosci, jednakze maksimum dla uktadu re-
ferencyjnego i badanego wystepuje w tym samym miejscu i $redni kat nachylenia wynosi
53°. Nastepnie przy ci$nieniu 25 mN/m (rysunek 4.32 B), sygnal otrzymany od gléw hy-
drofilowych uktadu zawierajacego digitonine znacznie sie poszerzyt wzgledem uktadu refe-
rencyjnego. Mozna wyodrebni¢ kilka réwnocennych maksimoéow, natomiast dla uktadu refe-
rencyjnego wystepuje jeden dominujacy sygnal wystepujacy przy 77°. Glowy hydrofilowe
w monowarstwie przy ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m charakteryzuja sie podobnym
histogramem bez wzgledu na obecnosé digitoniny, rysunek 4.32 C. W obecnosci saponiny

maksimum sygnatu wystepuje dla odchylenia o 78° od normalnej monowarstwy, natomiast
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Rysunek 4.32: Rozklad kata nachylenia gléw hydrofilowych lipidéw: POPC (A-C) oraz sfingo-
mieliny (D-F) w stosunku do normalnej monowarstwy. Cisnienia powierzchniowe monowarstw: 15
mN/m (A iD), 25 mN/m (B i E) oraz 35 mN/m (C i F). Pomiar prowadzony byl tylko dla gérnej

monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne.

dla uktadu referencyjnego czasteczki sa srednio odchylone o 76° do normalne;j.

Monowarstwa przy ci$nieniu powierzchniowym 15 mN/m nie wykazuje réznic w nachyleniu
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gtow hydrofilowych SM w obecnoéci i przy braku digitoniny, rysunek 4.32 D. W uktadzie re-
ferencyjnym badane grupy funkcyjne sa nachylone pod katem 73°, natomiast gdy digitonina
majdowata sie w ukladzie powstaja dwa maksima przy 70° i 79°. Sciéniecie monowarstwy
do ci$nienia powierzchniowego 25 mN/m powoduje zwigkszenie nieuporzadkowania w rejonie
gtow lipidowych sfingomieliny, rysunek 4.32 E . W uktadzie referencyjnym otrzymany histo-
gram jest bardzo szeroki i posiada liczne maksima. Natomiast obecnos¢ digitoniny w uktadzie
zdaje sie stabilizowaé uktad, wystepuje tu jedno maksimum gltowne (73°) i dwa mniejsze (47°
i 127°). Monowarstwa skompresowana do ci$nienia powierzchniowego 35 mN/m charaktery-
zuje sie podobnym rozktadem kata nachylenia gtow lipidowych w obecnosci jak i przy braku
digitoniny, rysunek 4.32 F. W uktadzie z digitoning czasteczki sa nachylone pod katem 76°
do normalnej monowarstwy, natomiast w uktadzie referencyjnym o 80°.

W celu doktadniejszego poznania oddziatywania digitoniny z membrang obliczono catke po
trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy atomami azotu i fosforu pochodza-
cych z cholin, a grupami hydroksylowymi ugrupowan glikonowych digitoniny. Wyniki zostaty
przedstawione na rysunku 4.33.

A B C e
0,10 A 0,204 0,20 atom N {PUP(_ |
' atom P (POPC)
atom N (SM)
0,15- s 0,154 0,15 atom P (SM)
.. ;
=
50.104 y 0,10 0,101 /
0.0 / 0,051 0,05 Q
0.00 T T T v 00 T T T A T T T 1
2 3 4 5 [} 2 3 4 5 [} 2 k! 4 5 7]
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Rysunek 4.33: Catka po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy atomami pocho-
dzacymi z reszt cholinowych lipidéw (POPC i SM) a grupami hydroksylowymi z czesci glikonowej
digitoniny. Ci$nienia powierzchniowe monowarstw: 15 mN/m (A), 25 mN/m (B) oraz 35 mN/m
(©).

Otrzymane wyniki pozkazujg, ze oddziatywanie digitoniny z monowarstwa dwusktadnikowsg
niezawierajaca cholesterolu zalezy bardzo mocno od stopnia uporzadkowania monowarstwy.
Digitonina oddziatuje silniej ze sfingomielina niz z POPC gdy monowarstwa jest luzno upako-
wana (II=15 mN/m), natomiast w przypadku ci$nienia powierzchniowego réwnego 25 mN/m
liczba czasteczek znajdujacych sie w poblizu SM spada na rzecz gtowy hydrofilowej POPC.
Liczba grup hydroksylowych digitoniny otaczajaca grupe aminowa choliny jest prawie iden-
tyczna dla obu lipidow, natomiast grupa fosforanowa sfingomieliny oddziatuje czesciej z digi-
tonina, niz analogiczna grupa funkcyjna POPC. Czasteczki znajdujace sie w monowarstwie
przy ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m sa bardzo mocno zorganizowane i prawdopodo-
bienstwo wystapienia digitoniny szczegdlnie w okolicach grupy fosforanowej znacznie spada.

Ponadto, nie ma réznicy w liczbie czasteczek digitoniny znajdujacej sie w poblizu obu bada-
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nych lipidow.

Obliczono takze hydratacje gtéw lipidowych w poblizu atoméw fosforu i azotu. Liczba cza-
steczek wody otaczajacych choling jest praktycznie stata i nie zalezy ani od cisnienia po-
wierzchniowego monowarstwy, ani od obecnosci digitoniny w uktadzie. Gtowa hydrofilowa
sfingomieliny jest otoczona Srednio przez 24-25 czasteczek wody, natomiast gtlowa POPC
przez 23-24 czasteczki.

W kolejnym etapie badan zanalizowano zachowanie tancuchéw hydrofobowych w btonie, w
tym celu wyliczono parametr porzadku w obu tancuchach POPC, sn — 1 i sn — 2, oraz w
obu tancuchach sfingomieliny, sfingozyny i kwasu ttuszczowego. Dane zostaly pokazane na
rysunku 4.34. Warto$¢ parametru porzadku bliska zero wskazuje na wystepowanie wielu kon-
formacji typu gauche, natomiast warto$¢ zblizajaca sie do jednosci $wiadczy o obecnosci kon-
formacji all-trans, a tym samym wysokim uporzadkowaniu w tanicuchach. Sfingomielina sta-
nowiaca faze uporzakowana w btonie charakteryzuje sie wyzszym parametrem porzadku(S,,.;)
wahajacym sie miedzy 0,4 a 0,6, niz POPC, ktére stanowi faze nieuporzadkowana w mem-

branie, dla ktérego wartosé Sy, wynosi jedynie 0,2-0,4.

I[T[mN/m]: —— 15 ——25——35
POPC: tancuch sn-2

0.6 POPC: tancuch sn-1

0,61
0,51 0,51
0,41

20,34
02
0,1

0,0

0,64 #
0,54 w
0.4
203
w2
021
0,14

0,01

2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 4 6 8 10 12 14 16 18

nr atomu wegla nr atomu wegla

Rysunek 4.34: Parametr porzadku dla tancuchéw alifatycznych lipidow: POPC sn-1, sn-2; SM tan-
cuch sfingozyny i kwasu tluszczowego. Symbole wypelnione odpowiadaja uktadowi zawierajacemu
digitonine, natomiast symbole puste w érodku ukltadowi referencyjnemu.
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Parametry porzadku obliczone dla POPC wskazujg na wzrost uporzadkowania tancuchow
acylowych wraz ze wzrostem cisnienia powierzchniowego monowarstwy, rysunek 4.34. Digi-
tonina ma wptyw na uporzadkowanie w tancuchach sn — 1. W uktadach Scisnigtych do 25
mN/m i 35 mN/m obecno$é¢ digitoniny zwieksza warto$é parametru porzadku w tanicuchu.
Odwrotny efekt obserwowany jest dla monowarstwy skompresowanej cinienia powierzchnio-
wego 15 mN/m. Na kolejnym wykresie zostal przedstawiony parametr porzadku dla taricucha
sn—2. Obserwowalny jest nagty spadek wartosci przy dziewiatym atomie wegla wynikajacy z
obecno$ci wigzania podwojnego. Digitonina ma niewielki wptyw na uporzadkowanie tancucha
sn—2 POPC. Obserwowany jest niewielki wzrost parametru uporzadkowania w monowarstwie
Sci$nietej do ci$nienia powierzchniowego 35 mN/m, a konkretnie miedzy atomami wegla od
piatego do 6smego, oraz w monowarstwie skompresowanej do IT réwnego 15 mN/m, miedzy
atomami wegla od dziesigtego do siedemnastego. Natomiast niewielki spadek uporzadkowa-
nia tancucha sn — 2 w ukladzie zawierajacym digitonine obserwowany byt przy cisnieniu
powierzchniowym réwnym 35 mN/m.

Parametry porzadku obliczone dla obu tancuchéw sfingomieliny wykazaty, ze najbardziej
uporzadkowane sg tanuchy lipidowe w monowarstwie skompresowanej do cisnienia powierzch-
niowego réwnego 35 mN/m, natomiast nie wida¢ znaczacej réznicy miedzy tancuchami lipi-
dowymi znajdujacymi sie w monowarstwach przy nizszych warto$ciach cisnienia powierzch-
niowego. Digitonina destabilizuje tancuchy sfingozyny we wszystkich badanych uktadach,
jedynie w monowarstwie §cisnietej do cisnienia powierzchniowego 15 mN/m nastepuje wzrost
organizacji tancuchow miedzy dwunastym a pigtnastym atomem wegla. Natomiast w przy-
padku tancucha kwasu ttuszczowego digitonina wywiera najwickszy destabilizujacy efekt w
monowarstwie skompresowanej do Il réwnego 25 mN/m. Digitonina zmniejsza réwniez upo-
rzadkowanie w tanicuchach wystepujacych w uktadzie skompresowanym do 15 mN/m, a takze
w niewielkim stopniu w ukladzie przy ci$nieniu 35 mN/m. Tak samo jak wprzypadku tan-
cucha sfingozyny digitonina stabilizuje tancuch kwasu ttuszczowego miedzy atomami wegla

dwanascie a pietnascie.

4.6.2 Oddzialywanie digitoniny z monowarstwg POPC/SM /CHOL

Sporzadzono takze monowarstwe zbudowana z trzech sktadnikéw: POPC, SM i cholesterolu
w proporcji rownomolowej. Nastepnie wykonano pomiary izoterm I — A oraz AV — A. Po-
miary tak samo jak w poprzednim modelu wykonano na dwéch subfazach: wodnej i wodnym
roztworze digitoniny.

Monowarstwa mieszaniny POPC/SM/CHOL na subfazie wodnej charakteryzuje si¢ brakiem
widocznych przejsc fazowych, jest jednorodna i homogeniczna, rysunek 4.35 A. Potencjal po-
wierzchniowy zaczyna wzrastaé¢ przy powierzchni czasteczkowej réwnej 92 A? i jego wartosé
zmienia sie o 0,25 V. Nastepnie podczas dalszej kompresji filmu nastepuje niewielkie plateau

po ktorym nastepuje nieznaczny wzrost potencjatu powierzchniowego. W punkcie zatama-
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Rysunek 4.35: Izotermy II-A i V-A monowarstw utworzonych z réwnomolowej mieszaniny
POPC/SM/CHOL (A). Wyliczona zalezno$é¢ wspolczynnika Scisliwosci w funkeji ci$nienia po-
wierzchniowego (B).

nia monowarstwy potencjal osiaga wartos¢ 0,38 V. Z pomiaru izotermy mozna odczytac, ze
monowarstwa zatamuje sie przy II réwnym 43 mN/m i powierzchni czasteczkowej 46 Az,
Dla otrzymanej izotermy wyznaczono wspo6tezynnik Scigliwosci wynoszacy 167 mN/m, taka
wartos¢ charakteryzuje monowarstwe w fazie cieklej skondensowanej, rysunek 4.35 B.

Mieszanina trojsktadnikowa natozona na powierzchnie subfazy, wodnego roztworu digitoniny,
charakteryzowala si¢ natychmiastowym wzrostem ci$nienia powierzchniowego do wartosci 5
mN /m. Nastepnie podczas Sciskania monowarstwa zatamywata sie przy ci$nieniu powierzch-
niowym 20 mN/m oraz przy powierzchni czasteczkowej réwnej 51 A2, Wyznaczony wsp6t-
czynnik $cisliwosci dla badanej monowarstwy wynosit zaledwie 22 mN /m, co wskazywalo, ze
czasteczki w monowarstwie znajduja sie w fazie ciektej rozprezonej. Obecnosé digitoniny w
subfazie dzialala na monowarstwe destabilizujaco, przesuwajac jej punkt zalamania w strone
wyzszych powierzchni czasteczkowych i nizszego II. Potencjal powierzchniowy pozostawat
praktycznie staty podczas catego pomiaru co oznacza, ze nie nastepowalta reorganizacja cza-

steczek w monowarstwie.

Aby lepiej poznaé¢ mechanizm oddzialywania digitoniny z monowarstwg sktadajaca sie z mie-
szaniny tréjsktadnikowej wykonano pomiary izoterm adsorpcji dla trzech wybranych cisnien
powierzchniowych, rysunek 4.36 A. Digitonina adsorbowata do monowarstwy i penetrowata
ja w kazdym badanym ci$nieniu powierzchniowym. Ponadto w przypadku dwoch nizszych
ci$nienn powierzchniowych, 15 mN/m i 25 mN/m, obserwowalny byl ciagly wzrost wartosci
ci$nienia powierzchniowego. Oddzialywanie digitoniny z monowarstwa byto najsilniejsze przy
najnizszym Il poczatkowym, w pomiarach tych zanotowano wzrost cisnienia powierzchnio-
wego o 43,5 mN/m. Monowarstwa skompresowana do II réwnego 25 mN/m charakteryzo-
wata sie mniejszym wzrostem cisnienia powierzchniowego po dodaniu saponiny jego wartosé

wzrosta o 36 mN/m. Najnizszy wzrost II, a konkretnie o 27,3 mN/m, zaobserwowano dla
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Rysunek 4.36: Izotermy adsorpcji digitoniny do monowarstwy utworzonej z réwnomolowej mie-
szaniny POPC/SM/CHOL (A). Zalezno$¢ All od ci$nienia poczatkowego (Ilp): efekt adsorpcji
digitoniny do monowarstwy POPC/SM/CHOL (B).

monowarstwy o poczatkowym ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m. Z otrzymanych wyni-
kéw wyznaczono ci$nienie wysycenia monowarstwy wynoszace w tym przypadku 66,4 (+ 2,2)
mN /m, rysunek 4.36 B.

Oprécz badan eksperymentalnych zostaly przeprowadzone badania in silico metodami kla-
sycznej dynamiki molekularnej. Sporzadzono monowarstwe trojsktadnikowsa, sktadajaca sie z
POPC, sfingomieliny i cholesterolu w proporcjach réwnomolowych. Tak jak w poprzednich
badaniach wykonano dwa uktady jeden zawierajacy czasteczki digitoniny usytuowane pod
monowarstwa w subfazie wodnej oraz drugi bez digitoniny (uktad referencyjny).

Rysunek 4.37 przedstawia projekcje uktadu z gory i z boku w ostatniej klatce symulacji. Na
rysunkach przedstawiajacych projekcje z géry widaé, ze czasteczki filmu powierzchniowego
zajmuja cata dostepng przestrzen, na powierzchni nie tworza sie pory. Ponadto czasteczki li-
pidéw nie tworzg domen ale sg roztozone losowo w monowarstwie. Czasteczki cholesterolu sa
zakotwiczone w monowarstwie, nie obserwuje sie czasteczek cholesterolu w subfazie wodnej.
Natomiast widok z boku przedstawia oddzialujaca z btong digitonine, widaé, ze przy dwoch
nizszych cisnieniach powierzchniowych digitonina penetruje monowarste, a takze adsorbuje
sie pod jej powierzchnia. Grupy cukrowe digitoniny prawdopodobnie oddziatujg z gtowami
hydrofilowymi lipidow.

W celu glebszego zrozumienia utozenia czasteczek w uktadzie, jak réwniez ich wzajemnego
oddziatywania obliczono profile gestosci dla charakterystycznych grup funkcyjnych czasteczek
w monowarstwach skompresowanych do trzech réznych cisnien powierzchniowych, wyniki zo-
staty zestawione na rysunku 4.38.

Z otrzymanych profili gestosci widac, ze obecnos¢ digitoniny nie wplywa na utozenie czaste-
czek w monowarstwie na osi wzdtuz normalnej monowarstwy. Jedynie w uktadzie $cisnietym
do ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m, cholesterol jest bardzo nieznacznie przesuniety

w strone subfazy wodnej gdy w uktadzie wystepuje digitonina. Pozostate sygnaty od grup
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Rysunek 4.37: Model monowarstwy réwnomolowej mieszaniny POPC/SM/CHOL z digitonina,
rzuty z gory (rysunek z lewej) oraz z boku (rysunek z prawej). Rysunki przedstawiaja monowar-
stwy skompresowane do trzech réznych cisniet powierzchniowych: 15 mN/m, 25mN/m i 35 mN/m.
Dla wiekszej przejrzystosci z czasteczek lipidéw zostaly usuniete atomy wodoru. Kolory: POPC-
pomaranczowy, SM - czerwony, chol - fioletowy, digitonina - niebieski, woda -cyjan.

funkcyjnych nie ulegaja przesunieciu na osi z w obecnosci saponiny. Digitonina oddziatuje z
monowarstwg uktadajac sie pod jej powierzchnig lub penetrujac monowarstwe swoja czescig
hydrofobowa. Taka penetracja ma miejsce tylko przy dwdch nizszych cinieniach powierzch-
niowych. Przy IT = 35 mN/m, cze$¢ hydrofobowa digitoniny oddziatuje z glowami polarnymi

lipidéw. Reszty cukrowe digitony lokuja sie pod powierzchnig monowarstwy lub w rejonie
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Rysunek 4.38: Profile gestosci monowarstwy réwnomolowej mieszaniny POPC/SM/CHOL z digi-
toning . Rysunki przedstawiaja monowarstwy przy trzech badanych ci$nieniach powierzchniowych:
15mN/m (A), 25mN/m (B) i 35 mN/m (C). Pomiar prowadzony byt tylko dla gérnej monowarstwy,
wyniki dla dolnej sa analogiczne. Legenda zawiera tylko opisy tylko do ukladu zawierajacego digito-
nine, kolory dla uktadu bez digitoniny sa analogiczne, zaznaczono je przerywana liniag. Oznaczenie
CM cz. aglikonowej DIGédnosi sie do érodka masy czesci aglikonowej digitoniny.

gtéow hydrofilowych lipidéw, co moze sugerowaé iz wystepuje oddziatywanie miedzy tymi
grupami.

W kolejnym kroku analizy obliczono rozktad kata nachylenia gtéw hydrofilowych lipidéw.
Wryniki zostaly zestawione na rysunku 4.39. Tak jak w przypadku mieszaniny dwusktadni-
kowej otrzymane histogramy rozktadu kata nachylenia nie majg rozktadu normalnego. W
monowarstwie skompresowanej do ci$nienia powierzchniowego réwnego 15 mN/m (rysunek
4.39 A i D) glowy hydrofilowe w uktadzie referencyjnym sa najczesciej odchylone o 80°
wzgledem normalnej monowarstwy. Natomiast gdy w uktadzie pojawia si¢ digitonina, mak-
simum jest przesuniete w strone mniejszych katéw i wynosi 74°. W przypadku monowarstwy
skompresowanej do srodkowego badanego cisnienia powierzchniowego (rysunek 4.39 Bi E) w
uktadzie referencyjnym gltowy cholinowe sa ustawione pod katem 68°, a takze miedzy katami
120°-140° tworzy sie charakterystyczne plateau oznaczajace, ze w uktadzie wystepuja takze

czasteczki o duzym nachyleniu w stosunku do normalnej monowarstwy. Natomiast w uktadzie
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Rysunek 4.39: Rozklad kata nachylenia gléw hydrofilowych lipidéw: POPC (A-C) oraz sfingo-
mieliny (D-F) w stosunku do normalnej monowarstwy. Cisnienia powierzchniowe monowarstw: 15
mN/m (A i D), 25 mN/m (B i E) oraz 35 mN/m (C i F). Pomiar prowadzony byt tylko dla gérnej

monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne.

zawierajacym czasteczki digitoniny pojawiaja si¢ dwa maksima przy 68° i 90°. W uktadzie

Scisnietym do ci$nienia powierzchniowego 35 mN/m (rysunek 4.39 C i F), uktad referencyjny

charakteryzuje sie wygieciem gtéw cholinowych POPC wzgledem normalnej o 72°, natomiast
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gdy w uktadzie obecna jest digitonina maksimum sygnatu przesuwa sie nieznacznie w strone
nizszych katow i wynosi 63°.

Reszty cholinowe wystepujace w czasteczkach sfingomieliny takze wykazuja bardzo niewielka
zmiane gdy w uktadzie wystepuje digitonina. Saponina najwiekszy wptyw wywiera na mo-
nowarstwy przy ci$nieniu powierzchniowym 15 mN/m i 35 mN/m, rysunek 4.39 D i F. W
przypadku nizszego cisnienia w uktadzie z digitoning pojawia sie dodatkowe maksimum wy-
stepujace przy kacie 95°. Natomiast przy wysokim cisnieniu powierzchniowym gtéwne mak-
simum kata nachylenia przesuwa sie nieznacznie w strone wyzszych wartosci katow i wynosi
79° podczas gdy uktad referencyjny charakteryzuje sie wystepowaniem najwiekszej liczby
czasteczek nachylonych pod katami 70° i 75°.

Tak samo jak w przypadku uktadu dwusktadnikowego obliczono caltki po trzech wymiarach
z radialnej funkcji rozktadu par miedzy atomami azotu i fosforu pochodzacymi z lipidéw, a
grupami hydroksylowymi pochodzacymi z czesci glikonowej digitoniny, oraz miedzy atomami

tlenu z czasteczki cholesterolu, a grupami -OH z czesci hydrofilowej digitoniny (rysunek 4.40).
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Rysunek 4.40: Catka po trzech wymiarach z radialnej funkcji gestosci par miedzy atomami pocho-
dzacymi z reszt cholinowych lipidéw (POPC i SM) a grupami hydroksylowymi z czesci glikonowe;
digitoniny, oraz miedzy atomami tlenu z cholesterolu a grupami -OH czesci hydrofilowej digitoniny.
Ci$nienia powierzchniowe monowarstw: 15 mN/m (A), 25 mN/m (B) oraz 35 mN/m (C).

Otrzymane wyniki sa bardzo interesujace, wynika z nich, ze gdy monowarstwa jest skom-
presowana do ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m i 25 mN/m, cholesterol i reszty cukrowe
digitoniny znajduja si¢ w odleglosci wystarczajaco matej aby mogly tworzy¢ si¢ miedzy nimi
wigzania wodorowe. Natomiast gdy monowarstwa jest mocno skompresowana i jej ciSnienie
powierzchniowe odpowiada temu wystepujacemu w natywnej komoérce to cholesterol praktycz-
nie nie oddziatuje z grupami -OH glikonowej czesci digitoniny. W przypadku monowarstwy
skompresowanej do najnizszego badanego ci$nienia powierzchniowego grupy hydroksylowe
glikonu digitoniny znajduja sie z wiekszym prawdopodobienstwem blizej reszt cholinowych
POPC niz analogicznych grup sfingomieliny. Natomiast odwrotne zachowanie obserwuje sie
u monowarstw Scisnietych do 25 mN/m i 35 mN/m.

Zbadano takze uwodnienie gtow hydrofilowych lipidéw i grupy hydroksylowej cholesterolu,
tak samo jak w przypadku uktadu dwusktadnikowego takze i w tym ukladzie hydratacja ba-
danych residuéw nie zalezata od cisnienia powierzchniowego monowarstwy, a takze obecnosci

digitoniny w uktadzie. Atomy N i P pochodzace z choliny POPC byty otoczone przez 24-25
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czasteczek wody, natomiast analogiczne atomy ze sfingomieliny byty hydratowane przez 25

czasteczek wody.
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Rysunek 4.41: Parametr porzadku dla tancuchéw alifatycznych lipidéw: POPC sn — 1, sn — 2;
SM tancuch sfingozyny i kwasu tltuszczowego . Symbole wypelnione odpowiadaja uktadowi zawie-
rajacemu digitonine, natomiast symbole puste w srodku uktadowi referencyjnemu.

Nastepnie zanalizowano wpltyw digitoniny na cze$¢ hydrofobowg btony, w tym celu wyliczono
parametry porzadku dla kazdego tancucha acylowego lipidéw btonowych, wyniki zostaty za-
prezentowane na rysunku 4.41. W obecnosci cholesterolu lipidy w monowarstwach sa bardziej
uporzadkowane. Paramtery porzadku obliczone dla tancuchéw sa wyzsze srednio o 0,2 w sto-
sunku do monowarstwy POPC/SM. Ponadto uporzadkowanie atoméw wegla wystepujacych
blizej gtowy hydrofilowej jest znacznie wyzsze niz uporzadkowanie koncowych grup alkilo-
wych. Obecno$¢ digitoniny w uktadzie destabilizuje uktad i obniza uporzadkowanie tancu-
chéw lipidowych o czym Swiadczy spadek wartosci parametru porzadku. Najwiekszy wplyw
na tancuchy lipidowe digitonina wywiera w najnizszym badanym cisnieniu powierzchniowym.
Wraz ze wzrostem cisnienia powierzchniowego tancuchy POPC sn — 1 w ukladzie referencyj-
nym charakteryzuja sie nieznacznym wzrostem parametru porzadku. Natomiast w obecnos$ci
digitoniny wartos¢ parametru spada, najwickszy spadek jest obserwowany w monowarstwie

przy cisnieniu powierzchniowym réwnym 15 mN /m, nastepnie przy 25 mN/m a najmniejszy
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efekt przy 35 mN/m. W przypadku nienasyconego taricucha POPC sn — 2, obserwowany jest
spadek parametru uporzadkowania w miejscu wystepowania wigzania podwojnego. Tak samo
jak w przypadku tancucha nasyconego, najwiekszy efekt digitonina wywiera na tancuchy w
monowarstwie $cisnietej do ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m, natomiast uporzadkowanie
tancuchow przy wyzszych cisnieniach powierzchniowych byto podobne.

W przypadku tancuchow sfingomieliny $rednie wartosci parametru sa wyzsze niz dla tancu-
chow POPC. Ponadto, digitonina obniza uporzadkowanie w tanuchach alifatycznych SM, a
takze powoduje wystepowanie fluktuacji w wartosciach parametru porzadku otrzymanych dla
poszczegolnych atoméw wegla w tancuchach, prawdopodobnie jest to zwiazane z penetracja
aglikonowej czesci digitoniny do monowarstwy. Efekt jest tym wigkszy im mniejsze ci$nienie
powierzchniowe panujace w monowarstwie.

W tancuchu sfingozyny wystepuje wiazanie podwojne miedzy pierwszym a drugim atomem
wegla w czasteczce, co ttumaczy spadek wartosci parametru uporzadkowania o okoto 0,1. Na-
tomiast w tancuchu kwasu ttuszczowego nie obserwowane sg znaczne spadki uporzadkowania
miedzy atomami wegla. Nastepnie analogicznie do badan z wykorzystaniem monowarstwy
zbudowanej z czasteczek cholesterolu wyznaczono wektor czasteczki cholesterolu miedzy ato-
mami wegla C3 i C17, wyznaczony wektor zostal uzyty do wyliczenia kata nachylenia sterolu

w monowarstwie mieszanej. Wyniki zostaty przedstawione na rysunku 4.42.
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Rysunek 4.42: Rozklad kata nachylenia czasteczek cholesterolu w stosunku do normalnej mono-
warstwy. Ci$nienia powierzchniowe monowarstw: 15 mN/m (A), 25 mN/m (B) oraz 35 mN/m (C).
Pomiar prowadzony byl tylko dla gérnej monowarstwy, wyniki dla dolnej sa analogiczne.

Czasteczki cholesterolu byty ustawione niemalze pionowo w monowarstwach mieszanych. Je-
dynie gdy monowarstwa byta $cisnieta do cisnienia powierzchniowego 15 mN/m otrzymany
rozktad katow jest szerszy niz dla pozostatych 11, a takze wystepuja czasteczki cholesterolu
nachylone miedzy 40° a 60° do normalnej monowarstwy. W kazdej badanej monowarstwie
czasteczki cholesterolu w wigkszosci nachylone sg miedzy 14° a 21° do normalnej. Wpltyw
digitoniny na nachylenie czasteczek sterolu jest nieznaczny, najwigksza réznice mozna za-
obserwowa¢ w monowarstwie skompresowanej do II réwnego 25 mN/m, gdzie cholesterol w
monowarstwie referencyjnej nachylony jest pod katem 14°, natomiast gdy w ukltadzie obecna

jest digitonina to $redni kat nachylenia wynosi 19°, co sugeruje, ze czasteczki cholesterolu sg
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nieznacznie destabilizowane przez saponine.

4.6.3 Poréwnanie parametré6w monowarstw mieszanych i dyskusja

W ostatniej czesci badan wykonano pomiary eksperymentalne oraz modelowanie in silico
dwdéch uktadéw reprezentujacych modelows btone biologiczng. Pierwszy, dwuskladnikowy,
sktadal sie z POPC (faza l;) oraz SM (faza [,) w stosunku molowym 1:1; oraz drugi, tr6j-
sktadnikowy zbudowany z POPC, SM oraz cholesterolu w stosunku molowym 1:1:1. Celem
badan byto opisanie oddziatywania cholesterolu z btong przypominajacg naturalng btone ko-
moérkowa, a takze zbadanie interakcji saponiny z innymi sktadnikami btony biologicznej.

W badaniach eksperymentalnych na poczatku wykonano pomiary izoterm II-A oraz V-A.
Oba uktady tworza stabilne monowarstwy na subfazie wodnej i przy maksymalnym skom-
presowaniu znajduja sie w fazie cieklej skondensowanej. Ponadto gdy w roztworze obecna
jest digitonina obie mieszaniny zachowuja sie bardzo podobnie. Tworzone monowarstwy nie
s stabilne, digitonina gwattownie adsorbuje do monowarstw w momencie natozenia filmu na
powierzchnie. W czasie maksymalnego skondensowania monowarstwy znajduja sie w stanie
ciektym rozprezonym.

W kolejnym kroku wykonano pomiary izoterm adsorpcji digitoniny do monowarstwy POPC/SM
lub POPC/SM/CHOL. Badano oddziatywanie digitoniny z monowarstwami przy trzech ci-
$nieniach powierzchniowych 15 mN/m, 25 mN/m oraz 35 mN/m. W obu ukladach nastepo-
walo gwaltowne podniesienie ci$nienia powierzchniowego po dodaniu digitoniny. W miesza-
ninie dwusktadnikowej AIl wynosita miedzy 10 mN/m a 20 mN/m w zaleznosci od ci$nienia
poczatkowego, im wyzsze cidnienie poczatkowe tym mniejsza zmiana Il po dodaniu digito-
niny. Ci$nienie wysycenia monowarstwy wynosito 59,6 (£ 0,3) mN/m. Natomiast w uktadzie
tréjsktadnikowym zawierajacym cholesterol AIT wahata sie miedzy 25 mN/m a 45 mN/m,
a ci$nienie wysycenia bylo réwne 66,4 (£ 2,2) mN/m. Wyzsze wartosci All otrzymane dla
uktadu POPC/SM/CHOL $wiadcza o duzej roli cholesterolu w oddziatywaniu btony z di-
gitonina, co jest takze zgodne z literatura [22, 1, 6]. W celu lepszego zrozumienia oddzia-
tywania digitoniny z monowarstwami mieszanymi zostaty wykonane komputerowe modele
bton. Otrzymane wyniki pokazaly, ze digitonina adsorbuje do obu badanych mieszanin, na-
tomiast tylko w obecnosci cholesterolu penetruje do monowarstwy swoja cze¢scia aglikonows.
Otrzymane wyniki dobrze koreluja z badaniami liposomowymi wykonanymi przez Sudji i
wspétpracownikéw [78].

Glowy hydrofilowe lipidow w obu uktadach sa nachylone pod katem 63° do 95°. Nizsze war-
tosci wystepuja zwykle gdy w uktadzie nie byto digitoniny, natomiast w uktadzie z digitoning
obserwuje si¢ niewielkie przesuniecie maksimow otrzymanych rozktadéow w strong wyzszych
katow w stosunku do normalnej monowarstwy. Grupy hydroksylowe glikonowej czesci di-
gitoniny majg wyzsze powinowactwo do sfingomieliny w uktadzie dwusktadnikowym przy

nizszych cisnieniach powierzchniowych, natomiast gdy uktad byt Scisniety do cisnienia po-
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wierzchniowego 35 mN/m nie byto réznicy w otrzymanych wartosciach RDF dla obu lipidow.
W uktadzie POPC/SM/CHOL, jedynie grupa hydroksylowa cholesterolu znajdowala sie w
odpowiedniej odleglosci do wytworzenia wiazania wodorowego z grupami -OH czesci gliko-
nowej digitoniny. Natomiast w przypadku nizszego ci$nienia saponina miata wyzsze powino-
wactwo do reszty cholinowej POPC niz do sfingomieliny. Gdy ci$nienie powierzchniowe byto
wyzsze to wyniki byly odwrotne - digitonina miata wieksze powinowactwo do reszty choli-
nowej SM niz do POPC. Ponadto przy ci$nieniu powierzchniowym 35 mN/m cholesterol nie
oddziatywat z grupami hydroksylowymi glikonowej czesci digitoniny. Taki wynik sugeruje, ze
czasteczki cholesterolu zakotwiczajg sie gleboko w btonie, digitonina penetrujac membrane
swoja czescig hydrofobowg moze oddzialywaé z cholesterolem. Jednakze z wynikéw otrzy-
manych metodami klasycznej dynamiki molekularnej nie mozna wnioskowa¢, ze digitonina
wyciaga cholesterol z monowarstwy. Biologowie pracujacy z tkanka nerwows pokazali, ze
digitonina wnikajac do btony komoérkowej zwieksza jej przepuszczalno$é, sktad btony po-
wigksza sie o penetrujace czasteczki digitoniny, jednakze pozostate sktadniki btony, jak na
przyktad cholesterol nie sa usuwane z blony [10, 144, 147]. Natomiast naukowcy badajacy
modelowe btony biologiczne, posiadajace w swoim sktadzie cholesterol, a takze najczesciej fos-
folipidy pokazali, ze digitonina po zaadsorbowaniu sie do btony wyciggna z niej cholesterol
do érodowiska zewnetrznego [7, 8, 78]. Mozliwe, ze takie rozbieznosci sa zwiazane ze sktadem
blony i jej otoczeniem. Komorki nerwowe sg bogate w sfingolipidy, ktorych powinowactwo
do cholesterolu jest bardzo wysokie i opisywane w literaturze jako podstawa raft lipidowych.
Natomiast gdy takich raft nie ma w uktadzie badanym, cholesterol jest za stabo zwigzany ze
sktadnikami btony i moze by¢ z niej usuwany jak wskazuje Wojciechowski i wsp [7].

Lancuchy lipidowe byly mniej uporzadkowane w uktadzie dwusktadnikowym, niz w uktadzie
tréjsktadnikowym, co jest zgodne z danymi literaturowymi dotyczacymi usztywniania btony
przez wystepujacy w niej cholesterol [12]. Ponadto digitonina obniza uporzadkowanie tan-
cuchéw lipidowych w monowarstwie, z wyjatkiem tanicuchéw POPC w uktadzie POPC/SM,

tam dziatanie saponiny jest przeciwne.



Whioski

Wykonane badania eksperymentalne i teoretyczne umozliwity wypekienie zatozonych celéw

pracy doktorskiej oraz pozwolity na sformuowanie nastepujacych wnioskow:

Obecno$¢ digitoniny wptywa destabilizujaco na monowarstwe zaréwno cholesterolu jak

i diosgeniny.

Digitonina adsorbuje i penetruje do monowarstw cholesterolu i diosgeniny. Do monowar-
stwy penetruje tylko cze$¢ hydrofobowa (aglikon) digitoniny, natomiast czesé cukrowa
(glikon) pozostaje w subfazie wodnej i oddziatuje z czasteczkami wody jak rowniez z

grupami hydroksylowymi cholesterolu i diosgeniny.

Lancuch alifatyczny cholesterolu oddziatuje silnie z digitoning, oraz utrzymuje ja w
badanej monowarstwie. Natomiast digitonina znacznie stabiej penetruje monowarstwe
diosgeniny swoja czescia aglikonowa, moze to by¢ spowodowane obecnoscig czasteczek

wody we wnetrzu monowarstwy.

Oddziatywanie miedzy czasteczkami w dimerach cholesterol-digitonina i diosgenina-
digitonina jest stabilizujace. Wykazano istnienie punktéw krytycznych wiazania miedzy
oddziatujacymi czesciami hydrofobowymi czasteczek, o gestosci odpowiadajgcej oddzia-
tywaniom van der Waalsowskim. Natomiast wyznaczone radialne funkcje gestosci par
(RDF) miedzy grupami hydroksylowymi cukréw digitoniny i grupy -OH cholesterolu
wskazywalty, ze badane grupy znajdujg sie wystarczajaco blisko siebie aby mogty two-
rzy¢ wigzania wodorowe. Oddziatywania miedzy czasteczkami cholesterolu i digitoniny
nigdy wczesniej nie zostaly zbadane za pomocg metod chemii kwantowej, a takze kla-

sycznej dynamiki molekularnej.

Digitonina i ginsenozyd Rh2 oddziatuja z liposomami. Digitonina oddziatuje silniej z
liposomami, w ktorych sktad wchodzi cholesterol. Natomiast ginsenozyd Rh2 oddziatuje
preferencyjnie z liposomami, w ktérych sktad wchodzi ePC i SM, wykazuje podobny
wplyw na btone jak czasteczki cholesterolu [143].

Inkubacja olbrzymich liposoméw z digitoning prowadzi do zmniejszenia liczby liposo-

mow. Podczas inkubacji z digitoning liposomy posiadajace w blonie cholesterol kurczg

105
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sie tworzac agregaty lipidowe, wynik jest analogiczny do tego otrzymanego przez Sudji
€ qC agregaty lip , WY J g y g Yy g0 p J

i wsp [78].

o Inkubacja dwusktadnikowych GUV z ginsenozydem Rh2 prowadzi do powstania sepa-
racji faz w liposomie, w miejscu gdzie wystepuje faza nieuporzadkowana lipidow czyli
ePC powstaje pecherzyk, ktéry nastepnie odpaczkowuje od liposomu macierzystego co

zostato opublikowane w naszej pracy [143].

o Ginsenozyd Rh2 dziala podobnie jak cholesterol na btony liposoméw dwusktadniko-
wych, po inkubacji probki z saponing dochodzi do usztywnienia btony komoérkowej
[11, 143].

« Digitonina adsorbuje sie zaréwno do monowarstwy POPC/SM jak i POPC/SM/CHOL
oddziatujac z nia. Jednakze penetracja czedci aglikonowej saponiny nastepuje tylko w

obecnoéci cholesterolu.

o W nizszych ci$nieniach powierzchniowych grupy -OH czasteczek cholesterolu znajduja
si¢ na tyle blisko grup hydroksylowych glikonowej czedci digitoniny aby méc tworzy¢
z nimi wigzania wodorowe, natomiast przy wyzszych cisnieniach powierzchniowych nie
obserwowano takiego efektu. Takie zachowanie moze by¢ spowodowane obecnoécig sfin-
gomieliny w badanej membranie, z ktora cholesterol wspottworzy tak zwane rafty lipi-
dowe [12, 19].

o Cuzasteczki cholesterolu w monowarstwie zbudowanej z POPC/SM/CHOL nie sa prze-

suwane do subfazy wodnej w obecnosci digitoniny.

o W liposomach dwusktadnikowych reszta cholinowa sfingomieliny oddziatuje silniej z
resztami cukrowymi digitoniny. Natomiast gdy w uktadzie obecny jest cholesterol digi-

tonina ma wieksze powinowactwo do POPC niz do sfingomieliny.

Wymniki otrzymane podczas studiow doktoranckich rozszerzaja wiedz¢ na temat oddziatywa-
nia digitoniny z cholesterolem. Uzyskane wyniki maja charakter poznawczy i moga postuzy¢
naukowcom zajmujacym sie badaniami biologicznymi wykorzystujacymi saponiny, w gleb-
szym zrozumieniu oddziatywania btony komoérkowej z glikozydami roslinnymi. Zastosowane
metody maja ogromny potencjat do wyjasniania niezrozumiatych oddziatywan miedzycza-

steczkowych wystepujacych w btonach biologicznych.
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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie oddziatywan fizykochemicz-
nych miedzy czasteczkami digitoniny i cholesterolu btonowego. W prowadzonych badaniach
tworzono modelowe membrany biologiczne, ktére nastepnie poddawano dziataniu saponiny,
digitoniny lub ginsenozydu Rh2. Do badan wykorzystywano metody eksperymentalne i teore-
tyczne. Eksperymenty wykonywano przy uzyciu metody monowarstw Langmuira oraz metod
spektroskopowych i fluorescencyjnych z wykorzystaniem duzych i ogromnych jednowarstwo-
wych liposoméw, symulacje komputerowe prowadzono z wykorzystaniem metod klasycznej
dynamiki molekularnej i metod chemii kwantowe;j.

Praca doktorska zostata podzielona na trzy zasadnicze czesci. Pierwsza z nich stanowit prze-
glad literatury naukowej dotyczacej badanego zagadnienia. Na poczatku zostata opisana bu-
dowa, funkcje i sktad btony komoérkowej. Szczegdlna uwage poswigecono wykorzystywanym w
nauce modelom bton biologicznych. Przeglad literaturowy zostat zakonczony podrozdziatem
poswieconym saponinom, ich wystepowaniu, znaczeniu biologicznym oraz wykorzystywaniu
w naukach biomedycznych.

W drugiej czesci pracy opisano materiat badawczy oraz szczegdty eksperymentalne metod wy-
korzystanych w badaniach. Material badawczy stanowity: cholesterol (CHOL) i diosgenina
bedace sterolami; POPC stanowiacy faze nieuporzadkowana modelowej btony; oraz sfingomie-
lina (SM), ktéra wraz z cholesterolem wchodzi w sktad raft lipidowych. W badaniach zostaty
zastosowane filmy powierzchniowe o czterech réznych kompozycjach: cholesterol, diosgenina,
mieszaniny: POPC/SM oraz POPC/SM/CHOL. Tak utworzone filmy powierzchniowe byly
poddawane dziataniu digitoniny. W badaniach zastosowano dwa rodzaje subfaz: wodng oraz
wodny roztwér digitoniny. W badaniach liposomowych wykorzystywano duze i olbrzymie
jednowarstwowe liposomy skltadajace sie nastepujacych mieszanin réwnomolowych: ePC/SM
oraz ePC/SM/CHOL. Liposomy byly inkubowane z saponinami: digitonina i ginsenozydem
Rh2.

W ostatniej zasadniczej czesci pracy przedstawiono uzyskane wyniki pomiaréw oraz ich dys-
kusje. Otrzymane wyniki zostaty podzielone na trzy czesci, z ktérych pierwsza dotyczyta
czystych monowarstw cholesterolu badz diosgeniny. Uzyskane wyniki pokazaty, ze digito-
nina destabilizowala zaréwno monowarstwe cholesterolu jak i diosgeniny. Symulacja in silico

pokazata, ze w przypadku gdy btona zostata Scisnieta do ci$nienia powierzchniowego przy-



pominajacego to panujace w natywnych membranach biologicznych digitonina oddziatywata
znacznie silniej z cholesterolem, niz z diosgenina, co $wiadczyto o duzej roli tancucha alifatycz-
nego sterolu w oddziatywaniu z badana saponing. Ponadto obliczenia kwantowo-chemiczne
wykazalty, ze oddziatywania miedzy czasteczkami cholesterol - digitonina, a takze diosgenina
- digitonia byty stabilizujace, a miedzy oddziatujacymi czasteczkami wystepowaly punkty
krytyczne wigzania odpowiadajace oddziatywaniom Van der Waalsowskim.

W drugiej czesci zostaly zaprezentowane wyniki otrzymane z badan nad liposomami zbudo-
wanymi z mieszanin ePC/SM (1:1) oraz ePC/SM/cholesterol (1:1:1). Zaréwno digitonina jak
i ginsenozyd Rh2 oddziatlywaty z liposomami. Digitonina oddzialywata silniej z liposomami,
w ktérych sktad wchodzit cholesterol. Natomiast ginsenozyd Rh2 miat wigkszy wptyw na
liposomy dwusktadnikowe. Ponadto jego funkcja w btonie byta podobna do roli cholesterolu,
to znaczy nastepowato usztywnienie btony w czasie gdy liposomy byty inkubowane z ginse-
nozydem Rh2.

Trzecia czes¢ wynikéw stanowily badania nad oddzialtywaniem digitoniny z monowarstwami
utworzonymi z POPC/SM (1:1), a takze POPC/SM/CHOL (1:1:1). Wykazano, ze saponina
oddziatywata z obiema monowarstwami. Jednakze penetracja czesci aglikonowej digitoniny
do wnetrza membrany nastepowata tylko w przypadku gdy monowarstwa zawierata choleste-
rol.

Praca zostata zakonczona zestawieniem najwazniejszych wnioskéow plynacych z wykonanych
badan. Nastepnie zostata podana bibliografia, z ktorej korzystano podczas tworzenia czesci

literaturowej pracy oraz dyskusji wynikow.
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