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Jedng z najczeécie] stosowanych bion modelujgcych bZone bio-~
logiczng jest tiona liposomdéw. Liposomemi nazywane sg ukzady zZo-

zone 2z koncentrycznych, dwumolekularnych warstw fosfolipidowych,
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stwowe stanowlg szczegdlnie dogodny model do badenia proceséw
transportu substancji przez biony modyfikowsne i niemodyfikowane.

Tatniede hardzo ohazerna eruna subgtancii bioloacicznie czvne-
iatnlieje DbardzZo obgzerna grupa subgiancjl blologlcznie mn
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nych, ktére oddzieiujgec z bionami biologlicznymi wpiywajg modayii-

kujgco na 1ich strukture 1 funkcje. Do grupy tej nalezg m.in.
antybiotyki, snestetyki i $rodki Dbakterio-, chwasto- 1 grzybo-
béjcze, Wptyw tych substancji polega bardzo czesto na zaburzeniu
podstawowych proceséw membranowych, ktdrymi sg m.in. procesy
przenikania substancji przez blony komérkowe, Wpiyw tych sub-
stancji (zwanych niekiedy permeatoksynami) zaburzajgcych procesy
przenikenia innych substancji jest $cidle zwigzany 2z zaburzeniami
proceséw metabolicznych w catej komdrce, ktdére z kolei moga pro-
wadzié¢ do standéw patologicznych organizméw zywych, a nawet ich
cetkowitego zniszczenia. Poznanie mechanizméw dziaXania permea-
toksyn moze mied, poza 2znaczeniem poznawczym, révmiez znaczenie
aplikacyjne.

2. MODELE BLON BIOLOGICZNYCH I BLONY MODELOWE

Badania ned struktura i funkcjg bzon biologicznych znsjduja
sie od wielu lat w centrum =zeinteresowarr zaréwno biologéw, jak
i biochemikéw, 1 biofizykéw. Powstato wiele koncepcji dotyczgcych
molekularnej organizacji bion. Chocisz 1liczba tych koncepcji

(53]
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sigea ok. 50 [91], nie =znaleziono do tej pory takiego modelu,
ktéry byiby w stanie wyjasnié wszystkie jej funkcje. We wszyst-
kich prawie modelach, poczgwszy od pierwszego, opesrtego na bada-
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[ 58] poprzez uznawany przez wiele lat model D aniel 1141 e-

go-Davsona 2z 1935 r., [32] orsz wiele innych, az do naj-

nowszego modelu piynnej mozaiki, ktdéry zostal zaproponowany na

poczatku lat siedemdziesiatych [166, 178] i1 zmodyfikowsnego przez

Jaina 1 Whiteta w1977 r. [91] domenowego modelu piyn-
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ki, zek*ada sie istnienie w bZonie biologicznel dwumole-
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Wmodelu Gortera-Grendela bione stanowi dwu-
molekularna warstwa lipidowa, w modelu Daniellieg o~
-D av sona =zaktada sie, 2e taka sama, dwumolekularna werstwa
lipidowa pokryta jest warstwa bisiek zardwno od strony osrodka

zewnetrznego, Jak i o0d gstrony vwnetrza komdrki W modelu piynnej
etrznego, Jak 1 od gtrony wnetrza ki, delu pdynnej
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mozalKl UlaiKa 1 11p1lay wworzg mozalxg, w KFOTGJ fundament sta-

nowi dwumolekularna warstwa lipidowa, a biatka s3 rozlozone nie
tylko na zewnetrznej i wewnetrznej powierzchni tej warstwy (tzn.
biatka powierzchniowe), lecz takze wewngtrz warstwy (tzw. biakka
integralne). RozkZad biazek i 1ipiddw jest asymetryczny. Biona ta
ma wiasciwosci dynamiczne i charakteryzuje sie piynnodécia. W do-
menowym modelu piynnej mozaiki przyjmuje sie¢ istnienie w bonie
biologicznej pewnej 1iloéci obszaréw - domen o réznym sktadzie
i réznym stopniu uporzgdkowania, przemieszczajgcych sie wzgledem
giebie [91, 97, 17
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ce struktury i funkcji bion opierazry sie, w wigkszoscli przypad-
kéw, na odpowiednich modelach dodwiadczalnych,

Wartos$é dodwiadczalnego modelu zalezy od Jego trafnodci i je-
go prostoty. Powinien on mozliwie dok*adnie odzwierciedlaé pewne
cechy obiektu, ktéry ma modelowad i musi byé jednoczesénie na tyle

pozwolié na kontrolowanie Dbadanych parametréw w stop-
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iu wiekszym, aniZzeli ma to miejsce w modelowanym

Mozna wyréznié¢ dwa rodzaje bion modelowych. Do pierwsze]j
grupy nslezg takie, ktdre nie sg podobne do bzon Dbiologicznych
ani pod wzgledem sk*adu chemicznego, ani pod wzgledem poprzecz-
nych wgmiaréw, ale sa podobne pod wzgledem pewnych wXasciwosci.

Przyk*adem moze byé tutaj syntetyczna biona jonowymienna, na ktd-
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reJ mozna sprawdzaé koncepcje jonowymiennych wtasdciwodci biony
biologicznej. Nie moZna Jjednak na podstawie tego typu badan
wnioskowaé np. o wzajemnej 2zaleznodci miedzy ta wasciwoscia
a strukturg biony biologicznej.

Drugg grupe bion modelowych stanowia biony uformowane z sub-
stancji wchodzgecych w skiad bion Dbiologicznych:; moga one mied
podobne wymiary poprzeczne oraz podobne niektdére cechy struktu~
ralne, Biony takie umozliwiajg badanie pewnych wziasciwos$ci bZon
biologicznych, np. elektrycznych i niektdérych funkcji bzon, np.
transportu substancji przez biony. Spodrdd bion tego typu naj-
wczedniej zostala zastosowana lipidowa bZona monomolekularna
utworzona na powierzchni wody (i8, 53, 58, i59]. Bzona tego typu
jest do dnia dzisiejszego szeroko stosowanym modelem, szczegdlnie
uzytecznym do badan nad oddziatywsniem 1lipiddéw z innymi czastecz-
kami np. biatkami (17, 39 182].

W 1962 r,, udato si¢ Mue llerowi i wspéiprac.[123]
uformowaé dwumolekularng bone lipidowa (tzw. czarng bione lipi-

dowa) oddzielajgcg dwa wodne oérodki. Odkrycie to okazao sie
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bardzo efektywne w badsniach modelowych, bowiem biona ta speinia
wiele warunkdéw stawianych bionom modelowym. Blona ta ma taka
strukture, jeka wg powszechnych opinii charekteryzuje sie warstwa
lipidowa w bZonach biologicznych. Wiele wZasciwosci fizycznych
tej bkony jest podobnych do wtasciwodci bion biologicznych (np.
grubodé, opornosé i pojemnodé elektryczna, wspdiczynniki przeni-
kenia dla niektdrych substancji [84, 89, 147, 175, 1807). Model
ten jest szczegdlnie dogodny do badania wiadciwosci elektrycznych
bton [176]. B*ona czarma oprécz nilewgtpliwych zalet ma jednak
pewne wady. Powierzchnia czare] bZony lipidowej, jaka udato sieg
dotychczas uzyskaé nie przekracza kilku milimetrdw kwadratowych.
Uniemozliwia to mierzenie przy jej uzyciu dyfuzyjnych strumieni
substancji przenikajacych przez blony. Wytrzymatoéé mechaniczna
tej bzony jest niewielka; czas zycia wahas sig od kilku sekund do
kilku godzin, co ogranicza prowadzenie bardzie} dXugotrwaiych
badar, Bions ta, w odrdznieniu od bion biologicznych Jest btong
ptaska, nie mozna wige w badaniach uwzgledniaé zjawisk zwigzanych
z krzywizn3 bXon biologicznych. W czarnej bionie oraz w roztwo-
rach otaczajacych te bione znajduje sig zawsze pewna ilo4¢ roz-
puszczalnika organicznego.

W1965 r. Banzham 1 wspédprac., [11] =zastosowali dy-
spersje fosfolipiddw w wodzie i w roztworach wodnych do bad an
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modelowych. Fosfolipidy te tworzg spontanicznie w roztworach wod-
nych ukady, tzw. liposomy, zoZone z wielu koncentrycznych,
zamknigtych dwumolekularnych warstw, przedzielonych faza wodna.
Kazda warstwa jest caikowicie zamknietym pecherzykiem. Przy za-
stosowaniu odpowiednich technik mozna uformowaé liposomy jedno-
warstwowe, Jefli steZenie lipiddw jest dostatecznie duze, wéwczas
i *3czna  powierzchnia bion liposomdéw jest dostatecznie duza, co

pozwala na mierzenie gitrunieni advfuzy
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Stabo przenikliwych substancji. Czas Zycia liposoméw wynosi kilka
dni w temperaturach pokojowych, a kilka tygodni w temperaturach
nizszych [ 75]. Krzywizna bion liposomdéw jest pordwnywalna z krzy-
wizna wielu bion biologicznych., W badaniach zjawisk membranowych
przy uzyciu 1liposoméw mozna stosowaé wiele fizykochemicznych

metod doswiadczalnych, takich jak: wirowanie, przepuszczanie
nrzez kalivmnv alalttnafareama anabtdtmaclrand s m 21 AR ¢ DD
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mikrokalorymetrie i inne.

Liposomy i czarme Dbiony fosfolipidowe sa wzajemnie uzupei-
niajacymi sie modelami., Wybdér modelu jest uzalezniony od zatoizo-
nego celu Ltsadawczego, W przypsdku wiec potrzeby okreélenia np.
varametréw elektrycznych stosujemy czarne btony fosfolipidowe,
w przypadku nstomiast potrzeby okredlania strumieni dyfuzyjnych
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Fosfolipidy orsz omewisne w tym artykule detergenty nalezg
do zwigzkdw amfifilowych o dualistycznym charakterze oddziatywan
z woda, poniewaz grupy polarne czasteczek amfifilowych g3 hydro-
filowe, a czedci niepolarne - hydrofobowe. W roztworach wodnyc
niektére czescli grupy polarnej moga przyjmowaé Zradunek dodatni
ludb ujemny; s3 to np. grupy aminowe, siarczanowe, fosforanowe lub
karboksylowe. Spotykamy rdéwniez grupy elektrycznie obojgtne np.
grupy karbonylowe i estrowe. Grupy obojetne sg mniej hydrofilowe
niz grupy natadowane elektrycznie, Hydrofobowe czesdci niepolarne
omawianych zwiazkdw ozpuszczalne w wielu rozpuszalni-
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KRacCil 0lgaiiCsiiycrtl 1865 LYLRO nieznacznie w woGzZlie; u‘yuu. Nnie-
polarmymi elementami czgsteczek amfifilowych moga byé grupy aro-

matyczne lub alifatyczne. Diugie Zanhcuchy weglowodorowe d3zzag do
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maksymalnego ograniczenia kontaktu z wodg i oddziaXuja na siebie

znacznymi si*ami dyspersyjinymi.

Substancje amfifilowe mozg tworzyé zardwno cileke krysztaty
termotropowe, jak i ciekle krysztaty liotropowe - inaczej méwiec,
substancje te wykazuja mezomorfizm termotropowy i mezomorfizm
liotropowy. Nieuwodnione substancje amfifilowe moga istnieé wrds-
nych postaciach cilek}okrystalicznych: lamelarnej, nematycznej

i1 cholesterolowej w 2zaleznosci od tego, jak uozone sa dtrugie

aade czaatanoale [ A 4727
Uoav vaLgovivaon L%J, [

Ciekte krysztazy w obecnodci wody moga przyjmowaé rdzne
formy: lamelarna oraz komdérkowa o trzech réinych strukturach.

W krvaztaXoch lamelarnveh dwumelekularme warstwy czasteczek
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filowych przed lone sg warstwami wody. W krysztatach komérko-
b wodnym

alé w uk?adzie tetrasconszlnyvm lub hekaarss
v K£a4zZle teivragenainym LUl nexsagen

RAL LDL25

zie
wych komdrki w ksztaicie pretdéw o rdzeniu organicznym lu
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a komdrki kulisne ub graniaste uporzadkowane g3 przestrzennie

w gieci kubicznej. Wystepowanie poszczegélnych fom krystalicz-

nych zalezy od rodzaju substancji, temperatury oraz od ilosdci
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za
kresie 5-80% w stosunku do ilogci tej substancji. Przy wzroscie
stgienia wody powyZej 20-90% nastepuje przedziel
poszczegdlnych komdérek (lub ich czedci) w przypadku krysztsidw
komdrkowych, albo tez poszczegdlnych warstw lub ukiadu warstw
w przypadku kryszteiéw lamelarnych. W pierwszym przypadku po-
wstaja agregaty koloidalne o strukturze radialnej tzw. micele,
ktdrych vmetrze gtanowia czedci hydrofobowe czasteczek, a w dru-
gim przypadku zamkniete struktury lamelarne - liposomy. Ksztatt
tych agregetéw zslezy w duzej mierze od geometrii czgsteczek.
# uproszczeniu mozna przyjaé, Ze czasteczki o ksztaicie kiinowym
tworzg micele, a czgsteczki o ksztazcie cylindrycznym tworza
liposomy [87].

Klasyfikacja zwiazkéw amfifilowych moze byé przeprowadzona
w oparciu o ich zachowanie sie w wodzle, Zgodnie z klasyfikacjs
Smalla [169] mozna je podzielié na trzy grupy: A - nieroz-
puszczalne i niepeczniejace w wodzie (np. cholesterol), B - nie-
rozpuszczalne, lecz peczniejgce w wodzie, wykazujace mezomorfizm
liotropowy (np. fosfolipidy), C - rozpuszczalne w wodzie: a - wy-
kazujgce mezomorfizm liotropowy (np. lizolecytyna, sole amoniowe),
b - nie wykazujgce mezomorfizmu liotropowego {(np. sole kwaséw 35%

ciowych).
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Subgtancje z grupy C, tj. substancje amfifilowe rozpuszczalne
w wodzie i wykszujgce rdévmoczeénie zdolnoéé rozpuszczania lipiddw
nazywaé¢ bedziemy detergentami. Texrmin ten w podanym =znaczeniun
uzywany jest w opracowaniach dotyczacych membranologii [bp. 10,
78, 171, 179].

3,2, UKLAD POSFOLIPIDY-WODA

Fosfolipidy stanowia grupe 1lipiddw, w ktdrych jedna z grup
hydroksylowych glicerolu =zostala zastgpiona przez kwasng sdl

s - s e . * e a2 o pma o R J - S o am 21
kwasu fosforowego i organiczne]j zasady, tworzac w ten sposdd

czeéé hydrofilowa czgsteczki. Czesé niepolarng stanowig dwa Zan=-
cuchy kwaséw truszczowych (lub jeden w przypadku lizofosfatyddw).
Poszczegdlne fosfolipidy rdznia sie miedzy soba charakterem cze-
$ci polarnej, ktdra moze byd Jonowa lub amfolityczna oraz diugo-
ia Z*arcuchdw weslowodorowych i stopniem h nienasycenia. tan-
c

ic
y te zawieraja na og8% 0od 12 do 24 atomdéw wegls i moga po-

.

siadaé podwdjne wiazsnia. Podwdjne wiazania w
tylko w jednym Yancuchu, ktdry usytuowany je
polsrmej czasteczki [118].

Keztatt czasteczek fosfolipidowych Jest w przybliZzeniu cy-~
lindryczny. Grups polarnas usytuowanes Jest na koncu diusgiej osi
cylindra, w wyniku czerso czesé hydrofilowa jest wyragnie oddzie-
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ciekiych xrysztaiow ipidowych Jjest struktura lesmelsrna,
aczkolwiek przy niskich stezeniach wody obserwuje sig niekiedy
atruktury heksagonalne i kubiczne (rys. 1) [168]. Struktury kry-
staliczne, jakie tworza rdine fosfoliridy zaleza, Jjak juz wspom-
ni=zno, o0d ilodci wody, temperatury, %adunku grupy polarnej,

kaztattu czasteczek oraz od wiasciwosci os$rodka [26, 87]. Cza-

n w wmaandoio krvartaty o gtrukturze lame-
3 e CANI I N AT Ve VAL W

e 3 dzie kry ur ame
1arnej [ 76]. Tosfatydylcetanolamina tworzy zasrdéwno struktury la-
melarne, jak i heksazonalne przy czym obydwie formy moga wspd¥-
istnieé [111]. Nawet w przypadku fosfolipiddw jonowych, w ktérych
tylko jeden Yadurek elementarny przypada na grupg¢ polamna, naj-
erdziej stabilna forma jest forma lamelarna, Przy wyzszym tadun-
rreferowana fexmg sa cylindryczne micele ([129]. Struktura

ciekiveh krysztatéw fosfolividowych zalezy od innych sukbstancji
znajdujacych sic w odrodku wodnym. Fosfatydyloseryna, fosfolipid

’f
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.

Jjonowy, tworzy formy radialne przy niskiej sile jonowej odrodka,
natomiast przy wysokiej gile jonowej tworzy struktury lamelarne.
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d

owiem neu-
tralizowane wdéwczas przez przeciwjony rozpuszczonej soli [1297.
Utozenie grup polarnych czasteczek lecytyny w warstwie powierzch-
niowej biony jest problemem dyskusyjnym. Ostatnie jednak przewaza
poglad, ze gidwki uZozone sa révmolecle do powlerzchni bony,
a ich orientacje wynika z cddziaiywar elektrostatycznych z sasied-
nimi czasteczkemi (161, 190].
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procentowa zawartosé wody

Rys. 1. Schemat dwuskiadnikowezo uitadu fazowego ztozonego z le-~
cytyny i wody w funkcji temperstury

1 - ciek¥okrystaliczna fnza heksagonalna; 2 - ciekzokrystsliczna

faza kubiczna; 3 -~ obszar, w ktdrym lamelarna faza ciekiokrysta-

liczna moze mc:nn};wg‘l-pwpn z inna ciekZokrystalicznn fazay; 4 - faza

krystalicznas (zel), 5 - czysta faza lamelarna, 6 - oquar, w ktd~
rym przy nadmiarze wody istnieja dwie fazy: woda i ciek#e krysz-
tazy lamelarne - liposomy; 7 - obszar, w ktdrym przy wysokich
temperaturach iqtnieja dwie fazy ciekte: woda i fosfolipidy;
8 -~ jedna faza - ciek?e fosfolipidy
Linia T, odpowiada temperaturze przejscia fazowego, temperaturze
topnienia Yarcuchéw weglowodorowych (wg pracy 168 )
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Stopiert uporzadkowania Zancuchdéw w warstwach lamelarnych za-
lezy od temperatury [26]. W dostatecznie niskich +temperaturach
Yaricuchy alkilowe sa sztywvme, ulozone réwnolegle wzgledem siebie
i nachylone pod pewnym katem wzgledem powierzchni miedzyfazowej.



60 Janina Kuczers

Przy wzrodcie temperatury nastepujs przejscia fazowe w pewnych,
okreslonych temperaturach. U wiekszodci 1ipiddw membranowych mo%-
na wyréznié dwa typy przejséé konformacyjnych Zancuchdw lipido-
wych - wstepne przejdcie fazowe 1 gidwne przejscie fazowe. W tem-

peraturze wgtepnego przejscia fazowego 2arcuchy zmieniajg jedy-

nrzvimuiac kiermek nroagtanadrv da nowlerzchni
przyimuiac rostops do powlerzchnil

0
od temperatury wstepnego przejscia fazowego, nastepuje
przejécie fazowe ze stanu 2Zelu do stanu ciekXokrystalicznego,
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Rys. 2., Diagram fazowy mieszaniny fosfatydylocholin: dwupslmity-
nowej (DPL) i dwuelaidynowej (DEL) w funkcji temperatury (wg pra-
cy [59]) (objasnienia w tekscie)

Temperatury przej$é fazowych 2zalezg od d}ugodci Zaricuchdw
oraz stopni ich nienasycenia [12, 21]. S one tym nizsze, im
krétaze sg Zancuchy oraz 1im wiecej majg nienasyconych wigzen.
Temperatura ta jest rdéwniez zale?na od stopnia uwodnienia i bu-
dowy chemicznej czesdci polarne]j czasteczek [184] 1 zalezy ponadto
od obecnosci kationdéw w odrodku [133].

W temperaturach przejsé fazowych nastepuje zmiana niektdrych
wtadciwosci fizycznych fosfolipidéw [26, 27, 154, 160].
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Dwumolekularna warstwa lipidowa jest tworem dynsmicznym., Czg-
steczki dyfundujg w ptaszczysnie biony (dyfuzja lateralna), Jak
réwnie? miedzy obydwiema monomolekularnymi warstwami (flip-flop).
Wspétczynnik dyfuzji lateralnej czgsteczek w bionie fosfolipido-
wej wynosi (10"“ - 10"") m“s 1, a czestotliwos$é wymiany ok.
10 s 1; flip-flop jest procesem bardzo powolnym, czgstotliwosé
wymiany wynosi ok. 10~%s~1 104, 121, 151, 1531.

Dwumolekularne warstwy utworzone z mieszaniny 1lipidéw réz-
nigcych sie geometrig czagsteczek lub tez *adunkiem czesci polar-

nej, wykazuja 2dolno$é do lateralnej separacji faz i tworzenia

domen [15, 54, 59, 91, 113, 121, 125, 153, 154].

Na rysunku 2 przedstawiono diagram fazowy dla uk¥adu zawie-
rajacego dwa rézne fosfolipidy w wodzie, fosfatydylocholing dwu-
elaidynowa (DEL) i fosfatydylocholine dwupslmitynowa (DPL), W tem-

powyze3d krzywej ,fluidus" obydwa 1lipidy znejduja sie

T

homogennym, piynnym stenie. W temperaturze ponizej krzywe]
solidus" lipidy znajdujg sie w stanie Zelu, W zakresie tempera-
T

ur pomiedzy byd
-~ T v T (44 L8
- . wmrmam L VL mwdantmsndna alormw -
faz - wspum;uuuicuic ubuZuréW - dumen W fazie ciekiokry alicznej

i w fazie Zelu, Podobnie jek w przypsdku ciaz staiych, separacja
uporzadkowanych obszaréw od obszaréw nieuporzgdkowanych jest
naturalna konsekwencjg specyficznych oddzialywan miedzyczgstecz-
kowych i deformacji sieciowych [54, 917].

W dwumolekularnych btonach fosfolipidowych zawierajgcych fos-
folipidy obojetne i fosfolipidy ujemne (np. kwasy fosfatydowe)
obecnosé Jjondw Ca2+ moze prowadzié do separacji faz i1 powstania
domen zawierajacych natadowane fosfolipidy =z zaadsorbowanymi
jonami Caa+, a ponadto do fuzji warstw do wzrostu temperstury
przejscia fazowego [ 69, 88, 119, 136].

W zaleznos$ci od geometrii czasteczek orsz oddziatywan miedzy
nimi mozna spodziewaé sie, Ze domeny bedgq miaty krzywizne dodat-
nia, ujemna lub réwng zeru, oraz rézne rozmiary. Wartodé krzy-
wizny jest tym wieksza,im wigksza jest rdinica miedzy powierzch-
nia przekroju poprzecznego przypadajgca na gidwke i powierzchnia
przekroju poprzecznego przypadajacg na *adcuchy [141, 142].

Liposomami, jak Jjuz wspomniano, nazywa sie uk*ad ziozony
z jednej lub z wielu dwumolekularnych, koncentrycznych, zamknieg-
tych
nyn lub niekiedy cylindrycznym [11]. Warstwy fosfolipidowe od-
dzielone sa jedna od drugiej warstwy wody lub roztworu wodnego

warstw fosfolipidowych, o ksztakcie w przyblizeniu sferycz-
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o grubosci 0,2-0,3 nm, przy czym najbardziej wewnetrzna warstwa
lipidowa zamyke réwniez przedziaz wodny (rys. 3). Liposomy moga
powstawaé tylko powyzej temperatury gidéwnego przejécia fazowego.
Temperatury przejsé fazowych wiekszodci naturalnych fosfolipiddw

4 LAl <
i ich mieszenin zawierajg sie zazwyczaj w zakresie temperatur

spotykanych w biologicznych ukiadach. Wynika to z obecnosci nie-
nasyconych wigzad w adcuchach wegglowodorowych. Tak wiec liposomy
moga byd formowane w temperaturze pokojowej z wiekszosdci natural-

nych fosfolipidéw [26].
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Rvs. 3. Schematyczny obraz liposomdw

nyse J

A -~ liposom wielowarstwowy, B = liposom jednowarstwowy, C -~ prze-
krdj przez warstwe dwumolekularna liposomu
Dane liczbowe dotycza liposomdéw formowanych metodg ultradzwiekows
?wg pracy [1181)

Wodne dyspersje fosfolipidowe byy badane od wielu lat [e,
28, 42], lecz, jak juz wspomnisno, dopiero w 1965 r. Ban g
ham Standish i Watkins [11]zastosowall je ja-
ko model bZon biologicznych do badania transportu jednowartosdcio~
wych kationdéw. Zastosowana przez nich metoda formowania wielowar-
stwowych 1liposoméw polegata na recznym wytrzasaniu wodnej dys-
persji fosfolipiddw i prawie w niezmienionej formie przetrwais
ona do dzisiaj. Wielowarstwowe liposomy otrzymywano nie tylko
przez reczne wytrzgsanie dyspersji suchych fosfolipidéw w wodzie,
lecz réwniez przez dodawanie do wody fosfolipiddw rozpuszczonych
w rozpuszczalniku organicznym i usunigcie nastepnie rozpuszczal-
nika na drodze dializy [163].
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Obraz liposoméw wielowarstwowych dyspergowanych recznie, oglg-
dany w mikroskopie elektronowym wykaszuje ich duzg niejednorodnosé
ze wzgledu na rozmiary od 0,5 um do 20 um, ksztatty oraz 1losé
dwumolekularnych warstw fosfolipidowych, Niejednorodnos$é liposo~
méw dyspergowanych recznie oraz ich daznosé do tworzenis pre-
cypitatéw byty podstawg do krytycznej oceny przydatnosci tego

----- LSRR N | aLyLao viiUow s Ve w

modelu do badan [5, 95]. Jedli jednak warunki dodwiadczalne sg
zachowane zardéwno przy formowaniu liposoméw, jak i podczas wy-

wczas badania przy uzyciu takich liposomdw
znyc

.
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Je RES ez w przypadku 1i
soméw wykorzystywanych jako model biony biologicznej, metoda
ultradéwigekowa ich formowania byza stosowana w pracach [29, 13

Nanramiendiawanie 1M1+
AN AP L VLTI 0Ll LS ARV

~

u fal ultradZwiekowych [ 3, 9. Réwni

stwowej struktury liposomdw,
pomocg promieni rentgenowskich, podstawowa dwumolekularna struk-
tura warstwy fosfolipidowej zostaje zachowana [ 74, 183]. Rozmiary
liposoméw pod wpiywem tego zebiegu ulegaja zmniejszeniu z 0,5-
-20 um do 25-100 nm, & wiec ok, 100-krotnie [29, 83].

Podatnos$dé na dyspergujace dziatanie ultradiwickdw nie jest
jednakowa dla wszystkich fosfolipiddw; szczegdlnie oporna jest
lecytyna. Diugotrwaze napromieniowanie, trwajace kilkas godzin,
odwirowanie i przepuszczenie otrzymsnej zawiesiny liposomdéw w wo-
dzie przez kolumne utworzong z 2zelu Sepharose 4B pozwala na

otrzymanie 1l1iposoméw jednowarstwowych o jednakowych rozmiarach

aall Lo SR il L S oL L1aanD

[83, 85, 175].
Ultradéwieckowa metoda dyspergowania liposomdéw ma jednak pewne
wady. Badajac dyspersje utworzong z lecytyny zd8ktek jaj kurzych,

er
Q+wwp'rﬂ?gng’ ze diugotrwaie (ﬂk= 2,5 h) napromienicwanie wiazka

fal o s*abym nategzeniu, lub krétkotrwate napromieniowanie wigzkg
fal o duzym nstezeniu powoduje chemicznag degradacje czasteczek
w Zarcuchach wgglowodorowych

4

oraz utlenienie nienasyconych wigzan
72, 747, Jedli dzisksnie ultred

L.i*~9 LS Bk hhadnd *
azotu efekt

powazna wada metody ultradzwiekow j okazato sie korodowanie meta-
lowych sond i skazanie uksdu jonami tych metali [727]. PrzediuZzo-
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ne dziatanie ultradéwickowe nie moze wig¢c byé stosowane do for-
mowania liposoméw, jeéli wymagana jesgt wysoka czystos$é lecytyny.
Dodatek 4% kwasu fosfatydowego ©pozwala na znaczne zmniejszenie
czasu napromieniowania [96]). Wykazano rdéwniez, ze przediuzanie
czasu dzistania ultradZwiekdéw tylko w niewielkim stopniu poprawia
jednorodnoéé dyspersjii, bowiem juz w ciggu dwdlch pierwszych minut
powstaje ok. 90% jednowarstwowych liposomdéw; liposomy Jednak wy-
kazujg wéwczas dgznosé do agregacji [48, T47].

W celu uformowsnia liposoméw jednowarstwowych uzywa sie rdw-
niez innych metod, sg one jednak =znacznie rzadziej stosowane.
Zasada ich dziaXanis opiera sie na dodawaniu do wody lub do roz=-
tworu wodnego odpowiedniej 1losci fosfolipiddéw rozpuszczonych

Iniku orecanicznym Po edparowaniu  rozpugzcezalniks

in: “ Vi aiiav diiyine pug e CLlprrVWallialk CLpP RS LC LAl a

organicznego powestaja jednowarstwowe liposomy. B at z ri i

Korn [13] stosowsli etanol, otrzymujgc 1liposomy o Srednicy
ok. 25nm; Deamexr i Bangham 34, 357 stosowali eter

s & s 4 £ PO N UL~ T L B atLtl

etylowy i przy wysokiej tempersturze odparowywania eteru otrzymy-
ali w wiekszodci jednowarstwowe liposomy o Srednicy 10-krotnie

"1gkszej od drednicy liposoméw otrzymywanych przez B a t z r i
2 P e mm e = w1 . A 2 -~ e 2 e d aemvmsele - - 1 T aden i
1 nh O I' Il Ge naaqg ve mevouy JEBDBL ULYyDA I Swgolll

liposoméw, Eter naftowy stosowali S c h i e n 1 wspéiprac.

[157 ] uzyskujac réwniez duze liposomy. Bardzo duze liposomy,
'Dn+nsn4-¥7(

o n MmN o
a0 L7 QG v L2 e S A s W 4 4 G

«
o

30-krotnie wieksze niz i
otrzymeli Szoka i Papahadjopoulo s [172] przez
potaczenie metody sonifikowania i stosowanie rozpuszczalnikdw

Coraz czes$ciej, nawet rutynowo, w odpowiednim wurzgdzeniu
produkowanym fabrycznie, do formowanias Jjednowasrstwowych liposo-
méw stosowana Jjest metoda, w ktérej czynnikiem powodujgcym roz-
drobnienie duzych, wielowarstwowych liposomdéw jest sél kwasu z6x=-
ciowego, cholan sodu[ 22, 122], Liposomy takie mozna nazywaé
liposomami cholowymi.

.._.-:..l..-...-...-._'l..
proauxkKowanycn

Niektére wiasdciwosdci 1l1iposomd e
dziej popularnymi metodami, tj. metodg cholowg i metoda ultra-
déwiekowa zostaly przedstawione w tab. 1.

73 eas.
uw
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Tabela 1

Fizyczne wiadciwo$ci jJednowarstwowych 1liposomdw: A - produkowa-
nych metodg cholowsg [22], B = %rod%kowanych me toda ultradzwiekowa
118

Wtadciwosé A B

Promient zewnetrzny liposomu wraz
z otoczka wody zwigzanej (nm) 15 10,5

Grubogé biony dwumolekularnej

r 2D S0 AV = B e |

(nm) 3,7 3,7

Gruboéé monomolekularnej warstwy
zewnetrznej (nm) 2,1

Grubosé monomolekulnrnej warstwy

wra s A s X ‘l

WO WILE Vi 4llT ) \-UJHI

Obaetosc cieczy zamknigtej w li-
posomie (1/mol lecytyny) 0,47 0,154

Tlo8¢ czgsteczek lecytyny w 1li-
posomie 5970 2335

Stosunek ilosci czasteczek
w warstwie zewnetrznej do ilo-
éci czgsteczek w warstwie we-
wnetrznej 1,98 2,1

z P
Cliezar czqsteczkowy 4,6+10° 1,88-10°

Wspdtczynnik dyfu — -
(em2.5=1) 0,7-10"" 2,03.107/

Analiza danych przedstawionych w tab, 1 pozwala stwierdzid,
ze rozmiary liposomdw cholowych sa nieco wieksze od rozmiardw
i

e

202

’

rézne wartosci po rownywanycn parame TJI‘OW. vuza Krzyvuzna llpOSOTﬂO

I'I:j

ogomdw prodr
.

¥
o
!
¥
4
¢
§

owsnych metodg 1 1tradiw ngwai Z CZego W\m'll(qg
opisanych w tab. 1 oraz ich mate rozmiary s3 odpowiedzialne 2za
asymetrie w budowie zewnetrznej i wewnetrznej warstwy biony [116,
118, 126]. OkoZo 2/3 czgsteczek fosfolipiddw zgruvowanych jest
w zewnetrzne] jednomolekularnmej warstwie blony [96]. Obydwie jed-
nomolekularne warstwy wykazuja rézng geometrie upakowania czg-
steczek i rdinz grubosdé [116, 118, 126] (rys. 3c)

- AVLLG SLRVUS0L LT 1Yy 118y &Yy PASY R

W przypadku liposomdéw utworzonych z mieszaniny fosfolipiddéw

ich lokalizacja w obydwu monowsrstwach nie Jjest Jjednakowa: na
0gét* kwasne fosfolipidy (fosfatydyloseryna, kwas fosfatydowy)

~fd

| PR - ot mncedomed & [0 D7) Nt - - e
1y S1I1iNgo-—

lﬁnuda B.L§ w wewnebtrzne] warstwie [ 23], Dla mieszani
mieliny i lecytyny w wewnetrznej warstwie obserwuje sieg niewie
nadmiar lecytyny [24].

5 — Zagadnienia biofizyki wspotczesnej, t. 8
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3. 3. UKLAD DETERGENTY-WODA

Detergenty, substencje mnalezace do grupy C zwiazkdéw amfifi-
lowych, s3 rozpuszczalne w wodzie, Jedli niewielka 31lo08é deter-
gentdéw zostanie dodena do wody, to czedé wystepowad bedzie w wo-
dzie w postaci monomeréw, czes$é za$ zgromadzi sie na powierzchni
wody. Wraz ze wzrostem stezenia detergentdw w wodzie wzrasta réw-

niad atadania Mnnnmn'nr(u' Ay atadandia Aotancantlw aatamnisa na a
niez svgienie MONoMe l’OWe Uiy S v%u nie GeITergeniow O5i1GggHie powig
rd

krytyczng warto$é, czasteczki tej substancji utworza micele, Naj-
nizsze stezenie, przy ktérym powstajg micele, nosi nazwe kry-
tycznego stezenia micelarnego (emc). Nalezy tu raczej méwié o wa-
skim zakresie steien, a nie o okredlonej Jego wartodscl [124].
Powyzej cmc stezenie monomeréw dla wielu detergentdéw pozostaje

niemal staze i Jest rdéwne krytycznemu stezeniu micelarnemu.,

Twarranie mineld maZe hvd obgserwowane 4nﬂx ) nnww&nﬁ nnmnnﬁ
ifworzenie micell meze byc obserwowar ecynie powyze wne

okreslonej temperatury, zwsnej krytyczng temperatursg micelarns.
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Rys. 4. Schemat dwuskiadnikowego ukzadu fazowego zlozonego 2z chlor-
ku dodecylotrimetyloamoniowego i wody

F - ciecz izotropowa (zawiesina micelarna i roztwér monomeréw),
C* 4 0 <~ faza lrn}dnona, M - faza hnl(nn:rn'nn'lnn N - foaza lamelar-

- IQ VAR R oY

na, J + 5 = krysztaly lodu 1 soli amoniowych
Linie cisgle oznaczajg grenice dosdwiadczalne, linie przerywane
oznaczaja granice ekstrapolowane (wg pracy [4])

temperatura PC ]
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Wartosé krytycznego stezenia micelarnego zalezy od parametrdw

charakteryzujacych zaréwno czesci hydrofobowe, jak i czedci hydro-
X3 R moprmmed o mmled  TNTem Vofaesm | T . B P DR, Py PRSI e
1110WwWE Cagqouveo bhl. UJ..H ﬂ-dllbublluw LA LIOWYUIL TiPye W JTIIILY LU%&LJ bll!

z cmc wzrasta proporcjonalnie wraz 3ze wzrostem liczby atomdw
wegla w Yaricuchu [173]. Dla jonowych czasteczek amfifilowych war-
to$é cmc jest 2znacznie wyzsza anizeli dla niejonowych, poniewaz
gity elektrostatyczne przeciwdziataja formowaniu sie micell,

Micele mogg wyst@powaé w postaci kul, elipsoid i cylindrdw.

rednis 1liczba asteczek w miceli, tzw. sta¥a agregacji, jest
rézna dla réﬁnych substancji amfifilowych. Jest ona duza W przy-
padku substancji z grupy (C, a) i wynosi od ok. 60 do ok. 200,

natomiast niewielka w przypadku substancji z grupy (C, b), nie
przekraczajaca liczby 10 [78, 124, 169].

Wraz ze wzrostem gstczenia detergentdw powyzej cme wzrasta
réwnie? stezenie miceli w roztworze. Przy wysokich stgzeniach
detergentdw w wodzie pojawiaja sgie fazy krystaliczne. Na rysun-

detergentdw w wodzie pojawie ne.
ku 4 przedstawiono schemat ukiadu fazowego dla jednej z soli amo-
niowych, a mianowicie dla chlorku dodecylotrimetyloamoniowego
w wodzie w postaci =zsleznosci miedzy procentowg zawartoscig tej

anll ey wadrda 4 L ¥
DU L4 w wuualic 1 LG

jv
]
Kl

.

sie wystepowanie krysztaidéw lodu i soli amoniowych. W wyzszych
temperaturach, przy niskich stezeniach detergentu obserwuje sig
roztwér wodny monomerdw i zawiesine micelarng, natomiast przy
wyzszych stezeniach - rdzne fazy cilekiokrystaliczne: kubiczne,
heksagonslne i1 lamelarne.

W ukladzie =zYozonym z fosfolipidu, detergentu i wody moga
wystepowaé zaréwno micele, liposomy, jak i ciekte krysztaty w in-

nych formach krystalicznych; zalezy to m.in. od rodzaju 1 steze-
nis c agk¥adnikdw [115]. W ukladzie tym czeéé cza-

naa
nlis yuuz czZ koS gkfaa

[
k
:
.

steczek detersentu wystepuje w postaci monomerdw, a czgsé wigie
sie z fosfolipidami, tworzac mieszane krysztaty, liposomy Tub
micele.

Na rysunku 5 przedstawiono, dla przykiadu, schemat trdojsktad-
nikowego uktadu fazowego dla lecytyny, lizolecytyny (amfolitycz-
nego detergentu) i wody. lecytyna =zostaas zmieszana z lizolecy-
tyna, do tej mieszaniny dodano nastepnie wode i pozostawiono
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LIZOLECYTYNA
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Rys, 5. Schemat trdjsktadnikowego ukadu fazowego zoZonego z le-
cytyny-lizolecytyny-wody

1 - faza heksagonalna, 2" - dwie fazy~ heksagonalna i micelarna;

3 - faza micelarna; 4 - dwie fazy: liposomy i woda; 5 -~ trzy fa-

zy: liposomy, micele i woda; 6 - dwie fazy: heksagonalna i lame-

larna; 7 - faza krystaliczna, 8 - cieklokrystaliczna faza lame-

@rom  wmwan Ay Fquﬁ
18317118 \ wWg pIracy 1973/

uk*ad dla ustalenia sie rdéwnowagi. Obserwacje prowadzone byly
w temp,. 52°C, powyze] temperatury Kraffta kazdego ze skiadnikdéw,.
Naroza trdikata (rys. 5) prezentuja czyste substancje, natomiast
boki trdéjkata przedstawiaja ukiady dwuskzadnikowe, Wewngtrz trdj-
kata kazdy punkt reprezentuje jakis ukad trdjskadnikowy, zalez-
ny od stezenia kazdego ze sk¥adnikéw. Wystepowaé moga rézne fazy:
krystaliczne, ciekzokrystaliczna lamelarna, ciekzokrystsliczna
heksagonalna i micelsrna. Prawa strona tréjkata odpowiada fazie
lamelarnej, uzyskipanej przy wszystkich proporcjach lizolecytyny
i lecytyny, az do 95% lizolecytyny i 5% lecytyny, przy mazej ilo-
éci wody. Powyzej ok. 40% wody tworzg sie¢ mieszane liposomy, za-
wierajace rézne i1losdci lecytyny i lizolecytyny, w zaleznosci od
ich stezeni. Iewa strona tréjkata odpowiada matej ilosci lecytyny.
W tym obszsrze wraz ze zmniejszaniem sie¢ ilosci 1lizolecytyny
w wodzie pojawia sie najpierw faza ciekiokrystsliczna w prize~
dziale 30-60% wody, nastepnie wspdiistniejgce dwie fszy: heksa-
gonalna i micelsrna i powyzej 65% wody, .az do krytycznego steze-

medan mdanntavmen ma Pnnn minalan
ll.l.u lllLUch*xlu&u - AQua luLUULGL&-&G.

Mieszane micele réznig sie rozmiarami 1 ksztatteml od miceli
jednosktadnikowych. Réznice te zalezne sg zardéwno od rodzaju de-
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tergentu, jak i stosunku molamego fosfolipidu i detergentu [191]).
Mieszane micele tworzg sie 2atwiej anizelil micele jednoskZadni-
kowe, gdyz mieszane micele cechujg sie¢ wiekszg ciek2oécig wnetrza
miceli [45]. Micele utworzone z Jonowych detergentéw, w wyniku
git odpychania naXadowanych giéwek, sg niezbyt trwate; dodanie
innych czasteczek amfifilowych, np. lecytyny, powoduje osiabienie

tych 81}, co zwigksza stabilnoéé mieszanych miceli [14]. Czg-
steczki lub jony z krétkimi ZXancuchami alkilowymi, ktdére same nie
tworza miceli, mogs tworzyé miegzane micele z innymi czgsteczkami

amfifilowymi o diugich %ancuchach [173].

. VW przypadku gdy detergenty sg dodewsne de uformowanych Juz
liposomdéw uk*ad zachowuje sie nieco inaczej anizeli wdéwczas, gdy

detergent mieszany jest z fosfolipidami przed dodaniem wody. Taki
wykres fazowy nie zostal do tej pory sporzadzony. Wydaje sieg
jed 1ak, %6 wykres ten powinien byé
bny do prezentowanego uprzednio.
Proces tworzenia sie miceli z 1liposoméw, inaczej méwigce,
proces solubilizacji 1liposoméw zachodzi tylko przy dostatecznie
od

Asazn smless  wmo T o ame
duzym stosunku molarnym detergentu do foafolipidu 1 ze

o pd
o
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wielu czynnikéw, Podobnie jak w przypadku opisanym uprzednio (tj.
gdy detergent by mieszany z fosfolipidami przed dodaniem wody)
proces tworzenia miceli zalezy m.in., od rodzaju detergentu, ro-
dzaju § skadu 1ipidéw, temperatury, sity Jjonowej i pH. Badania
przeprowadzone z pewnymi detergentesmi wykazsly, Ze posiadajg one
rézng zdolnos$é do solubilizacji bion fosfolipidowych, lecz ze
wzgledu na zbyt mals 11l08é danych doéwiadczalnych, nie uda%o sig
okreslié bardziej ogdlnych zassd. Wykazano, Ze zdolno$é solubili-
zacyjna zalezy od rodzaju lecytyny, a mianowicie od dtugosci %an-

cuchéw i stopnia ich nienasycenia [40, 78, 79, 149, 150, 167,
169, 181 14047

[ ) L] LAV N

Wptyw temperatury na solubilizacje liposoméw byt badany m.in.
przez Harlosa 1 wspéiprac. [68]., Stwierdzili oni, se
w poblizu temperatury przejscia fazowego dezoksylizolecytyna

nn\}tmya 1183511nies na Gﬁlubilizac"ﬁ 11nnqn'mnw 111’w0rzonvch Z 1ECV-

tyny dwumirystylowej. Dennis i Ovens [40] w swoich
badaniach przy zastosowaniu NMR wykazali, ze solubilizacja lipo-
soméw utworzonych z lecytyny jaj kurzych jest niezaleina od tem-

eratury, natomisst lecytyna dwupalmitynowa wykazuje taks za-

ieznosé.
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Dane uzyskane w wyniku badaﬁ nad solubilizacja liposomdw
wnosza niewiele infoxmacji o zjaw

nod wp }vwnm de roentdw
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fosfolipidu niZszym od litycznego, tj. przy stosunku nizszym niz
konieczny do catkowitej przemiany fazowej z formy lamelarnej do

micelarnei
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W opublikowanych dotychczas pracach o wpiywie detergentdw

(o stezeniu nizszym od litycznego) na dwumolekularne warstwy
faafalinidawse ﬂm“ﬂ(!l( wang na nodas -Q-c:vn-ia hadand o nitaktArrvoh wiaoo
Nt AT A N e e Y AVARS VY TAL o N WJ AR VT RIS 1i R MWl VUV A WAL CIL L M €A AAAL G VU A AT PE¥S WG
$ciwosci tej blony. Stosowano w tym celu rdine metody pomiarowe.

Metode mikrokalorymetryczna do badanis przejsé fazowych zastoso-.

waXo wielu autordw m.in., [ 20, 46, 49, £17, stwierdzaiac gwdol .
< AY 2 LA S A TALA VS & WY ESE ) PR SN Ll.-\}, ‘1’\/’ 'f_/’ Vl_j, HU'V.LVJ.\A‘JUJ(—&U g4

szenie ciekloéci warstwy hydrofobowe] lecytyny pod wpiywem soli
o

trimetyloslkiloamoniowych., Metode - NMR zastosowali Be yer
3 K14ineenhewrreoe MNE671 3da badoania z2mien gtruktury warstwy
e - e 4a D ~r -2 ~ A e E) L 1\4J AT WOCANA AL L L2210 pe SR ¥ W VAR V‘A-LJ MR~ N )v‘ll’
fosgfclipidowej pod wpiywem niejonowych detergentdéw, lecz nie
gtwierdzili zednych zmien w strukturze warstwy hydrofobowej.
WnZvey dotereentdw, o stezeniu nitazvm od litvyveozness, ne biony
ptyw detergentdw, ¢ stezeniu nifszym litycznego, ne bion

J
fosfolipidowe moze byé réwniez okredlany na podstawie badania
transportu substancji przez te biony, co zogtanie omdéwione w na-

gternym rozdziale,

Py FAsgll AW GG AT

4. TRANSPORT SUB STANCJI PRZEZ BLONY FOSFOLIPIDOWE
W OBECNOSCI DETERGENTOW

nnnnnnn mrshemd mrmm td mammrar T3l T Il avmar mardalama wmanhadod
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w sposdt bierny., 0gdélne zagady rzadzgce procesem transportu bier-
nego sa dobrze znane; bierny trensport substanc

ji przez biony

zonej 1lub uZatwionej. Wie sa natomiast na
nane mechanizmy procesdw biernesgo nspo

PO mammapgamilnmimaln arthatanadd 2 naavacracscAlnua FAan

WoMLoaypalunil PUDLL AT ERULIIYLIL SUUS LAV L 4 PUSaLvaorULilyvwil Viie
Badania modelowe oraz badania na obiektach biologicznych
wekazujs, ze ctate sgzybkodci biermego transportu wody i wielu
wm2antalrdaraTtd Lo ey ¥ arar avitrnancd Ao 4 Aanmalalrrlavyvwme hitansr
LACC LT VLU LL VU pL 4G w vauix Ly vddLyvUw L UWKdLNU AT AL Grine wviviiy
fosfolividowe sg pordwnywalne [36, 37 133]. Istotne rdznice wy-

stepuia natomiast w przypadku biernego transportu jondw. Wysoka
nieorzenikalnoéé niemodyfikowanych bon fosfolipidowych dla jondw
iest jedna z najbardziej charakterystycznyck i waznych cech tej
bony.
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Wspélczynniki przenikania pr btony fosfolipidowe dla Jondw
jednowartodciowych sgiegaia rzedu wielkosdci 10'1 mes™ | 1 g8 o0 kil-

ka rzedéw wielkosSci nizsze od wspdiczynnikdéw przenikania dla nie-
alektrolitéw [107]. Sg one rdéwniez o kilka rzgddw wielkosci niz-
gze od analogiczhych wapdiczynnikéw przenikania dla bion biolo~
gicznych, Szczegdlnego rodzaju rdéinice wystepuja w przypadku
anionéw. Podczas gdy dla bion fosfolipidowych staze szybkosci
przenikania Jjondw C1~ sg o ok. 3 rzedy wielkosci wieksze od sta-
Yych szybkosci dla kationdéw alkalicznych [ 747, to w przypadku
bXon biologicznych réinica ta sigga 6 rzeddw wielkodei [65]. Po-
réwnanie to sugeruje istnienie specjalnych struktur w fosfolipi-
dowym rdzeniu bzon biologicznych, odpowiedzialnych za stosunkowo
szybki trsnsport jondéw. Biexrmy transport aniondéw przez biony bio-
logiczne, w ktdrych teki +transport zachodzi (np. w bionach ery-
trocytéw ssakéw) odbywa sie przede wszystkim za posrednictwem
pevmego biatka integralnego (w blonach erytrocytdéw jest nim tzw.
biatko pasms trzeciego) [ 139, 140, 152].

W badaniach transportu aniondéw przez biony modelowe najwiece]
prac pos$wiecono jonom chloru [ 11, T4, 105, 135]. Stwierdzono pew=-
na gselektywnodé w przenikaniu aniondw przez blony fosfolipidowe

S AN LR 28 00104 - LTIl AT S22 120 101y 4001011

7, 11]podobnie jak w przypadku bion biologicznych[ 189]. Naj-
szybciej sa przez biony biologiczne transportowane jony C1™ i J7,
8 wolniej jony F~, Nog, sog‘ i HPOE'. Autorzy przypuszczaja, ze
istotna role odgrywa tu promieri uwodnionego jonu, poniewaz wraz
ze wzrostem promienia uwodnionego jonu szybko$é przenikania
maleje,

Badania trsnsportu kationdéw przez dwumolekularne biony fosfo-~
lipidowe pos$wiecone byly w giéwnej mierze jonom jednowartoécio-
wym, Wepdiczynniki przenikania Jednowartosciowycn Kat1onow przez
biony tego typu s8 rzegdu wielkodci 107 =15 _ 10 m/s [74, 95,
135], sg wiec o 2-3 rzedy wielkosci nizsze od wspbiczynnikdw
przeniksnia tych jondw przez biony czerwonych cisiek krwi [313.
Badania nad przeniksniem Jednowsrtosciowych kationdw przez biony
fosfolipidowe pozwolilry stwierdzié, %2e biony +te podobnie, Jak

blony biologiczne, ﬁyksz-ja pewng, aczkolwiek niewielks, dyskry-
minacje miedzy Jonami vet 1 x* (100, 131]. Wydaje sig, Ze odpo=-

wiedzialne za te dyskryminecje gg przede wszystkim gidéwki c2z3-
steczek fosfolipidowych, gdyz najsilniejszy efekt wykazuja biony

utworzone z fosfatydyloglicerolu, siabszy - z kwasu fosfatydowego
przy niskim pH: nie stwierdzono natomiast zadne] selektywnosci
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w przypadku bion z czystej lecytyny o nasyconych %arcuchach.
Wspdiczynnik przenikania np= Jondéw potasu dla bleny utworzonej
7 PAacmPatordrlamad PR N PO S T S T - . .

z Tosfatydyloglicerolu Je niemal o 2 rzedy wielkosci wiekszy

1
anizeli dla biony z fosfatydylocholiny, przy takiej samej diugo-
gci  Zaricuchdéw alkilowych [135]). Pewna nieznaczna dyskryminacje
jonéw K*/Ne™ zaobserwowano réwmiez dla bzon fosfatydylocholino-
wych, lecz tylko w przypadku Zaricuchdédw kwasdw tuszczowych o wy-
gokim stopniu nienasycenia [ 1567,

Badania trangportu kationdw dwuwartsde
logiczne dotyczydy w gxdwnej mierze jondw wapnia, ze wzgledu na
szczegblnie wazng role tego jonu w procesach biologicznych. Bier-
ny transport jondw wapnia przez blony biologiczne jest bardzo

awta Tomer 2 o w3 - o domnas dom m L e UL T, PR 3 T

yuwu.l.'ﬁ‘y L L% vvag,.x.:guu iia b.Lu.LulUbb.L bbbllﬂlbéﬂe .LbI]. vvspo:u,a,ynnlnl
brzenikenia nie =zostaxy do te] pory okreslone [47]. Wyznaczenie
tych wspdiczynnikdéw jest +tym trudniejsze, ze waph jest w bardzo
silnym stopniu wigzany przez bis*ka i 1lipidy komdrkowe [ 567]. Wapii
Jest gilnie) wigzany przez lipidy jonowe, natomiast sisbiej wig-
zany Jest przez 1lipidy obojetne, np. przez lecytyne [ 60, 127,

128, 146, 162], lecz nawet w tym przypadku zawartosé tycn Jonéw
- T 2o jn [ SR _-_,, _ Angt s _ 2 _ 9 e ALY e 2 ~ 2
W bionie lipoesomu przekracza 90% ilosci wazystkich Jondw Ca

zawartych w cazym liposomie [ 110].

Ladunek powierzchniowy blony fosfolipidowej ma znaczny wpiyw
na jej przenikalnosé dls Jondéw dodatnich i ujemnych. Obecnosé
ujemnie natadowanych grup w warstwle gidwek zwieksza przenikal-

08¢ ketiondw, a obniza przenikalnos$é anionéw, natomiast obecnosé
dat vych srup wywoluie e It odwrotny r 14 &7 13617,
N Via }$3+) LARSS & Y O & Sy S 4 vty VWYIVUIT U Y waTan (s 408 .-. viag T Vig s )
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Réwnie istotny wpiyw na przenikanie substancji przez biony fosfo-
lipidowe majg wiasciwodéci Zancuchédw alkilowych. Badania prowa-
dzone przy uzyciu fosfolipiddéw syntetyczmych o okredlone]j diugo-
gci ZXaricuchéw 1 o okreSlonym gtopniu ich nienasycenia pozwolity
stwierdzié, Ze przepuszczalnosé bion fosfolipidowych wzrasta wraz

ze wzrostem stopnia nienasycenia Z*arcuchdéw i wraz ze zmniejsze-

niam 4ok A¥nepaded (20 4027 Jak astwierdzill wiumiod d3e (0 4 o »
13 LG1IE FRVS§Y u.&.ue',uou.l. L/\J’ Tve Je VGO DVYWALAY LML LLL WYLV & A A e A o
.

i wspéiprac, [ 38] saymetria xarcuchdéw powoduje wiekszg przepusz-
czalnoéé biony anizeli symetryczny ich ukisd.

Kolejnym czynnikiem warunkujgcym transport jonéw jest ruch-
liwoéé Zancuchéw orasz stopieri ich uporzgdkowania. VWraz ze wzro-
stem temperstury wzrasta ruchliwos$é Zaricuchdéw orasz samych jonéw,
a w zwiazku z tym wzrasta szybkoéé przenikania jonéw. Ponize]

temperatury przejsécia fazowego wzrost ten Jest powolny, a powyzej

nia naradawan fo
B2 e A NAN 4 A
. .
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szybszy [117], natomiast w poblizu temperstury przejscis fazowego
wystepuje ostre maksimum szybkosSci przenikania [132, 137]. Stwier-
dzono rdévniez istnienie podobnego efektu dla czarnych bZon utwo-

v do o dirm prrrraly FCadPaTlTdwneAlLe [ M AP Laad ams oo Lma 2 o o
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wspomnianoe, w poblizu temperatury przejscia fazowego skiadnikdw
btony odbywa sle 1lateralna separacja faz i, Jak przypuszczaja
Papahadjopoulos i wspbiprac. [132], w warunkach
porzadkowania %tahcuchdéw transport moze byé szybszy.

Koncepcie dotyczace przechodzenia jondéw przez dwumolekularna
bione fosfolipidows uwzgledniajg fazy przejscia przez warstwy
gtéwek oraz warstwe Zardcuchéw., Przy przejéciu jonu ze Srodowiska
wodnego do hydrofobowego wnetrza warstwy fosfolipidowej musi na-
stapié dehydratacja jonu, wymagajaca 2znacznego nakzadu energli
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fluktuacji powierzchniowego upakowania 1ipidéw, ktére tworzac
drobne 1luki umozliwiajg Jonom wejécie do biony [ 125]. Fodobne
koncepcje sg wysuwane rdwniez przez innych eautordéw. W jedne]
z tych koncepcji sugeruje sie¢ istnienie por funkcjonalnych w od-
réznieniu od zakXadanych hipotetycznych por strukturalnych (18],
w Jeszcze inmej zaktada sie igtnienie por termicznych w waratwie
hydrofobows]j biony umozliwiajgacych dyfuzje jondéw [145], lub tez

sugeruje sig, Ze w bionie fosfolipidowej mogg powstawaé chwilowe
pory, wylozone gidwkami czgsteczek fosfolipidowych, inaczej mé-
wigc - micele z hydrofilowym wnetrzem, przez ktdre mogiyby dyfun-
dowaé jony [36]. ILateralna separacja faz, wystepujgce w bionach
utworzonych z mieszaniny fosfolipiddéw moze spowodowaé powstanie
defektdéw na granicy domen: przez luki powstale na granlecy ciek=-
*ych i steiych domen, mégiby odbywaé sie transport Jondéw [19;.
W przypadku obecnodci w bionie innych domieszek transport teki
mégiby sie odbywaé poprzez 1luki utworzone przez te domieszki

Frasan
Li%J je

Jak juz wgspomniano niemodyfikowane biony fosfolipidowe sa
bardzo trudno przenikliwe dla jondéw, Jednakze przenikalnosé bion
fosfolipidowych dla jonéw moze byé =zwiekszona o kilka rzeddw
wielkosci, 1 to w sposéb specyficzny, przez wiele zwigzkdw zwa-
nych jonoforami.

ktérym maja zdolnoéé rozpuszczania sig¢ w lipidowej bionie, oraz
polarna strukture wewnetrznag, dzieki ktérejl moga tworzyé kom-
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kéw, Przykiadem mogg byé dwa najczedciej badane jonmofory: walino-

mycyna i gramicydyna A. Obydwa te jonofory przyspieszaja tran-
sport jednowartosciowych kationdéw, aczkolwiek mechanizm ich dzia-
tania Jest, jak sie¢ przypuszcza, rézny. Walinomycyna dziala jako
nos$nik, natomiast gramicydyna tworzy hydrofilowe ,pory" w bionie
fosfolipidowej, przez ktére Jony moga przenikaé [43, 44, 55,
76 10671

6, 106].

Znane sg réwniez Jonofory dla kationéw dwuwartosciowych. Sa
to na ogét zwigzki niecykliczne, ktdre dzieki specyficznej struk-
turze tworzg kompleksy z dwuwartoéciowymi kationami, podobnie jak
w przypadku zwigzkdw makrocyklicznych., Jako jonofory wapnias sto-
sowane 83 najczesciej =2zwigzki oznaczone symbolami A23187 oraz
X~-537A 25, 47, 148].

Pewne makrocykliczne antybiotyki wywozuja rdéwnieZ wzrost
przenikalnoéci bion fosfolipidowych dla anionéw, i to w sposéb
gelektywny, zalezny od ich rozmiardéw [ 98].
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wpiyw na transport Jjonéw, istnieje duza grupa substancji zwiek-
szajgcych réwniez transport jonéw, aczkolwiek w sisbszym stopniu.
Do tych substancji nalezg niektdre biaika [99, 152], alkohole
[81], eanestetyki [73, 80, 82, 130], résme inne substancje, Jak
np. czterotlenek osmu [ 143, 1457 orez detergenty.

Badania wptywu detergentéw na transport substsncji przez bio-
. - PP PR I R - PN mmrmer o wmbaloadmala +ad hlame hode nrnawadoana
ny 1085104L1P1GOWe oraz na wxzasciwosci ve] ©0a0Ily Oyay PIOWRGL0NLC

zaréwno dla czarnych bzon fosfolipidowych, jak i liposoméw, acz-
kolwiek w niewielkim stopniu i nie w sposéb systematyczny.
Ponizej swego krytycznego stezenia micelarnego detergenty
powoduja wzrost przewodnictwa elektrycznego czarnych bion fosfo-
lipidowyeh [1, 10, 66, 70, T1, 164, 165, 179]. Zmiany przewod-

nictwa 3a zslezne zaréwno od rodzaju jednowartosciowych kationdéw
M azZa arrn™ ) S TR SR WP IR RPN TPy alcc Wepan € lnd  ssrmarcls mmma
L1o4, 1771, JBK 1 zZasSiosSowanego uc vergenvu L_ H))_j. YKl uUsyonaiie

dla niejonowych, anionowych i kationowych detergentdéw wykazuja,
e detergenty dodsne z jednej strony biony indukuja niewielks
réznice potencjaidéw, ktérej znek jest zslezny od Zadunku gkéwki
detergentu. Réznica potencja*éw indukowana przez detergenty nie-
jonowe i anionowe ma ten sam znsk, przeciwny do znaku réinicy
¥éw indukowanei przez detergenty kationowe [164, 165].

A AR VA VALRNS VY AL o) M- S SeanTaa v AWNIL

Dla uk¥adu =zawierajacego detergenty po obydwu stronach biony
w jednakowym stezeniu stwierdzono, %e Triton X-100 wywoiuje
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gzczegdlnie duzy wzrost przewodnictwa w pordwnaniu 2z SDS1, cho~-
lanem sodu i dezoksycholanem sodu [10]. Przeciwny wynik dla Tri-
tonu X-100 i SDS uzyskano dla biony uformowasne] z fosfolipidéw

i cholesterolu [1]. W wyze] wymienionych pracach sugeruje sie,
ze detergenty wbudowuja sie¢ do bZony i zmieniajg jeJ wasciwodci,

.
lub tez tworzg przewodzgce ,pory", podobnie jak to ma miejace

w przypadku polienowych antybiotykdéw [10].
Przypadkowe fluktuacje przewodnictwa czarnych bzon fosfolipi-
dowych byly obserwowane dla SDS i soli trimetyloamoniowych [108]

oraz dla Tritonu X-100 [ 158]. Czestotliwosé tych f;u'tuacji ro-
énie wraz ze gpadkiem stebilnodci biony, a wielkosé elementarnego

skoku potencjaZu nie zalezy od detergentu. Sugeruje sie, ze takie

fluktuacie wxrn-iknmq z pojawienia sie i zanikania kanatdw w bzonie.

o vase VAR ) (A R PY A=Y QWAL ILIAS =4 4 LQlilil8lllc [-10 %51 11i% e

Na czarnych bionach fosfolipidowych byta badana réwniez za-
leznosé opornosci elektrycznej biony od diugodei Zancucha alki-
lowego dla 4, 9, 12 i 16 wegli w Zancuchu chlorkéw trimetylo-
alkiloamoniowych. Stwierdzono tym silniejszy efekt, im wigkszsa
byta dZzugo$é Zancucha [62].

Transport substancji przez biony fosfolipidowe w obecnosci
detergentéw byt 1réwniez badany na liposomach, Jjednakze w bardzoe
niewielkim zakresie.

Badano wpizyw niejonowego detergentu, Tritonu X-100, na trans-
port glukozy [79, 86]. Stwierdzono, Zze ponizej cmc Triton X-1CO

‘e zwiekazenie mxrn}\ 1 olukogv 2 'l'i'nnc:nmnw ktdre iegt zZae

riekszen wypiywu glukozy ktére jest za
lezne od skisdu fosfolipidow w liposom=ach. Autorzy przypuszczajg,
ze podobnie jak to ma miejsce w czarnych bionach czasteczki de-
tergentu vmikaja do biony i zwiekszaja ciekio$é vwnetrzas biony.
Dla kationowych de
stwierdzono, ze zwiazki, w ktdrych liczba atoméw wegle jest nli-
sza od 11 nie wpiywaja na transport glukozy, lecz silnie zmie-
nisja transport mocznika [62]. Autorzy ci badali rdéwniez wpiyw

LAL T gt Va il Ve CLIlAnad Vo Je AL L L

bromku heksadecylotrimetyloamoniowego na wpiyw jondw fosforano-
vych z liposoméw i stwierdzili, Ze zwigzek ten znacznie zwigksza

ren v Swr T vimvn b Lony aTlriTatmnimatorlaamand auwrvsnh
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ten wypiyw.

Badano wpiyw homologicznego szeregu alifatycznych karbami~
nianéw na wyptyw jonéw sodu z lecytynowych liposoméw [188]. Dla
stezen wyzszych od 10'3M obserwowano wzrost wypiywu jondw Nat ’

przy czyn efekt +ten, pocdobnie Jak w pracy [ 63], wzrastat wraz

's61 sodowa siarczanu dodecylu.
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ze wzrostem diugosci %aricucha, Badany rdévmoczesdnie wspdiezynnik
rozdziatu wykazywat te¢ samg zsleznoé$é, co pozwolilo autorom wnio-
skowadé, Ze wzrost ilosdci wbudowanych czasteczek powoduje wieksze

zaburzenie w btonie, ktdére uzatwia wypiyw jondéw z liposoméw.

Wvnivw bZzekitu metvliennweso bedacego Sanam hvd vwafahoawum
W g vy -'*Y“-l— VA AlA W Ud ‘-vl&v"vbv, VY“\Q 5 dv““ul *‘J“‘UJ-U el "J‘“,

z bzon liposomdéw pod wpiywem detergentu -~ chlorku alkiloimidazo-
lowego t*umaczono krdétkotrwaiymi uszkodzeniami bony spowodowa-
nymi przez wbudowujgce sie do biony czasteczki detergentu. Przez
te uszkodzenia wypzywaja duZe czgsteczkil Dbiekltu metylenowego
C1713. '

Jak wynika z przedstawionych rozwazar badania dotyezace od-

2
vywania detergentdw z bionami foafolipidowymi byiy prowadzone

ywanlig d4ae DLV AW AV as LAV YL VYR T CANA Lt Aa

$3a

zia

I\‘

w do éé gskromnym zakresie. Badania te dotyczyty w gZdéwnej mierze
solubilizacji bton, a wiec wpZywu stezert wyzszych od litycznego.
Mechanizm dziatanie detergentdédw ns bzony fosfolipidowe w steie-
niach nizszych od litycznego, jak réwniez ich wpiyw na transport
subgtancji przez te biony nie zostax Jeszcze zadowalajgco pozna-
ny. Systematyczne badania nad tym zagadnieniem =zostaly podjete
w Zaktadzie Fizyki 1 Biofizyki Akademii Rolniczej we Wroczawiu,
a niektdre wyniki prac zostaty Jjuz opublikowane ( 51, 52, 102,
109, 155]. W dalszej czedci artykulu zostanle omdéwiony wpiyw pew=~
nych wasciwo$ci amfifilowych detergentéw na bione Jednowarstwo-

wvch 14 nnanmie 4 na proceay +rnan
wyCii 21PpO8OMOW 1 na PIroCeSy v I8

Nalezalo .sie spodziewad, Ze wpiyw amfifilowych detergentdw na
transport substancji przez biony fosfolipidowe powinien byé za-

anartn dandw nrzez te bione
‘J\Jyv‘- VA .du'-.-v" Mo Lie S vv P e Nl

lezny od strukturalnych wkasciwodei tych detergentéw. W zwigzku
z tym badane detergenty zostaty tak dobrane, aby mogiy reprezen-
towaé okreslone wiasciwodci zardwno ich czedci hydrofobowej, Jjek
i czeéci hydrofilowej. W celu okreélenia roli czesci hydrofobowe]

hadoana +aled nadatawawy navamatr daleim degt a}nongn taricucha

VO GLlWY [R>S 308 X MUMO vy vy MOAL R VA g g Ramadls Jw oy E - A

alkilowego, natomiast w celu okreslenia roli czedci hydrofilowe]
zmieniano jej rozmiary i rozkiad Zadunku elektrycznego. Przeba-
dano [14] zwiazkéw przedstawionych w tab. 2, Sa to w wiekszosci
nowo syntetyzowane sole amoniowe (SA) o wxasdciwosciach grzybo-
béjczych [ 185-187].

Czedci hydrofobowe czasteczek zwigzkéw z grupy I 1 IV sg jed-
nakowe, réiznice wystepuja jedynie w czesclach hydrofilowych. Wy-
padkowy ZXadunek elekiryczny Jjest w kazdym przypadku jednakowy,
zmienia sie Jjednak w poszczegélnych zwigzkach rozk*ad tego Za-

dunku, Zwiazek IC posiada dodatni Zadunek zlokslizowany przy ato-
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mie azotu. W przypadku pozostatych =zwigzkéw z tej grupy rozkiad
tadunku jest nieco bardziej zZozony. Zwigzek IB ré2zni sie od
zwigzku IC tym, 2e Jjedna grupa metylowa jest w nim zastapiona
podstawnikiem benzylowym, bedgcym grupa elektroujemna, w wyniku
czego nastepuje zmisna rozkiadu tadunku elektrycznego, przy jed-
noczesnym wzroScie rozmiardéw czeéci hydrofilowej. Zwiazek IA za-

wiera w awe} nvp&r-'! polarne zardwnoe grune amoniswa, nierdoier
ANS LA A NS VY A\ al

cil'd vapEpollL PV ARLLT ALY Ay

aromatyczny, jak i grupe nitrowinylowa., Grupa nitrowinylowa po-
giada réwniez wigzania podwdéjne i razem z grupg benzylowsg tworzy
uk*ad pieciu sprzezonych wiazar podwdéjnych o zwiekszonym, w po-
réwnaniu z czgsteczka IB, zdelokalizowanym Yadunku ujemnym i zwiek-
Szonych rozmiarach. Zwigzki z grupy IV réznig sgie od swoich od-
powiednikdéw z grupy I obecnodcig pierscienia morfolinowego, co
powoduje wzrost rozmiaréw grup polarnych bez zmisn ich wiadci-
woéci elektrycznych. Zwiazki z grupy IIIn maja jednakowa cze$é
hydrofilowg; réznice wystepuja w czedci hydrofobowej - rdznig sie

mianowicie dZugoscig tarcucha alkilowego.

Radann +rananard alalrtrn 1t +Aw Avriwantadrt awrrah 4andw ﬁn2+
Aéu\hudav Wk GAAAN N A W vg.vn. VawW Al vy MU AL VWO W LUy Uil PIASEEATA) va
i 304", metodsa 1zotopéw znaczonych, przez bione fosfolipidowa

jednowarstwowych liposoméw ufomowanych z lecytyny metodsg ,cholo-
wa" [ 227.

Jak wykazano w pracy [110] jony SOE" nie s3 wigzane, nato-
miast jony Ca2+ sa wiazenen przez biong 1liposomdéw lecytynowych,
przy czym ok. 90% Jjondéw ca<t zewartych w liposomie wigzanych Jjest

przez +a bione, Wynika stad vwniogek e obserwowanvy proceg kine-

SVaay dau....;v- = VG iILAUSON e LT opgerwo VLY MAWLULT LIS

tyczny Jjest prcces%m przenikania Jondéw przez bione liposomu
w przypadku jondw SOZ', a procesem desorpcji z biony w przypadku
Jonéw 082+g
Wspétczynniki kinetyczne obydwu procesdw transportu jondw
byty wyznaczane w oparciu o metode greficzng opracowang na pod-
stawie analizy trdjprzedzisiowej [ 120].
Okreélsne byiy =zaleznosci wzglednych statych kinetycznych,
=<x1ﬁxo, od wzglednego stezenia zwigzkdéw Cu = CSA/clec’ gdzie:
®% - stata szybkosdci procesu wymlany jondw dla blony liposomdw

w obecnosci zwiazkéw SA w dyspersji liposomdéw,or . - staza szyb-
a L]

radrd nrnanacts womd anee nr nwrze T

Al v L F-LUVODLA "JHI.LQJ.JJ V'" Z

SA w dyspersji liposomdw, CSA - stezenie molowe zwigzkdw SA
gpersji liposomdw, C1ec - stezenie lecytyny w dyspersji liposo-
mdw,. Zakres gtezerd badanych zwiazkéw w dyspersii liposomdw zosatal

GRALT Ll Vallallye S0 -4 oy

w przypadku kazdego zwigzku tak dobrany, aby biona liposomu sta-

v Lo Ta hia
[s2910) Ge.8 040NNy, BIray n

C..J
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integralny zamknigety pecherzyk, inaczej méwige - badania
0db detergentow nizszych od

91@ przy st ozenlacn

nowiz
transportu odbywaiy
litycznego.
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Rys. T. Zalezno$é wzglgdnej statej szybkosci o 1ﬁxo procesu prze-
niksnia jondw 0U4 przez omdéw od wzglednego stefenia

Ll?ﬁﬁu‘uw oa W
(o]

n biony
Cqa/Crpa 2zWiazkdéw z grupy I (1lini
P EEE py IV (iini

e przery ne)

statej szybkosci. Dla jondéw siarczanowych efekt stezenlowy nie
wystepujes przyspieszajacy wpiyw obserwuje sie Jjuz od najnizszych
stezen;

- uszeregowanie krzywych wzgledem osi stezen dla zwigzkdw IA,
IB, IC oraz IVA, IVB i1 IVC wskazuje, ze w grupie zwigzkdéw I naj-
gilniej dzista zwigzek IA, sitabiej IB, a najsiabiej IC, natomiast
w grupie zwigzkdéw IV najsilniej dzisxajgcym zwigzkiem jest IVA,
stabiej IVB, a najsiabiej IVC.

- zwiazki 2z grupy I wywieraja silniejszy wpiyw anizeli ich
odpowiedniki z grupy IV.

Zwiazki IB, IC, II oraz zwigzki z grupy IV s3 snalogami frag-
mentdéw zwigzku IA. Wszystkie te anaslogl zwigzku IA wykazuja siab-
sze dziaXanie anizeli zwigzek IA. Zwigzek TA Je potaczeniem

gt
Awmlale +
dwdch z tych snalogdw, s misnowicis ow raz zwiazku IC,

Zwiazek II, prawie nierozpuszczalny w wodzie, nie wywoiuje 2zmian
stetych szybkosci, najprawdopodobniej ze wzgledu na brak kontaktu
z liposomami,., Zwiazek TC mozna zaliczyé do stabo dziatajgcych

e o P A A L GLECN L1132

zwigzkdéw, Silne dziatanie zwigzku IA, bedacego potaczeniem dwéch
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stabo, lub tez w ogdle nie dzieskajgcych frasmentdw mogzoby wiec
wynikaé z ich wspéidziatania.

Jdak juz wspomniano uprzednio czasteczki emfifilowych zwiazkdw
wbudowujs sie do Dbiony lecytynowej [npo. 13, 18, 48, 64, 8771 .
Wbudowane do biony czasteczki moga wpiywaé na zmiany szybkosci
procesu desorpcjl Jondw Ca + 4 procesu przenikania jondéw 5045,
Analizujgc wkasciwosSci zwiazkéw SA i ich wpiyw na ksztait i usze-
regowanie krzywych na rys., 6 i 7 mozna sformutowal pewne wnioski

P 3

Antvnwanro renancand a naarzeroaciInveh wladonlwnderd mulaolldw ma Ny o
UV vyl aqe LHI1 A LG ath PUS LU LT 6V Ll LASLLVULHLL 4WagaalnW LG pav
cegy trsnsportu.
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ondéw Ca z biony 1ip

Rys. 8. Zeleznos$é wzglednej stalej szybkosci o, /o proc
3 o8 ]
zwigzkd

22
.Jl

]

om
w

Wzrost ilodci grup elektroujemnych w czeéci polarnej zwigzkéw
z grupy I 1 IV powoduje zwlekszenie aktywnosci zwiazku. Najsza-
biej dziatajgce zwiazki IC i IVC posiadaja dodatni Yadunek zloka-
lizowany przy atomie azotu. Silniej od nich dziatajace zwigzki IB
i IVB zawieraja w swoich czedciach polarych elektroujemne grupy
benzylowe. Najsilniej dziatajace zwiazki IA i IVA zawierajg po-
nadto elektroujemne grupy nitrowinylowe,

6 — Zagadnienia biofizyki wspotczesnej, t. 8
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Rys. 9. Zaleznos$ci wzglednej statej szybkosci o,/ procesu prze-
nikania jondéw soj" przez biony liposoméw od wzglednego stezenia

CAS/CIec zwigzkdéw z grupy IIIn
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Rys. 0. Zaleznodé wzglednej staie] szy‘okos’cioc1/oco procesu de-
sorpcil jondw Ca2+ z blony liposoméw (linia ciggta) oraz procesu
przenikania Jjonéw SQ?’ przez blone liposoméw (linia przerywana)

od ilosci atomdéw wegla w Zancuchu alkilowym

W zwigzkach tych wraz ze wzrostem ilodci grup elektroujemnych
wzrastaja réwniez rozmisry czesScl polarnych, Jednakze zwigkszenie
zmian w rozkitadzie

rozmiardw czedci polarnei bez jednoczean

- L Sew WYY g - LR N B 8 A



Wnkvw Antarcontliw me hltany T13naga~amSw jale]
rpIERy e LOUCIECH vOW I1a OO0y 44 J0S0MOW g
ola ! N ego w tedi ¢z éni zwiazin powoduje obnizenie efek-~

t O
e
[+
N
ot
=

<
e}
&)
33
D

tywno $ci dzia*onia, bowiem wszystkie 2zwigzki w grupie zwiazkdw
morfoliniowych dziataja sgXabiej na transport Jondéw anizeli 4ich

odpowlednikl z grupy I.
Na wyanv\k ] 31 4

n ata_
1N wvii W4 < M va=

Liy cin 8

¥ych kinetycznych od wzgligdnego stezenia zwigzkdw z grupy ITIn

dla jondw ca?t 1 soz'. Z rysunkdw tych wynika, Zze rdéwn

padku te]j grupy zwigzkdéw obserwuje sie wzrost staiych kinetycz-
. 5 A}

an 1-:51/\ "
Iiytlir w

™
2
o

¢
&

&

b

N C)\

z grupy IIIn zalezy od diugosci Zarcucha alkilowego i jak wyrazi-
nie wynika z rys. 10 zzleznoéé ta jest nieliniowa i charaktery-
zuje gie istnieniem maksimun. Najsilniej dzialajgcym zwigzkiem
z grupy IIIn jest w przypadku jondw Ca2+ zwigzek III14, a w przy-
padku jonéw SOS” zwiazek ITI12.

Wyniki uzyskane w badaniach wpiywu amfifilowych detergentdw
na transnort substancji przez bzony fosfolipidowe moga stanowid
podstawe dla hipotez dotyczacych molekularnego mechanizmu dziata-
nia takich 2zwigzkdéw zardwno na strukture birony fosfolipidowe],

jak i zJawisko transportu substancji przez taka bione.

[ MLOITANTZM MNATTVUNT ADNME A ANNZ7TAPTWANT A
Do MOVILANLLON NMUULDUUAANLUY VDDA BIINL A
AMFIFILOWYCH DETERGENTOW Z BLONA LECYTYNOWA

Koncepcje dotyczace mechanizmu oddziatywania badanych zwiaz~
kéw =z biong liposomdéw lecytynowych i ich wpiywu na proces trans-

D
2 moanmduma A wl
4T 4a4QAiUWLIU ia YW

zwigzkdw, jak i wiadciwodciach bzon
Sdciach badanych jondw.
Przy rozpatrywaniu wasciwosdci badanych zwigzkdw SA nalezy

uwzeledntd e Lo PPN PN T o vrala Tadadamadal -

madat N
2g1eariic weasciwoscl bagab; poiaimyca, wiasciwodci czesdci nie-

ol
i
[N
o
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8
3

polarnych oraz wpiyw stezenia tych zwigzkdw. O tym, 2e wiasciwo-~
$ci czesci polarmych odgrywaja istotng role éwiadcza wyniki uzy-
skane dla zwiagzkéw z grupy I i IV, natomiast o znaczeniu czesci
niepolarmej $wiadczg wyniki uzyskane dla zwigzkdw z grupy IIIn.

Mozna przypuszczaé, ze jesli czesteczka SA zderza sie z biong
liposomu to w pierwszej chwili dochodzi do oddziatywa’n miedzy

czeSciami pelarnymi czasteczki SA i czasteczek lecytyny. 0ddzia-
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Yywania elektryczne umozliwiaja czesteczkom zaczepienie gie na
powierzchni, co z kolei utstwia %ancuchom elkilowym wnikniecie
do weglowodorowego wnetrza biony.

Rozpatrywad nalezy dwojakie oddzialywanias oddziaiywanie Z%an-
cucha alkilowego z hydrofobowym wnetrzem dwuwarstwy fosfolipido-
wej oraz oddziaiywanie elektrycznie natadowanej, hydrofilowe]
czesdci soli amoniowych z polarnymi g*éwkami czgsteczek fosfoli-
pidowych, '

Mozliwy model oddzialywania z bzong lecytynowsg, jaki moZna
k

by. w tym przypadku przyiad, jest nastepujacy. Cze edd hvdrofilows
w v, i P Ly paania PAOg gy Jwnu MOV rWg vy @ L= J -
zwigzku IC posiadajgca =zlokalizowany przy atomie azotu dodatni
tadunek elektryczny wystaje nad powlerzchnig biony (co wynika
z prac [46, 61]), a %taricuch Jjest zakotwiczony we wnetrzu bzony.
Nhannt o Apancntannan pwdaorlria TR ntaolrd niardrnin arvamatverny degat
VUTGLIIY W LOGOoUTLALT awiganid 4l PRLOODLL pPeVaoLATL S AWl ¥ ) wiiday g>w= v
grupa elektroujemng., Przy zetknigciu czgsteczki IB z biong i po

wnikﬁieciu Yaricucha do wnetrza bzony, czes$é hydrofilowa w wyniku
w

oddziatywar kulombowskich, przyjmie takie poiozenie, ktérym
wmnddota et w ndomnda nnlade!

dodatnia grupa amoniowa 2najdzie sig w poblizu ujemnie na:
wanej grupy fosforanowej czgsteczki <fosfolipidowej, natomias®
pierécieri fenylowy, dzieki =zlokalizowanym elektronom 7 znajdzie
sie w poblizu dodatnio natadowanej grupy cholinowej i przyjmie
pozycje réwnolegia do biony. 0ddziatywanie pierscienia fenylowego
z biona wzmaga dziaZanie grupy amoniowej, w wyniku czego moZe na-
stapié zmniejszenie odleglosci miedzy czedcia polarng czgsteczki
IB i blona., Moga to byé oddzialywania w obrebie jednej czasteczki
lecytyny 1lub oddziatywania z dwiema czasteczkami lecytyny, tj.
grupy amoniowej czasteczki IB z grupg fosforanowg jednej czg-
steczki lecytyny oxraz piersécienia fenylowego czgsteczki 1IB

I S R LT ] dvcted eceaateczle lecvitvnvy. MoZze réwnie? now
a SELUPG UJ.LU.L.LuU"q L S Y ) VRO VU e L LTy Vg e .u-.-w TeamF &t I8

stgpié czedciowe wbudowanie sie grupy  polarnej tego zwigzku do
polammej warstwy biony.

Zwiazek TA zawiera w swojej czedci po j dodatkowa grupe

me
laze zmisnvy w TOZ=-
wlin AT fnd N

CALLE S BJ

.%.‘..-.‘ propey and dannswrd

< A ~ 1 Awa "
VW JCUUIG y LA VAUWLILY LU VATV
kXadzie adunku elektrycznego i w rozmiarach., Moina przypuszczaé,
e zwiekszona ilo$é elektronéw 7 oddziaiujgcych z czgsteczkami

fosfolipidowymi na zwiekszonym obszarze spowoduje dalsze W po-

N F W - g LWL

o e o e !

réwnaniu z czgsteczkg IB, 2 J
gtebsze wnikniecle czeSci polarnej zwiagzku i gigbszg penetracje
taficucha w gab weglowodorowego wnetrza bZony.
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Zwigzkl z grupy IV (tab. 2) réznig sie od zwiazkdéw z grupy I
obecnoécia grupy morfolinowej. Piersciern morfolinowy zwieksza
znacznie rozmiary polarnej gidwki przy zeniedbywalnych zmianach
w rozkiadzie pola elektrycznego. Obecnosé pierdcienis morfoli-

nowego moze spowodowaé zwiekszenie odleglosci czedci polarnej

zwigzkdéw z grupy IV od biony, a wiec o0s52abié sgily oddziesiywa-
nia 1 zmniejszyé gieboko$é wnikania +tych zwigzkdw do biony.
Eliasz i wspSiprac., [48] stwierdzili podobne, ostabiajace

dzlatanie wynikajgce ze wzrostu rozmisrdw gidéwki, na przesuniecie
temperatury przejscia fazowego dla ukiadu 3z*ozoneso z lecytyny
oraz soli +trimetylo-, trietylo- i tributyloazlkiloamoniowych., Po-

dobnie jak to miaZo miejsce w grupie zwigzkdéw I, zwigzek IVB rés-

a pnpdata -vlra henz
g pedstawnixXa benz

[+ 22 S

ni sie od zwiagzku IVC obecnedci
zek IVA - dodatkowo obecnoscia grupy n1trow1nyiowej. Nalezy sie
wiec spodziewaé najsilniejszych oddzialywad z biong w przypadku
zwigzku IVA, s*abszych dla zwigzku IVB, a najsiabszych w przypad-
ku zwigzku IVC,

W odazialyweniach poszczegdlnych zwigzkéw 2z grupy I i IV
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kéw: rozkiad pola elektrycznego i rozmisry przekroju poprzecz-
nego. Wydaje sie jednak, 2e istotne =2znaczenie ma nie tyle maksy-
malny przekréj poorzeczny gidwki, ile przekrdj efektywny, tzn.
przekrdj tej czedci gidwki, ktdéra znajduje sie wewngtrz warstwy
gtéwek lecytyny. W obrebie kazdej z grup zwigzkdéw I i1 IV przekrdj
efektywny rosnie wraz ze wzrostem rzeczywistych rozmiardw gidwki.
Porévmanie zwigzkéw z grupy I z ich odpowiednikami w grupie IV
(tab. 1) wskazuje, ze w kazdym przypadku przekrsj efektywny gid-

wek zwigzkdéw z grupy I powinien byé wiekszy anizeli efektywny
przekrdi cidwek ich odpowiednikdw z grupy IV,

przekrdj gidwek ich odpowiednikdw grupy

W przypadku najsilniej dziaXajacych zwiazkdéw z grupy I 1 IV,
a wigc w przypadku zwigzkéw IA, IVA, IB i IVB, wspélne dziaXanie
czgsci hydrofobowej i czedci hydrofilowej tych zwigzkéw z czg-
steczkami lecytyny, powodujace wciggniecie g¥éwek zwigzkdéw SA do
wnetrza hydrofilowej warstwy blony, moze wywoial lateralng eks-
panse blonv w obszarze hydrofilowym [52] i zwiekszenie odlegiosci

&

Czgsteczka badanych SA wbudowujac sie do biony lecytynowej
oddziaZuje ze swym najblizszym otoczenlem, co moze prowadzié do
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deformacji tego otoczenia, Nalezy aie spodziewad, Ze wywoiane
w ten sgposéb deformacje biony beda tym wieksze, im silniejsze
begdg oddziaiywania miedzy zwigzkaml SA i czgsteczkami lecytyny.

Wpiyw czesdci niepolarnej ne badane tutej procesy okredlono na
podstawie dich zaleznodci od diugodeci Zarcucha alkilowego grupy
zwiazkdéw alkoksymetylenotrimetyloamoniowych. Zaleznosdci na rys, 8
i 9 wydajg sie wskazywaé na istotne =znaczenie oddziatywan hydro-
fobowych.

Wzrost diugosci tancuchdéw powoduje wzrost oddziakywar miedzy
hydrofobowymi Z*arcuchami i co za tym idzie, giebsze wnikniecie
taricuchéw do wsrstwy weglowodorowej [1917], Jedli ZXaricuch bedzie
bardzo krdétki, Jak np. w przypadku zwiazku III4, to poniewaz
giéwka tego zwigzku wystaje na zewngtrz, a oddzieiywania hydrofo-
bowe sg bardzo sziabe, zwigzek ten moze w ogdle nie wbudowaé sie
do bZony. W przypadku zwigzkdéw o diuzszym Xardcuchu, zZarcuch ten
dzieki ruchom termicznym mo%e przeniknaé przez warstwe hydro-
filowg blony, wywozadé lateralng ekspansje gidéwek lecytyny i wnik-
nagé do obszaru ancuchdw kwasdw tiuszczowych. Krdtkie ancuchy
zwigzkdw CIIT9 4 ITIN0 bedg ulokowane w gérnej czedcl warstwy

huvdnafahawa 4
HDYRAVLIUUUWS j o

burzenia w tej czedci warstwy oraz w giebszej, drodkowej czesdci
dwuwarstwy fosfolipidowej. DZuzgszy ancuch zwigzkdéw III12 1 III14,
krétazy jednak od Sredniej diugodci ZXarcuchdw lecytyny, moZe roz~-
dzielié cazkowicie sasiadujgce z nim %ancuchy kwaséw tiuszczo-
wych, w wyniku czego moze powstaé luka termiczna, W takiej luce
temicznej ancuchy moga wykazywaé wiekszg ruchliwos$é, nastapié
wiec moze wzrost cilekosdci Srodkowej czedci dwuwarstwy fosfoli-
pidowej. Jeszcze diuzsze xancuchy zwigzkdéw III16 i II118 mogg spo-
wodowaé zmniejszenie tych luks dugos$é tych larcuchéw jest juz
zblizona do diugosci ?aricuchéw kwasdédw truszczowych znacznej cze-
$ci czasteczek lecytyny.

Powyzsze rozumowanlie wskazuje na mozliwo$é istnienia maksy-
malnego rozluZnienia wnetrza dwuwarstwy lecytyny w zaleznosdci
od dfugosci %arcucha wbudowujgcego sie zwigzku. Wystepowanie
optymalnej dXugosdci %*arncucha wywolujacego najwiegkszy wzrost ciek-
to$ci biony stwierdzili réwniez inni sutorzy, stosujgc badania
mikrokalorymetryczne przejsé fazowych dla soli n-alkilotrimetylo-

’
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Na zjawisko oddziatywania zwiagzkéw SA z biong liposoméw lecy-



Wptyw detergentdw na bony liposomdw 87

w¥nd andn +rananarntawanyveh 4andw Oa + 1 Qf\z- ar atavendie zwiaga
"’LUD vb.’ UJ-\UI‘ :’v‘- Vv"u‘*JVl.l dv R L A s - UV4 N e el A e R Rl
zkéw SA.
. 2+ s
Obecnodé jondw Ca“ w bronie lecytynowej powoduje istnienie
w ied lokelnveh dodatnich pdl elektrveznych i1 nadaie nc}n-! hXo=
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nie %*adunek dodatni, Oddziatywania czedci polarnych czasteczek
lecytynowych z dodatnig gxdwkg wbudowanych do biony badanych cza-
steczek SA moga spowodowaé osiabienie sit wiazania dodatnich
jonéw wapniowych w warstwie gZéwek lecytyny i w efekcie wypiyw
tych Jjondw z biony 1liposomdw. Mozna tu, jak sie wydaje, mdéwic
o konkurecji kationowych czasteczek amfifilowych z kationami wap-
niowyni.

Deformacje wywotane przez pojedyncze czasteczki zwigzkdw SA,
zwkagzcza w przypadku zwiazkdw stabiej dziaXajacych, moga byd
zbyt mate, aby spowodowaé¢ uwolnienie jonu Ca2+ z bizony. Dopiero
wicksza 11l05é wbudowanych czgsteczek SA, w wyniku dziazania ich
sumarycznego pola elektrostatycznego moze w wystarczajgcym stop-~
niu os*abié sity wigzania jonu Caz+ w bXonie i umozliwié mu wy-~
piyw, W ten sposéb mozna by wytiumaczyé istnienie efektu steze-

o ¥ mamen ol VP N D PN R P o U R - PPN W = Vlad memerhivalad
NLOWEEQ, olvfzeriie LWL LROW DA LI11C ] uJ qoie WZrosv S bﬁ:u‘:,_j BaLayvausol
wyptywu jondw Ca2+ z btony jest tym wieksze, im siabsze jest od-

dziatywanie danego zwiazku SA z biong.

Na podatawie stwierdzonesd +1utad ale 2;"09:"‘" sta}_’e szyhl{néni
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wypiywu Jondw Ca2+ od d2ugoéci 2aricucha mozna, jak sie¢ wydsaje,
wyciagngé wniosek, %e wspdiczynnik rozdziatu zwigzkdw IIIn miedzy
bZong liposomu i odrodkiem zewnetrznym powinien rdwniez byé za-
lezny od dZugoséci Zaricucha i zalezno$é ta powinna rdéwniez charak-
teryzowaé sie wystepowaniem maksimum dla okredlonej diugosci Zan-
cucha, Przy najwiekszym bowiem wspdiczynniku rozdziatu tych zwigz-
kéw powinien wystgpidé najwiekszy wzrost statej szybkosci wypiywu
Jondw Caz+ z blony. Nalezy Jjednak, Jak sie wydaje, oczekiwad,
ze obecne w bionie jony 032+ nadajgce bionie dodetni Zadunek wy-
padkowy moga mieé wpiyw na zaleznosé wspliczynnika rozdziaiu od
d¥ugosci zaricucha.

Badenia przenikania jondéw siarczanowych przez bione liposomdw
odbywaly sie w roztworze nie zawierajgcym jondw Caz+. Biona lipo-
soméw w nieobecnodci zwizzkdw SA w roztworze posiada w przybli-

o e PRS- POUPRNG SRR | [ adane zw amled QA shirdaunidan ale
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do b*ony lecytynowej %*adujg te Dbione, = wlaéciwie Jej zewnetrzng
powierzchnie *adunkiem dodatnim. Wzrost wspdiczynnike przenikania
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aniondéw przez piaskg bilone lecytynowa pod wpiywem zwigzkdéw typu
IC, znajdujgcych sie po obydwu stronach biony, stwierdzono w pra-
cy [2] uzasadnisjgc to 2zmisnag Z*adunku powierzchniowego bzony.
W naszym przypadku, w wyniku wbudowania sig badanych SA do ware
stwy zewnetrznej liposomu powstanie gradient potencjazu chemicz-
nego badanych zwigzkdéw i ponadto gradient potencjazu elektycznego
miedzy zewnetrzna 1 wewnetrzng powierzchnig bzony 1liposomu.
Istnienie niewielkiej réinicy potencjaiéw na czarnych bionach
fosfolipidowych, réwnej ok. 10 mV, pod wpiywem enionowych deter-
gentéw, stwierdzono w pracy [179], przy czym wzrost stezenia po-
wyzej 0,5 mM nie powodowat wzrostu »rdiznicy potencjeidw. W naszym
przypadku nalezy rdéwniez spodziewad sie¢ niewielkiej rdéznicy po-
tencjaidéw elektrycznych, uatwiajgcej wypiyw Jondw SOE" z wnetrza
liposomu. ;
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wynikaé stad, ze kazda wbudowana czgsteczka SA moze gtaé sie Zréd-
tem deformacji, #Zrédtem dodatkowych ,por" dla przenikajacych

jondw, Wraz ze wzrostem stefenis wzrasta 41o8¢é tekich deforma-
cji i, co za tym idzie, wzrasta rdéwniez stala szybkodci przeni-
kania jondw sof‘ przez bXone liposomu.

Krzywe odpowladajace najsilniej dziatajgcym zwigzkom, tj. IA,
IB, IVA i IVB mozna podzielié na dwie czesSci rdéinigce sig nachy-
leniem. Dla nizszych stezen tych zwiazkdéw state kinetyczne wzra=-
staja wolniej anizeli dla wyzszych stezeri. Jedll wbudowane do
btony zwlgzki wystepuja w niej tylko w postaci monomeréw, to wraz
ze wzrostem stesenia tych zwigzkdéw w osrodku zewnetrznym powinna
zwiekszyé sie proporcjonalnie 1losé wbudowanych do biony czg-
steczek. WyraZna zmisnas nachylenie krzywych (rys. 6 1 7) moze
sugerowaé, ze wbudowane do Dbiony zwigzki tworza przy wyzszych
stezeniach struktury inne od monomerdw, Zjawiska zaobserwowane
dla zwigzkéw SA przy wyzszych stezeniach mogg byé, Jak sig wy-
daje, wyjadnione w oparciu o teorig domenows.

Jak wspomnisno w rozdziale 3. 2. mieszaniny 1lipiddw, w xtd-
rych czgsteczki charskteryzujs sie réina symetria, rdéznymi ksztai-
tami lub réznymi 2sdunkami gidéwek wykazujg tendencje do lateral-

nej separacii faz. Koncepcje te dlea ulktaddw zioZonych 2z 1lipiddéw
1€y B88paraCyx

i innych substencji wykorzystali w swoich pracach niektdérzy
autorzy: dla ukadu zlozonego z lipiddw 1 niektérych alkoholi
oraz anestetykéw J a in 1 wspdiprac.[92], Trudell CA773;s



Wealerm: Aatammard lar s hlaser V2o cwam Lo aa
nwpyayw uvc Dc*éu 1vOW 1 ViYW IJ L1 PO IHOUw I
Al b Y adn o} nwaca 7 lanwvdoner LClavmamtaldvne 3 niadanAawas o -
Qa unLgiau a4 g0 4 .8 vy i1, LINLONIIC LIy 4 111C JUNOWCED o=

Wyvdede ai
syceje 81

ax J
nalezy réwniez spodziewad sig tendencji do lateralnej geparacji
i powstawania domen, Czgsteczki 2zwigzkdéw SA rdznig sie bowiem od
czgsteczek lecytyny w znacznym stopniu zardwno *adunkiem gidwek

2 2al lboasdalida ol milamdad Qn-An o TitrA wa Lo tamuien mamtadadas ha
+ aln K8Zvadven, J&K IOWNiISZ CaugSUig nyurlrviovuwg, poblLauajg vu=—

wiem tylko jeden 2%ancuch, Wydaje sie wiec prawdopedobne, ze czg-
steczki badanych “soli amoniowych bedga w bionie gromadzié sie

rezem tworzgc domeny, jeéli tylko oddziatywanie miedzy Zancuchami

MWL J PA-R~E P4 LQRLeL3Zy MelliZL A

bedzie przewyiszazo odpychajgce dziastanie Jjednakowo natadowanych
gtéwek. Mozna przypuszczal, ze pewna ilosé czagsteczek lecytyny
Z przewaga czgsteczek o dwéch nasyconych Zancuchach bedzie sie
réwniez w tych domenach gromadzié., Jest to tym bardziej prawdo-
podobne, Ze ich obecnodé moze obnizyé odpychajace dzisianie cze~
éci polsrnych badanych zwigzkdw, podobnie Jek ma to miejsce
w mieszanych.micelach [16], ktére tworza sie tatwiej anizeli mi-
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sktadnikowe. Wokdz domen wzbogaconych w czgs
folipiddw o tarcuchach nasyconych powinny wystapié obszary biony
wzbogacone w czasteczki o Zaicuchach nienasyconych., Powierzchnia
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zke lecytyny o dwdch 2Zarcuchach na-
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syconych jest mniejsza od powierzchni przypadajacej na czgsteczke
posiadajgca %*andcuch nienasycony [147]. Wynika stad wniosek, Ze
w domenach zawierajacych czasteczki SA 1 lecytyny o %aricuchach
»ola WY peoedemond  eerd o A,-. nnnlr wa n-! Yy

conycin wWysigpi w.x.g K828 g¢s upsxo
e

g
anizeli w obszarach biony otaczajacych domeny.

Rys. 11. Schemat hrzedstawiajacy mozliwy model wycinka monowar-
stwy biony 1liposomu z domeng utworzong z czasteczek zwigzkdw
SA (f)ei lecytyny (§

& - kat charakterystyczny dla defektu na krawedzi domeny
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Rozmiary g kich badanych SA, wigk-
sze anizell poprzeczne rozmiery 2zarcucha alkilowego, w wyniku
czego domeny mogga mieé krzywizne dodatnig. Wokél takich obszardw
0 znacznym sumarycznym radunku dodatnim moga wystapié silniejsze
deformacje elektryczne anizeli wokdér pojedynczych czasteczek SA.
Na grenicy domen (rys. 11), jak réwniez w Srodkowe] czedci war-
stwy hydrofobowej moga powsteé defekty w postaci luk [58, 168J].
Defekty takie moga stanowié aktywne centra, w ktérych mogag prze=-
bywaé przenikajgce czgsteczki,

Wraz ze wzrostem stezenia Dbadanych SA w oérodku zewnetrznym

oon 4ath Aé’ whisdamwita ada R hiany nn mada anamadawal mo.
sza ich ilo wouaocwuje si¢ GO v4adny, CC moZe spowgapgwacl za

réwno wzrost ilosci domen oraz wzrost zageszczenia zwigzkdéw SA
w domenach jak 1 wynikajgcy z tego zageszczenia wzrost krzywizny
domen. Przy odpowiednio duzym stezenin i wynikajgcych stgd od-
powiednio duzyech deformacjach biony moze nastapié przemiana fa-
zowa mieszanych 1liposoméw na mieszane micele, czyli solubili-
zacja liposomdw,

Wyjasnienle efektu przyspieszenia wypiywu jondéw wapniowych
z biony w oparciu o domenowy mechanizm dziaZsnia zwigzkdéw moze
polegaé na tym, 2%e w dodatnio naladowanych domenach powstaje
silne dodetnie pole elektryczne, ktére ostabia oddzialywanie mie-
dzy czgsteczkaml lecytyny i Jonami wapnia i umozliwia wypiyw
jonéw wapnias z bZony. Dodatnio na*adowana domena oszabia réwniez
sity wigzania jonéw Ca2+ w najblizszym swoim otoczeniu.

0 roli cze$ci hydrofobowej Jednozancuchowych zwigzkdéw amfi-
filowych w tworzeniu domen oraz w wypiywie jJondéw Ca z bZony
lecytynoweJ mogg $wiladczyé wyniki uzyskane dla zwigzkdw z grupy
ITIn. Zwigzki z grupy IIIn o krétkich Zaricuchach alkilowych, wbu-

dowane do hZoanv, mo ntia wuewn Yvw nnnnmunﬁ* faz hawiem aiZv
VI LA U vaViag xuvb\-e il av g Ay wal U pa Sy MW WATIL Gady

83, W przypadku wszys
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odpychania gidéwek moga w tym przypsdku nie zostaé skompensowane
przez oddziatywania miedzy Zancuchami. W przypadku zwigzkdéw o do-
statecznie dlugich 2aricuchach moze dojéé do separacjii na fazy
o wickszym i1 mniejszym zsgeszczeniu zwigzkéw z grupy IIIn., Wraz
ze wzrostem diugosdci iaricucha alkilowego tych zwiazkdéw wzrastajg
gity oddziaiywania miedzy Zarcuchami w wyniku czego wzrofénie ge-
stodé czgsteczek zwigzkéw IIIn w domenach, Przy wieckszym zagesz-
czeniu QDQ&'GHlGn CQQSFBCZBK ;wo.uo&anoucnowycn w aomen:.e, WZI‘EB‘GB,
jak Juz wapomniano, Jjej sumaryczny 2xadunek dodatni i krzywizna
jed powierzechni, co w rezultacie wywoiuje wzrost wypiywu jondw

Ca2+ z biony.
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O roll czedci hydrofilowej JednoZahicuchowych zwiazkdéw am-
fifilowych w tworzeniu domen oraz w wypiywie jondw 032 z bZony
lowej moina wnioskowaé na podstawie wynikdw uzyskanych dla
zwigzkéw z grupy I 1 IV. Zwigzki z grupy I i IV zawierajace po
12 atoméw wegla w Zarcuchu alkilowym, a wiec 1lofé odpowiadajacag
niemal optymalnej diugos$ci Zaricucha dla badanych tutaj procesdw,
mog3, Jek sie wydaje, wykazywaé dostatecznie duze dzialania mie-
dzy %adcuchami, aby méc tworzyé domeny. Wydaje sie ponadto, ze
czgéci polarne tych zwigzkéw, ktdre posiadaja elektroujemne grupy
mogg dziataé na siebie z mniejszymi sizami odpychania anizeli
zwigzki IC, IVC lub zwigzki z grupy IIIn i %atwiej tworzyé domeny
o wigkszym zageszczeniu tych zwigzkdw. Tworzeniu mieszanych do=-
men, tj. z¥ozonych zardwno z czgsteczek badanych zwigzkdw, jak
i z czasteczek lecytyny Dbedzie sprzyjaé fakt silnego wzajemnego
oddziatywania czesci polarnych tych zwigzkdéw. Krzywizna tych

domen bedzie zaleina od efektywnege przekroju czedci polarnej

zwigzkéw, Wraz ze wzrostem efektywnego przekroju gidéwki wzrosnie
réwniez krzywizna domen., Z powyZszego rozumowania wypiywa wnio-
sek, 2e im silniejsze bedg oddziaZtywania miedzy czasteczkami ba-
danych zwiazkdéw 1 czgsteczkami lecytyny, im wieksze bedg efek-
tywne rozmiary gidwek badanych zwigzkdw, tym bardziej zakrzywione
powstang domeny, a wiec tym wicksze deformacje wystapia w bZonie
1 tym silniejszy bedzie wpiyw tych zwigzkdéw na badane procesy.
¥iosek ten uzasadnia usytuowanie krzywych na rys, 6.
Przyspieszenie przenikania Jondéw siarczanowych przez bione
liposomu w oparciu o domenowy mechanizm dziaXania badanych zwigz-
kéw SA moze byé réwniez wyjasnione w oparciu o zmiany struktu-
ralne ©biony zschodzgce w wyniku utworzenia sie domen. Jak juz
wspomnisno, w wyniku separacii faz powstaja najprawdopodobnie]j
w bXonie obszary wzbogacone w badane zwigzki i czgsteczki lecy-
tyny o dwdech %*arncuchach nasyconych oraz obszary wzbogacone w czg-
steczki lecytyny o %ancuchach nienasyconych. Obszary zawierajgce
taricuchy nienssycone sa bardziej przenikliwe dla substancji ze

arn ﬁ r-v-4
wzgledu na rzadsze upakowanie %arcuchéw i giéwek, Jak rdéwniez

ze wzgledu na specyficzne oddzisiywania elektryczne podwdjnych
wigzan [148])., Im wigksza nastgpi separacja faz, tym bardzie}j
przenikliwa powinna stad sie bZona,

Wydaje si¢, Zze istotne znaczenie dla zjawiska przenikania
Jonéw mogg mieé defekty -powstajsce na granicy domen o wypukiej
powierzchni (rys. 11). Defekty te moga speiniaé role kanaléw dla
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dyfundujacych jondw. Nastepnym czynnikiem, ktdry moze spowodowad
v (2 e a7} - (2 d - [ 4 o o st V4 o - i~

PR S Ao — 2 — 2 P Y K IR T, WSURY. DT PRy
praysplegizeriie vra pOI’“hU. JOHOW blE.[‘bl-BHOW)’Uﬂ JeSt daduwies po-

wierzchni domen. Na zewnetrznej powierzchni dodastnio nstadowanych
domen oraz w ich poblizu moga gromadzié sie ujemnie natadowane
jony, m.,in, Jony siarczanowe., W efekcie gestoéé jondw sof’ W pO~-
blizu defektdéw bedzie wiegksza anizeli poza domenami, co zwiekszy

prawdopodobienstwo ich wnikania do wnetrza btony. Poniewaz zwigz-
Irt QA nadadInia afalrdvuma

EIY S M LGN Adlidde j od J T A Wy TRLA

fo Ry
»

3]

o

w tworzeniu domen o duzej krzywidnie, wiec 2zwiagzki +te powinny
najbardziej wpiywadé na wzrost transportu Jjonéw siarczanowych.
¥niosek ten uzasadnia uszeregowanie krzywych na rys. 73 najbar-
dzie) przyspieszajg przenikanie jondw SOE' zwigzki TA 1 IVA, sia-
biej IB 1 IVB, a najstabiej IC 1 IVC,

Nie mozna 1rdéwniez wykluczyé hipotezy, Ze przy odpowiednio
Asnrwrmas mideasvmandan wews? nrmlrLres QA wmmmrs w Ttamda =~ PUr N 4 ~mnmarilne As_
UMLYyll DLgoTiiiu avwiqganuvw A Vg W O Ulglliaw yUVVU vav Daunl:g:‘,u;.xxv‘ =
meny - toroidalne pory o wnetrzu wypeinionym wodg i1 Sciankach

utworzonych z giéwek czgsteczek zwigzkéw SA, Hipoteze takg wy-
sung P e t rov [141] dla przypsdku, gdy lipidy w kesztaicie
klina (np. 1izolecyityna) 83 obecne w bZzonie utworzonej z lipiddw
dwuzancuchowych. Koncepcja powstawania por wodnych w bizonie lipo-~
goméw pod wpiywem zwigzkdéw SA mogiaby dobrze trumaczyé silny
wzrost stalych szybkodci przenikania jondéw siarczanowych przy
odpowiednio duzych stezeniach silnie dzistajacych zwigzkdéw SA.

e | R e

Niektdre z omawianych w poprzednim rozdziale zwigzkdéw zostaly
poddane testowi biologicznemu, Badano aktywnoéé grzybobdjeczg tych
zwigzkéw w stosunku do Aternaria tenuis i Botrytis cinerea [ 185~
187 ] oraz aktywnoéé hemolityczng [ 1037].

Wyniki prezentowane uprzednio dla obiektu modelowego oraz wy-
niki uzvskane dla obiektdéw biologicznych wykazujg daleko idgce

Badania aktywnodci grzybobdjczej zwigzkdéw III4, III9, III10
i III12 pozwolily stwierdzié, ze zwigzki IITI4 1 III9 nie wykazu-
ja niemal Zadnej sktywnosdci grzybobdjczej, natomiast zwigzki ITIM0
i II112 wykazuja takg akiywnosé, przy czym zwigzek III12 jest
10-krotnie bardziej aktywny enizeli zwigzek III10 [187]. Aktyw-
noéé hemolityczna zwigzkdéw z grupy IIIn wzrasta wraz ze wzrostem
d¥ugodci Zarcucha alkilowego [ 103]. Podobne wyniki dla innej
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grupy soli alkiloamoniowych uzyskano w pracy [102]. Dla homolc~
gicznej grupy zwigzkdw alkdksymetylenometylomorfoliniowych stwier-
dzono wystepowanie maksgimum aktywnos$ci grzybobdjczej dla 12 ato-
méw wegla w Zancuchu alkilowym (informacja prywatna) Powyésze
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tycznych w bZonach liposomdw.

Badania aktywnosci grzybobdjczej zwigzkdéw IA 1 IB w stosunku
do tych samych grzybéw wykazaly, ze zwigzek IA wykazuje wigksza
aktywnodd anizell zek IB[ 1857, Stwierdzié wiec moZna zncwu
zbieznosé testu biologicznego z przedstawionymi tutaj wynikami.
Podobng zbieznodé wynikdw mozna rdéwniez zaobserwowaé w przypadku
roli grupy morfoliniowej pordéwnujac dziatanie zwigzkdéw z grupy
I i zwigzkéw z grupy IV, a mianowicie =zardéwno wyiszg aktywnosé
grzybobdjcza zwigzku IA anizeli IVA [186], jek i wigkszg aktyw-
nos$é hemolityczng [ 103].

Na podstawie zbieznodci wynikdéw uzyskanych w testach biolo=-
gicznych z wynikami uzyskanymi w badaniach nad zjawiskami trans-
portowymi, przedstawionymi w teJ pracy, nie mozna wykluczyé przy-
puszczenia, ze grzybobdjcze dzialanie Dbadanych zwigzkéw moze wy-
nikaé z zaburzep strukturalnych fazy lipidowe] bion bioclogicznych
i wynikajgcych stad zaburzer’ proceséw transportowych.

Daleko idaca zbieznos$é testu biologicznego z uzyskanymi tutaj
wynikami pozwala réwniez sugerowaé mozliwosé praktycznego wy-

ravwovatani
And A G"g v ALl A

zwiazkéw chemicznych ze wzgledu na ich zastosowanie jako fungi-
cydy w tych wszystkich przypadkach, kiedy zwigzki biologicznie
czynne oddziatujsg z fazg lipidowag bion.

bada’i transportowych na liposomach do testowania

e L0 2 Uy Yoo uy

Reagumujgc mo? powiedzied, ze uzyskane w tej
- 4

ii oy

i e
dotyczgce mechanizmu dziaania bedanych zwigz

blologicznej bzony modelowej oraz procesy transportu przez te
btone moga byé pomocne w racjonalnej syntezie nowych zwigzkdéw

bioclogicznie sktywnych i umozliwié wyznaczenie optymalnych ele-
mentéw strukturainych czasteczek o okreslonej aktywnosci blolo-
glcznej.

Maszynopis wpiynat do Redakcji 22 VI 1982
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Jandna Kue
vallilla ARke

INFLUENCE OF AMPHIPHILE DETERGENTS
ON LIPOGOME MEMBRANES

Summary

The article contsins a short review of knowledge about biolo-
gical model membranes, systems containing amphiphile compounds
and about the influence of some amphiphile detergents on liposome
membranes snd on ion transport across the membranes, Results are
analysed of studies of divalent 1ion permeation sacross lecithin

liposome membranes in the presence of amphiphile ammonium salts.
The compounds were go chosen as to differentiate the influence of
electric field distribution, size of the polar head and length of
the alkyl chain of the compounds on ion transport processes and
membrane structure., A moleculsr mechanism of the action of the
compounds on the membrane is discusged and a possibility has been
indicated of application of the studies for testing biological
activity of substances and for purposeful synthesis of thig type
of compounds.
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