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ANALIZA WEASCIWOSCI TERMOTROPOWYCH LIPOSOMOW METODA
ROZNICOWEJ KALORYMETRII SKANINGOWEJ (DSC)
-~ SYMULACJA KOMPUTEROWA

Wstep teoretyczny

Liposomy sa sferycznymi pecherzykami zbudowanymi z jednej lub kilku koncentrycznie utozonych dwuwarstw fos-
folipidowych. Otoczka liposoméw zbudowana jest analogicznie do btony biologicznej, dlatego tez liposomy stanowia
dobry model btony komérkowej. Dzigki amfifilowemu charakterowi fosfolipidow liposomy moga jednocze$nie en-
kapsulowa¢ (upakowac) substancje hydrofilowe we wnetrzu wodnego rdzenia oraz zwigzki hydrofobowe w obrebie
dwuwarstwy lipidowej. Ta wlasciwos¢ sprawia, ze od wielu lat stanowia jedng z najwazniejszych grup nanono$nikéw
stosowanych do kontrolowanego dostarczania substancji leczniczych. Wspotczesna medycyna, a szczegdlnie onko-
logia, coraz czgsciej wykorzystuje liposomy jako systemy transportujace leki do miejsca dzialania. Zamknigcie sub-
stancji czynnej w liposomie pozwala ograniczy¢ jej toksyczno$¢ ogdlnoustrojowa, wydtuzy¢ czas krazenia we krwi
oraz poprawi¢ biodostepnos$¢. Odpowiednio zaprojektowane liposomy moga réwniez zwieksza¢ akumulacje¢ leku w
tkance nowotworowej, dzigki efektowi zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji (Enhanced Permeability and Reten-
tion, EPR), wynikajacemu z charakterystycznej budowy naczyn krwiono$nych guzéw nowotworowych. Coraz wiek-
sze znaczenie maja rowniez liposomy o kontrolowanym uwalnianiu leku, ktérych blona zmienia swoje wlasciwosci
pod wptywem okreslonych czynnikéw, takich jak temperatura, pH czy obecno$¢ wybranych enzyméw.

Wiasciwosci fizykochemiczne liposoméw zalezg przede wszystkim od sktadu lipidowego ich btony. Jedna z najwaz-
niejszych metod badania wtasciwosci termotropowych dwuwarstw lipidowych jest roznicowa kalorymetria skanin-
gowa (Differential Scanning Calorimetry, DSC). Metoda ta umozliwia rejestracje ilosci ciepta pochtanianego lub wy-
dzielanego przez badang probke podczas kontrolowanego ogrzewania lub chtodzenia. DSC pozwala analizowac¢ przej-
scie dwuwarstwy lipidowej liposomdéw z uporzadkowanej fazy zelowej do bardziej ptynnej fazy ciektokrystaliczne;.
Przejscie to obserwowane jest na termogramie jako charakterystyczny pik endotermiczny.

Na podstawie przebiegu termogramu mozna wyznaczy¢ kilka parametréw opisujacych wlasciwosci btony lipidowej:
temperature przej$cia fazowego (T,,), zmiane¢ entalpii przemiany fazowej (AH) oraz szeroko$¢ potéwkowa piku
(ATyp).

W niniejszym ¢wiczeniu wykorzystano komputerowa symulacj¢ pomiaréw DSC. Na podstawie wygenerowanych
termogramow studenci wyznaczajg wartosci parametréw T,,, AH oraz AT),, a nastepnie analizuja wplyw zawartosci
cholesterolu 1 DOPC na wtasciwosci termotropowe oraz stabilnos¢ modelowej btony lipidowe;j. Ostatnim etapem jest
ocena, ktoéry z badanych sktadéw liposomdéw moze stanowi¢ najbardziej korzystny nosnik lekéw stosowanych w tera-
pii przeciwnowotworowe;.

Aparatura
Oprogramowanie komputerowe stuzace do symulacji pomiaréw mikrokalorymetrycznych.

Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest poznanie wplywu sktadu lipidowego blony liposoméw na ich wtasciwos$ci termotropowe oraz
ocen¢ przydatnosci ré6znych formulacji liposomowych jako no$nikéw lekéw przeciwnowotworowych.
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Przebieg ¢wiczenia

I. Badanie wplywu cholesterolu na wlasnoS$ci termotropowe blony lipidowej

1. Uruchom program poprzez dwukrotne kliknigcie folderu KALORYMETR.

2. Kliknij przycisk ,,start”, a nastepnie wybierz plik L1. Odpowiada on dwuwarstwie lipidowej zbudowanej tylko z
DPPC.

3. Zadeklaruj temperature poczatkowa 285, temperature koncowa 350 oraz predkos¢ skanowania 99999. Nastepnie
wybierz ,,potwierdz”.

4. Zaznacz, poprzez pojedyncze kliknigcie w odpowiednim miejscu, punkt poczatkowy oraz punkt koncowy linii
bazowej (linia prosta) przed pikiem gtéwnej przemiany fazowej oraz po nim (rysunek A).

5. Po kliknigciu ,,analiza” przez odpowiednie punkty zostang poprowadzone proste, ktore maja za zadanie wskazac
programowi wlasciwy pik mikrokalorymetryczny (odcig¢ go, rysunek B). Jesli punkty zostang zaznaczone w
sposdb nieodpowiedni (rysunek C) — proste przetna si¢ nie wyodrebniajac wiasciwej cze$ci wykresu. Wowczas
nalezy poprawi¢ polozenie punktéw poprzez ponowne kliknigcie w odpowiednich miejscach termogramu oraz
zaznaczenie opcji ,,analiza”.
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6. Odczytaj wartosci temperatury przejscia fazowego (T,,), entalpii przemiany fazowej (AH) oraz szerokoSci
poléwkowej piku (AT,) i zapisz je w tabeli 1.

7. Kliknij przycisk COFNIJ, aby powr6ci¢ do poczatkowych ustawien.

8. Odczytaj wartosci AH, Ty, oraz AT, dla liposoméw oznaczonych od L2 do L6, postepujac zgodnie z procedura
zawartg w punktach od 2 do 7. Sktad liposomdéw przedstawiono w tabeli 1.

9. Na podstawie uzyskanych wynikéw, sporzadz wykresy zaleznosci Tm, AH i AT:/> od zawartosci cholesterolu dla
liposoméw DPPC, DPPC:cholesterol (80:20) i DPPC:cholesterol(60:40).

10. Odpowiedz na postawione pytania.

2/c9



I1. Stabilno$¢ liposomow

1. Wygeneruj termogramy wraz z danymi odpowiadajace liposomom o tym samym sktadzie, co w czesci I, ale po 2
tygodniach uzytkowania (pliki podpisane L7-L12), stosujac polecenia od punktu 2 do 7 z czgéci I doSwiadczenia.

2. Wyniki wpisz do tabeli 2 i poréwnaj z danymi z tabeli 1.

3. Odpowiedz na pytania.

Wymagane wiadomosci teoretyczne

1. Budowa i wlasciwosci bton biologicznych — organizacja dwuwarstwy lipidowej, rola fosfolipidéw i cholesterolu.

2. Liposomy jako lipidowe no$niki lekow.

3. Przemiany fazowe lipidow oraz ich znaczenie biologiczne . Czynniki wptywajace na wtasciwosci termotropowe bton
lipidowych.

4. Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) — zasada dziatania mikrokalorymetru r6znicowego, zastosowanie metody DSC w
badaniach lipidéw i liposoméw oraz interpretacja termogramow.

5. Parametry charakteryzujace termogram DSC — temperatura przejscia fazowego (T,,), zmiana entalpii przemiany fazowej (AH),
szerokos¢ potdwkowa piku (AT ,,) oraz ich znaczenie w ocenie wlasciwosci i stabilno$ci liposoméw.
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Tabela 1

Liposom Skilad Tm (K) AT (K) AH (kJ/mol)

L1 DPPC
L2 DPPC: cholesterol (80:20)
L3 DPPC: cholesterol (60:40)
L4 DPPC: DOPC (70:30)
L5 DPPC: DOPC: cholesterol (50:30:20)
L6 DPPC: DOPC: cholesterol (60:20:20)

Jak zmienia si¢ temperatura przejsScia fazowego, entalpia przemiany i szeroko$¢ poléwkowa piku wraz ze
wzrostem zawartos$ci cholesterolu w liposomach? Jak mozna wyjasni¢ zaobserwowane zmiany?

Jaki wplyw na wlasciwosci blony lipidowej wywiera obecnos¢ DOPC? Wyjas$nij, dlaczego dodatek DOPC
powoduje zmiany parametrow termogramu.

Ktory z analizowanych liposoméw mozna uznaé za potencjalnie korzystny jako nos$nik leku
przeciwnowotworowego, biorgc pod uwage wlasciwosci bfony okreslone na podstawie DSC? Uzasadnij

odpowiedz




Tabela 2

Liposom Skilad Tm (K) AT, [K] AH (kJ/mol]
L7 DPPC
L8 DPPC: cholesterol (80:20)

L9 DPPC: cholesterol (60:40)

L10 DPPC: DOPC (70:30)

L11 DPPC: DOPC: cholesterol (50:30:20)

L12 DPPC: DOPC: cholesterol (60:20:20)

Ktore formulacje wykazaly najwiekszg stabilno$¢ podczas przechowywania?

Czy liposom wykazujacy najwieksza stabilnos¢ jest jednocze$nie najlepszym nosnikiem leku
przeciwnowotworowego? Uzasadnij odpowiedz.
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