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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Mijelin je visoko organizirana, viSeslojna bioloska membrana koja obavija aksone neurona te
omogucuje brzo 1 energetski u¢inkovito provodenje ziv¢anih impulsa u srediSnjem 1 perifernom
zivéanom sustavu.! Za razliku od plazma membrana, mijelin se odlikuje iznimno visokim
udjelom lipida (70-80 %), dok proteini &ine preostali dio strukture.? Takav sastav omoguéuje
stvaranje gusto pakiranih lipidnih dvosloja razdvojenih vrlo tankim vodenim slojevima, ¢ime
se postize visoka elektri¢na izolacija i mehanicka stabilnost aksona.® Lipidni sastav mijelina
izrazito je specifian i ukljucuje kolesterol, fosfolipide i glikosfingolipide u pribliznom omjeru
40 : 40 : 20.* Kolesterol ima klju¢nu ulogu u regulaciji lateralne organizacije lipida i faze
membrane, dok fosfolipidi poput fosfatidilkolina (engl. phosphatidylcholine, PC),
fosfatidiletanolamina (engl. phosphatidylethanolamine, PE) 1 fosfatidilserina (engl.
phosphatidylserine, PS) odreduju zakrivljenost, hidrataciju i elektrostatska svojstva dvosloja.’
Promjene u omjerima ovih lipida dokazano utjecu na stabilnost lamelarne strukture i sklonost
membrane prema stvaranju nelamelarnih faza.® Sredi$nji protein mijelina je mijelinski bazi¢ni
protein (engl. myelin basic protein, MBP) koji sudjeluje u adheziji susjednih lipidnih membrana
1 pripada skupini intrinzi¢no neuredenih proteina (engl. intrinsically disordered protein, IDP)
obiljezenih visokom konformacijskom fleksibilno$¢u, niskim wudjelom hidrofobnih
aminokiselina i izrazenim pozitivnim neto-nabojem.” Ova svojstva omoguéuju MBP-u snazne
interakcije s negativno nabijenim lipidima, ali 1 znacajnu osjetljivost njegove sekundarne

strukture na sastav i fizikalna svojstva membrane.®

Demijelinizacija je klju¢ni proces u nizu neurodegenerativnih 1 autoimunih bolesti,
medu kojima je najpoznatija multipla skleroza (MS). U eksperimentalnim modelima
eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa (EAE) kod Zivotinja, bolesti ekvivalentnoj
MS-u, zabiljezene su znacajne promjene u lipidnom sastavu mijelina, osobito povecani udio PE
lipida i smanjena funkcionalnost MBP-a.*° Takve promjene dovode do promjene u
interakcijama izmedu lipida i proteina, smanjene kompaktnosti mijelinskih slojeva i povecane

10 Unato¢ intenzivnim

osjetljivosti membrane na mehanicke 1 temperaturne oscilacije.
istrazivanjima, fizikalno-kemijski mehanizmi demijelinizacije na molekulskoj razini jo$ uvijek

nisu razjasnjeni. Posebno je nejasno na koji nacin promjene u lipidnom sastavu, stupnju
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§ 1. Uvod 2

zasi¢enosti ugljikovodi¢nih lanaca i prisutnosti kolesterola utje¢u na konformaciju MBP-a i
njegovu ulogu u stabilizaciji membrane.'"!> U tom kontekstu, uporaba modelnih mijelinskih
membrana (MMM) predstavlja iznimno vrijedan eksperimentalni pristup jer omogucuje
preciznu kontrolu sastava sustava i izolirano proucavanje pojedinih parametara.!>'* MMM,
najces¢e pripremljene u obliku multilamelarnih liposoma, Siroko se koriste za proucavanje
faznih svojstava lipida, interakcija lipid-lipid i lipid-protein te termodinamickih svojstava
membrana.!>!® U kombinaciji s dodatkom MBP-a, takvi sustavi omoguéuju kvantitativno i
kvalitativno istrazivanje adsorpcije proteina, promjena u njegovoj sekundarnoj strukturi te

utjecaja membrane na konformacijsku heterogenost IDP-a.!”

Cilj ove doktorske disertacije je istraziti utjecaj MBP-a na termotropna i
fizikalno-kemijska svojstva lipida u MMM, te razumjeti kako prisutnost ili odsutnost
kolesterola oblikuje ove interakcije. Posebna paznja posvetit ¢e se utjecaju faze lipidne
membrane na adsorpciju MBP-a u pri fizioloskim i patoloskim uvjetima definiranih razli¢itim
omjerom mijelinskih lipida. Dobiveni rezultati preispituju sljedeée hipoteze: adsorpcija MBP-
a na MMM-ove razlikuje se u fizioloskim 1 patoloskim uvjetima; prisutnost kolesterola
smanjuje interakciju MBP-a s MMM-ovima; t¢ MMM-ovi u fluidnoj fazi jace intereagiraju s

MBP-om nego kada su u fazi gela.

U ovom doktorskom radu primijenjen je skup spektroskopskih i analiti¢kih tehnika s
ciljem dobivanja uvida u termotropna 1 molekulska svojstva MMM-ova i MBP-a. Termotropna
svojstva lipidnih dvosloja, koja ukljuuju prijelaz iz gel-faze (Lg) u fluidnu (L.) fazu,
standardno je okarakteriziran razlikovno-pretraznom kalorimetrijom (engl. differential
scanning calorimetry, DSC). Osim navedene tehnike, koriStena je i temperaturno-ovisna UV-
Vis spektoskopija.!® Veli¢ina liposoma i njihov povrsinski naboj, pri ¢emu je potonje odraz
stabilnosti liposoma, rutinski su odredene tehnikama dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl.
dynamic light scattering, DLS) za hidrodinamicki promjer i elektroforetskog rasprSenja
svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS) za zeta ({)-potencijal. FTIR-ATR
spektroskopija koriStena je za pracenje vibracija reprezentativnih funkcijskih skupina lipida,
posebice normalnih modova metilenskih skupina ugljikovodi¢nih lanaca, karbonilnih 1
fosfatnih skupina lipida, ¢ime se dobivaju informacije o interakcijama izmedu lanaca, slaganju
lipida, hidrataciji polarnih skupina i faznim prijelazima membrane.'*?° Cirkularni dikroizam

(CD) primijenjen je za analizu sekundarne strukture MBP-a adsorbiranog na MMM-ove. Za

Petra Males Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 3

vizualizaciju i morfolosku analizu pripremljenih modelnih membrana koriStena je konfokalna
laserska skeniraju¢a mikroskopija (engl. confocal laser scanning microscopy, CLSM), a koja

¢e se u nastavku teksta nazivati skra¢eno samo konfokalna mikroskopija.

Kombinacija ovih tehnika omogucuje kvalitativnu i kvantitativnu karakterizaciju
fizikalno-kemijskih i molekulskih svojstava lipidnih membrana i njihove interakcije s MBP-om
kroz Sirok temperaturni raspon, od faznih prijelaza lipida do konformacijskih promjena proteina
te mikrostrukturnih organizacijskih obiljezja. Dobiveni rezultati doprinose razjasnjavanju uloge
lipidnog sastava u promjeni proteinske strukture i predstavljaju temelj za buduca istrazivanja

usmjerena na demijelinizacijske bolesti, uklju¢uju¢i MS.

Petra Males Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura bioloSkih membrana

Bioloske membrane predstavljaju kompleksne i dinami¢ne strukture koje razdvajaju stani¢ni
sadrzaj od izvanstani¢nog prostora te omogucuju prostornu i funkcionalnu organizaciju stanice
(slika 1.). Njihova strukturna sloZenost proizlazi iz velikog broja razli¢itih lipidnih i proteinskih
komponenti rasporedenih u membranskom dvosloju, izmedu kojih kooperativno djeluju
nekovalentne interakcije elektrostatskog karaktera poput vodikovih veza (engl. hydrogen bond,
HB) i van der Waalsovih interakcija.?® Energija ovih nekovalentnih interakcija (= 1-60 kJ
mol™) znatno je manja u usporedbi s energijom kovalentnih veza (= 200-800 kJ mol™), Sto
membranskim sustavima omogucuje visok stupanj konformacijske slobode, fluidnosti i
fleksibilnosti.”* Tako su membranski proteini klju¢ni nositelji mnogih specifi¢nih funkcija
membrane, u suvremenoj literaturi sve se viSe naglasava aktivna uloga lipidnih molekula. Lipidi
unutar stanice djeluju kao selektivne fizicke barijere koje povecavaju biokemijsku uc¢inkovitost

reakcija i sprjecavaju gubitak reakcijskih produkata.’!

GPI- usidren protein

Vanstanic¢ni
prostor

Kolesterol

Hidrofilna regija

Zx s Q }.‘{ }{"D Hidrofobna regija

;& ' ‘ < { Hidrofilna regija

Integralni protein

=@

Periferni
proteini Fosfolipid

Citosol

Slika 1. Shematski prikaz stani¢ne membrane. Preuzeto i doradeno.?
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§ 2. Literaturni pregled 5

Zbog izrazene lateralne pokretljivosti lipidnih i proteinskih komponenti, bioloske
membrane se Cesto opisuju kao dvodimenzionalne otopine, §to je konceptualno obuhvaceno
modelom tekuc¢eg mozaika koji su predlozili Singer 1 Nicolson. Prema tom modelu, lipidi 1
proteini mogu se slobodno gibati unutar ravnine membrane, dok je njihov prijelaz izmedu
unutarnjeg i vanjskog sloja membrane izrazito ograni¢en.?® Posljedica toga je membranska
asimetrija, pri ¢emu se sastav citoplazmatske strane membrane razlikuje od vanjske strane
okrenute prema izvanstanicnom prostoru. Asimetri¢na raspodjela lipida i proteina ima klju¢nu
ulogu u formiranju membranskog potencijala, pri ¢emu je citoplazmatska strana membrane
elektri¢ki negativnija u odnosu na vanjsku.?” Ovaj potencijal od presudne je vaznosti za procese
transporta tvari i pretvorbu energije. Nadalje, membranska asimetrija znacajno utjece na
procese membranske fuzije 1 fisije, interakcije lipida s proteinima te signalne putove unutar
stanice.?® Osim asimetrije, nehomogena lateralna raspodjela lipida i proteina unutar membrane
dovodi do stvaranja funkcionalnih domena ili agregata, Cija fizikalna svojstva i bioloske
funkcije ovise o njihovom molekulskom sastavu. Takve domene, ukljucujuéi lipidne raftove
(engl. lipid rafts), sudjeluju u organizaciji signalnih kompleksa i regulaciji membranskih

pI'OC@SB..29
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.1.1. Vrste lipida u membranskom dvosloju

Jedan od literaturnih primjera amfifilnih molekula su lipidi gradeni od hidrofobnih repova i
hidrofilne glave (slika 2.). Polarne skupine, poput fosfatnih skupina, ¢ine polarne (hidrofilne)
glave lipida koje su orijentirane prema vodenom mediju, s kojim stvaraju 1 HB. Nepolarni

(hidrofobni) repovi gradeni su od dugih ugljikovodi¢nih lanaca masnih kiselina te su usmjereni

23,25

jedni prema drugima, ¢ime se izbjegava njihov kontakt s vodom.

Fosfat

Hidrofilna glava

Zasi¢ena masna
kiselina

— Nezasi¢ena masna
kiselina

Hidrofobni rep

Slika 2. Shematski i strukturni prikaz amfifilne molekule, fosfolipida. Preuzeto i doradeno.

Masne kiseline mogu biti zasi¢ene ili nezasi¢ene, ovisno o prisutnosti dvostrukih veza u
ugljikovodi¢nom lancu (slika 3.). Zasi¢ene masne kiseline sadrze iskljucivo jednostruke veze,
dok nezasi¢ene masne kiseline imaju jednu ili viSe dvostrukih veza. Nezasi¢ene masne kiseline
mogu postojati u cis ili trans konfiguraciji, pri ¢emu vecina masnih kiselina prisutnih u
membranskim lipidima ima cis konfiguraciju.>! Cis-dvostruka veza u ugljikovodi¢nom lancu
onemogucava gusto pakiranje lipida, §to dovodi do povecanja fluidnosti membrane zbog

slabijih van der Waalsovih interakcija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca. Osim stupnja

Petra Males Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 7

zasi¢enosti, duljina ugljikovodi¢nog lanca predstavlja vazno svojstvo masnih kiselina, a time 1

membrana. U zivim organizmima masne kiseline najcesSée sadrze izmedu 14 1 24 ugljikova

atoma, pri ¢emu su najzastupljenije masne kiseline s 16 i 18 ugljikovih atoma.?>*3

a
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Slika 3. Primjeri struktura masnih kiselina: zasi¢ene, stearinske (a) i nezasicene, oleinske (b).

Preuzeto i doradeno.>°

U literaturi je opisano vise klasifikacija lipida, a jedna od najcesce koriStenih temelji se
na vrsti polarne glave, prema ¢emu se lipidi dijele na fosfolipide, glikolipide, sfingolipide i
sterole. Najzastupljeniji lipidi u bioloSkim membranama su fosfolipidi, ¢iju osnovu ¢ini
trovalentni alkohol glicerol, na koji su s dvije esterske veze vezana dva lanca masnih kiselina.
Treca hidroksilna skupina glicerola esterskom je vezom povezana s fosfatnom skupinom, koja
¢ini polarnu glavu molekule.?* Razlicite vrste fosfolipida nastaju vezanjem razlicitih
funkecijskih skupina na fosfatnu skupinu, pri cemu se mogu vezati hidroksilne skupine alkohola,
aminokiselina serin, glicerol, inozitol, etanolamin, kolin 1 druge skupine. Navedene funkcijske
skupine mogu biti protonirane ili deprotonirane, ovisno o pH vrijednosti medija, pa se mogu
pojaviti u kationskom ili anionskom obliku. Ve¢ina fosfolipida pokazuje svojstvo kiralnosti, pri

¢emu se kiralni centar najéesce nalazi na sredi$njem ugljikovom atomu glicerola.>*34

Za razliku od fosfolipida s glicerolom kao okosnicom, sfingolipidi imaju okosnicu
gradenu od dugolananog nezasi¢enog aminoalkohola sfingozina. Primarna hidroksilna
skupina sfingozina esterificirana je fosforilkolinom, dok je masna kiselina (najcesce
palmitinska ili stearinska) vezana amidnom vezom. Najpoznatiji i najznacajniji membranski

sfingolipid je sfingomijelin.®
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Osim lipida i proteina, u membranama su prisutni i ugljikohidrati, koji se mogu vezati
na lipide tvore¢i glikolipide. Njihova je grada sli¢na gradi sfingomijelina, uz klju¢nu razliku da
umjesto fosforilkolina sadrze jednu ili viSe Secernih jedinica, najcesce glukozu ili galaktozu.

Seéerni ostaci glikolipida u membranama orijentirani su prema vanstani¢noj strani membrane.>

Steroli predstavljaju posljednju skupinu lipida koji sudjeluju u izgradnji bioloskih
membrana, a njihovu osnovnu strukturu c¢ini rigidni Cetvero€lani ugljikovodi¢ni prsten.
Najzastupljeniji sterol u stani¢nim membranama sisavaca je kolesterol, koji moze Ciniti i do 20
% ukupnog lipidnog udjela eukariotskih membrana.?*3” Molekula kolesterola gradena je od
¢etiri medusobno povezana ugljikovodic¢na prstena, s ugljikovodi¢nim lancem na jednom kraju
1 hidroksilnom skupinom na drugom. U membrani je kolesterol orijentiran paralelno uz repove
masnih kiselina fosfolipida, pri ¢emu njegova hidroksilna skupina ostvaruje interakcije s
polarnim glavama fosfolipida. Kolesterol djeluje kao regulator membrane, utjecuci na njezinu
rigidnost i permeabilnost. Poput ostalih sterola, zbog izrazenog hidrofobnog karaktera
kolesterol ne moZze samostalno formirati lipidni dvosloj te su u membranama prisutni u
kombinaciji s fosfolipidima i sfingomijelinima koji se spontano organiziraju u dvoslojne

strukture.’®
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2.1.2. Kolesterol

U prethodnom potpoglavlju o vrstama membranskih lipida, spomenut je kolesterol, koji je
kljuc¢na komponenta u eukariotskim membranama jer sudjeluje u regulaciji njihove fluidnosti,
stabilnosti 1 organizacijske heterogenosti. Zbog svoje rigidne i planarne strukture, kolesterol se
interkalira izmedu fosfolipidnih ugljikovodi¢nih lanaca te smanjuje njihovu pokretljivost, ¢ime
stabilizira dvosloj i povecava njegovu otpornost na temperaturne promjene (slika 4.).>° Pri
nizim temperaturama kolesterol sprjecava pretjerano zbijanje lipidnih lanaca, dok pri viSim
temperaturama ograni¢ava prekomjernu fluidnost membrane, moduliraju¢i prijelaz izmedu gel-

faze u fluidnu fazu membrane.??

Sfingomijelin Glikolipid Fosfatidilkolin Kolesterol

@m@m m
o BB

Fosfatidilserin Fosfatidilinotizol Fosfatidiletanolamin

Slika 4. Kolesterol unutar membranskog dvosloja. Preuzeto i doradeno.?*

Osim ucinka na mehanicka svojstva membrane, kolesterol je kljucan za formiranje lipidnih
raftova.*® Ove strukture bogate sfingolipidima i kolesterolom predstavljaju platforme za
organizaciju membranskih proteina, ukljucujuéi receptore, signalne molekule i proteine
zasluzne za transport.*! Stabilnost ovih domena temelji se na snaznim hidrofobnim
interakcijama izmedu kolesterola 1 zasiCenih wugljikovodi¢nih lanaca sfingolipida, S§to

omoguéuje stvaranje ,.tekuce-uredene “(engl. liqguid-ordered) faze s niskom fluidno$éu.’!

U zivcanom sustavu kolesterol ima dodatnu ulogu u stvaranju mijelina i njegovoj
stabilizaciji. Oligodendrociti zahtijevaju visoke razine kolesterola za pravilnu izgradnju

kompaktnih mijelinskih lipidnih dvosloja, a smanjenje njegove dostupnosti dovodi do
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strukturnih oste¢enja i smanjene funkcionalnosti mijelinske ovojnice. Time kolesterol postaje
ne samo osnovna strukturna komponenta, vec i regulator organizacijskih i signalnih svojstava
membrane.*? Patoloska stanja povezana s biokemijskim procesima kolesterola dodatno
naglaSavaju njegovu vaznost. Na razini membrane, oksidirani derivati kolesterola, koji se
akumuliraju tijekom upalnih procesa i oksidativnog stresa, mogu destabilizirati lipidne
dvosloje, pojacati permeabilnost membrane i potaknuti apoptozu, dodatno ugrozavajuci
strukturnu cjelovitost stanica.* Sveukupno, kolesterol predstavlja kljuénu komponentu ne samo
u strukturnom 1 mehanickom odrzavanju membrana, nego i u regulaciji signalnih, razvojnih i
regeneracijskih procesa. Njegova pravilna homeostaza nuzna je za ofuvanje membrane kao

dinamic¢ne, ali stabilne platforme za stani¢nu funkciju.*

2.1.3. Membranski proteini

Membrane razli€itih tipova stanica razlikuju se prema relativnim udjelima lipida i proteina, kao
i prema njihovom sastavu, §to je izravno povezano s funkcijom pojedinih membrana.?® Dok
neke membrane, poput unutarnje membrane mitohondrija, sadrZe izrazito visok udio proteina,
druge, poput mijelinske ovojnice neurona, karakterizira dominantno lipidni sastav.*’
Membranski proteini sudjeluju u nizu klju¢nih stani¢nih procesa, a njihova bioloska uloga ovisi
o prostornom poloZaju u membrani, na¢inu vezanja te interakcijama s lipidnom okolinom.**46
Prema nacinu interakcije s membranom, membranski proteini se u osnovi dijele na periferne i
integralne (transmembranske) proteine (slika 5.). Periferni membranski proteini vezani su za
povrs$inu membrane, najcesce za polarne glave lipida ili za druge membranske proteine, putem
elektrostatskih interakcija 1 HB. Takve interakcije su relativno slabe, zbog ¢ega se periferni
proteini mogu reverzibilno ukloniti s membrane promjenom vanjskih uvjeta, poput pH
vrijednosti ili ionske jakosti otopine.*’ Periferni proteini &esto djeluju kao enzimi, regulatorni
proteini ili komponente signalnih puteva te sudjeluju u procesima poput signalne transdukcije,

regulacije citoskeleta i modulacije aktivnosti integralnih proteina.***3
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GPI-
usidreni
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Slika 5. Shematski prikaz vrsta membranskih proteina. Izradeno u BioRenderu.*’

Za razliku od perifernih, integralni ili transmembranski proteini ¢vrsto su ugradeni u lipidni
dvosloj putem hidrofobnih interakcija izmedu nepolarnih dijelova proteinske strukture i
ugljikovodi¢nih lanaca lipida. Ovi proteini imaju izrazen amfifilni karakter, pri ¢emu se
hidrofobne regije, naj¢esée u obliku jedne ili viSe a-uzvojnica, protezu kroz hidrofobnu jezgru
membrane, dok su hidrofilni dijelovi proteina izloZzeni vodenom okoliSu s vanstani¢ne i
citosolne strane membrane.*?

Jedna od najvaznijih funkcija transmembranskih proteina je transport tvari kroz
membranu. Oni mogu djelovati kao ionski kanali, koji omogucuju pasivni protok iona niz
elektrokemijski gradijent, ili kao aktivne proteinske pumpe koje, uz utroSak energije, najéesce
u obliku ATP-a, prenose ione i molekule protiv gradijenta koncentracije.*® Osim toga,
specijalizirani transmembranski proteinski nosaci vezu specificnu molekulu na jednoj strani
membrane te je, putem niza konformacijskih promjena, prenose na suprotnu stranu lipidnog
dvosloja. Takvi nosaci pokazuju visoku selektivnost prema odredenim supstratima, poput
aminokiselina, Secera ili nukleotida, ¢ime omogucuju preciznu regulaciju unosa i izlaska tvari
iz stanice.’® Funkcije membranskih proteina iznimno su raznolike i uklju¢uju stani¢nu
signalizaciju, gdje transmembranski receptori omogucuju prijenos informacija iz vanstani¢nog
okoli$a u unutrasnjost stanice, kao i obrnuto. Zbog svoje strukturne 1 funkcionalne raznolikosti,
membranski proteini predstavljaju temeljne elemente bioloSkih membrana i klju¢ne nositelje

njihove funkcionalnosti.*’
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2.2. Mijelin

2.2.1. Struktura mijelina

Mijelin je visoko specijalizirana lipidno-proteinska struktura koja obavija aksone neurona i
omogucuje brzu i efikasnu provodljivost ziv€anih impulsa. Kao kompaktna, viseslojna
struktura proizvodi se u oligodendrocitima u srediSnjem ziv€anom sustavu, te u Schwannovim
stanicama u perifernom Zivéanom sustavu (slika 6.).!' Kljuéna znacajka mijelina je iznimno
visok udio lipida, otprilike 70—80 % njegove suhe mase, Sto premasuje lipidni udio u ostalim
bioloskim membranama i osigurava specificna fizikalno-kemijska svojstva potrebna za njegovu

biolosku funkciju.’!
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Slika 6. Shematski prikaz grade aksona i mijelina. Preuzeto i doradeno.>
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Sto se tie sastava lipida, mijelin se dominantno sastoji od kolesterola, fosfolipida i glikolipida.
Kolesterol je kljucan za stabilnost i ¢vrstocu mijelinske ovojnice jer svojom ugradnjom izmedu
ugljikovodic¢nih lanaca ostalih lipida, smanjuje fluidnost membrane, omogucujuci visok stupanj
organiziranosti i smanjenu propusnost mijelinske membrane.’® Fosfolipidi mijelina, medu
kojima dominiraju fosfatidiletanolamin i fosfatidilkolin, daju membrani amfifilnost te
doprinose formiranju dvoslojne strukture membrane mijelina. lako su manje rigidni od
sfingolipida, njihova raznolikost omogucuje finu regulaciju lokalne fluidnosti membrane, Sto
je kljuéno za interakcije s mijelinskim proteinima.>*

Galaktocerebrozidi su najpoznatiji glikolipidi i prepoznatljivi markeri mijelina, koji
imaju visok stupanj zasi¢enosti ugljikovodi¢nih lanaca te se zbog toga snazno pakiraju u
membrani. Imaju jako stabilnu gel-fazu Sto doprinosi rigidnosti mijelinskih lamela.
Kombinacija rigidnih i fleksibilnih lipida daje mijelinu jedinstvenu mehanicku stabilnost uz
odrzavanje ograni¢ene, ali funkcionalne dinamike membrane.'!

Proteinski udio u mijelinu je oko 20-30 % i kljucan je za njegovo formiranje i funkciju.
Najzastupljeniji protein u srediSnjem ziv€éanom sustavu je MBP, dok u perifernom zivéanom
sustavu dominira transmembranski glikoprotein PO (engl. myelin protein zero) ostvarujuci
interakcije izmedu svojih imunoglobulinskih domena u ekstracelularnom prostoru, tvoreci
stabilne tetramerne komplekse koji mehani¢ki u¢vrséuju mijelin.>* Ovi proteini, zajedno s PLP-
om (engl. proteolipid protein, PLP), stabiliziraju lamelarnu strukturu mijelina specifi¢nim
elektrostatskim, hidrofobnim i hidrofilnim interakcijama.>> Kombinirani u¢inci lipidnih
domena niske fluidnosti 1 proteinskih adhezivnih kompleksa stvaraju izrazito stabilan
supramolekulski sklop, klju€an za odrzavanje elektricne izolacije aksona 1 pravilnu
provodljivost zivéanog signala.’® Promjene u lipidnom sastavu ili strukturi mijelinskih proteina

narusavaju arhitekturu mijelina 1 povezane su s procesom demijelinizacije i razvojem

patoloskih stanja poput MS (viSe u poglavlju 2.2.3).
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2.2.2. Mijelinski bazicni protein

MBP jedan je od klju¢nih strukturnih proteina mijelina srediSnjeg ziv€anog sustava i Cini
priblizno 30 % ukupnog proteinskog sadrzaja mijelinske ovojnice. Rije¢ je o kationskom,
visokopozitivno nabijenom perifernom proteinu smjeStenom na citoplazmatskoj strani
mijelinske membrane, gdje ima presudnu ulogu u stvaranju i odrzavanju strukture kompaktnih
mijelinskih lamela.!! MBP se sintetizira u oligodendrocitima te se specifiéno usmjerava prema
mjestima aktivne mijelinizacije, $to ukljucuje strogo reguliran transport mRNA i lokaliziranu
translaciju u mijelinskim procesima.®’

Strukturno, MBP pripada skupini intrinzicno nestrukturiranih proteina (engl.
intrinsically disordered protein, IDP). U vodenoj otopini pokazuje visok stupanj
konformacijske fleksibilnosti, no pri vezanju na membrane bogate kiselim fosfolipidima
povecava se udio a-helikalne strukture. Ova indukcija sekundarne strukture kljucna je za
njegovu funkciju "molekulskog ljepila". Pozitivno nabijeni ostaci lizina i arginina stvaraju
snazne elektrostatske interakcije s negativho nabijenim fosfatnim skupinama PS i
fosfatidilinozitola (engl. phosphatidylinositol, PI), neutraliziraju¢i medumembransko odbijanje
i omoguéujuci prianjanje dvaju citoplazmatskih lipidnih dvosloja.’® MBP je takoder uklju¢en u
regulaciju dinamike lipida unutar mijelinske membrane. Njegova sposobnost interakcije sa
sfingolipidima 1 kolesterolom pridonosi segregaciji stabilnih lipidnih domena niske fluidnosti,
$to dodatno uévriéuje mijelinske lamele.>® Osim uloge u stabilnosti membrane, MBP sudjeluje
u signalnim procesima unutar oligodendrocita, intereagira s citoskeletnim proteinima, poput
aktina, te s regulatornim molekulama kao Sto su kalmodulin i protein kinaza C, §to upucuje na

Siru funkciju u organizaciji mijelinskih procesa.'!>*
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Postoje brojne izoforme MBP-a nastale procesom alternativnog izrezivanja (engl.
alternative splicing), medu kojima je najistrazenija 18,5 kDa izoforma (slika 7.). Izoforme se

razlikuju po naboju i afinitetu prema lipidima te time sudjeluju u finoj regulaciji strukture

mijelina u razli¢itim razvojnim fazama.®
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Slika 7. Model mijelinskog bazi¢nog proteina goveda preuzet iz AlphaFold proteinske
strukturne baze (struktura: P02687).%!
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U patoloskim stanjima poput MS-a dolazi do posttranslacijske modifikacije MBP-a,
osobito deaminacije (pretvorbe arginina u citrulin), koja smanjuje njegov pozitivan naboj 1
narusava stabilnost interakcije s membranom. MBP je stoga klju¢ni faktor u ravnotezi izmedu
stabilnosti 1 dinamike mijelinskih lamela, te je razumijevanje molekulskih mehanizama
djelovanja MBP-a klju¢no za shvacanje procesa stvaranja mijelina (mijelinizacije) i patogeneze

demijelinizacijskih bolesti.
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2.2.3. Demijelinizacija

Demijelinizacija je biokemijski proces koji uzrokuje ostec¢enje ili gubitak mijelinske ovojnice,
pri ¢emu dolazi do naruSavanja njene kompaktne lamelarne strukture koja je kljucna za
ucinkovitu provodljivost Ziv€anih impulsa (slika 8.). Budu¢i da su fizikalno-kemijska svojstva
lipida i proteina mijelina te njihove medusobne molekulske interakcije od presudne vaznosti za
stabilnost mijelinskih lamela, svaka promjena u sastavu ili strukturi tih komponenti moze
pokrenuti proces demijelinizacije. Posebno su vazni poremecaji u lipidnim domenama bogatim
kolesterolom i sfingolipidima, kao i disfunkcija MBP-a, koji sluzi kao primarni stabilizator
citoplazmatskih mijelinskih membranskih povrsina.t%%* Budué¢i da je MBP klju¢an za
odrZzavanje kompaktnosti putem elektrostatskih interakcija s negativho nabijenim
fosfolipidima, njegove strukturne ili kemijske promjene mogu oslabiti meduslojne interakcije
te dovesti do razdvajanja lamela.®® Posttranslacijske modifikacije MBP-a, posebice deaminacija
argininskih ostataka u citrulin, smanjuju njegov pozitivan naboj i afinitet prema lipidnim
dvoslojima. Ovaj proces je dokumentiran kod MS-a, te je povezan s oslabljenim vezanjem
MBP-a na membranu i povecanom osjetljivos¢u mijelina na mehanicka i imunoloska oStecenja.
Uz to, citrulinirani MBP postaje snaznije imunogen, §to moze potaknuti autoimunu reakciju i

daljnju destrukciju mijelina.%

O3teceni akson

Slika 8. Prikaz o$tecenja aksona uzrokovano procesom demijelinizacije.®
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Uloga lipida u procesu demijelinizacije jednako je vazna. Poremecaji metabolizma
kolesterola ili glikolipida mogu narusiti stabilnost lipidnih domena niske fluidnosti koje tvore
osnovu kompaktnih lipidnih dvosloja. Primjerice, smanjenje razine kolesterola u
oligodendrocitima, rezultira slabijom organizacijom mijelinskih dvosloja 1 povecanom
Upalni i autoimuni procesi Cesto su inicijatori ili akceleratori demijelinizacije. Kod MS-a
infiltracija T-limfocita 1 makrofaga u srediSnji ziv€ani sustav dovodi do otpustanja citokina,
slobodnih radikala i proteaza koje ciljaju mijelin 1 oligodendrocite. Proteoliticka razgradnja
MBP-a i PLP-a dodatno narusava cjelovitost lamela i ubrzava gubitak mijelinske ovojnice.®’
Demijelinizacija se javlja i u perifernom ziv€anom sustavu, primjerice kod Charcot—-Marie—
Toothove bolesti, nasljedne neuropatije koja ¢esto ukljucuje mutaciju gena za PO protein ¢ime
se mijenja njegova sposobnost adhezije u mijelinskoj membrani.®® Demijelinizaciju mogu
uzrokovati 1 upalni procesi, poput onih u Guillain—Barréovu sindromu, u kojem antitijela
napadaju Schwannove stanice i mijelin perifernih zivaca zbog molekulske mimikrije
bakterijskih antigena.5%

Bez obzira na uzrok, demijelinizacija vodi do usporene ili blokirane aksonske
provodljivosti ziv€anog impulsa. Dugotrajna demijelinizacija moze rezultirati sekundarnom
degeneracijom aksona zbog gubitka metabolic¢ke potpore koju oligodendrociti normalno
pruzaju.”’’? Shodno tome, razumijevanje molekulskih mehanizama demijelinizacije klju¢ je za
razvoj terapijskih pristupa usmjerenih na stabilizaciju mijelina i poticanje remijelinizacije,

odnosno procesa stvaranja mijelina.”
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2.3. Modeli stani¢énih membrana

2.3.1. Samoorganizacija lipida

Kompleksnost strukture bioloskih membrana, kao 1 tehnicki izazovi povezani s njithovom
izolacijom i stabilnim ocuvanjem iz prirodnog okruzenja, doveli su do razvoja biomimetickih,
odnosno modelnih membranskih sustava. Takvi sustavi omogucuju sustavno i kontrolirano
ispitivanje fizikalno-kemijskih svojstava lipidnih dvosloja, ¢ija se morfologija i sastav mogu
precizno definirati te mogu ukljucivati razli¢ite vrste lipida, proteina i ugljikohidrata. Modelne
membrane stoga predstavljaju kljucni alat za razumijevanje osnovnih mehanizama
organizacije, stabilnosti i funkcije bioloskih membrana.”® Lipidi u vodenom okoli$u spontano
podlijezu procesu samoorganizacije u agregate razlic¢itih oblika i veli¢ina, §to je izravna
posljedica njihovog amfifilnog karaktera. Polarni, hidrofilni dijelovi lipidnih molekula
ostvaruju interakcije s molekulama vode, prvenstveno putem HB, dok hidrofobni
ugljikovodi¢ni lanci nastoje izbje¢i vodeno okruzenje te medusobno ostvaruju hidrofobne
interakcije. Takav prostorni raspored molekula dovodi do poveéanja ukupne entropije sustava,
osobito oslobadanjem molekula vode iz uredenih hidratacijskih omotaca, ¢ime proces
samoorganizacije postaje termodinamicki povoljan i spontan.>">

Kljuéni parametri koji odreduju vrstu 1 stabilnost lipidnih agregata su koncentracija
lipida, temperatura te njihova molekulska struktura, ukljucujuéi duljinu 1 zasi¢enost
ugljikovodi¢nih lanaca te prirodu polarne glave. Pri vrlo niskim koncentracijama lipidi se u
vodenom mediju nalaze u obliku monomera, dok lipidi s jednim ugljikovodi¢nim lancem, poput
surfaktanata, iznad kriticne micelarne koncentracije (engl. critical micelle concentration,
CMC) spontano tvore micele razli¢ite morfologije.?>*> U sfernim micelama hidrofobni
ugljikovodic¢ni lanci orijentirani su prema unutra$njosti agregata, gdje su zastic¢eni od vode, dok

se hidrofilne polarne glave nalaze na povrsini u izravnom kontaktu s vodenom fazom (slika 9.).
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Slika 9. Shematski prikaz micele. Izradeno u BioRenderu.*’

Pojedina¢na micela moze sadrzavati od nekoliko desetaka do nekoliko tisuca lipidnih molekula,
ovisno o njihovoj strukturi i uvjetima u otopini. Pove¢anjem koncentracije lipida ili promjenom
geometrije molekule, agregati mogu poprimiti izduZene ili planarno organizirane strukture,
ukljucujuéi lipidne dvosloje.>

Za razliku od micela, lipidni dvosloj sastoji se od dvaju suceljenih monomolekulskih
slojeva u kojima su hidrofobni lanci usmjereni jedni prema drugima, dok su hidrofilne polarne
glave izloZene vodenoj fazi s obje strane membrane. Upravo takva organizacija ¢ini lipidni
dvosloj osnovnim strukturnim elementom bioloSkih membrana te ga ¢ini posebno prikladnim
modelnim sustavom za njihovo prouc¢avanje.’® Jedan od &esto koristenih modelnih sustava su
lipidni dvosloji vezani na ¢vrsti nosac (engl. supported lipid bilayer, SLB), koji se sastoje od
jednog kontinuiranog lipidnog dvosloja fiksiranog na povrsinu ¢vrstog supstrata. Kao nosaci
najceSce se koriste materijali poput stakla, silicijevog dioksida ili tinjca, koji osiguravaju glatku
i kemijski stabilnu podlogu.”” Lipidni dvosloj moZe biti vezan za nosa¢ izravno putem van der
Waalsovih sila, ionskih mostova ili kovalentnih veza, ili pak odvojen tankim hidratacijskim
slojem vode ili hidratiziranih polimera, S§to omogucuje oCuvanje lateralne pokretljivosti
lipida.”®” SLB sustavi rutinski se pripravljaju Langmuir-Blodgettovom i Langmuir—
Schaeferovom depozicijom, metodama karakteristicnima za pripravu tankih filmova na ¢vrstim

podlogama. Langmuir-Blodgettovom tehnikom monomolekulski sloj lipida s medupovrsine
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zrak/voda prenosi se na ¢vrsti nosa¢ kontroliranim vertikalnim uranjanjem supstrata u lipidni
film. Ponovljenim uranjanjem moguce je formirati visSeslojne strukture, pri ¢emu broj i
organizacija slojeva ovise o sastavu lipida, sastavu podfaze te eksperimentalnim uvjetima.3%%!

U odsustvu ¢vrstog supstrata, doticaj vodenog medija s rubovima hidrofobnih regija
lipidnih dvosloja dovodi do energetski nepovoljne izloZenosti hidrofobnih lanaca vodi, §to
rezultira nestabilno$¢u planarne strukture dvosloja. Kako bi se smanjila slobodna energija
sustava, lipidni dvoslojevi spontano se zatvaraju u liposome, zatvorene sfericne strukture. Ovaj
proces voden je hidrofobnim ucinkom 1 predstavlja termodinamicki povoljan oblik

samoorganizacije amfifilnih lipidnih molekula u vodenom okoligu.>*%

2.3.2. Liposomi

Liposomi su sferi¢ne strukture gradene od jednog ili viSe lipidnih dvoslojeva poredanih
koncentri¢no, izmedu kojih se nalaze slojevi vode. Objasnjavaju se kao vezikularne strukture
pa su Cesto sinonim samim vezikulama, te se smatraju metastabilnim koloidnim sustavima ¢ije
se dimenzije kre¢u u rasponu od priblizno 10 nm do 10 pm. Tijekom njihove priprave hidrofilne
polarne glave lipida orijentiraju se prema unutarnjoj i vanjskoj vodenoj fazi, dok su hidrofobni
ugljikovodi¢ni lanci usmjereni jedni prema drugima u unutra$njosti membrane, ¢ime se
ucinkovito izbjegava njihov kontakt s vodom. Takva organizacija rezultira strukturom koja u
velikoj mjeri oponasa arhitekturu bioloskih membrana.?>7®

Klasifikacija liposoma temelji se ponajprije na njihovoj veli€ini i lamelarnosti, odnosno
broju lipidnih dvoslojeva u strukturi. Jednoslojne ili unilamelarne vezikule dijele se prema
promjeru na male unilamelarne vezikule (engl. small unilamellar vesicles, SUV) veli¢ine 30—
100 nm, velike unilamelarne vezikule (engl. large unilamellar vesicles, LUV) ve¢ih od 100 nm,

te gigantske unilamelarne vezikule (engl. giant unilamellar vesicles, GUV) vece od 1000 nm

(slika 10).53
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Slika 10. Shematski prikaz unilameralnih vezikula prema porastu veli¢ine. Preuzeto i

doradeno.?*

Multilamelarni liposomi (engl. multilamellar vesicles, MLV) predstavljaju klasi¢an i Siroko
prihvacen modelni sustav u istraZivanjima bioloskih membrana. Strukturno se sastoje od vise
koncentri¢nih lipidnih dvoslojeva razdvojenih tankim vodenim slojevima (slika 11.), pri ¢emu
njihov promjer moze varirati od nekoliko stotina nanometara do nekoliko mikrometara.®® Zbog
takve slojevite organizacije, MLV sustavi omogucuju istodobno proucavanje svojstava
pojedinacnih lipidnih dvoslojeva i meduslojnih interakcija, $to ih ¢ini posebno pogodnima za
istrazivanje kompleksnih membranskih struktura. Zbog svoje relativno jednostavne pripreme,
stabilnosti 1 mogucnosti precizne kontrole lipidnog sastava, MLV sustavi omogucuju sustavno
proucavanje fizikalnih svojstava membrana, ukljucuju¢i fazno ponaSanje lipida, lateralnu
organizaciju alkilnih lanaca te interakcije lipida i proteina.®®

U istrazivackom kontekstu, multilamelarni liposomi se ¢esto koriste kao kontrolirani
modeli za ispitivanje interakcija lipida 1 proteina, budu¢i da omogucuju ugradnju perifernih 1
integralnih membranskih proteina bez znacajne perturbacije ukupne lamelarne strukture.®”-
Njihova primjena obuhvaca proucavanje mehanizama vezanja proteina na membrane, promjena
u organizaciji lipidnih dvoslojeva induciranih proteinima te utjecaja ionske jakosti, pH
vrijednosti i sastava membrane na stabilnost sustava.’® Zbog tih svojstava, MLV-ovi
predstavljaju nezaobilazni alat u biofizici membrana, osobito u istrazivanjima koja zahtijevaju

strukturno relevantan, ali eksperimentalno jednostavan sustav.!*17:%
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multilamelarne vezikule

(MLY)

Slika 11. Shematski prikaz multilamalarne vezikule (MLV). Preuzeto i doradeno.®*

U kontekstu biomimetike stanicnih membrana, liposomi predstavljaju jedan od najceSce
koristenih modelnih membranskih sustava jer omogucuju kontrolirano proucavanje fizikalno-
kemijskih svojstava lipidnih dvoslojeva sastavljenih od prirodnih i/ili sintetskih fosfolipida.
Ovisno o tome modeliraju 1i se prokariotske ili eukariotske membrane, koriste se razliCite
kombinacije lipida. Za modeliranje prokariotskih membrana ¢esto se koriste negativno nabijeni
fosfolipidi poput fosfatidilglicerola (engl. phosphatidylglycerol, PG), primjerice 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (engl. 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol,
DPPGQG), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3- fosfoglicerol (engl. /-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphoglycerol, POPG), 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (engl. 1,2-dioleyl-sn-
glycero-3-phosphoglycerol, DOPG), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (engl. 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol, DMPG).!”®! Nasuprot tome, modelne membrane
eukariotskih stanica najceSce se temelje na fosfolipidima zwitterionske prirode, poput PC 1 PE
lipida, i negativho nabijenih PS lipida (u rasponu fizioloskih pH vrijednosti) PS i
fosfatidilglicerola (engl. phosphatidylglycerol, PG). Takvi sustavi su €esto u kombinaciji s
kolesterolom, koji zna¢ajno utjece na mehanicka i dinamicka svojstva membrane.?’ Najstarija
1 eksperimentalno najjednostavnija metoda priprave liposoma jest hidratacija suhog lipidnog
filma. U tom postupku lipidi se najprije otapaju u organskom otapalu koje se uklanja

uparavanjem, pri ¢emu na stijenkama posude ostaje tanki lipidni film. Dodavanjem vodenog
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medija dolazi do hidratacije filma i spontanog stvaranja liposoma. Temperatura procesa mora
biti iznad temperature faznog prijelaza lipida kako bi se osigurala dovoljna fluidnost lanaca.
Ovom metodom najcesce nastaju multilamelarni liposomi Siroke raspodjele veli¢ina, odnosno
velikog koeficijenta polidisperznosti.”> Ova metoda je koristena u ovom radu i detaljnije je

opisana u Eksperimentalnom dijelu (poglavlje 3.2.).

2.3.3. Primjena liposoma

Minimalne promjene u debljini, fluidnosti, permeabilnosti i naboju membrane mogu narusiti
njenu strukturu 1 svojstva, Sto posljedi¢no moZe dovesti do gubitka njene funkcije. Stoga su
istrazivanja svojstava membrana na jednostavnijim modelima klju¢na u razjasnjavanju
fizikalno-kemijskih promjena na membranama, uzrokovanih vanjskim faktorima i/ili
interakcijom s drugim molekulama.”* Stoga se liposomi i lipidni dvoslojevi na nosacu &esto
koriste SLB u prouc¢avanju sastava, morfologije i struktura membrana.’**>%¢ Liposomi se zbog
svog oblika jo$ nazivaju lipidnim mjehuri¢cima te se kao takvi primjenjuju u podrucju
farmakoloSke nanotehnologije, najces¢e kao vezikule za prijenos lijekova unutar stanica ili
izmedu stanica.”” Osim prijenosa lijekova koriste se i u njihovom razvoju, primjerice za
odredivanje koli¢ine efektivnog djelovanja, toksi¢nosti i mehanizma utjecaja lijeka na
membranu. Promjene u strukturi lipidnih dvoslojeva uzrokovane toksi¢nim djelovanjem
odredenih spojeva usmjeravaju istrazivanja interakcija lipida i lijekova prema odredivanju
koncentracija pri kojima lijek pokazuje toksi¢no djelovanje.”®

Liposomi se primijenjuju u istrazivanju interakcija lipidnih molekula s drugim
staniénim molekulama, kao i u mnogim istraZivanjima utjecaja kolesterola na lipidne domene
unutar membrana. Termodinamicki parametri faznih prijelaza mnogih lipida odredeni su
koridtenjem modelnih membrana, kao i utjecaj kolesterola na fazni prijelaz.!®!°! Lewis i
McElhaney su jo§ od 1980-ih godina objavili niz publikacija u kojima su pratili utjecaj sterola
(ve¢inom kolesterola i njegovih prekusora) na liposome priredene od razlicitih lipida;
primjerice, koriStenjem FTIR spektroskopije pratili su promjene u organizaciji i kemijskoj
konfiguraciji liposoma gradenih od 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolina (DPPC),
kolesterola ili lanosterola, kao i njihova termotropna svojstva pomocu razlikovno-pretrazne

kalorimetrije.!0%193
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2.4. Fazni prijelazi lipida

Membranski sustavi predstavljaju dinamicne strukture cija su svojstva uvelike odredena
fizikalno-kemijskim faktorima okoline, poput pH vrijednosti, temperature, tlaka te kemijskog
potencijala razli¢itih iona.** Promjenom navedenih faktora moze doéi do destabilizacije
postojeéih lipidnih agregata ili do formiranja novih strukturnih oblika.’> Prou¢avanje utjecaja
temperature na strukturu 1 dinamiku membranskog lipidnog dvosloja omoguc¢uje analizu dviju
faza: gel-faze (uredene faze) i fluidne (neuredene) faze, koje su najtemeljitije istrazene na PC-
lipidnim dvoslojima, osobito na DPPC-u.!%

Najvaznija odlika gel-faze (Lg') kod DPPC lipida su metilenske skupine ugljikovodi¢nih
lanaca u frans-konfiguraciji s postojanim van der Waalovim interakcijama. Takoder, lipidi
mogu biti nagnuti pod odredenim kutem koji ovisi o skupini koja €ini glavu lipida. Primjerice,
PE-lipidi ne pokazuju nikakav nagib, za razliku od (DP)PC-lipida koji pokazuju nagib od 30°
u odnosu na os simetrije pa se gel-faza PE-lipida ozna¢ava bez 'u indeksu. Daljnjim porastom
temperature, DPPC lipidni dvoslojevi prelaze u valovitu (Pp) fazu u kojoj se na povrsini
dvosloja stvaraju nabori (engl. ripples), dugacki ve¢inom 15-30 nm. Uzrok nastanka nabora
jos nije u potpunosti razjasnjen. Medutim, dvije najznacajnije teorije navode da nastaju ili zbog
koegzistencije lipida u fazama gela 1 fluida ili zbog promjene u slaganju molekula lipida u fazi
gela. 1919197 Qya faza nastaje prije glavnog faznog prijelaza, pri temperaturi pretprijelaza
(engl. pretransition, Tp), 1 odlikuje je niZi stupanj uredenosti lipidnih lanaca.slaganja lipida.
Vecina lipida u ovoj fazi 1 dalje sadrze samo masne kiseline s trans-konfiguracijom alkilnih
lanaca kao i u gel-fazi.'% Pojava ove faze znatno ovisi o vrsti glave lipida i otapala. PE i
glikolipidi nemaju promjenu prije glavnog faznog prijelaza dok je promjena uoc¢ena kod nekih
PC 1 PG lipida. Vec¢ina istrazivanja ove faze provedena je na MLV-ovima, iako postoje dokazi
o pojavi nabora i kod LUV-ova, ali uz manju kooperativnost faznih prijelaza.’> Kod MLV-ova
nabori se mogu jednostavno mogu detektirati difrakcijskim tehnikama, dok je kod LUV-ova
proces detekcije oteZzan upravo zbog nizeg stupnja kooperativnosti, koji je jako izrazen kod
LUV-ova.!®!10

Smatra se da su proces pretprijelaza i glavni fazni prijelaz medusobno povezani
fenomeni koji zajednicki doprinose promjeni faze lipida, iako se kod pojedinih lipida
eksperimentalno ocituju kao dva zasebna dogadaja (slika 12.). ZavrSna faza temperaturno

inducirane promjene lipidih dvosloja je fluidna faza (L.), u kojoj dolazi do potpunog gubitka
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uredenosti u slaganju molekula lipida te van der Waalsovih interakcija izmedu alkilnih
0

lanaca.'!
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T
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Slika 12. Shematski prikaz faznih prijelaza membranskog dvosloja nastalih

e

Lg

povisenjem temperature. Preuzeto i doradeno.*”

Kod lipida koji zagrijavanjem ne prolaze kroz Pp fazu, glavni faznog prijelaz oznacava prijelaz
iz faze gela (Lp) u fazu fluida (Lo) 1 dogada se pri temperaturi mekSanja (7). Neuredenost
lanaca u L, fazi se veze uz promjenu konfiguracije metilenskih skupina (—CH2) ugljikovodi¢nih
lanaca iz trans u gauche uslijed drasti¢nog slabljenja van der Waalsovih interakcija medu njima.
Ty ovisi o duljini i stupnju zasiéenosti ugljikovodiénih lanaca te o polarnoj glavi lipida. Sto je
veca duljina lanaca, jade su van der Waalsove interakcije medu njima, te je i Tim visa.>>"’

Kad je rije€ o lipidima s dvostrukim vezama u lancima, njihova 7 je zna€ajno niza od
onih sa zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima jer je potrebno uloZiti manje topline da oslabe
(intrinzi¢no slabije) van der Waalsove interakcije medu njima, Kao primjer se moZze uzeti, lipid
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin (engl. /,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine,
DOPC) koji ima Tm oko — 20 °C, a 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin (engl. /,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine, DSPC) ima Tw oko 53 °C. Jedina strukturna
razlika izmedu ta dva lipida je dvostruka veza izmedu C9 i C10 u oleilnim lancima DOPC-a.56

Sam proces mekSanja se dogada pri temperaturi karakteristi¢noj za svaki lipid ovisno i
o kemijskoj strukturi lipidne glave jer se mogu stvarati razli¢ite medumolekulske interakcije,

kao npr. HB izmedu polarnih glava i vodenog medija.*
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2.5. Instrumentalne tehnike

2.5.1. Razlikovno-pretrazna kalorimetrija

Razlikovno-pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) je
termoanaliticka tehnika prikladna za termodinamicku karakterizaciju faznih prijelaza
membranskih dvosloja. Osim mogucénosti detekcije i karakterizacije faznih prijelaza u smislu
odredivanja temperature pri kojima se pojedini fazni prijelaz dogada, ona omogucuje 1 izravno
odredivanje vrijednosti termodinamickih veli¢ina poput promjene entalpije AH i entropije
faznih prijelaza AS.''" Razlika u brzini zagrijavanja (odnosno hladenja) izmedu uzorka i
referentnog materijala biljezi se kao ovisnost otpusStene (egzotermni proces) ili primljene
(endotermni proces) topline u ovisnosti o temperaturi. Do temperaturne razlike izmedu uzorka
i referentne tvari dolazi kad se unutar uzorka dogodi termotropni dogadaj. Po zavrSetku
termotropnog dogadaja, instrument ili ponovno uspostavlja svoju izvornu baznu liniju ili
uspostavlja novu ako se dogodila promjena specifi¢ne topline uzorka, stvarajuci tako krivulju
koji prikazuje protok topline kao funkciju temperature.!!!:!12

U DSC kalorimetru se pri uvjetima stalnog tlaka (p) ili volumena (V) kontinuiranim
povecanjem temperature sustava povecava 1 njegova unutarnja energija (U). Termodinamicka
veli¢ina koja opisuje povecanje unutarnje energije pri stalnim uvjetima je entalpija (/) sustava

odnosno njezina promjena:
dH =dU + pdV pdV = const. (1)
Budu¢i da je odziv DSC kalorimetra protok topline (Q) u ovisnosti o temperaturi (7)) (obicno

dobiven u uvjetima konstantnog tlaka), DSC krivulja u konacnici prikazuje specificni toplinski

kapacitet (cp):
dQ
Hh= (d_T)p ()

Iz DSC krivulje faznog prijelaza lipidnih dvoslojeva mogu se odrediti termodinamicki

parametri poput Tm faznog prijelaza (prema dogovoru, maksimum signala, kada je 50 %
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molekula lipida preslo u drugu fazu), Tonset (poCetak faznog prijelaza), Tmi2 (temperatura na
polovici Sirine signala faznog prijelaza), te promjenu enalpije fazne promjene AH (povr$ina ispod
signala) (slika 13.).''%1%2 Na izgled DSC krivulje utjecu termodinamicka i kineticka svojstva
pojedinog termotropnog dogadaja (faznog prijelaza lipida), ali i termalna povijest uzorka
(tretiranje 1 skladiStenje uzorka). Stoga se kod istrazivanja lipidnih membrana termodinamicke
veli¢ine odreduju najcesce iz DSC krivulja drugog (ili nekog od sljedec¢ih) ciklusa grijanja

odnosno hladenja.'®
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Slika 13. Termodinamicki parametri endotermne DSC krivulje. Preuzeto i

modificirano.'%?
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2.5.2. UV-Vis spektroskopija

UV-Vis spektroskopija je instrumentalna analiticka tehnika koja se isti¢e po svojoj $irokoj
primjeni i to najceS¢e za kvantitativnu karakterizaciju niza organskih, anorganskih ili
bioloskih spojeva. Tehnikom se mjeri propusnost otopine analita za elektromagnetsko
zraCenje iz ultraljubiCastog (engl. ultraviolet, UV) ili vidljivog (engl. visible, Vis) dijela
spektra (slika 14.).!'3 Molekule analita koje sadrze kromofore odredene kemijske strukture
apsorbiraju odredeni dio zracenja, dok ostatak svjetlosti prolazi kroz uzorak. Intenzitet
propustene svjetlosti zatim se mjeri u ovisnosti o valnoj duljini pomo¢u odgovarajuceg

detektora kako bi se dobio karakteristi¢an UV-Vis spektar analizirane tvari.'!

v/Hz 310 3-10'® 3-10'° 3-10™ 31012 3-10'° 3-108 3-10° 3-10*
| | | | | | | | | | | | | | | | |

A/m 102 10710 10 10°® 10 102 1 102 10*
| | | | | | | | | | | | | | | |
L
y-zrake 2
2 o .
"g ‘é infracrvene radio valovi
" =K zrake
X-Zrake _;
[ [ | [ I I [ [ [ [ [ [ [ I [ I
A/ nm 10 1 10? 10* 10° 108 10'° 10" 10"

vidljiva svjetlost

400 500 600 700 A /nm

Slika 14. Spektar elektromagnetskog zracenja. Preuzeto.'!®

U svrhu kvantitativnog mjerenja UV-Vis spektroskopija se oslanja na Lambert-Beerov
zakon, koji opisuje proporcionalni odnos izmedu apsorbancije (koliCine apsorbirane

svjetlosti) 1 koncentracije otopljene tvari:
A = ¢ebc 3)

gdje je ¢ molarni apsorpcijski koeficijent, b duljina puta zracenja i ¢ koncentracija tvari koja
apsorbira zrafenje iz ultraljubicastog ili vidljivog dijela spektra elektromagnetskog

zraéenja.'!6
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Kod liposoma, koji sadrze isklju¢ivo molekule lipida koje nemaju kromofore, ne
dolazi do apsorpcije zracenja iz UV i vidljivog dijela spektra. Nedostatak UV-Vis signala
lipida je razlog zbog kojeg se UV-Vis spektroskopija rijetko koristila u karakterizaciji
termotropnog ponaSanja samih liposoma. Jos krajem 1980-tih, Cevc i suradnici su proucavali
promjene zamucenja lipidnih suspenzija PC-lipida i masnih kiselina pra¢enjem promjene
temperature. UspjeSno su uocili promjenu jakosti zamuéenja (turbititeta) suspenzija pri
temperaturi faznog prijelaza lipida.!'” Jednaka metodologija je koristena i u novijim
istrazivanjima u kojima se temperaturno-ovisna UV-Vis spektroskopija pokazala uspjesnom,
jednostavnom i neinvazivnom u odredivanju temperature faznih prijelaza lipida, buduéi da
promjene jakosti zamuéenja lipidnih suspenzija uzrokuju mjerljive promjene
apsorbancije.!®!18

Iako UV-Vis spektri lipidnih suspenzija ne pokazuju apsorpcijske vrpce tipicne za
kromoforne skupine zbog nepostojanja kromofornih skupina, na temelju temperaturno-
ovisne promjene zamucenja lipidnih suspenzija moguce je odrediti temperature faznih
prijelaza lipida uz pomo¢ kemometrickih alata. S tim ciljem, izmjereni temperaturno-ovisni
UV-Vis spektri (slika 15., lijevo) analiziraju se kemometricki i to multivarijatnim pristupom
metode izmjeni¢nih najmanjih kvadrata uz analizu promjenjivih faktora (engl. multivariate
curve resolution with alternating least squares 1 evolving factor analysis, MCR-ALS with
EFA). Radi jednostavnosti, u nastavku ¢e se za spomenuti pristup koristiti naziv
multivarijantna analiza krivulja (engl. multivariate curve analysis, MCA). Pod
pretpostavkom poznat broj komponenti koje opisuju temperaturnu varijabilnost spektra (u
slucaju lipidnih suspenzija bez kromofora — jedne komponente), skup eksperimentalno
dobivenih temperaturno-ovisnih spektra (D) moze se matematicki, u matricnom obliku,
izraziti kao produkt koncentracijskih (C) i1 spektralnih (S) profila pripadajuce (jedne)

komponente:
D=CS"T+E 4)
pri ¢emu E predstavlja dio varijable koji nije objasnjen umnoskom CST.

Koncentracijski profil jedne (pretpostavljene) komponente pokazuje sigmoidalni oblik, pri

¢emu se tocke infleksije podudaraju s temperaturama faznih prijelaza (slika 15., desno).
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Dobivene vrijednosti toc¢aka infleksije za DPPC MLV-ove odlicno se podudaraju s

temperaturama faznih prijelaza (7} i Tm) odredenima DSC-om., !8:11%:120

o |
el | T,=32,1402°C

| T.=419+403°C

m

Apsorbancija

Normalizirana (prva) glavna komponenta

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 S50 52
/./nm

Slika 15. Temperaturno-ovisni UV-Vis spektri DPPC-a (lijevo; pune krivulje) 1 (desno)
koncentracijski profil (prve glavne) komponente dobiven viSedimenzionalnom analizom
krivulja (MCA) (tockasta crna krivulja) i krivulja uskladivanja na dvostruki Boltzmannov

profil (crvena krivulja) . Istaknute su temperature pri kojima su odredene to¢ke infleksije.'®

2.5.3. FTIR-ATR spektroskopija

Infracrvena (IR) spektroskopija predstavlja analiticku tehniku koja se temelji na proucavanju
interakcije molekula s elektromagnetskim zra¢enjem u podrucju valnih brojeva od 14000 cm™
do 20 cm™. Apsorpcija zracenja u tom podrucju odgovara promjenama vibracijskih energijskih
razina unutar molekule.!?! Do apsorpcije dolazi kada energija upadnog elektromagnetskog
zraCenjazracenja odgovara razlici energija izmedu dvaju vibracijskih stanja molekule. Drugim
rijeCima, infracrveno zracenje potice prijelaze izmedu vibracijskih stanja molekula, pri cemu je
osnovni uvjet za pojavu apsorpcijskog maksimuma promjena dipolnog momenta tijekom
vibracije. Takvi prijelazi o€ituju se kao karakteristi¢ni signali u IR spektru, Sto omogucuje
identifikaciju funkcijskih skupina i proucavanje strukture molekula.'??> Suvremeni IR

spektrometri najcesce se temelje na tehnici Fourierove transformacije (FTIR), koja omogucuje

Petra Males Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 31

brzo prikupljanje podataka i visoku osjetljivost mjerenja. U FTIR spektru, signal se prikazuje
kao funkcija valnog broja (#), koji predstavlja reciproénu vrijednost valne duljine (1) i izrazava
se u jedinicama cm™'. Valni broj je proporcionalan energiji (£) i frekvenciji fotona (v) prema

jednadzbama:

o1
i=1 ()
C
v=s (6)
E=hv=%=hcv (7)

gdje je h Planckova konstanta (6,626 x 1073* J s), a ¢ brzina elektromagnetskoga zracenja u

vakuumu.'?

Unutar elektromagnetskoga spektra infracrveno (IR) zracenje dijeli se na tri dijela: blisko (engl.
near infrared, NIR), srednje (engl. mid infrared, MIR) 1 daleko (engl. far infrared, FIR) (tablica
1.). U NIR podrucju su dominantni prijelazi koji ukljucuju vise tonove, kombinacijske prijelaze,
kao i elektronske prijelaze nize energije. MIR podrucje ima najvecu analiticku vaznost jer se u
tom podrucju opazaju fundamentalni vibracijski prijelazi ve¢ine molekula. U FIR podrucju se
uocCavaju vibracije koje ukljucuju teske atome, okosnicu molekule te vibracije kristalne

resetke.!?>123

Tablica 1. Podjela IR spektralnog podrucja s pripadaju¢im valnim duljinama (4) 1

valnim brojevima (#).!%?

.. Valna duljina Valni broj
IR podrudje -
A /pm v/em!
. 14000-3600
Blisko (NIR) 0,7-2,8
Srednje (MIR) 2,8-50 3600-200
Daleko (FIR) 50-500 200-20
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Apsorpcijom zra¢enja u MIR podrucju pobuduju se molekulske vibracije, koje se dijele
u dvije osnovne kategorije: vibracije istezanja i vibracije deformacije. Vibracije istezanja
ukljuc¢uju promjenu duljine kemijske veze izmedu dvaju atoma i mogu biti simetricne ili
antisimetri¢cne. Kod simetricnog istezanja jezgre se istodobno priblizavaju ili udaljavaju od
zajednickog centra mase, dok se kod antisimetri¢nog istezanja jedna jezgra priblizava, a druga
udaljava (slika 16.).!%-124

0 B

) - ) - - -
Simetri¢no Antisimetri¢no
125

Slika 16. Primjeri vibracija istezanja. Preuzeto 1 doradeno.

Deformacijske vibracije uzrokuju promjene kuta izmedu dviju veza koje vibriraju te se javljaju
u molekulama s najmanje tri atoma. Za skupine od tri atoma koje se sastoje od srediSnjeg atoma
jedne vrste 1 atoma druge vrste smjestenih na krajevima veza, ovisno o smjeru gibanja, razlikuju
se Cetiri osnovna tipa deformacijskih vibracija: strizenje, zibanje, klacenje 1 uvijanje (slika
17.)." Za skupine veéeg broja atoma vibracije deformacije se dijele na deformacije u ravnini i

izvan ravnine.

J\,. “w_. Qv .\3 (k/'\ v e

Zibanje Klacéenje Uvijanje StriZenje

Slika 17. Primjeri deformacijskih istezanja. Preuzeto i doradeno.!'?®
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Snimljeni FTIR spektar predstavlja ovisnost apsorbancije ili transmitancije o valnom broju (v),
pri ¢emu se svaka apsorpcijska vrpca odnosi na vibraciju odredene funkcijske skupine. Polozaj
vrpce odreden je jakoSc¢u kemijske veze i masama atoma koji sudjeluju u vibraciji te je opisan
formulom:

1 k

=z ®

2mecAl U

<\
Il

gdje su k konstanta sile veze, u reducirana masa, a ¢ brzina svjetlosti u vakuumu (= 3 < 10®* m
s).

Budu¢i da metilenske skupine u razli¢itim konfiguracijama (frans/gauche) apsorbiraju
zracenje pri razli¢itim valnim brojevima, FTIR spektroskopijom moguce je razlikovati lipidne
dvoslojeve u gel- i fluidnoj fazi.'?® Sam fazni prijelaz se moZe detektirati prvenstveno pomakom
maksimuma vrpci uslijed promjene faze (izazvane promjenom temperature) i promjenom
njihove apsorbancije. Posebno su znacajne vrpce koje odgovaraju antisimetricnom (Vs) 1
simetricnom (vs) istezanju metilenske (—CH2—) skupine (vasCH: 1 v{CH2) te deformacijskim
vibracijama CH: skupina, isti¢u¢i striznu vibraciju (yCHz). Maksimumi vrpei v, CHz 1
vsCHzjavljaju se pri priblizno 2920 cm™ i 2850 cm™, a pomak maksimuma za otprilike ili do 4
cm ' obi¢no oznacava gel-fluid fazni prijelaz. PoloZaj 1 intenzitet tih vrpci ovise o duljini 1
zasi¢enosti ugljikovodi¢nih lanaca, strukturi polarnih glava lipida, prisutnosti aditiva te samoj
prirodi faznog prijelaza.'”” U membranskim sustavima koji sadrZe proteine i peptide, njihov
doprinos apsorpciji v@)sCH2 vrpci moZe utjecati na interpretaciju spektra. Medutim, ako je taj
udio zanemariv, promjene u lipidnim lancima i dalje se mogu precizno pratiti FTIR-om.'?%!%
Zbog moguceg preklapanja vrpci antisimetricnog istezanja (vasCH.) s vrpcama CHs skupine 1
Fermijevom rezonancijom prvih tonova strizne vibracije CHz skupina, za analizu je korisnije
pratiti simetri¢no istezanje CH: skupine (viCH:), koje se pokazalo pouzdanijim pokazateljem
faznog prijelaza kod modelnih membranskih sustava.'*°

Deformacijske strizne vibracije (yCHz; ~1470 cm™) 1 vibracije njihanja (oCHz; ~720
cm™) dodatno se koriste za procjenu lateralne organizacije alkilnih lanaca u fazi gela.'®!
Prijelazom iz faze gela u fluidnu fazu povecava se pokretljivost lanaca, Sto rezultira Sirenjem,
smanjenjem intenziteta pa ¢ak i1 nestajanjem vrpci. Treba napomenuti da se tako slabe vrpce
Cesto preklapaju sa signalima otapala ili polarnih glava lipida, Sto treba imati na umu prilikom

interpretacije spektara takvih uzoraka.!*?
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Uz signale ugljikovodic¢nih lanaca, vibracije istezanja glicerolne okosnice (vC=0) te
polarnih glava lipida (antisimetri¢no istezanje fosfatne skupine; vaisPO>") takoder pruzaju
informacije o medumolekulskim interakcijama i1 faznim prijelazima. Medutim, karakterizacija
vC=0 vrpce otezana je zbog intenzivne i djelomicno preklapajuée apsorpcijske vrpce vode u
podrucju 1750-1400 cm™ (linearno svijanje; SHOH) Sto se donekle moze poboljsati primjenom

FTIR tehnike prigu$ene totalne refleksije (engl. attenuated total reflection, ATR, slika 18.).!3

UZORAK

Detektor

0 ATR kristal

Slika 18. Shematski prikaz ATR tehnike. Preuzeto i doradeno.'**

ATR je jedan od najcesce koristenih pristupa u prikupljanju IR spektara jer omoguéuje brzu i
jednostavnu analizu uzoraka bez potrebe za slozenom pripremom. Temelji se na fenomenu
potpune unutarnje refleksije koji nastaje kada infracrveno zracenje, pod odredenim kutom,
prelazi iz opticki guSéeg u rjedi medij. Upadna zraka na granici izmedu kristala i uzorka se lomi
uslijed prodiranja nekoliko mikrometara u uzorak (dubina prodiranja je ovisna o optickom
elementu), reflektira se prije nego dode do detektora i uzrokuje pojavu apsorpcijskih
spektara.'3>13¢ Buduéi da dolazi do loma svjetlosti uslijed prikupljanja spektara, a indeks loma

svakog optickog elementa je ovisan o frekvenciji,'*’

relativni intenziteti apsorpcijskih vrpei u
ATR spektru razlikuju u razli¢itim dijelovima spektra, a u odredenoj mjeri i od onih u klasi¢nim
transmisijskim spektrima.'*® Ipak, poloZaji maksimuma vrpci (valni brojevi) i njihov oblik
(posebice kad je rije¢ o izoliranim vrpcama) ostaju prakticki nepromijenjeni jer ovise o

intrinzi¢nim vibracijskim energijama molekula, a ne o na¢inu uzorkovanja.'’* Osim u
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kvalitativnoj identifikaciji spojeva, FTIR-ATR-om se mogu pratiti dinamic¢ki procesi poput
kemijskih reakcija u stvarnom vremenu, adsorpcije ili difuzije molekula kroz povrsinu. 414!
FTIR-ATR spektroskopija je u novije vrijeme postala vrijedan alat u istrazivanju lipidnih
suspenzija jer omogucuje pracenje molekulskih interakcija unutar membranskih sustava bez
potrebe za dodatnim oznacavanjem uzoraka,'*>!* kao i jedinstven uvid u strukturnu dinamiku
membrana i njihovu interakciju s biomolekulama. Dodatno, upotrebom viSeslojnih senzora i

kontroliranih protoka uzoraka moguce je pratiti stvaranje i stabilnost lipidnih filmova u realnom

vremenu. '+

2.5.4. Dinamicko i elektroforetsko rasprsenje svjetlosti

Veli¢ina cCestica koloidnih dimenzija u suspenzijama moze se pouzdano odrediti tehnikom
dinamickog rasprsenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS). Ova tehnika temelji se
na osvjetljavanju uzorka monokromatskim laserskim zra¢enjem, pri ¢emu se svjetlost rasprsuje
na makromolekulama prisutnima u uzorku. RasprSenje se odvija u svim smjerovima, a
intenzitet i kut rasprienja ovise o veli¢ini, obliku i koncentraciji Gestica u otopini.'*’
Makromolekule (poput lipida i proteina) u otopini neprestano su pod utjecajem nasumicnih sila
koje proizlaze iz sudara s molekulama otapala, Sto rezultira njihovim slucajnim gibanjem
poznatim kao Brownovo gibanje. Analizom fluktuacija intenziteta rasprSene svjetlosti, koje su
posljedica tog gibanja, moguce je odrediti difuzijski koeficijent (D), koji predstavlja poveznicu
izmedu dinamike Brownovog gibanja i veli€ine Cestice. Brzina gibanja ¢estica u otopini ovisi
ne samo o njihovoj veli¢ini i obliku, veé i o temperaturi te viskoznosti medija.'*® Veza izmedu
difuzijskog koeficijenta (D) i hidrodinamic¢kog promjera (du) estice definirana je Einstein—
Stokesovom jednadZzbom:

kg'T
dy = ——
H ™ 309D

)

gdje je du hidrodinamicki promjer, D translacijski koeficijent difuzije, kg Boltzmannova

konstanta, T apsolutna temperatura, a # viskoznost.'*’

Svjetlost se rasprSuje s povrSine Cestica dispergiranih u otopini, a svaka promjena njihove

povrsine koja utjece na brzinu difuzije ocituje se kao promjena prividne veli¢ine Cestica. Osim
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odredivanja veli¢ine i stabilnosti Cestica u otopini, DLS tehnika se moze koristiti za proucavanje
utjecaja razli¢itih eksperimentalnih parametara (npr. temperature, koncentracije, pH
vrijednosti) na procese stvaranja agregata ili slicnih samoorganiziraju¢ih molekulskih struktura.
Prikladna je za analizu uzoraka u Sirokom rasponu pufera, kao i pri razli¢itim temperaturama.
Prednosti ove tehnike ukljucuju njezinu neinvazivnost te potrebu za relativno malom koli¢inom
uzorka. Treba napomenuti da pouzdanost DLS mjerenja moZze biti ograni¢ena u sustavima u

kojima postoji velika razlika izmedu promjera dispergiranih ¢estica i molekula otapala.!46:147

Elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS) predstavlja
jednu od najcesce primjenjivanih metoda za odredivanje elektroforetske pokretljivosti 1 (£)-
potencijala koloidnih sustava.!*!%” Metoda se temelji na mjerenju brzine gibanja nabijenih
Cestica u primijenjenom elektri¢nom polju, pri ¢emu se elektroforetska pokretljivost («) definira

kao omjer elektroforetske brzine Cestice (v) 1 jakosti elektri¢nog polja (E):
W=7 (10)

U ELS mjerenju uzorak se smjesta u mjernu kivetu opremljenu elektrodama izmedu kojih se
uspostavlja homogeno elektriéno polje.'*® Pod njegovim utjecajem nabijene &estice gibaju se
prema elektrodi suprotnog naboja. Istodobno, kroz uzorak prolazi koherentna laserska zraka
koja se rasprSuje na Cesticama. Gibanje Cestica uzrokuje promjenu frekvencije rasprSene
svjetlosti uslijed Dopplerova efekta, a analiza frekvencijskog pomaka omogucuje odredivanje
njihove brzine, odnosno elektroforetske pokretljivosti.'* 1z dobivene elektroforetske
pokretljivosti, {-potencijal se izrac¢unava primjenom Henryjeve jednadzbe:
et 0D

gdje je & dielektricna permitivnost medija, g dielektricna permitivnost vakuuma, # viskoznost,
a f(xa) Henryjeva funkcija koja ovisi o omjeru debljine difuznog sloja 1 radijusa Cestice. U
vodenim medijima srednje 1 viSe ionske jakosti najces¢e se primjenjuje Smoluchowskijeva
aproksimacija (f{ka) = 1,5).'*® lako ne predstavlja izravnu mjeru povrsinskog naboja, (-
potencijal se smatra kljuénim parametrom za procjenu koloidne stabilnosti, buduci da odrazava

ravnotezu elektrostatskih i privlaénih medudesti¢nih sila u sustavu.!*®1%% Sustavi s apsolutnim
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vrijednostima {-potencijala ve¢im od priblizno 30 mV opcenito pokazuju povecanu kineticku

stabilnost uslijed izrazenijeg elektrostatskog odbijanja medu ¢esticama.'>

Liposomima je (-potencijal odreden sastavom lipidnog dvosloja i1 disperzivnog
medija.'*® Fosfolipidi koji sadrze negativno nabijenu skupinu (npr. serin) doprinose negativnom
povrsinskom naboju, dok se dodatkom kationskih lipida moZe posti¢i pozitivan {-potencijal.'>!
Vrijednost {-potencijala ovisi 1 o pH-vrijednosti te ionskoj jakosti medija, te se povecanjem
koncentracije iona u mediju uzrokuje kompresija elektricnog dvosloja i smanjenje apsolutna
vrijednost (-potencijala, §to moze dovesti do poveéane agregacije liposoma.'*®!% Dodatno,
adsorpcija proteina na povrsinu liposoma §to moZze promijeniti izmjereni {-potencijal te utjecati
na distribuciju makromolekula u sustavu, stoga je kontrola {-potencijala jedan od klju¢nih
parametara pri razvoju liposomskih formulacija, osobito u kontekstu optimizacije stabilnosti i

osiguravanju reproducibilnosti uzoraka.'?

2.5.5. Konfokalna mikroskopija

Konfokalna laserska pretrazna mikroskopija (engl. confocal laser scanning microscopy,
CLSM), skrac¢eno konfokalna mikroskopija, napredna je tehnika svjetlosne mikroskopije kojom
se omogucuje detekcija svjetlosti iz vrlo tankog optickog presjeka uzorka. Za razliku od
klasi¢ne mikroskopije Sirokog polja, u kojoj se cijelo vidno polje istodobno osvjetljava, u
konfokalnoj mikroskopiji fokusirana laserska zraka osvjetljava uzorak tocku po tocku, a
emitirana svjetlost prolazi kroz uSicu (engl. pin-hole) koja blokira signal iz izvanfokalnih
slojeva. Iako je prostorna razluc€ivost konfokalnog mikroskopa slicna onoj u mikroskopiji
Sirokog polja (lateralno oko 200 nm, aksijalno 500-700 nm), poboljSana z-rezolucija
omogucuje opticko sekcioniranje 1 trodimenzionalnu rekonstrukciju bez fizickog rezanja
uzorka.'>* U usporedbi s mikroskopijom Sirokog polja, konfokalna mikroskopija nudi bolji
kontrast i smanjenu pozadinsku fluorescenciju, no zahtijeva dulje vrijeme snimanja i moze
uzrokovati fotoizbjeljivanje fluorofora. Za razliku od elektronske mikroskopije TEM (engl.
transmission electron microscopy, TEM) 1 SEM (engl. scanning electron microscopy, SEM),
omogucuje neinvazivno snimanje bioloskih uzoraka u fizioloskim uvjetima, bez potrebe za
vakuumom, dok u usporedbi s mikroskopijom atomskih sila (engl. atomic force microscopy,

AFM) omogucéuje vizualizaciju unutarnjih volumena, a ne samo povrsine uzorka.'>*
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Ogranicenja konfokalne mikrokopije ukljucuju ograni¢enu dubinu prodiranja svjetlosti
(~100 pm), dulje vrijeme skeniranja, fototoksi¢ne ucinke kod zivih stanica i neophodno
koristenje fluorescentnih proba koje mogu u izvjesnoj mjeri utjecati na rezultate. UnatoC tome,
konfokalna mikroskopija ima vaznu ulogu u istrazivanjima stani¢ne biologije, biokemije i
materijalnih znanosti jer omogucéuje pracenje prostorne distribucije biomolekula, dinamike
membranskih sustava te interakcija proteina i liganada u stvarnom vremenu.'>> U istrazivanju
lipidnih modelnih sustava poput na primjer GUV-ova (engl. giant unilamellar vesicles) 1 SUV-
ova (engl. small unilamellar vesicles) omogucuje opticko oslikavanje po dubini uzorka, analizu
unutrasnjih slojeva vezikula, kao i prac¢enje raspodjele fluorescentno obiljezenih lipida te
dinamike faznog razdvajanja u membranama.'*® Buduéi da iziskuje koristenje proba koji
posjeduju fluorofore koji emitiraju zracenje pri razli¢itim valnim duljinama ovisno o okruzenju
u kojem se nalaze (npr. Laurdan, Dil, NBD), njome je moguce razlikovati gel- i fluidnu fazu
lipidnih dvosloja u kojima se probe nalaze te kvantificirati promjene u membranskoj fluidnosti
i heterogenosti.'>”15%:15%.160 K onfokalna mikroskopija omoguéuje i pra¢enje interakcija peptida
1 proteina s membranama, poput umetanja amfifilnih heliksa, formiranja pore ili destabilizacije

dvosloja.!16!

2.5.6. CD spektroskopija

Spektroskopija cirkularnog dikroizma (engl. circular dichroism, CD) je jedna od klju¢nih
kiroopti¢kih tehnika u kemiji i strukturnoj biologiji za odredivanje konformacije proteina,
peptida i polipeptida. Temelji se na pojavi cirkularnog dikroizma, odnosno razlici u apsorpciji
lijevo- 1 desno-cirkularno polariziranog svjetla kod kiralnih molekula koje sadrze opticki
aktivne kromofore. Takoder, rije¢ je o apsorpcijskoj tehnici u kojoj vrijedi Beer-Lambertov
zakon (opisan u poglavlju 2.5.2.), prema kojem koli¢ina svjetlosti koju uzorak apsorbira ovisi
o koncentraciji i duljini puta mjerenja.'6?

U dalekom UV podrucju (190-250 nm) dominantni su elektronski prijelazi amidnih
skupina (n — n* i m — ©*) koji daju dvije karakteristicne apsorpcijske vrpce (slika 19.), ¢ija
energija 1 intenzitet ovise o geometriji peptidne okosnice. Dekonvolucijom spomenutih
apsorpcijskih vrpci mogu se procjeniti sekundarne strukture proteina poput a- uzvojnica i 3-

nabranih plo€a pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima. lako sve sekundarne strukture
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proteina, pa i one neuredene, imaju razli¢ite CD spektre, dekonvolucija je sloZenija od
dodjeljivanja vrpce pojedinoj strukturnoj komponenti.'®>!®* Analiza sekundarnih struktura
zahtjeva kemometricke alate prilagodavanja krivulje temeljene na skupu referentnih spektara s
poznatim komponentama sekundarne strukture koje se koriste za procjenu komponenti u uzorku

putem regresijske analize.!>!63
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Slika 19. CD spektar peptidne veze u dalekom UV podrucju. Preuzeto i

doradeno.'%°

Analizom CD spektara moguce je odrediti kiralnost i konformaciju molekula, pratiti promjene
povezane s denaturacijom, vezanjem liganda ili interakcijama izmedu biomolekula.!% Signali
u CD spektrima mogu nastati 1 od inducirane kiralnosti 1 reorganizacije lipidnih dvoslojeva
nastalih prilikom interakcije s drugim biomolekulama, poput proteina ili peptida.!”'% U
kombinaciji s drugim tehnikama poput NMR-a, FTIR-a, DLS-a i fluorescentne spektroskopije,
analiza CD spektara pruza uvid u molekulski mehanizam stabilizacije liposomskih nosaca

lijekova i promjena u fluidnosti membrane.'3%!4°
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

U radu su koristene sljedece kemikalije:

1. DPPC — 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin (>99% cistoce, Avanti Polar Lipids)

2. DPPS — 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilserin (=99% cistoce, Avanti Polar Lipids)

3. DPPE - 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin (>98% Cisto¢e, Cayman
Chemical)

4. bSM - sfingomijelin iz mozga (svinjski, >99% cistoce, Avanti Polar Lipids)

5. Chol — kolesterol (=98% c¢istoc¢e, Avanti Polar Lipids)

6. POPC — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilokolin (>99% Ccisto¢e, Avanti Polar
Lipids)

7. POPE — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin (>99% ¢isto¢e, Avanti Polar
Lipids)

8. POPS — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-L-fosfatidilserin (>99% cisto¢e, Avanti Polar
Lipids)

9. CHCIs;— kloroform (p.a., Carlo Erba Reagents)

10. NaCl — natrijev klorid (p.a., Kemika, Zagreb)

11. MBP — mijelinski bazi¢ni protein (govedi, 90% cistoce, Sigma-Aldrich)

3.2. Priprema liposoma

Za pripremu pocetnih otopina odvagano je 100 mg svakog lipida, potom su otopljeni u 10 mL
kloroforma (CHCIls) do koncentracije y = 10 mg mL™* (¢(DPPC) = 0,013 M; ¢(DPPE) = 0,014
M; ¢(DPPS) = 0,013 M; ¢(bSM) = 0,013 M; ¢(Chol) = 0,026 M; ¢(POPC) = 0,013 M; c¢(POPE)
=0,014 M; ¢(POPS) = 0,013 M). Ove otopine sluzile su za pripremu tankih lipidnih filmova, iz
kojih su dobiveni MLV-ovi (strukturne formule svih koristenih lipida prikazane su na slici 20.,
te su u tablici 2. navedene temperature njihovih glavnih faznih prijelaza (7,). KoriSteni

sfingomijelin je bSM (engl. brain sphingomyelin), koji je smjesa lipida razli¢itih duljina
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zasi¢enih i nezasi¢enih ugljikovodi¢nih lanaca (C16: C18: C20: C22: C24: C24(1): nepoznato)
=2:50:5:7:5:21: 10.
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Slika 20. Strukturne formule 1 puni nazivi svih koristenih lipida za pripremu MLV-ova.

Tablica 2. Temperaturne vrijednosti glavnog faznog prijelaza (7,) koristenih komercijalno
dostupnih lipida.l18’167’168’169’170’171

Lipid (zasi¢eni lanci) T,/°C Lipid (nezasiceni lanci) T,/°C
DPPC 41 POPC -2
DPPE 63 POPE 25
DPPS 54 POPS 14
bSM 25-45 * *
Chol 148 * *

* Nema analoga s PC, PE i SM lipidima.
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MLV-ovi koji predstavljaju modelni mijelin pri fizioloskim uvjetima (normalni MMM) kao i
MLV-ovi koji predstavljaju modelni mijelin pri patoloSkim uvjetima (promijenjeni MMM)

pripravljeni su metodom hidratacije tankog lipidnog filma temeljenoj na klasi¢nom

Banghamovom postupku (slika 21.).%?
Bubrenje F -
T ormiranje
Hpkinik lipidnih
) o dvosloja dvostata
Smjesa lipida Suhi tanki ~ J
lipidni film
[ S—

A g

Wt f /
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Slika 21. Shematski prikaz pripreme liposoma. Preuzeto i doradeno.'”

Konkretno, odgovaraju¢i volumeni otopina pojedinih lipida pipetirani su u zasebne okrugle
staklene tikvice s ciljem dobivanja lipida u odgovaraju¢im omjerima u prisustvu/odsustvu Chol
te u odsustvu/prisustvu MBP-a. Molni omjeri lipida (s Chol) u normalnim MMM-ovima su
(n(PC): n(PE): n(PS): n(bSM): n(Chol) = 27: 21: 4: 6: 42) s/bez MBP-a, a u promijenjenim
MMM-ovima (s Chol) su omjeri (n(PC): n(PE): n(PS): n(bSM): n(Chol) = 19: 22: 9: 2: 48.
Ekvivalentno su priredeni MMM-ovi koji imaju DPPC, DPPE i DPPS lipide kao i POPC, POPE
1 POPS lipide. S ciljem utvrdivanja utjecaja Chol na normalne i promijenjene MMM-ove,
priredeni su MMM' (bez Chol) u navedenim omjerima lipida bez dodanog Chol za normalne
MMM'-ove (n(PC): n(PE): n(PS): n(bSM) = 47: 36: 7: 10) i za promijenjene MMM'-ove
(n(PC): n(PE): n(PS): n(bSM) =37: 42: 17: 4). Ovi omjeri temelje se na literaturnim podacima
o relativnim zastupljenostima lipida u mijelinskoj ovojnici, kao i na modelima koji se koriste

za praéenje promjena u promijenjenim (patoloskim) stanjima (tablica 3.).%°
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Tablica 3. Omjeri koriStenih lipida sa zasi¢enim i nezasi¢nim lancima u MMM-ovima i MMM'-

56

ovima.
Molarni
omjeri lipida MMM sustavi- MMM' sustavi-
- MMM sustavi- . . | MMM’ sustavi- L
(zasiceni/ .. .| promijenjeni .. .| promijenjeni
o normalni uvjeti - normalni uvjeti -
nezasiceni uvjeti uvjett
lanci)
n (DPPC/
27 19 47 37
POPC)
n (DPPE/
21 22 36 42
POPE)
n (DPPS/
4 9 7 17
POPS)
n (bSM) 6 2 10 4
n (Chol) 42 48 / /

Nakon §to su lipidi dodani otopina lipidau tikvice, iz smjesa je uklonjeno organsko otapalo
(kloroform) na rotacijskom isparivac¢u pod snizenim tlakom sve do formiranja homogenog,
suhog lipidnog filma na stijenkama tikvica. Preostali tragovi otapala uklonjeni su dodatnim
suSenjem pod blagim protokom inertnog plina (Ar), ¢ime se osigurala potpuna desolvatacija
otapala od lipida 1 stabilnost formiranog filma. Lipidni filmovi su suspendirani ili vodenom
otopinom natrijeva klorida (NaCl(aq); /. = 100 mM, pH = 6), ili NaCl(aq) u kojoj je otopljen
MBP do koncentracije y = 0,6 mg mL™'. Dodani volumeni MBP-a otopljenog u NaCl(aq)
odabrani su tako da ukupni omjer proteina i lipida bude oko 1:200, Sto odgovara omjeru
prisutnom u ljudskom mijelinu.* Primjena fizioloskih ionskih uvjeta (koristenjem NaCl(aq)) u
pripremi MBP otopina temelji se na poznatoj osjetljivosti MBP-a na ionsku jakost i pH, §to
utje¢e na njegovu konformaciju i afinitet vezanja za membrane.’® Nakon dodavanja otapala,

uzorci su podvrgnuti standardiziranim ciklusima homogenizacije koji ukljucuju: 1) zagrijavanje

Petra Males Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 44

u vodenoj kupelji (~ 70°C), ii) mijeSanje na vortex-mjesalici te iii) hladenje u ledenoj kupelji
(~ 4°C). Navedeni ciklusi ponovljeni su tri puta, $to je u skladu s ranije opisanim protokolima
za uéinkovitu resuspenziju i formiranje MLV-ova.!”*!"* Svjeze pripremljene lipidne suspenzije
(1 MMM-ovi i MMM'-ovi, sa/bez MPB-a) koriStene su odmah nakon pripreme u skladu s
preporucenim koncentracijama za pojedine tehnike. Za DSC, FTIR i konfokalnu mikroskopiju
uzorci su koriSteni bez razrjedenja pri koncentraciji od y = 5 mg mL™'. Za UV-Vis
spektroskopiju CD uzorci su razrijedeni na y = 1 mg mL™', a za DLS 1 ELS mjerenja na y = 0,05

mg mL™.

3.3. DLSIELS

Raspodjela veli¢ina MLV-ova odredena je primjenom DLS tehnike koristeci spektrofotometar
za korelaciju fotona Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) opremljen
zelenim laserom valne duljine 532 nm. Prosjecni hidrodinamicki promjer (dn) definiran je kao
vrijednost koja odgovara maksimumu vrha u raspodjeli volumena cestica. Prikazani rezultati
predstavljaju aritmeticku sredinu Sest neovisnih mjerenja provedenih pri kontroliranoj
temperature od 25 °C.

Tehnikom elektroforetskog rasprSenja svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering,
ELS) odreden je zeta- ({) potencijal upotrebom preklopne kapilarne ¢elije (Malvern, Panalytical
Folded Capillary Zeta Cell). Vrijednosti {-potencijala izraCunate su na temelju izmjerene
elektroforetske mobilnosti primjenom Henryjeve jednadzbe, koriste¢i Smoluchowskijevu
aproksimaciju koja je prikladna za sustave viSe ionske jakosti. Mjerenja su provedena tri puta
za jedan uzorak pri koncentraciji od 0,05 mg mL". Svi DLS i ELS podaci obradeni su u

softverskom paketu Zetasizer, verzija 7.13 (Malvern Instruments).

Petra Males Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 45

3.4. Konfokalna mikroskopija

Analiza morfoloskih obiljezia MMM-ova, u odsutnosti 1 prisutnosti MBP-a, provedena je
konfokalnom laserskom skeniraju¢om mikroskopijom (CLSM) koriste¢i sustav Leica TCS-SP8
(Leica Microsystems, Mannheim, Njemacka). Mikroskop je bio opremljen imerzijskim
objektivom za uranjanje u vodu povecanja 63x visoke numericke aperture, ¢cime je omogucena
visoka prostorna rezolucija i minimalna refrakcijska aberacija tijekom snimanja vodenih
lipidnih sustava.'>® Za ekscitaciju je koristen OPSL-488 laser (Coherent, Berlin, Njemacka), pri
snazi od 1 %, a sva mjerenja izvedena su u svjetlosnom (engl. bright-field) nafinu rada pri
sobnoj temperature (25 °C) kako bi se o¢uvala nativna struktura membranskih modela.!”
Dobivene slike pohranjene su i dokumentirane pomocu softverskog paketa LAS X Life
Science Microscope Software (Leica Microsystems, Mannheim, Njemacka).!'”® Naknadna
obrada slike, ukljucujuéi korekciju kontrasta, uklanjanje Suma te odabir reprezentativnih
prikaza, provedena je u programu Fiji ImageJ (v2), koji je standardni softverski alat za analizu

mikroskopskih podataka u otvorenom pristupu.'”’

3.5. Razlikovno-pretrazna kalorimetrija

Mjerenja razlikovno-pretraznom kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry, DSC)
izvedena su pomocu mikrokalorimetra Nano-DSC (TA Instruments, New Castle, DE, SAD).
Za sve eksperimente koriStene su suspenzije lipida, s ili bez MBP-a, pri koncentraciji od 5 mg
mL™". Prije analize uzorci su degazirani 15 minuta pod smanjenim tlakom (0,60 bara) kako bi
se uklonila prisutnost otopljenih plinova i osigurala stabilna bazna linija tijekom mjerenja.
Eksperimentalni protokol ukljucivao je dva uzastopna ciklusa zagrijavanja i hladenja,
pri brzini promjene temperature od 1 °C min ™', unutar raspona od 10 do 90 °C. Vodena otopina
natrijeva klorida (NaCl(aq), / = 100 mM) korisStena je kao referentni uzorak te je zasebno
izmjerena u istom temperaturnom podrucju 10-90 °C. Takoder, termotropna svojstva MBP-a u
NaCl(aq) istraZzena su na jednak nacin u istom temperaturnom rasponu. Za obradu rezultata
koriSteni su podaci drugog ciklusa zagrijavanja, ¢ime se eliminira mogu¢ utjecaj priprave
suspenzije (odnosno otopine kad je u pitanju MBP u NaCl(aq)).!”
Analiza DSC krivulja provedena je u softveru Nano Analyze (TA Instruments). Nakon

oduzimanja referentne krivulje (NaCl(aq)), DSC krivulje uzoraka dodatno su korigirane u
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odnosu na baznu liniju i analizirane u temperaturnom intervalu od 20 do 52 °C. Kod MMM i
MMM' sustava su temperature (glavnog) faznog prijelaza odredene iz maksimuma (jednog ili

vise njih) 1 oznacene s Tm (kao i kod ¢istih DPPC, DPPE, DPPS 1 bSM lipida).

3.6. UV-Vis spektroskopija

UV-Vis spektri u temperaturno-ovisnom rezimu snimljeniizmjereni su na UV-Vis
spektrofotometru JASCO V-730 (ABL&E Handels GmbH, Wien, Austria) u spektralnom
intervalu od 250 do 500 nm. Uzorci koncentracije y = 1 mg mL™ pipetirani su u kvarcne kivete
volumena 1 mL, hermeticki zatvoreni 1 postavljeni u temperaturno kontrolirani drza¢ kiveta
kako bi se osigurala stabilnost eksperimentalnih uvjeta tijekom mjerenja. Spektri lipidnih
suspenzija s/bez MBP-a snimani su najmanje dvaput unutar temperaturnog raspona od 20 do
50 °C za uzorke s nezasi¢enim, odnosno od 30 do 60 °C sa zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima.

Sirovi spektralni podaci dodatno su obradeni primjenom Savitzky—Golay algoritma
(polinom treceg stupnja, 10 tocaka), metode najmanjeg kvadrata, u spektralnom podruc¢ju od
250 do 300 nm.'” Obradeni spektri su analizirani primjenom MCA koriste¢i javno dostupni
Matlab kod.'®

Prikupljeni spektri organizirani su u matricu (D), koju je moguce prikazati kao umnoZak
dviju matrica: matrice (C), koja opisuje koncentracijski profil komponente odgovorne za
temperaturno inducirane promjene u spektrima, 1 matrice (S), koja definira njezin spektralni

profil (detaljnije objasnjeno u poglavlju 2.5.)."”

3.7. FTIR-ATR spektroskopija

FTIR-ATR spektroskopska mjerenja provedena su koriStenjem spektrometra INVENIO-S
(Bruker), opremljenog jedinicom BioATR II i fotonaponskim LN-MCT detektorom te
programom OPUS 8.5 SP1 (20200710). Za sva mjerenja koristen je KBr razdjelnik svjetlosnog
snopa, postavljen na otvor od 1 mm, dok je brzina skeniranja detektora bila podeSena na 15 kHz
kako bi se povecala osjetljivost. Kruzna BioATR II ¢elija ima radijus od 2 mm te sadrzi dva

kristala, gornji izraden od silicija (Si), te donji od cinkova selenida (ZnSe). ATR ¢elija se pri
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radu kontinuirano propuhuje plinovitim dusikom (N:) iz vanjskog spremnika, a njezina je
temperatura stabilizirana cirkulacijom vode koju kontrolira temperaturni regulator Huber
Ministat 125. Za svako mjerenje je nanoSeno po 20 pL uzorka u ¢eliju pri koncentracijama:
MMM (y =5 mg mL™"), MMM+MBP (y(MBP) = 0,6 mg mL™'; y(MMM) =5 mg mL") te MBP
u NaCl(aq)-u. FTIR spektri lipidnih suspenzija sa zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima su
prikupljeni pri temperaturama od 30 °C i 60 °C, odnosno pri 20 °C i 50 °C sa nezasi¢enim
ugljikovodi¢nim lancima, zbog karakterizacije u uvjetima koji odgovaraju pretezno gel-fazi (30
°C) 1 fluidnoj (60 °C) fazi. Za svaki uzorak izvedena su tri neovisna mjerenja, osim za NaCl(aq),
koji je snimljen jednom. Svi spektri prikupljani su pri nominalnoj spektralnoj razluc¢ivosti od 2
cm™ i prosjek su 256 snimaka.

Snimljeni spektri analizirani su u sljede¢im spektralnim podruc¢jima:
(1) 2980-2820 cm™, gdje se nalaze vrpce antisimetricnog (vasCH2) 1 simetricnog (vsCH2)
istezanja metilenskih skupina u ugljikovodi¢nim lancima lipida;
(i1) 1762-1690 cm™, koje obuhvaca vrpcu istezanja karbonilne skupine glicerolne okosnice
lipida (vC=0O(OR));
(ii1) 1485-1430 cm™, unutar kojeg se pojavljuje strizna vrpca metilenskih skupina (yCH:) te
vrpca svijanja protonirane amino-skupine (ONHs*) MBP-a i DPPE lipida;
(iv) 1275-1190 cm ™, u kojem se nalazi vrpca antisimetri¢nog antisimetri¢no istezanja fosfatnih
skupina u polarnim glavama lipida (vasPO:7), kao 1 antisimetricno istezanje C—O skupina
(vasC—-0). Detaljnije o vaznosti izabranih spektralnih podrucja se nalazi u Rezultatima i raspravi
(poglavlje 4.3.).

U navedenim spektralnim podruc¢jima, spektri su izgladeni postupkom Savitzky—Golay
(polinom tre¢eg stupnja, 30 tocaka), korigirani prema baznoj liniji te obradeni u programu

Spectragryph.'”

3.8. CD spektroskopija

CD spektri su izmjereni koriStenjem Jasco J-815 spektrometra opremljenog Peltierovim
sustavom za preciznu kontrolu temperature, uz uporabu kvarcnih kiveta optickog puta od 0,01
cm. U svako mjerenju je koriSteno 40 pL uzorka: MBP (y(MBP) = 1,3 mg mL'; c(MBP) = 67,4
uM), MMM (y(MMM) = 1 mg mL!, MBP + MMM (y(MBP) = 1 mg mL™), te NaCl(aq). Kivete

su postavljene u temperaturno-kontrolirani CD blok, a mjerenja su provedena pri 30 °C i 60 °C
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s lipidima koji imaju zasi¢ene ugljikovodi¢ne lance, te pri 20 °C i 50 °C s lipidima koji imaju
nezasicene ugljikovodicne lance. Za svaki uzorak zabiljezena su najmanje dva neovisna spektra
radi potvrde reproducibilnosti. CD spektri su snimani u podru¢ju 300-190 nm, brzinom
snimanja 200 nm min' i uz dvije akumulacije, u skladu s preporukama za CD eksperimente
proteina u dalekom UV podrugju.!” Sirovi spektri MMM + MBP korigirani su oduzimanjem
spektra odgovaraju¢ih MMM-ova u NaCl(aq). Nakon toga, spektri su izgladeni primjenom
Savitzky—Golay algoritma (polinom tre¢eg stupnja, 30 tocaka), potom su korigirani prema
baznoj liniji te obradeni u programu Spectragryph.'”

Za kvantitativnu analizu udjela sekundarnih struktura MBP-a iz CD spektara koriSten je
program BeStSel (engl. Beta Structure Selection). BeStSel je specijaliziran algoritam za
dekonvoluciju CD spektara u dalekom UV podrucju koji omogucuje precizno odredivanje
udjela o-uzvojnica, B-struktura (ukljucujuéi paralelne i antiparalelne B-ploce), zavoja i
neuredenih konformacija, ¢ak i kod proteina s visokim udjelom intrinzi¢ne neuredenosti poput
MBP-a.!”>18% Metoda se temelji na unaprijedenoj klasifikaciji B-struktura i usporedbi
eksperimentalnih spektara s referentnim skupom proteina poznate strukture, ¢cime se povecava

pouzdanost analize u odnosu na klasi¢ne CD dekonvolucijske pristupe.'®
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Veli¢ina, zeta-potencijal i morfologija modelnih membrana
4.1.1. DLS, ELS i konfokalna mikroskopija MMM-ova sa zasi¢enim lancima i kolesterolom

DLS i ELS mjerenja MMM-ova pokazuju velike razlike u vrijednosti hidrodinamickog
promjera (dn) normalnih i promijenjenih MMM-ova u prisutnosti MBP-a (slika 22.). Normalni
MMM-ovi priredeni od lipida sa zasi¢enim lancima s Chol (z. nMMM) su 3-4x su veci i
pokazuju znatno $iri raspon vrijednosti u odnosu na promijenjene MMM-ove (z_ pMMM). Oba
opazena fenomena ukazuju na razli¢itu prirodu interakcija izmedu MBP-a i dvaju tipova
MMM-ova, §to proizlazi iz njihovih razli¢itih omjera lipida, posebno udjela anionskog DPPS-
a koji. Naime, DPPS unosi razli¢itu koli¢inu negativnog naboja u MMM-ove (dvostruko je veci
kod promijenjenih nego kod normalnih MMM-ova), ¢ime znafajno mijenja elektrostatsku
privla¢nost izmedu membrane i pozitivno nabijenog MBP-a pri pH vrijednosti medija u kojem

su mjerenja provedena.' 8!

1800 - B z_nMMM+MBP
] -02£0,6mV z_nMMM-MBP
1600 - B z_oMMM+MBP
1 z_pMMM-MBP
1200 -
| 4,4=09mV
E 10001
= 800- 0,3+0,1lmV
600 - i
1 0,5+ 09mV
400 T
200

Slika 22. Veli¢ina (dn) 1 {-potencijal MMM-ova sa zasi¢enim lancima i Chol s/bez MBP-a, te
samog MBP-a.
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Zanimljivo je da obje vrste MMM-ova bez MBP-a (z nMMM-MBP i )
pokazuju usporediv du, Sto potvrduje da su u ovim sustavima razlike u veli¢ini povezane i s
interakcijom proteina i lipidnih dvoslojeva membrane, a ne samo sa svojstvima lipida.

U prisustvu MBP-a, {-potencijal oba sustava pomice se prema vrijednostima blizu nule,
Sto je ocekivano zbog povezivanja pozitivno nabijenog MBP-a s negativno nabijenim lipidima
u suspenzijama. Smanjenje povrSinskog naboja ujedno je glavni ¢imbenik destabilizacije
vezikularnih sustava i olakSava njihovu agregaciju. Rezultati konfokalne mikroskopije dodatno
potvrduju ovaj zakljuak. Snimanje jasno pokazuje agregaciju MMM-ova u prisutnosti MBP-a
(slika 23.), pri ¢emu agregati variraju u veli¢ini 1 morfologiji. Ostale snimke konfokalne

mikroskopije, kao 1 sve vrijednosti DLS 1 ELS mjerenja su u Dodatku 8.1.

z sMMM+MBRN =

Slika 23. Snimke MMM -ova sa zasi¢enim lipidima, Chol i MBP-om dobivene konfokalnom
mikroskopijom. Lijevo je uzorak pri normalnim uvjetima, a desno pri promijenjenim

uvjetima.
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4.1.2. DLS, ELS i konfokalna mikroskopija MMM'-ova sa zasic¢enim lancima bez kolesterola

Kod MMM'-ova sa zasi¢enim lancima bez Chol uocava se vece odstupanje u rezultatima (slika
24.). Kada je rije¢ o MMM'-sustavima pri fizioloSkim uvjetima, veca je veliCina Cestica u
prisustvu MBP-a (z nMMM'+MBP), nego u odsustvu (z nMMM'-MBP). Istodobno je {-
potencijal blizu nuli (-0,2 £ 0,3 mV) u uzorku s MBP-om, §to upuéuje na neutralizaciju

negativnog naboja membranskih lipida uslijed adsorpcije pozitivnog MBP-a.

B : n\MMM'+MBP

600 - P 2z nMMM'-MBP

-0,2£0,3mV B : \MMM'+MBP
12,6 £ 0,8mV z pMMM'-MBP
500 - -13,5 + O,va
£ 400 -
Z -10,4 = 0,6mV
&
300 -
200 -

Slika 24. Veli¢ina (dn) i {-potencijal MMM'-ova sa zasi¢enim lancima s/bez MBP-a.

Nadalje, u normalnom MMM'-u bez MBP-a (z nMMM'-MBP), liposomi zadrzavaju izrazito
negativan {-potencijal (—12,6 + 0,8 mV), ¢ime se odrzava njihova stabilnost i sprjecava
agregacija. Medutim, potpuno drugaciji trend uocen je u uzorcima pri promijenjenim uvjetima.
lako MMM'-ovi s MBP-om (z_ pMMM'+MBP) pokazuju nesto manje negativni {-potencijal u
odnosu na liposome bez MBP-a ( ), ukupna promjena povrsinskog naboja je
znatno manja nego pri normalnim uvjetima. Negativni {-potencijal (—10,4 + 0,6 mV) ukazuje

na oslabljenu interakciju izmedu MBP-a i anionskih lipidnih glava. Posljedi¢no, du ostaje
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relativno malen (~330 nm), bez znacajnih znakova agregacije. Bez MBP-a (» pMIMM'=MEP),
liposomi imaju najnegativniji {-potencijal u ovom skupu (—13,5 + 0,6 mV).

Kao 1 u prethodnom skupu MMM-ova s Chol, konfokalnom mikroskopijom su se
morfoloski potvrdili rezultati dobiveni DLS i ELS tehnikama (slika 25.). Rezultati uzoraka s
nezasicenim lipidima s/bez Chol i s/bez MBP-a DLS-om, ELS-om i konfokalnom

mikroskopijom nalaze se u Dodatku 8.1.

z_ pMMM'+MBP

Slika 25. Snimke MMM'-ova sa zasi¢enim lancima i MBP-om dobivene konfokalnom
mikroskopijom. Lijevo je uzorak pri normalnim uvjetima, a desno pri promijenjenim

uvjetima.
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4.2. Termotropna svojstva modelnih membrana

U okviru analize termotropnih svojstava modelnih lipidnih membrana, najvazniji dogadaj je
glavni fazni prijelaz, tijekom kojega lipidni dvosloj prelazi iz gel-faze (Lg) u tekucu fazu (La).
Ovaj prijelaz obiljezen je maksimumom pri temperaturi taljenja (7m), a njegova vrijednost
prvenstveno ovisi o duljini 1 stupnju zasi¢enosti ugljikovodi¢nih lanaca sastavnih lipida. Na
molekulskoj razini, glavni fazni prijelaz odrazava slabljenje van der Waalsovih sila medu
lipidnim lancima, poveéanje hidratacije u podru¢ju polarne glave te posljedi¢no stanjivanje
dvosloja i poveéanje lateralne pokretljivosti molekula lipida.'$%!83

S obzirom na to da sve lipidne suspenzije pokazuju temperaturno-ovisno zamucenje,
primjenom MCA na temperaturno-ovisne UV-Vis spektre odredene su vrijednosti 7w koje su
usporedive s vrijednostima dobivenim iz DSC krivulja.!® Takva usporedba je napravljena za
uzorke bez dodanog Chol. Njegov dodatak najcesc¢e uzrokuje formiranje membranskih domena
s razli¢itim indeksima loma, promjenu bazne linije spektra te induciranje prividnih pomaka
apsorbancije.!”? Naposljetku, pokazali smo da termotropna svojstva MLV-ova, priredenih od
DPPC lipida s 20% (x) Chol, vise ne pokazuju odli¢no podudaranje s onima dobivenim DSC
tehnikom.'®

U ovom poglavlju cilj je istraziti na koji na¢in MBP utjece na termotropna svojstva
modelnih lipidnih membrana pri fizioloskim 1 patoloSkim uvjetima, te da li prisutstvo ili
odsustvo Chol igra bitnu ulogu u fazi modelnih membrana. Budu¢i da su Ti, vrijednosti MMM-
ova sa zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima dovoljno visoke da budu izmjerene dostupnim
instrumentima (DSC kalorimetrom 1 UV-Vis spektrofotometrom), one su detaljnije razmatrane
u nastavku teksta. Mjerenja ostalih uzoraka sa zasi¢eni/nezasiceni lipidi, s/bez kolesterola, s/bez

MBP-a, koja nisu navedena u Rezultatima i raspravi nalaze u Dodatku 8.2.
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Termotropna svojstva sastavnih lipida sa zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima (DPPC, DPPE,
DPPS) te bSM i Chol, analizirana su DSC-om s ciljem razumijevanja njihovog doprinosa
faznim svojstvima slozenih lipidnih mjeSavina kao §to su MMM(")-ovi (slika 26.). U MMM-
ovima, pojedinacna termotropna svojstva lipida ne manifestiraju se izolirano, ve¢ kroz
medusobne interakcije koje rezultiraju znac¢ajnim promjenama faznih svojstava u odnosu na

giste komponente.'!

—— DPPC
——DPPE
——DPPS - ~ 100
500 | —bSM |
1500 - = 1000
L 1500 -
-~ 80
12004 DPPS: L 1200 800
= 52,56
o
.% 900 900 [-600 [-60
=
@]
&
"Mg = 600 - 400
o 600 - 40
-
Ay
L300 200
300 — - 20
L) ~ 0
|74
0+ Lo
L e I N e A BN N C s -300 --200
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

T/°C

Slika 26. DSC krivulje konstitutivnih lipida sa zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima u NaCl(aq)

s naznacenim temperaturama (glavnih) faznih prijelaza.

Rezultati DSC-a za krivulja DPPC slazulipida podudara se s literaturno poznatim
termotropnim svojstvima zasi¢enog fosfatidilkolinai objavljenim kalorimetrijskim podacima, s
jasno izraZzenim niskokooperativnim pretprijelazom pri priblizno 35,3 °C (7p) 1 glavnim,
visokokooperativnim prijelazom iz gel- (Lg) u fluidnu fazu (L) pri 42,0 °C. Ostar karakter
glavnog prijelaza ukazuje na visoki stupanj uredenosti i kooperativnosti ugljikovodi¢nih lanaca,

Sto DPPC c¢ini pogodnim referentnim lipidom za proucavanje utjecaja drugih komponenti na

Petra Males Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 55

membransku fluidnost. U kontekstu MMM(')-ova, DPPC doprinosi stvaranju lamelarne
strukture.36
DPPE pokazuje znatno visu temperaturu glavnog faznog prijelaza (7m= 64,7 °C), §to je
posljedica jacine HB u kojima sudjeluje manja etanolaminska polarna glava, a koja ujedno
omogucuje guscée pakiranje lipidnih molekula. Ovakvo ponaSanje ukazuje na izrazenu sklonost
DPPE-a prema formiranju krutih membranskih domena niske fluidnosti.>* U MMM(')-ovima
DPPE potencijalno ima stabilizacijsku ulogu, pridonose¢i povecanoj mehanickoj ¢vrstoéi i
otpornosti membrane na temperaturne fluktuacije, osobito u kombinaciji s Chol i
sfingomijelinom.!!-184
DPPS pokazuje glavni fazni prijelaz pri 52,5 °C, pri ¢emu negativno nabijena serinska

polarna glava omogucuje dodatne elektrostatske interakcije i umrezavanje ionskog karaktera.
U kontekstu MMM(')-ova, DPPS ima klju¢nu ulogu jer doprinosi ukupnom negativnom naboju
membrane, ¢ime se omogucuju snazne elektrostatske interakcije s pozitivno nabijenim MBP-
om. Time DPPS ne utjeCe samo na termotropna svojstva membrane, ve¢ i na njezinu biolosku
funkcionalnost.!!-3

Sfingomijelin iz mozga (bSM) pokazuje Sirok 1 slozen endotermni prijelaz s maksimumima
oko 34,7 °C i 38,0 °C, sto odrazava heterogenost ugljikovodi¢nih lanaca i prisutnost vise
molekulskih vrsta. Sfingomijelini su poznati po snaznim intermolekulskim HB 1 visokom
stupnju lateralne organizacije, Sto ih ¢ini kljuénim komponentama rigidnih membranskih
domena.'®

Iako ne pokazuje termotropni dogadaj u istraZzenom temperaturnom rasponu, Chol ima
snazan modulacijski u€inak na termotropna svojstva ostalih lipida. Njegova prisutnost smanjuje
kooperativnost faznih prijelaza fosfolipida, proSiruje temperaturni raspon prijelaza te dovodi do

visoke lateralne uredenosti s odredenim stupnjem fluidnosti.'*®
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4.2.1. Termotropna svojstva MMM-ova sa zasic¢enim lancima i kolesterolom

Na DSC krivulji MMM-sustava sa zasi¢enim lipidima (s kolesterolom) pri fizioloSkim uvjetima
bez MBP-a (z nMMM-MBP) su detektirana dva nerazrijeSena endotermna maksimuma
smjeStenana41,5+0,1 °C144,2+0,1 °C (slika 27.). Ovakav dvostruki signal sugerira odredeni
stupanj mikrodomenske organizacije sustava, vjerojatno od glavnih faznih prijelaza
konstitutivnih lipida,!!8-167-168.169.170.171 Qyprotno tome, u prisustvu MBP-a (z nMMM+MBP)
eventualni signali koji se prakticki ne mogu razluciti od Suma, ukazuju na to da MBP znacajno
naruSava van der Waalsove interakcije izmedu ugljikovodi¢nih lanaca ¢im se adsorbira na
povrsinu normalnih MMM-ova, do te mjere da se glavni fazni prijelaz viSe ne moze detektirati
DSC-om. Usporediva DSC krivulja (u danom temperaturnom rasponu) dobivena je i za MMM-
ove priredene od lipida s nezasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima (vidjeti sliku D4. u Dodatku

pod 8.2.).

z nMMM-+MBP
z nMMM-MBP
z pMMM+MBP -
z pMMM-MBP 1

-1

endoT

||||||

Protok topline / puJs

'l'l':l'l":l"“l'l".l'l'l'l'l'l'l'l

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60

T[°C
Slika 27. DSC krivulje MMM-ova sa zasi¢enim lancima u odsutnosti/prisutnosti MBP-a s

pripadaju¢im nesigurnostima. Temperature faznih prijelaza istaknute su isprekidanim linijama

1 dodatno su napisane u tablici 4.
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Tablica 4. Temperature faznih prijelaza zasicenih MMM-ova sa/bez MBP-a odredene iz

maksimuma DSC krivulja.

DSC
MMM sustav

T/ °C

z_ nMMM+MBP -

41,5/44,2+0,1

z pMMM+MBP | 35,5/40,0/45,6+ 0,1

z_ pMMM-MBP 39,5+0,1

U promijenjenim MMM-ovima, utjecaj MBP-a je kvalitativno 1 kvantitativno drugaciji.
U odsutnosti MBP-a (z pMMM-MBP), prisutan je jedan dominantan prijelaz na 39,5 £ 0,1 °C,
Sto je u skladu s termotropnim svojstvima pojedinac¢nih lipida uklju¢enih u formulaciju
(dominantno manji udio DPPC-a i veéi udjeli DPPE-a i DPPS-a).!2%!"% Medutim, u prisutnosti
MBP-a (z pMMM+MBP) DSC krivulja sadrzi tri jasno razdvojena maksimuma pri 35,5 + 0,1
°C, 40,0 £0,1 °C145,6 £ 0,1 °C. Pojava viSestrukih prijelaza ukazuje na heterogenost sastava
lipidnog dvosloja, te na reorganizaciju i destabilizaciju membranskih struktura kao posljedicu
interakcija s proteinom.

Temperaturno-ovisni UV-Vis spektri MMM-ova koji sadrZze Chol nisu bili pogodni za
daljnju kvantitativnu analizu. Prisustvo kolesterola dovodi do povecane sklonosti membranskih
sustava agregaciji i stvaranju vecih heterogenih struktura, §to rezultira izraZenim raspr§enjem
svjetlosti 1 poviSenom osnovnom linijom spektra, osobito pri vi§Sim masenim koncentracijama
lipida (y = 1 mg mL™"), §to je u ovom slu¢aju bilo potrebno zbog dodanog MBP-a.!¥” Takvi
efekti maskiraju suptilne promjene apsorbancije povezane s temperaturnim prijelazima i
onemogucuju pouzdanu interpretaciju spektralnih promjena. Sli€na ogranicenja UV-Vis
spektroskopije u analizi lipidnih membrana s kolesterolom ve¢ su ranije opisana u literaturi,

gdje se isti¢e da je metoda izrazito osjetljiva na agregaciju i turbiditet uzorka.'®3
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4.2.2. Termotropna svojstva MMM'-ova sa zasi¢enim lancima bez kolesterola

U nastaavku slijedi usporedba termotropnih svojstava MMM'-ova sa zasi¢enim lancima u
prisutnosti i odsutnosti MBP-a dobivenih kalorimetrijski i spektroskopski, odnosno iz DSC
krivulje s temperaturno-ovisnim UV-Vis spektrima analiziranim MCA metodom. Tom
metodom dobiveni su koncentracijski profili karakteristicnog sigmoidalnog oblika, pri cemu
tocke infleksije odgovaraju 7w vrijednostima odredenima DSC mjerenjima je u analizi rezultata
potonje tehnike koristena MCA (slika 28.).

Na DSC krivulji zasi¢enih MMM'-ova u prisutnosti MBP-a (z nMMM'+MBP) pri
fizioloskim uvjetima, isti¢u se dva maksimuma na temperaturama 41,1 £ 0,1°C 1 52,5 +
0,1°C.'% Jako je maksimum pri niZoj temperaturi slabije izraZen, on upuéuje na heterogenost
unutar lipidnih dvoslojeva i/ili na prisutnost mikrodomena lipida razlicitih stabilnosti.

Sli¢no se dogada u uzorku MMM'-ova bez MBP-a (z nMMM'-MBP) s time §to su
uoceni maksimumi opaZeni pri nizim temperaturama od 40,8 + 0,1°C i 51,7 £ 0,1 °C.""! Togke
infleksije iz koncentracijskih profila odredene MCA metodom analizom UV-Vis spektara
pokazuju nize vrijednosti 7m u odnosu na one ocitane iz DSC krivulje: 40,4 + 0,4 °C za
z nMMM'+MBP 1 38,6 = 0,5°C za z nMMM'-MBP. Naime, kod UV-Vis spektroskopije se
detektira promjena turbiditeta ve¢ na samom pocetku fazne promjene, Sto se u znacajnoj mjeri
podudara s vrijednostima prvih maksimuma na DSC krivuljama. Nasuprot tome, kod DSC
mjerenja Ty o€itava se u maksimumu, kada je priblizno polovica molekula u gel fazi, a polovica
u fluidnoj fazi (tablica 5.).!%°

Kod uzoraka koji oponaSaju mijelin pri patoloSkim uvjetima, z pMMM'+MBP i
naz nMMM'+MBP i z nMMM'-MBP. Takve promjene mogu se povezati s omjerom lipida u
MMM'-ovima, odnosno ve¢im udjelom DPPE i DPPS lipida koji imaju viSe Ty, vrijednosti od
ostalih (vidjeti tablicu 2.), te manjim udjelom DPPC-a. Kad se doda MBP, (z pMMM'+MBP),
uocava se jedan maksimum na DSC krivulji pri 56,1 = 0,1 °C, dok u uzorku bez dodanog MBP-
a vrijednost Tm iznosi 55,7 = 0,1°C (z. pMMM-MBP). Nakon analize UV-Vis spektara MCA
metodom odredene tocke infleksije koncentracijskih profila pokazuju niZe vrijednosti u odnosu
na one zamjeéene na DSC krivuljama: 39,4 + 0,2 °C i 34,2 + 0,6 °C.!"! Navedene vrijednosti
su niZe u odnosu na one ocitane iz maksimuma DSC krivulja, §to se moZze obrazloziti na jednak

nacin kao 1 kod ostalih uzoraka odnosno razlikom izmedu temperature odredene na pocetku
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taljenja (UV-Vis metoda) i temperature pri kojoj je rastaljeno 50% lipida (DSC metoda u
fluidnoj fazi).

Dodatno, uoc¢eno je da prisutnost MBP-a, i kod normalnih i kod promijenjenih MMM'-
ova, dovodi do povecanja Tm vrijednosti maksimuma i do blagog Sirenja DSC krivulja MMM'-
ova. Takva opazanja sugeriraju da MBP u uzorcima bez Chol (MMM') utjece na jacanje van

der Wallsovih sila izmedu ugljikovodi¢nih lanaca lipida, §to rezultira pove¢anjem Tiy-ova.

z nMMM'+MBP
z nMMM'-MBP b)
z pMMM'+MBP
z pMMM'-MBP

Protok topline / uJs
Normalizirana (prva) glavna komponenta

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T " T T ’ T T N T T
30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 S50 52 54 56 58 60 30032 3 36 38 40 42 44 46 48 50
— T/°C

Slika 28. DSC krivulje (a) 1 koncentracijski profili normirane (prve) glavne komponente
dobiveni temperaturno ovisnom UV-Vis spektroskopijom (b) MMM'-ova sa zasi¢enim
lancima bez Chol u odsutnosti/prisutnosti MBP-a s pripadaju¢im nesigurnostima.
Temperature faznih prijelaza istaknute su isprekidanim linijama i pod a) i pod b), te su

dodatno ispisane u tablici 5.

Petra Males Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 60

Tablica 5. Temperature faznih prijelaza MMM'-ova sa zasi¢enim lancima s/bez MBP-a
odredene iz maksimuma DSC krivulja i iz to¢aka infleksije koncentracijskih profila dobivenih

multivarijantnom analizom krivulja (MCA).

DSC UV-Vis
MMM' sustav
T/ °C Tm/°C
z nMMM'+MBP 41,1/52,5+0,1 40,4+ 0,4
z_ nMMM'-MBP 40,8 /51,7+0,1 38,6 £0,5
z mMMM'+MBP 56,1 +0,1 39,4+0,2
z_ mMMM'-MBP 55,7+0,1 34,2+0,6

4.3. FTIR-ATR spektroskopija modelnih membrana

FTIR-ATR spektroskopija je koriStena za pra¢enje promjena vibracijskih signala lipida kao
funkcije njihova okruzenja i1 faze lipidnih dvoslojeva. Budu¢i da su vibracijske vrpce lipida
izrazito osjetljive na stupanj uredenosti ugljikovodi¢nih lanaca, hidrataciju 1 medumolekulske

190,191

interakcije , mjerenja su provedena pri temperaturama pri kojima su lipidni dvoslojevi

dominantno u gel-fazi (Lp()) i fluidnoj (Lq) fazi.!**1%3

Osim signala lipida, analiza FTIR-ATR spektara omogucila je 1 opaZanje signala MBP-
a te njegove modulacije ovisno o fazi lipidnih dvoslojeva kao i o omjeru lipida u ispitivanim
MMM sustavima. Unato€ ¢injenici da je koncentracija MBP-a bila znatno niZa od koncentracije
lipida (omjer 1:200 molekula proteina u odnosu na molekule lipida)*, interakcija MBP-a s
membranom ocitovala se kroz promjene u vibracijskim vrpcama lipida neovisno o promjeni
temperature. To je u skladu s literaturnim podacima koji ukazuju na snaZan utjecaj
membranskih proteina na fizikalna svojstva lipidnih dvoslojeva €ak i pri niskim molnim
udjelima.!! Takav pristup omogucio je djelomi¢an uvid u na¢in na koji MBP utjece na slaganje
lipida u dvoslojevima te na intra- i intermolekuske interakcije pri fizioloskim (normalne MMM)

1 patoloSkim (promijenjene MMM) uvjetima.
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Kao $to je najavljeno u podsekciji 3.6, u analizi svih MMM-ova razmatrana su ova cetiri

spektralna podrudja:

1) 2980-2820 cm™* koje obuhvaca vasCH2 1 viCH2 vrpce te se koristi kao osjetljiv pokazatelj
konfiguracije metilenskih skupina u ugljikovodi¢nim lancima. Promjene polozaja i Sirine ovih
vrpci izravno su povezane s faznim prijelazima i jaCinom van der Waalsovih interakcija unutar

dvosloja.!*?

1) 1762—-1690 cm™ u kojem se opazaju vC=0 vrpce. Ove vrpce odrazavaju stupanj hidratacije
medupovrsinskog sloja, buduci da karbonilne skupine mogu biti ukljucene ili neuklju¢ene u HB
(vC=Omnp ili neuklju¢ene vC=Onon-ns) s molekulama vode ili drugim HB-donorima 1

akceptorima.'®?

1i1) 1485-1430 cm™ obuhvacéa yCH: vrpce te pruZa informacije o lateralnom slaganju
ugljikovodi¢nih lanaca i stupnju njihove uredenosti u membrane. Dodatno, u ovom podrucju se

prate svijanja protonirane amino-skupine (-NHs*; SNHs*) MBP-a i DPPE.!**

iv) 1275-1190 cm™ u kojem se nalaze vasPO2~ vrpce, koje, analogno karbonilnim skupinama,
mogu biti isklju¢ene iz HB mreze ili uklju¢ene u nju (vasPO2 non-uB 1 vasPO21B). Osim toga, u
ovom podrucju pojavljuju se i vrpce koje potjecu od simetricnog i1 antisimetri¢nog istezanja C—
O skupina (vsC-O 1 vaC—-0O). Promjene u ovom spektralnom podrucju osjetljivo odrazavaju
hidrataciju i elektrostatsko okruZzenje polarnih glavnih skupina lipida te interakcije s proteinima
ili peptidima.!'?>1%

U nastavku su objaSnjenja za svako navedeno spektralno podrucje svih modelnih membrana:
sa s/bez kolesterola, u prisutstvu/odsutstvu MBP-a te pripravljenihod lipida koji imaju zasi¢ene
1 nezasi¢ene ugljikovodi¢ne lance. Cilj FTIR analize je na molekulskoj razini pratiti promjene
u organizaciji, hidrataciji 1 interakciji lipidnih i proteinskih komponenti modelnih membrana,
kao 1 eventualne promjene u ionizacijskim stanjima polarnih skupina lipida 1/ili MBP-a. Budu¢i
da je MBP intrinzi¢no neureden protein ¢ija konformacija znatno ovisi o membranskom
okolisu, FTIR-ATR spektroskopija omogucuje detekciju promjena njegove sekundarne
strukture analizom podru¢ja amidnih vrpci, u korelaciji s faznim stanjem membrane, drugim
rije¢ima, u odsustvu lipida, pri temperaturama pri kojima su mjereni i FTIR-ATR spektri

MMM(')-ova. FTIR-ATR spektar MBP-a nalazi se u Dodatku 8.3.
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4.3.1. Molekulske znacajke MMM-ova sa zasicenim lipidima s kolesterolom

FTIR analiza spektralnog podrucja 2980-2820 cm™, koje obuhvaca vrpce vibracija istezanja
CH: skupine lipidnih lanaca, uobic¢ajeno pokazuje pomak maksimuma vrpci prema viSim
valnim brojevima (~3 cm™) pri prijelazu iz gel-faze u fluidnu fazu, Sto se pripisuje slabljenju
van der Waalsovih interakcija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca.'”!"” Medutim, kod MMM-ova
pri fizioloskim uvjetima i u prisustvu MBP-a (z nMMM-+MBP) opazen je neuobic¢ajen pomak
maksimuma vasCH2 vrpce prena nizim valnim brojevima s porastom temperature (s 30 na 60
°C), dok poloZaj vsCH: vrpce ostaje nepromijenjen (slika 29., lijevo). Takvo obiljeZje ukazuje
na gotovo nepromijenjene interakcije s poviSenjem temperature (odnosno evenutalno jacanje
van der Waalsovih interakcija oCitovano kroz niskofrekventni pomak v,sCH2 vrpce, s time da
je polozaj maksimuma spomenute vrpce i dalje karakteristi¢an za lipide u fluidnoj fazi), $to je
u skladu s DSC rezultatima koji ne pokazuju fazni prijelaz u ovom sustavu (slika 27.). Slic¢an,
ali ipak slabije izrazen trend uocen je i kod uzoraka bez MBP-a (z nMMM-MBP) kod kojih
DSC krivulja potvrduje prisutnost glavnog faznog prijelaza (slika 27.), a §to sugerira da na
(neznatne) promjene maksimuma vrpci ne utje€e samo prisustvo MBP-a ve¢ i udjeli razlicitih
lipida. Suprotno tome, MMM-ovi pri patoloskim uvjetima, neovisno o prisutnosti MBP-a
(z pPMMM + MBP), pokazuju ocekivani visokofrekventni pomak va.sCH. vrpce pri
zagrijavanju, Sto jasno odrazava fazni prijelaz iz faze gela u fluidnu fazu, dok polozaj

maksimuma vsCHz vrpce u tim sustavima ostaje nepromijenjen.
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Slika 29. FTIR-ATR spektri vibracijskih podrucja 2980-2820 cm™ i 1762—1690 cm™' MMM-
ova = MBP pri 30 1 60°C.

Analiza karbonilnog podru¢ja (1762-1690 cm™, slika 29., desno), koje odrazava hidrataciju
karbonilnih skupina glicerolne okosnice, pokazuje da su pri 30 °C vrpce MMM-ova pri
fizioloSkim 1 patoloskim uvjetima kvalitativno sli€ne, neovisno o prisutnosti MBP-a. S obzirom
na to, poloZaji maksimuma vrpci ukazuju na usporediv stupanj hidratacije medupovrsinskog
sloja. Kod MMM-ova pri fizioloskim wuvjetima na 60 °C, dodatak MBP-a
(z nMMM+MBP 60°C) pomic¢e maksimum vC=Onen-uB prema manjim valnim brojevima u
odnosu na uzorak pri 30°C, Sto je slucaj 1 kod uzorka bez MBP-a (z nMMM-MBP 60°C u
odnosu na uzorak pri 30 °C, ali je vrpca znatno $ira. Ta ¢injenica mozZe implicirati da MBP
zasigurno mijenja svoju strukturu, odnosno postaje drugacije nestrukturiran (vidjeti sekciju
4.4.1.).

Trece spektralno podrucje (1485-1430 cm™), osjetljivo na promjene u lateralnom
slaganju molekula lipida, otkriva jasne razlike izmedu sustava. Pri 30 °C, MMM pri fizioloskim
uvjetima pokazuje slabije uredeno slaganje u odnosu na ono bez MBP-a, dok MMM-ovi pri
patoloskim uvjetima, neovisno o MBP-u, pokazuju slican stupanj promjene (slika 30., lijevo).
Ovo obiljezja yCH2 vrpce kod z nMMM+MBP moze se povezati 1 s ve¢im udjelom bSM-a 1
mogucom interdigitacijom duzih ugljikovodi¢nih lanaca u susjedne lance, dok prisutnost MBP-

a nedvojbeno dodatno modulira slaganje molekula lipida. Pri 60 °C opaZeni pomaci
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maksimuma vrpci u vecini sustava u skladu su s DSC podacima i ocekivanim smanjenjem
stupnja lateralnog uredenja. Na viSoj temperaturi, kod promijenjenih MMM-ova, interpretacija
ovog spektralnog podrucja dodatno je otezana zbog preklapanja s SNHs* vrpcama DPPE/DPPS
lipida i lizinskih ostataka MBP-a. Poznato je da su vrpce koje potjecu od lizina izrazito osjetljive

na fazu lipidnih dvosloja i udio anionskih lipida, osobito PS-a, koji je zastupljeniji u patoloskim

uvjetima.>®
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Slika 30. FTIR-ATR spektri vibracijskih podrucja 1485-1430 cm™ 1 1275-1190 cm™* MMM-

ova sa zasi¢enim lipidima + MBP pri 30 1 60°C.

Spektralno podrucje 1275-1190 cm™, u kojem se javlja vasPO2" mon)-uB vrpca, ukazuje
da je hidratacija polarnih skupina ovisna o lipidnom sastavu i prisutnosti MBP-a (slika 30.,
desno). U MMM-ovima, pri fizioloSkim uvjetima bez MBP-a (z nMMM-MBP, z nMMM-—
MBP), zagrijavanje dovodi do blagog pomaka k nizZim valnim brojevima te pomjene u obliku
vrpce, $to upuéuje na promjene u hidratacijskom obrascu. Nasuprot tome, adsorpcija MBP-a
kod z nMMM+MBP, uzrokuje mali niskofrekventni pomak maksimuma analizirane vrpce, §to

sugerira malu promjenu u hidrataciji fosfatnih skupina uslijed elektrostatskih interakcija
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pozitivno nabijenih aminokiselinskih ostataka MBP-a. U MMM-ovima pri patoloskim
uvjetima, s ili bez MBP-a, uslijed promjene faze lipidnih dvoslojeva dolazi do izrazenog
niskofrekventnog pomaka maksimuma vrpce, pri ¢emu su spektralne ovojnice medusobno vrlo
slicne neovisno o prisustvu/odsustvu MBP-a. Ovi rezultati upucuju na to da je hidratacija
fosfatnih skupina prvenstveno odredena ukupnim nabojem i raspodjelom lipida, dok MBP,
ovisno o sastavu membrane, moze dodatno modulirati hidrataciju elektrostatskim

interakcijama.

4.3.2. Molekulske znacajke MMM'-ova sa zasic¢enim lipidima bez kolesterola

U spektralnom podrucju u kojem se javaljaju vasCHz 1 viCHa vrpce (2980-2820 cm™) uocavaju
se izrazene razlike izmedu sustava s i bez MBP-a, kao i temperaturno-ovisne promjene. Pri
prijelazu iz gel-faze (Lg()) u fluidnu (Ly) fazu, u MMM' sustavima bez MBP-a pri fizioloSkim
1 patoloskim uvjetima, dolazi do blagog visokofrekventnog pomaka va.sCH2 vrpce (slika 31.,
lijevo), $to je u skladu s oc¢ekivanim termotropnim ponasanjem lipidnih dvoslojeva. Suprotno
tome, u prisutnosti MBP-a uocava se znatno slabiji ili gotovo zanemariv pomak maksimuma
vsCH:, uz istodobno povec¢anje intenziteta vrpci. Takva pojava upucuje na to da MBP stabilizira
van der Waalsove interakcije izmedu ugljikovodi¢nih lanaca 1 ograni¢ava njihovu
konformacijsku slobodu bez Chol, ¢ak 1 pri poviSenoj temperaturi. Ovaj efekt moZe se objasniti
adsorpcijom MBP-a na membranu i njegovim djelovanjem kao ,,molekulskog ljepila”, koje

smanjuje lateralnu pokretljivost lipida i poveéava koheziju dvosloja.!>!*
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Slika 31. FTIR-ATR spektri vibracijskih podrucja 2980-2820 cm™ 1 1762—-1690 cm™ MMM '-

ova sa zasi¢enim lipidima + MBP pri 30 1 60°C.

Na slici 31. (desno) prikazano je spektralno podrucje istezanja karbonilne skupine ), u
kojem se maksimumi vrpci pri oko ~1740 cm™ pripisuju karbonilnim skupinama koje nisu
uklju¢ene u HB (vVC=Oqonur), dok maksimumi pri nizoj frekvenciji (~1720 cm™) odgovaraju
karbonilnim skupinama koje tvore HB (vC=Ogg).'* U MMM'-ovima bez MBP-a (z nMMM'—
MBP, z pMMM'-MBP) zagrijavanje dovodi do promjene oblika i relativnog povecanja udjela
vC=0Onon-HB Vrpce, Sto upucuje na smanjenje hidratacije karbonilnih skupina pri prijelazu u
fluidnu fazu. Takav trend je u skladu s literaturnim podacima koji pokazuju reorganizaciju
medupovrsinskog sloja u fluidnoj (L) fazi.** Nasuprot tome, kod MMM-ova u prisustvu MBP-
a, vrpce u ovom podrucju pokazuju manju temperaturnu ovisnost, uz zadrzavanje znacajnog
doprinosa vC=Onon-uB VIpci, Sto sugerira da vezanje MBP-a stabilizira hidratacijski omotac
karbonilnih skupina, vjerojatno posredstvom elektrostatskih interakcija 1 posrednog
,,zarobljavanja” molekula vode u medupovrsinskom sloju.!?> Time MBP ne djeluje samo na
hidrofobnu regiju membrane, ve¢ zna¢ajno modulira i polarno podrucje oko hidrofilnih glava
lipida membrane. Takoder, kod vC=O vrpce i u prisustvu MBP-a, MMM'-ovi pokazuju trend

promjene oblika vrpce i minimalni pomak maksimuma povecanjem temperature.
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Spektralno podrucje 1485-1430 cm™ obuhvaca yCH: vrpce osjetljive na lateralno
slaganje 1 stupanj uredenosti lipida u dvosloju (slika 32., lijevo).
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Slika 32. FTIR-ATR spektri vibracijskih podruc¢ja 1485-1430 cm™ 1 1275-1190 cm™ MMM'-

ova sa zasi¢enim lipidima = MBP pri 30 1 60°C.

Kod MMM'-ova bez MBP-a pri fizioloSkim i patoloskim uvjetima, zagrijavanje s 30 °C na 60
°C rezultira pomakom maksimuma yCH: vrpce prema niZim valnim brojevima, §to je u skladu
s prethodno navedenim spektralnim podrucjima te odrazava o€ekivano povecanje fluidnosti.
Suprotno tome, poloZzaj i oblik YCH2 vrpci MMM'-ova u prisutnosti MBP-a pokazuje znatno
slabiju temperaturnu ovisnost, Sto upucuje na stabilizaciju lateralnog slaganja ugljikovodi¢nih
lanaca. Dodatno, u ovom podruc¢ju uocava se preklapanje s SNHs* vrpcama koje potjecu od
lizinskih ostataka MBP-a i aminskih skupina kationskih lipida. Poznato je da su ove vrpce
izrazito osjetljive na fazu membrane i na udio anionskih lipida, pri ¢emu se njihov doprinos
pojadava u sustavima bogatim PS (DPPS).!!

Spektralno podrucje 1275-1190 cm™ obuhvacéa antisimetri¢no istezanje fosfatnih
skupina (vasPO2") te doprinos antisimetri¢nog istezanja C—O skupina (vasC—O) (slika 32.,
desno). Fosfatne skupine mogu sudjelovati u stvaranju vodikovih veza, pri ¢emu pomaci

maksimuma prema niZim valnim brojevima ukazuju na jae vodikove veze 1 povecanu
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hidrataciju. S obzirom na to da fosfatne skupine mogu biti non-HB ili HB, kod MMM '-ova bez
MBP-a (z nMMM'-MBP i z pMMM'-MBP) pomak maksimuma v.sPO2~ vrpce prema nizim
valnim brojevima uslijed porasta temperature upucuje na povecanu hidrataciju fosfatnih
skupina 1 reorganizaciju medupovrSinskog sloja u fluidnoj fazi u odnosu na (dominantno) gel-
fazu. S druge strane, vrpce istth MMM'-ova u prisustvu MBP-a (z nMMM'+MBP i
z pMMM'+MBP), pokazuju smanjenu temperaturnu ovisnost i pomak maksimuma prema
nizim valnim brojevima u odnosu na sustave bez MBP-a. Ovi rezultati upucuju na smanjenu
hidrataciju fosfatnih skupina uslijed elektrostatskog vezanja pozitivno nabijenih lizinskih
ostataka MBP-a, koji kompetitivno istiskuju molekule vode iz medupovrsinskog sloja. Time
MBP izravno modulira hidratacijski i elektrostatski profil membrane, §to je u skladu s njegovom

poznatom ulogom u stabilizaciji mijelinskih membrana.
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4.3.3. Molekulske znacajke MMM-ova s nezasicenim lancima s kolesterolom

U sustavima s nezasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima, vasCH2 1 viCH2 vrpce (slika 33.) se
pojavljuju pri viSim valnim brojevima u usporedbi sa sustavima sa zasi¢enim lancima, §to je u
skladu s ve¢im stupnjem neuredenosti ugljikovodi¢nih lanaca uzrokovane prisutnoséu cis-
dvostrukih veza (slika 33., lijevo).
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Slika 33. FTIR-ATR spektri vibracijskih podrucja 2980-2820 cm™ 1 1762—1690 cm™! MMM-

ova s nezasi¢enim lancima + Chol = MBP pri 20 i 50°C.

Nezasi¢enost onemogucuje gusto pakiranje lanaca te uzrokuje pojavu fluidne (Lo) faze i pri
nizim temperaturama. Povisenje temperature s 20 °C na 50 °C rezultira pomakom vasCH: prema
viS§im valnim brojevima i1 porastom intenziteta, §to upucuje na dodatno smanjenje van der
Waalsovih interkacija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca. U prisutnosti MBP-a promjene poloZaja
maksimuma vrpci su manje izrazene, $to sugerira da interakcije MBP-a s polarnim glavama
lipida djelomi¢no ograni€avaju termicki induciranu reorganizaciju hidrofobne sredine
membrane.

vC=0 vrpce u nezasi¢enim sustavima i za normalne i promijenjene MMM-ove su §ire i
manje razlu¢ive u odnosu na vrpce kod zasicenih, Sto odrazava heterogenije mikrookruzenje
glicerolne okosnice (slika 33., desno). Dominacija nizih valnih brojeva ukazuje na veé¢i udio

C=0 skupina u HB, §to je posljedica povecane hidratacije medupovrSinskog podrucja
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membrane. Porast temperature uzrokuje daljnje Sirenje vrpci i pomake maksimuma, u skladu s
povecanim prodorom vode uslijed vece fluidnosti molekula lipida. U uzorcima s MBP-om
uocava se preraspodjela intenziteta vrpci, kako vC=Onon-uB tako 1 vC=Oug, Sto upucuje na
elektrostatske interakcije i HB izmedu pozitivho nabijenih ostataka MBP-a i lipidnih
karbonilnih skupina.

U spektrima MMM-ova s nezasi¢enim lancima, yCH: vrpce su Sire i pomaknute prema
nizim valnim brojevima u odnosu na zasiene sustave, Sto je posljedica povecane
konformacijske neuredenosti ugljikovodi¢nih lanaca uzrokovane cis-dvostrukim vezama (slika
34., lijevo). Porast temperature dodatno pojacava ovaj efekt, osobito u sustavima bez MBP-a
(n. nMMM-MBP i n pMMM-MBP). U prisutnosti MBP-a uocava se porast intenziteta i
jasnije definiranje signala u podrucju 6NHs* vrpce (~1480-1450 cm™), Sto se pripisuje
vibracijama protoniranih amino-skupina bo¢nih lanaca MBP-a. Ovi rezultati upucuju na snazne
elektrostatske interakcije MBP-a s polarnim glavama lipida, koje su izraZenije u nezasi¢enim,

slabije uredenim modelnim membranama.

YCH; M | sNHy*

n_nMMM-MBP_20°C / /
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Slika 34. FTIR-ATR spektri vibracijskih podru¢ja 1485-1430 cm™ 1 1275-1190 cm™ MMM-

ova s nezasi¢enim lancima + Chol = MBP pri 20 i 50°C.
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vasPO2~ vrpee vidljive na slici 34., desno, u nezasi¢enim sustavima pokazuju znatno prosirenje
1 porast intenziteta, Sto ukazuje na povecanu hidrataciju i heterogenost elektrostatskog
okruzenja fosfatnih glava. U uzorcima s MBP-om (n. nMMM+MBP i n pMMM+MBP),
maksimumi VasPO2"non)-uB su blago pomaknuti prema nizim valnim brojevima. Ti pomaci su
karakteristi¢ni za fosfatne skupine ukljuc¢ene u HB-e i ionske interakcije, Sto upucuje na njihovu
interakciju s pozitivno nabijenim proteinskim ostatcima.!®® Paralelno se u podruéju vasCO
biljeze promjene u obliku i intenzitetu vrpci, Sto dodatno potvrduje redistribuciju HB u
medupovrsinskom sloju membrane. Ovi ucinci su izrazeniji pri viSoj temperaturi, $to sugerira
da u fluidnoj membrane pri povisenoj temperature membrane MBP ucinkovitije reorganizira

polarnu povrsinu nego hidrofobnu regiju membrane.

4.3.4. Molekulske znacajke MMM'-ova s nezasi¢enim lancima bez kolesterola

U MMM'-ovima s nezasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima, vrpce vasCHz i viCH2 se pojavljuju
ocekivano pri visokim valnim brojevima, $to odrazava povecanu konformacijsku neuredenost
ugljikovodi¢nih lanaca uzrokovanu cis-dvostrukim vezama (slika 35., lijevo). U odnosu na
analogne MMM -sustave, ovi spektri ukazuju na izraZeniju fluidnost membrane. PoviSenje
temperature s 20 °C na 50 °C rezultira dodatnim pomakom v.sCH: prema visim valnim
brojevima te smanjenjem razlucivosti vrpci. Prisutnost MBP-a ne uzrokuje znacajne pomake
poloZaja vrpci, no uocava se smanjenje temperaturno-uzrokopvanih promjena intenziteta, Sto
sugerira da MBP djelomi¢no ogranicava termicku reorganizaciju lipidnih lanaca, iako ne

dovodi nuzno do njihovog zbijanja.
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Slika 35. FTIR-ATR spektri vibracijskih podrucja 2980-2820 cm™ 1 1762—-1690 cm™ MMM '-

ova s nezasi¢enim lancima + MBP pri 20 i 50°C.

Naslici 35. (desno) je vidljivo da su vC=0 vrpce navedenih sustava Siroke i asimetricne,
Sto upucuje na nehomogeno mikrookruZenje glicerolne okosnice i visok stupanj hidratacije
membrane. Dominantni doprinos vrpci pri nizim valnim brojevima (manjim od 1730 cm™)
ukazuje na mogu¢ znatan udio HB C=0 skupina. PoviSenje temperature dodatno povecava
Sirinu vrpei 1 smanjuje njihov intenzitet, §to se moZe pripisati povecanoj dinamicnosti
medupovrsinskog podrucja i preraspodjeli HB uslijed hidratacije. U sustavima s MBP-om
uocena je umjerena preraspodjela intenziteta unutar podrucja u kojem se javlja vC=O vrpca,
bez jasne identifikacije C=O skupina koje (ne) formiraju HB, §to sugerira da MBP u odsutnosti
kolesterola 1 pri visokoj fluidnosti membrane prvenstveno djeluje na razini elektrostatskih
interakcija s polarnim glavama, a manje na interakcije i hidrataciju glicerolne okosnice.

U MMM'-ovima s nezasi¢enim lipidima 1 bez Chol, yCH2 vrpce se pojavljuju pri
relativno viSim valnim brojevima i s izraZenom Sirinom, §to odrazava lateralno (ne)uredenje,
koja koje je korelirano s visokom konformacijskom neuredenosc¢u ugljikovodi¢nih lanaca (slika

36., lijevo).
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Slika 36. FTIR-ATR spektri vibracijskih podrucja 1485-1430 cm™ 1 1275-1190 cm™ MMM'-

ova s nezasi¢enim lancima + MBP pri 20 1 50°C.

Povisenje temperature s 20 °C na 50 °C rezultira blagim smanjenjem intenziteta 1 dodatnim
Sirenjem vrpci, posebice n nMMM'-MBP 50 °C, u skladu s daljnjim porastom fluidnosti
membrane. U prisutnosti MBP-a u ovom se podrucju javlja dodatni doprinos dNHs* vrpci od
protoniranih lizinskih ostataka MBP-a. Preklapanje yCH2 1 SNHs* vrpci osobito je izraZzeno kod
promijenjenih MMM'-ova zbog veceg udjela anionskih lipida, $to ukazuje na adsorpciju MBP-
a na povrSinu membrane dominantno elektrostatskog karaktera. Medutim, izostanak jasnog
temperaturno-izazvanog pomaka maksimuma vrpci sugerira da MBP u ovim MMM'-ovima ne
inducira zna¢ajno povecanje lateralnog slaganja lipida, ve¢ ostaje dominantno vezan uz polarnu
povrsinsku regiju.

Kad je rije¢ o vrpcama vasPO:z (mon)-uB, jasnije se vidi da poviSenje temperature kod
MMM'-ova pri patoloskim uvjetima dovodi do blagog pomaka maksimuma prema nizim
valnim brojevima i smanjenja intenziteta, $to se moze pripisati povecanoj fleksibilnosti polarnih
skupina 1 reorganizaciji HB s molekulama vode (slika 36., desno). Prisutnost MBP-a rezultira
umjerenom preraspodjelom intenziteta unutar vasPO:2 mon)-nB vrpce, bez jasnog odvajanja

signala fosfatnih skupina koje (ne) sudjeluju u HB mrezi. Takav odziv upucuje na to da MBP,
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u odsutnosti kolesterola, djeluje prvenstveno elektrostatski, neutraliziraju¢i dio negativnog

naboja fosfatnih skupina, ali bez znacajnijeg utjecaja na rigidnost membranskih dvosloja.

4.4. CD spektroskopija modelnih membrana

CD spektroskopija u ovom istrazivanju primijenjena je za pracenje promjena sekundarne
strukture MBP-a, §to je osobito prikladno jer je rije¢ o intrinzi¢no neuredenom proteinu (IDP),
¢ija je konformacija izrazito osjetljiva na medij, temperaturu, fazu i interakcije s lipidnim
membranama.!”!”? Adsorpcija MBP-a na MMM-ove moze uzrokovati preraspodjelu
sekundarnih strukturnih elemenata, $to se pouzdano ocituje u promjenama CD spektra u
dalekom UV podrucju (od 190 do 250 nm). S obzirom da su analizirani CD spektri rezultat
razlike spektara normalnih odnosno promijenjenih MMM-ova (pri fizioloskim odnosno
patoloskim uvjetima) u prisutstvu/odsustvu MBP-a, moze se komentirati i raspravljati o
promjenama MBP-a u razli¢itim okruzenjima pri razli¢itim temperaturama.

Vazno je istaknuti da su eksperimenti provedeni pri temperaturama viSima od
fizioloskih, §to je uvjetovano visokim temperaturama faznog prijelaza koriStenih lipida.
Medutim, prema dosadasnjim literaturnim navodima, poviSena temperatura ne dovodi do
denaturacije IDP-ova (MBP-a u ovom radu), ve¢ uzrokuje preraspodjelu sekundarnih
strukturnih populacija unutar proteina.'”> Takoder, CD spektar MBP-a u NaCl(aq), koji
pokazuje dominantan signal s maksimumom pri oko 195 nm (slika 37.), potvrduje da se
promjenom temperature ne inducira potpuno nova struktura, ve¢ se modulira postoje¢a na nacin
da dolazi do preraspodjele sekundarnih struktura, ovisno o lipidnom sastavu membrane (u
prilog tome i FTIR-ATR spektri MBP-a u Dodatku 8.3, slika D7.).!” Temperature mjerenja su
odabrane sukladno temperaturama mjerenja MMM-ova s (ne)zasicenim ugljikovodicnim

lancima.
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Slika 37. CD spektar MBP-a u dalekom UV podrucju pri 20 °i 50 °C.

4.4.1. Sekundarne strukture MBP-a kod MMM-ova sa zasic¢enim lancima i kolesterolom

Analiza CD spektara normalnih i promijenjenih MMM-ova s Chol (slika 38.) pokazuje da samo
sustav z nMMM-+MBP_ 30°C daje spektar karakteristican za IDP, s izraZzenim pozitivnim
maksimumom oko 190 nm. Za taj isti uzorak se uocava da poviSenje temperature na 60 °C
(z nMMM+MBP_ 60°C) rezultira gubitkom slabo definiranih minimuma i pomakom spektra
prema pozitivnim vrijednostima, Sto upucuje na pojavu uredenijih struktura, ponajprije o-
uzvojnica. Nasuprot tome, pri patoloSkim uvjetima CD spektri pri obje temperature medusobno
su vrlo sliéni te pokazuju minimume oko 203 nm ( ) 1 204 nm
(z pMMM+MBP 60°C), tipine za prisutnost a-uzvojnica. To se moze povezati s povecanim
udjelom anionskih (DPPS) lipida u patoloskim uvjetima, koji pojacavaju elektrostatske
interakcije s pozitivno nabijenim aminokiselinskim ostatcima MBP-a, a ujedno stabiliziraju

pojedine sekundarne strukturne konformacije proteina. Medutim, pri 60 °C dolazi do slabljenja
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i izravnavanja CD signala, §to upucuje na djelomi¢nu destabilizaciju interakcija izmedu

normalnih MMM -ova i MBP-a uslijed poveéane fluidnosti i zagrijavanja lipidnog dvosloja.
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Slika 38. CD spektri MMM-ova sa zasi¢enim lancima + MBP pri 30°C 1 60 °C.

Dodatnom BeStSel analizom'**, pokazalo se da vrijedi teza o nestrukturiranosti MBP

proteina ovisno o okruzenju i temperaturi sustava (slika 39.). Uz nMMM+MBP_30°C uocava

se zanemariv udio a-uzvojnica (0,4 £ 0,6 %) te visok udio “ostalih™ struktura (46 = 5 %)

karakteristi¢nih po dominantnom maksimumu pri oko 190 nm. PoviSenje temperature na 60 °C

dovodi do izraZzenog porasta antiparalelnih B-ploca (60 + 4 %) te pojave a-uzvojnica (28 + 2

%), uz istodobno smanjenje udjela neuredenih konformacija. Ova promjena odrazava

temperaturno-uzrokovanu preraspodjelu sekundarnih struktura MBP-a, pri ¢emu je zanimljivo

da ne predvida mjerljiv udio “ostalih” sekundarnih struktura.
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Slika 39. Histogrami raspodjela sekundarnih struktura MMM-ova sa zasi¢enim lancima +

MBP pri 30°C i 60 °C dobiveni BeStSel analizom.

Za razliku od toga, promijenjeni MMM-ovi pri patoloSkim uvjetima imaju slicne udjele
sekundarnih struktura pri obje temperature, s dominantnim antiparalelnim B-plo¢ama (~ 33—
35%) i znacajnim udjelom zavoja (~ 20-30%). Ovi rezultati, proizasli iz CD spektara, upucuju
na prisutnost djelomi¢no formiranih sekundarnih elemenata. Takav odziv sugerira da
interakcije MBP-a s lipidnim glavama i promijenjenim elektrostatskim okruzenjem u ovim
MMM-ovima, stabiliziraju odredene konformacije proteina, neovisno o globalnoj fazi lipidnog

dvosloja.
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4.4.2. Sekundarne strukture MBP-a kod MMM'-ova sa zasicenim lancima bez kolesterola

CD spektri MBP-a adsorbiranog na MMM'-ove (normalni i promijenjeni mijelin) pokazuju
obiljezja tipi¢na za IDP-ove, uz jasnu ovisnost o temperaturi i lipidnom sastavu membrane

(slika 40.).

z_ nMMM'+MBP_30°C
z_nMMM'+MBP_60°C
z_pMMM'+MBP_30°C

109 z_pMMM'+MBP_60°C [
{15 - -2.0 Los
0.5 I I
_ ; 1.5
o T I - 0.0
0.0 4 1.0 1 E:—-—-—‘ N - L 1.0
054 b 1 Ll ] . - F-05
2’”(].3 0.5 - ﬁq B L 05
.= l 1 g L
E-1.0- - 1L - 0.0 [-1.0
2 1004 jelp.\Eanst gilki -
U_l 5 - L _'_.:‘ : | — ‘{}5 | _] 5
| + |- .__I T F
2.04-0.5 4 Ll p-10
2.0 ] I - -2.0
25 =T . Lo +-15 |
-2.0 =1 L N
-1.04T + - |
1 . I L0 [72°
-3.0 L -
ls — 25 Lo
190 200 210 220 230 240 250

A/ nm

Slika 40. CD spektri MMM'-ova sa zasi¢enim lancima + MBP pri 30 °C 1 60 °C.

Pri 30 °C svi sustavi pokazuju slab, negativan signal u podru¢ju 190-200 nm, bez izraZenih
minimuma na 208 i 222 nm karakteristi¢nih za a-uzvojnice, $to ukazuje da MBP zadrzava
visoki stupanj konformacijske neuredenosti. PoviSenje temperature na 60 °C dovodi do
uocljivih, ali umjerenih promjena u spektrima. Kod z nMMM'-MBP 60°C javlja se blagi
porast pozitivnog signala u podrucju oko 220-230 nm, Sto sugerira djelomi¢nu redistribuciju
sekundarnih struktura prema zavojima i f-strukturnim elementima, ali bez jasne stabilizacije o-
uzvojnica. Suprotno tome, promijenjeni MMM'-ovi pokazuju slabije temperaturno-inducirane

promjene $to upucuje na smanjenu sposobnost takvih membrana na strukturiranje MBP-a.
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Nakon analize BestSel programom, za MMM'-ove je dobiven dominantan udio
antiparalelnih B-struktura, zavoja i ,,0stalih® struktura, uz zanemariv udio a-uzvojnica (slika

41)).
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Slika 41. Histogrami distribucija sekundarnih struktura MMM'-ova sa zasi¢enim lancima +

MBP pri 30°C 1 60 °C dobiveni BeStSel analizom.

Za MMM'-ove pri normalnim uvjetima, udio antiparalelnih B-ploca iznosi priblizno 40 % pri
obje temperature, uz vrlo mali udio paralelnih B-ploca (do ~2 %). PoviSenje temperature s 30
°C na 60 °C ne dovodi do znacajne redistribucije sekundarnih struktura. Kod MMM'-ova pri
promijenjenim uvjetima uocava se blago smanjenje udjela antiparalelnih B-ploca s poviSenjem
temperature, te istodobno povecanje kategorije struktura ,,ostalo, osobito pri 60 °C (slika 41.).
Takva raspodjela sugerira jo§ izrazeniju strukturnu heterogenost MBP-a, Sto je u skladu sa
slabim 1 Sirokim CD signalima bez jasnih obiljeZja stabilnih sekundarnih motiva. Minimalan,
ali mjerljiv udio a-uzvojnica (~ 3 %) pojavljuje se samo kod z pMMM'+MBP 30°C, no nestaje
pri viSoj temperaturi, §to upucuje na prolaznu 1 nestabilnu organizaciju.

Usporedba s prethodnim CD spektrima MMM sustava (koji sadrze Chol) jasno pokazuje

da odsutnost Chol rezultira znatno manjim stupnjem strukturne organizacije MBP-a. Dok je u
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MMM-ovima (koji sadrze Chol) uocen razvoj izrazenijih negativnih minimuma karakteristicnih
za o-uzvojnice, ovdje takvi signali izostaju ili su vrlo slabi. To potvrduje da Chol ima klju¢nu

ulogu u modulaciji 1 interakciji izmedu molekula lipida i proteinsko-lipidnih interakcija.

4.4.3. Sekundarne strukture MBP-a kod MMM-ova s nezasi¢enim lancima s kolesterolom

Dobiveni CD spektri MMM-ova s nezasi¢enim lancima u podruc¢ju 190-250 nm
okarakterizirani su relativno niskim amplitudama signala i izraZzenim oscilacijama, bez jasno
definiranih minimuma tipi¢nih za potpuno formiranu a-helikalnu strukturu pri priblizno 208 1
222 nm (slika 42.). Ovakav spektralni oblik upucuje na to da MBP, iako vezan uz membranu,
zadrzava visok stupanj konformacijske heterogenosti te ne prelazi u jedinstveno strukturirano
stanje. Prisutnost slabih negativnih doprinosa u podrucju 215-225 nm moze se povezati s
formiranjem kratkih PB-strukturnih konformacija, koje su prethodno opisane za MBP u

membranskom okruZenju i smatraju se vaznima za njegovo bo¢no vezanje uz lipidni dvosloj.!®!
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Slika 42. CD spektri MMM-ova s nezasi¢enim lancima + MBP pri 20 °C i 50 °C.
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Dvostruke veze u ugljikovodi¢nim lancima smanjuju stupanj slaganja lipida i poveéavaju
lateralnu fluidnost membrane, ¢ime se olaksSava elektrostatsko 1 hidrofobno sidrenje MBP-a na
povrsinu membrane.’® U takvim uvjetima MBP mozZe istodobno ostvarivati visestruke, ali
strukturno razli¢ite kontakte s lipidima, $to se u CD spektrima ocituje kao pojacana
oscilatornost i povecana varijabilnost signala, osobito u podru¢ju kra¢ih valnih duljina.
Temperatura dodatno modulira opazene konformacijske promjene. Pri 20 °C CD spektri
pokazuju vece amplitude i izrazenije oscilacije, Sto sugerira jace, ali konformacijski raznolikije
interakcije MBP-a s relativno manje fluidnhom membranom. Povisenje temperature na 50 °C
rezultira smanjenjem intenziteta CD signala i njihovim zagladivanjem, $to se moze pripisati
povecanoj fluidnosti membrane i relaksaciji induciranih strukturnih elemenata MBP-a. Za IDP
poput MBP-a, ovakav temperaturni odgovor ne predstavlja klasicnu termicku denaturaciju, ve¢
pomak ravnoteze izmedu razlicitih induciranih konformacija, pri ¢emu protein ostaje vezan uz
membranu, ali u fleksibilnijem i dinami¢nijem stanju.!®’

Ono $to je neophodno istaknuti je da interpretaciju CD spektara dodatno oteZava
zamucenje (turbiditet) uzoraka, koje je neizbjezno prisutno u sustavima koji sadrze lipidne
vezikule i membranski vezane proteine. RasprSenje svjetlosti, osobito pri valnim duljinama
ispod 210 nm, moZe dovesti do smanjenja efektivne elipti¢nosti, pove€anja Suma 1 distorzije
spektralnog oblika.'”® U promatranim sustavima zamuéenje je vjerojatno posljedica MBP-
inducirane agregacije ili medusobnog pribliZzavanja lipidnih vezikula gradenih od 5 razlicitih
lipida. Unato¢ prisutnosti turbiditeta, uoceni trendovi u CD spektrima dosljedni su izmedu
mjerenja 1 temperaturnih uvjeta, $to ukazuje na to da promjene nisu iskljucivo posljedica
eksperimentalnih artefakata, ve¢ odrazavaju stvarne konformacijske prilagodbe MBP-a u
membranskom okruzenju. Stoga se dobiveni CD podaci interpretiraju prvenstveno kvalitativno,
s naglaskom na usporedne razlike izmedu sustava razli¢itog lipidnog sastava i temperature, a
ne na apsolutne vrijednosti elipti¢nosti. Sveukupno, rezultati potvrduju da nezasi¢eni lanci
lipida omogucuju formiranje dinami¢nog proteinsko-lipidnog sklopa u kojem MBP zadrzava
djelomi¢no neuredenu, ali funkcionalno relevantnu konformaciju.

Analiza sekundarne strukture MBP-a provedena je metodom BeStSel na temelju CD
spektara MBP-a (slika 43.) . U svim promatranim sustavima dominantan doprinos sekundarnoj
strukturit MBP-a ¢ine antiparalelne B-ploCe i1 kategorija ,,ostalo*, koja obuhvaca neuredene

segmente i produzene konformacije.
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Slika 43. Histogrami distribucija sekundarnih struktura MMM-ova s nezasi¢enim lancima +

MBP pri 20°C 1 50 °C dobiveni BeStSel analizom.

Udio antiparalelnih B-struktura krec¢e se izmedu priblizno 24 i1 41 %, pri ¢emu su najvece
vrijednosti zabiljezene u n nMMM+MBP 20°C (~ 41 %) te u n nMMM-+MBP 50°C (~ 38
%). Ovi rezultati upucuju na to da prisutnost Chol u kombinaciji s nezasi¢enim lancima
omogucuje stabilizaciju B-strukturnih elemenata MBP-a, koji su prethodno opisani kao vazni
za njegovo boc¢no vezanje uz membranu i1 sudjelovanje u zbijanju mijelinskih slojeva. Udio a-
uzvojnica u svim sustavima ostaje nizak, pri ¢emu je znacajniji a-helikalni doprinos uocen
jedino u (~ 10 %). Ovakvi rezultati su u skladu s literaturom koja
navodi da MBP stvara kratke amfifilne a-uzvojnice uglavnom u regijama izravnog kontakta s
lipidnom glavom, dok ostatak molekule ostaje neureden.!*® Paralelne B-ploce zastupljene su u
zanemarivom udjelu, pri ¢emu se mali doprinos (~ 3 %) pojavljuje iskljuc¢ivo kod
n_ nMMM+MBP_ 20°C. Zavoji ¢ine umjeren, ali znac¢ajan udio ukupne sekundarne strukture, s
vrijednostima izmedu priblizno 15 1 27 %. Najve¢i udio zavoja zabiljezen je

n nMMM+MBP 50°C (~ 27 %), Sto upucuje na povecanu fleksibilnost i dinami¢nost MBP-a
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pri povisenoj temperaturi. Kategorija ,, ostalo *, koja ukljucuje neuredene strukture i produzene
konformacije, ¢ini najveci pojedinacni udio u svim analiziranim sustavima (~ 35-50 %). Najvisi
udio zabiljeZen je u (~ 50 %), dok se pri 50 °C biljezi blago smanjenje
tog udjela uz istodobno povecanje antiparalelnih B-struktura. Ovi rezultati potvrduju da Chol,
u sinergiji s nezasi¢enim lancima, doprinosi stabilizaciji djelomi¢no uredenih konformacija
MBP-a, ali ne narusava njegovu klju¢nu strukturnu fleksibilnost.

Usporedba temperaturnih uvjeta pokazuje da povisenje temperature ne dovodi do
gubitka sekundarne strukture u klasi¢nom smislu, ve¢ do preraspodjele izmedu B-struktura,
zavoja 1 neuredenih segmenata. Takvo ponasanje tipi¢no je za IDP-ove i dodatno potvrduje da

MBP ne funkcionira kao stati¢ni strukturni element.'®’

4.4.4. Sekundarne strukture MBP-a kod MMM'-ova s nezasicenim lancima bez kolesterola

CD spektri MMM'-ova (bez Chol) s MBP-om pokazuju izrazenu konformacijsku heterogenost
1 snaznu ovisnost o temperaturi i lipidnom sastavu membrane (slika 44.). U usporedbi sa
sustavima koji sadrZze Chol (normalni i promijenjeni MMM-ovi), spektri su obiljeZeni ve¢im
oscilacijama signala, slabijom definicijom sekundarne strukture i pove¢anim doprinosom
eksperimentalnog Suma, $to zajedno upucuje na fundamentalno drugaciji nacin interakcije
MBP-a s membranom u odsutnosti Chol. U svim analiziranim uzorcima, CD signal u podrucju
190-220 nm ne pokazuje jasno definirane minimume karakteristicne za stabilnu a-helikalnu
strukturu, Sto potvrduje da MBP u membranama bez Chol ne poprima dugotrajno stabiliziranu

sekundarnu strukturu.
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Slika 44. CD spektri MMM '-ova s nezasi¢enim lancima + MBP pri 20 °C i 50 °C.

Odsustvo Chol znacajno povecava lateralnu fluidnost lipidnog dvosloja i smanjuje njegovu
mehani¢ku koheziju.'® Posljedi¢no, membrana postaje manje sposobna stabilizirati inducirane
konformacije MBP-a. To se jasno ocituje u CD spektrima, osobito n nMMM'+MBP 20°C,
gdje su oscilacije signala najizraZenije, a amplituda CD vrijednosti najveca. PoviSenje
temperature na 50 °C dovodi do djelomi¢nog zagladivanja CD spektara u oba tipa MMM'
membrana, uz smanjenje amplituda signala i ublazavanje oscilacija. Ovaj efekt moze se
pripisati dodatnom povecanju fluidnosti membrane i ubrzanoj dinamici lipid—protein
interakcija, ¢ime se smanjuje vjerojatnost stabilizacije ¢ak 1 kratkotrajnih sekundarnih
strukturnih elemenata MBP-a. Stoga je razumno pretpostaviti da se ovdje ne radi o klasicnoj
termi¢koj denaturaciji proteina, ve¢ o pomaku konformacijske ravnoteze prema jo$
fleksibilnijem 1 dinami¢nijem stanju, tipicnom za IDP-ove u slabije organiziranom, vrlo
dinami¢nom membranskom okruzenju.

Kao i kod MMM-ova, znacajan Cimbenik u interpretaciji dobivenih CD spektara

predstavlja pove¢ano zamucenje (turbiditet) uzoraka. U odsutnosti Chol, koji inace doprinosi
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mehanickoj stabilnosti i otpornosti membrane na deformacije, takvi procesi su dodatno
naglaseni.'*

Unato¢ navedenim ograni¢enjima, usporedna analiza pokazuje dosljedne trendove
izmedu uzoraka, Sto omogucuje pouzdanu kvalitativnu interpretaciju. Usporedbom s modelnim
membranama koje sadrze Chol (MMM-ovi), jasno je da on ima klju¢nu ulogu u stabilizaciji
MBP-inducirane organizacije membrane. Njegov izostanak dovodi do poveéane
konformacijske nestabilnosti MBP-a, slabije definiranih sekundarnih strukturnih elemenata 1
izrazenije agregacije membranskih struktura.

Analiza provedena metodom BeStSel pruza detaljan uvid u utjecaj izostanka Chol na
konformacijsko ponasanje MBP-a. Dobiveni histogrami na slici 45. pokazuju izraZzenu
redistribuciju sekundarnih strukturnih elemenata u usporedbi sa sustavima koji sadrze

kolesterol, $to potvrduje kljucnu ulogu kolesterola u stabilizaciji proteinsko-lipidnih interakcija

u MMM'-ovima.
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Slika 45. Histogrami distribucija sekundarnih struktura MMM'-ova s nezasi¢enim lancima +

MBP pri 20°C 1 50 °C dobiveni BeStSel analizom.
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U svim analiziranim MMM'-sustavima dominantne komponente sekundarne strukture MBP-a
¢ine antiparalelne B-ploce i kategorija ,,0stalo®, koja obuhvaca neuredene i produzene
konformacije. Udio antiparalelnih B-struktura krece se u rasponu od priblizno 27 % do 42 %,
pri ¢emu se najveée vrijednosti biljeze u n pMMM-+MBP 20°C (~ 42 %) te u
n pMMM'+MBP_50°C (~ 37 %). Medutim, u usporedbi s MMM-sustavima koji sadrze Chol,
antiparalelne B-strukture u membranama bez Chol pokazuju vecu varijabilnost, §to upucuje na
prolazniji 1 manje kooperativan karakter tih struktura. Udio a-uzvojnica u svim MMM'-
sustavima iznimno je nizak. Detektabilan a-helikalni doprinos (~ 3 %) uocen je samo u
n nMMM'+MBP 20 °C, dok u ostalim uzorcima o-helikalna struktura praktic¢ki izostaje.
Ovakav rezultat jasno pokazuje da odsustvo Chol onemogucuje stabilizaciju a-zavojnica MBP-
a na membranskoj povrSini, §to je u skladu s literaturom koja navodi da kolesterol doprinosi
povecanju debljine i mehanicke stabilnosti membrane, ¢ime se olakSava trajno sidrenje
helikalnih  segmenata proteina.!! Paralelne P-plo¢e pojavljuju se isklju¢ivo u
n nMMM“+MBP 20 °C, s udjelom od priblizno 13 %. Ova pojava ukazuje na povecanu
konformacijsku heterogenost MBP-a u odsutnosti Chol, osobito pri nizoj temperaturi, kada je
membrana manje fluidna 1 istodobno strukturno slabije organizirana. Zavoji ¢ine umjeren udio
ukupne sekundarne strukture MBP-a u svim MMM'-uzorcima, s vrijednostima izmedu
priblizno 16 % 1 20 %. Najveci udio zavoja zabiljezen je u n nMMM'+MBP 50 °C (~ 20 %),
Sto ukazuje na povecanu fleksibilnost 1 dinami¢nost proteinske strukture pri poviSenoj
temperaturi. Povecanje udjela zavoja, uz istodobno povecanje neuredenih segmenata, sugerira
da poviSenje temperature dodatno destabilizira inducirane sekundarne strukture MBP-a u
MMM'-membranama. Kategorija ,,ostalo* ¢ini najveci pojedinacni udio sekundarne strukture
MBP-a u svim promatranim sustavima, s vrijednostima koje se krecu od priblizno 35 % do 53
%. U usporedbi sa sustavima koji sadrze Chol (MMM-ovi), udio kategorije ,,ostalo® u
membranama bez Chol (MMM'-ovima) znatno je veci, $to potvrduje da Chol ima stabilizirajuci
ucinak na inducirane sekundarne strukture MBP-a. Temperaturni u¢inak u MMM’ -sustavima
izrazeniji je nego u MMM-sustavima. PoviSenje temperature dovodi do smanjenja udjela -
struktura 1 povecanja zavoja i neuredenih segmenata, $to je tipicno ponasanje IDP proteina u
slabije organiziranom lipidnom okoliSu.

Bitno je naglasiti da se CD spektroskopijom MMM-ova s nezasi¢enim ugljikovodi¢nim
lancima dobivaju rezultati sli€ni onima sa zasi¢enim lancima, Sto sugerira da MBP bez obzira

na zasicenost lipidnih lanaca (odnosno temperature zagrijavanja) ostaje jednako nestrukturiran.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji provedena je detaljna i1 viSestruka analiza interakcija mijelinskog
bazi¢nog proteina (MBP) s modelnim mijelinskim membranama (MMM) razlicitog lipidnog
sastava, s ciljem razumijevanja kako promjene u omjeru lipida, prisutnost kolesterola,
zasicenost (nezasi¢enost) ugljikovodicnih lanaca lipida i faza membrane utje¢u na termotropna
1 molekulska svojstva membrana. Primjenom kalorimetrijskih, spektroskopskih i
mikroskopskih tehnika dobiven je jedinstven uvid u mozaik koji ¢ine reprezentativni lipidi
mijelina i MBP.

Pripravom MMM-ova od istih lipida u razli¢itoj koli¢ini pokazano je da je njihov omjer
klju€an za regulaciju jacine van der Waalsovih interakcija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca u
prisustvu MBP-a. Rezultati jasno ukazuju da su te interakcije znatno slabije u membranama
koji oponasaju normalni mijelin (normalni MMM-ovi) u usporedbi s onima koji oponasaju
promijenjen mijelin. Razlikovno-pretrazna kalorimetrija (DSC) potvrdila je izostanak
termotropnih dogadaja u normalnim MMM-ovima u prisutnosti MBP-a, za razliku od
promijenjenih MMM-ova, §to upucuje na to da MBP samom adsorpcijom na povr§inu MMM-
ova uzrokuje slabljenje van der Waalsovih interakcija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca. To je
dodatno potvrdeno FTIR-ATR spektroskopijom; analiza vrpci v@sCHz pokazala je da u
normalnim MMM-ovima prisutnost MBP-a ne uzrokuje znacajne promjene u pakiranju lipidnih
lanaca ni u lateralnom uredenju molekula lipida, kako pri 30 °C tako i pri 60 °C. Ovi rezultati
dodatno potvrduju slabljenje van der Waalsovih interakcija u sustavima koji oponasaju stanje
mijelina pri fizioloSkim uvjetima. Istodobno su uocene znacajne razlike u hidrataciji fosfatnih
skupina (vasPO2 mon)-uB vrpce) izmedu normalnih 1 promijenjenth MMM-ova, §to naglaSava
osjetljivost polarnih dijelova lipida, odnosno membrane, na promjene u lipidnom omjeru.

CD spektroskopija pokazala je da MBP, kao IDP, zadrzava svojstvo konformacijske
prilagodljivosti te poprima razlicite strukturne karakteristike ovisno o vrsti membrane na koju
se adsorbira. Posebice je zanimljiva razlika izmedu MMM-ova gradenih od lipida sa zasi¢enim
1 nezasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima. U MMM-ovima sa zasi¢enim lancima porast
temperature rezultira tek umjerenim promjenama u raspodjeli sekundarnih struktura, dok u

sustavima s nezasi¢enim lancima povecanje temperature dovodi do izrazenijeg porasta
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neuredenih struktura i smanjenja B-ploca. Dobiveni rezultati ukazuju na vecu osjetljivost MBP-
a u fluidnijem, tj. manje uredenom i rjede pakiranom (slabije van der Waalsove interakcije)
lipidnom okruzenju.

Posebno vazan doprinos ovog rada odnosi se na razjasnjavanje uloge kolesterola u
modelnim mijelinskim membranama. Pokazano je da prisutnost kolesterola modulira fizikalna
svojstva membrane djelujuci kao regulator fluidnosti i pakiranja lipidnih lanaca. U ovom
sluc¢aju, kolesterol u sprezi s MBP-om (i u prisustvu ostalih lipida ovisno o njihovom omjeru)
izrazito utjeCe na jaCinu van der Waalsovih interakcija izmedu ugljikovodi¢nih lanaca.
Posljedi¢no, adsorpcija MBP-a u sustavima koji sadrze kolesterol (MMM-ovi) je kvalitativno
drugacija nego u sustavima u kojima ga nema (MMM'-ovi), §to se vjerojatno odrazava na
fleksibilnost mijelinske membrane. Rezultati mjerenja CD-a dodatno potvrduju da je
zastupljenost pojedinih sekundarnih struktura MBP-a izrazito osjetljiva na prisutnost
kolesterola. U membranama koje sadrze kolesterol, MBP zadrzava visi stupanj neuredenosti,
dok se u njegovoj odsutnosti lakSe induciraju elementi sekundarne strukture, osobito pri
poviSenim temperaturama.

Dobiveni rezultati potvrduju postavljene hipoteze da se adsorpcija MBP-a na MMM-
ove razlikuje se u fizioloSkom i patolosSkom stanju, da prisutnost kolesterola smanjuje
interakciju MBP-a s MMM-ovima te da MMM-ovi u fluidnoj fazi jace intereagiraju s MBP-om
nego kada su u fazi gela. Time se postigao prvi sustavni uvid na molekulskoj razini gdje
promjene u omjerima lipida i prisutnost kolesterola zajednicki reguliraju van der Waalsove
interakcije, fluidnost membrane i1 adsorpciju MBP-a, koji odraZavaju stabilnost i funkcionalnost
mijelinske membrane. Ovo istrazivanje doprinosi razumijevanju utjecaja suptilnih promjena u
lipidnom sastavu na strukturnu 1 funkcionalnu stabilnost mijelina.

Znalaj ovog istrazivanja posebno dolazi do izrazaja u kontekstu demijelinizacijskih
bolesti. Budu¢i da je u patoloSkim stanjima cesto naruSen lipidni sastav mijelinske membrane
(navedeni promijenjeni sastav), rezultati ove disertacije sugeriraju da promjene u omjerima
lipida mogu povecati osjetljivost membrane na interakcije s MBP-om, potencijalno poti¢uci
strukturne poremecaje i destabilizaciju mijelina. Ovi uvidi mogu pruziti temelj za buduca
istrazivanja mehanizama demijelinizacije, razvoj preciznijih modelnih sustava te identifikaciju
lipidno-proteinskih parametara koji bi mogli predstavljati potencijalne ciljeve u terapijskim

pristupima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (PREMA
POTREBI)

AFM
ATR
bSM
CD
CH>
CH3
Chol
CMC
CLSM

DLS
DMPG
DOPC
DOPG
DPPC
DPPE
DPPG
DPPS
DSC
DSPC
EAE
EFA
ELS
GUV
LUV
La

Lg

mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy)
prigusena totalna refleksija (engl. attenuated total reflection)
sfingomijelin iz mozga (engl. brain sphingomyelin)
cirkularni dikroizam (engl. circular dichroism)

metilenska skupina

metilna skupina

kolesterol (engl. cholesterol)

kriticna micelarna koncentracija (engl. critical micelle concentration)
konfokalna laserska skeniraju¢a mikroskopija

(engl. confocal laser scanning microscopy)

hidrodinamic¢ki promjer

dinamicko rasprSenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)
1,2-dimiristoil-sn- glicero-3-fosfoglicerol
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin
1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
1,2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serin

razlikovno-pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry)
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin

eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis

analiza promjenjivih faktora (engl. evolving factor analysis)
elektroforetsko rasprSenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering)
gigantski liposomi (engl. giant unilamellar vesicles)

veliki liposomi (engl. large unilamellar vesicles)

fluidna faza

gel-faza
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IDP

MBP
MCA
MCR-ALS

MM
MMM
MMM'
MS

N (n)
NMR
PC

PE

PG
PLP
PS
POPC
POPE
POPS
PO
SLB
SEM
SUV

TEM
Tm

Uv
Vis

Z (z)

VasCHZ

intrinzi¢no neuredeni protein (engl. intrinsically disordered protein)
mijelinski bazi¢ni protein (engl. myelin basic protein)
visSedimenzionalna analiza krivulja (eng. multivariate curve analysi)
multivarijantna analiza metodom izmjeni¢nih najmanjih kvadrata

(engl. multivariate curve resolution with alternating least squares)

modelna membrana

modelna membrana mijelina s kolesterolom

modelna membrana mijelina bez kolesterola

multipla skleroza

oznaka za nezasic¢ene lipide (gradeni od nezasi¢enih ugljikovodi¢nih lanaca)
nuklearna magnetska rezonancija

fosfatidilkolin

fosfatidiletanolamin

fosfatidilglicerol

(engl. proteolipid protein)

fosfatidilserin

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamin
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-L-fosfoserin
(engl. myelin protein zero)

lipidni dvosloj vezan na ¢vrsti nosac (engl. supported lipid bilayer)
skenirajuca elektronska mikroskopija

mali liposomi (engl. small unilamellar vesicles)

apsolutna temperatura

transmisijska elektronska mikroskopija

temperatura taljenja ili mekSanja

temperatura pretprijelaza

ultraljubicasto (engl. ultraviolet)

vidljivo (engl. visible)

oznaka za zasicene lipide (gradeni od zasi¢enih ugljikovodi¢nih lanaca)
zeta-potencijal

antisimetri¢no istezanje CH» skupine

Petra Male§
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vsCH2 simetri¢no istezanje CH> skupine

vC=0 istezanje karbonilne skupine

yCH: strizna vibracija metilenske skupine
VasPO2~ antisimetri¢no istezanje fosfatnih skupina
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§8. DODATAK

8.1. DLS, ELS i konfokalna mjerenja (Dodatak poglavlju 4.1.)

8.1.1. Tablice DLS i ELS mjerenja MMM i MMM’ sa zasi¢enim lancima

Tablica D1. z nMMM+MBP

1 1353 100 0,367 0,25
2 1281 100 0,420 -0,01
3 1228 100 0,398 -0,96
4 1190 100 0,361
5 1438 100 0,309
6 1663 100 0,414
Srednja vrijednost + nesigurnost 1359+ 174 100+ 0 0,38 + 0,04 -0,2+ 0,6

Tablica D2. z nMMM-MBP

1 1389 100 0,086 -3,62
2 853,3 100 0,125 -2,76
3 1068 100 0,127 -4,22
4 1077 100 0,136
5 841,1 100 0,140
6 892,9 100 0,152
Srednja vrijednost + nesigurnost 1020 = 209 100 £ 0 0,13 £0,02 -3,5+0,7

Tablica D3. z pMMM+MBP

Petra Males

Doktorska disertacija



xvii

1 414.8 100 0,437 0,20
2 386,1 100 0,489 -0,13
3 423,1 100 0,397 -1,52
4 388,8 100 0,356
5 404,6 100 0,323
6 420,6 100 0,362
Srednja vrijednost + nesigurnost 406 = 16 100 £ 0 0,39 £ 0,06 -0,5+0,9
Tablica D4. z pMMM+MBP
. Mjerenje | Promjer/nm_ | Pl | {/mV
1 952.4 100 0,345 -3,64
2 1099 100 0,333 -4.24
3 1004 100 0,354 -5,39
4 1068 100 0,357
5 827,4 100 0,359
6 774,7 100 0,400
.. ) 0,36 +
Srednja vrijednost + nesigurnost | 954 + 130 100+ 0 0.02 -44+0,9

Tablica D5. z nMMM'+MBP

1 545,0 100 0,142 -0,07
2 524,5 100 0,137 0,02
3 551,7 100 0,140 -0,47
4 4533 100 0,154
5 4388 100 0,161
6 575,5 100 0,168
Srednja vrijednost + nesigurnost 515+ 56 100 £ 0 0,15 +0,02 -0,2+0,3

Tablica D6. z nMMM'-MBP

445,0

100

0,097

-12,2

536,6

100

0,111

-13,6
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3 516,7 100 0,120 -12,1
4 418,7 100 0,125
5 382,1 100 0,111
6 376,9 100 0,120
Srednja vrijednost + nesigurnost | 446 + 68 100+ 0 0,12+0,08 | -12,6+0,8

Tablica D7. z_ pMMM'+MBP

1 303,4 100 0,301 -10,5
2 328,2 100 0,322 -9,77
3 2724 100 0,355 -10,9
4 236,7 100 0,354
5 359,3 100 0,356
6 3524 100 0,412
Srednja vrijednost + nesigurnost | 309 + 48 100+ 0 0,35+0,03 | -10,4+0,6

Tablica D8. z pMMM'-MBP

1 293.1 100 1,001 -13.4
2 277,6 100 0,966 -12,9
3 349,8 100 0,301 -14,2
4 375,0 100 0,241
5 484,8 100 0,222
6 373,2 100 0,232
Srednja vrijednost + nesigurnost 359 + 74 100 £ 0 0,47+0,42 | -13,5+0,6
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8.1.2. DLS i ELS mjerenja MMM i MMM' s nezasicenim lancima

Tablica D9. n_ nMMM+MBP

1 632,1 100 0,140 0,10
2 5457 100 0,135 0,22
3 609,5 100 0,143 0,21
4 578,8 100 0,152
5 777,2 100 0,158
6 880,1 100 0,156
Srednja vrijednost + nesigurnost | 671 + 130 100+ 0 0,15+ 0,01 0,2+0,2

Tablica D10. n nMMM-MBP

1 142,0 100 0,066 -8,41
2 115,3 100 0,071 -9,70
3 50,92 100 0,100 -10,6
4 44,95 100 0,098
5 16,91 100 0,100
6 41,49 100 0,095
Srednja vrijednost + nesigurnost 69 + 48 100+ 0 0,09 + 0,02 9,6 +1,1

Tablica D11. n_ pMMM+MBP
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1 4184 100 0.352 -13.2
2 427.0 100 0.346 -14.9
3 4104 100 0.349 -13.1
4 453.8 100 0.358
5 322.2 100 0.311
6 408.7 100 0.342
Srednja vrijednost + nesigurnost | 409 + 45 100+ 0 0.35+£0.01 | -13.7+£1.0

Tablica D12. n_ pMMM-MBP

1 1212 100 0,097 -16,4
2 1222 100 0,092 -15,7
3 1125 100 0,084 -16,8
4 1152 100 0,097
5 1079 100 0,083
6 1027 100 0,105
Srednja vrijednost + nesigurnost | 1136 + 76 100+ 0 0,09+0,01 | -16,3+0,6

Tablica D13. n_ nMMM'+MBP

1 325,9 100 0,355 -0,188
2 332,5 100 0,349 0,177
3 305,8 100 0,344 -0,172
4 355,1 100 0,361
5 361,2 100 0,319
6 376,6 100 0,346
Srednja vrijednost & nesigurnost | 343 £26 100+ 0 0,34+ 0,03 -0,1+0,2
Tablica D14. n_ nMMM'-MBP
1 593,3 100 0,084 -8,00
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2 568,5 100 0,074 -7,51
3 415.,8 100 0,088 -8,64
4 4553 100 0,074
5 355,5 100 0,058
6 487,7 100 0,079
Srednja vrijednost + nesigurnost 479 £ 90 100 £ 0 0,08+0,02 | -8,0+0,6

Tablica D15. n_ pMMM'+MBP

1 524.7 100 0,128 -22.0
2 469,6 100 0,120 -23,1
3 343.4 100 0,151 -21,8
4 391,0 100 0,123
5 367,2 100 0,126
6 323.,7 100 0,124
Srednja vrijednost + nesigurnost 403 £ 78 100+ 0 0,13+0,01 | -22,3+0,7

Tablica D16. n pMMM'-MBP

1 278,6 100 0,072 -22.8
2 281,5 100 0,061 -23,1
3 279,4 100 0,076 -23.5
4 2948 100 0,085
5 268,6 100 0,067
6 269,6 100 0,081
Srednja vrijednost + nesigurnost 279 £ 10 100+ 0 0,08+ 0,02 | -23,1+0,3

Tablica D17. MBP+NaCl
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1 753,8 100 0,076 -0,36
2 620,1 100 0,079 -0,28
3 706,1 100 0,092 -0,33
4 654,2 100 0,086
5 7149 100 0,102
6 723,5 100 0,104
Srednja vrijednost + nesigurnost | 695 + 49 100+ 0 0,09+0,02 | -03+0,1

8.1.3. Konfokalna mikroskopija uzoraka sa zasicenim lancima

z nMMM-MBP
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z pMMM'-MBP

Slika D1. Snimke MMM i MMM'-ova sa zasi¢enim lancima bez MBP-a snimljene pri sobnoj
temperaturi (25 °C).

8.1.4. Konfokalna mikroskopija uzoraka s nezasicenim lancima

n nMMM~+MBP n_pMMM+MBP
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Slika D2. Snimke MMM-ova s nezasi¢enim lancima = MBP-a snimljene pri sobnoj

temperaturi (25 °C).

n_nMMM'+MBP

Petra Males Doktorska disertacija



XXV

Slika D3. Snimke MMM'-ova s nezasi¢enim lancima + MBP-a snimljene pri sobnoj

temperaturi (25 °C).

8.2. DSC krivulje i UV-Vis spektri (Dodatak poglavlju 4.2.)
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Protok topline / pls

40 -

35 4

30

25 4

20

n nMMM+MBP
n nMMM-MBP
n mMMM+MBP
n mMMM-MBP

Protok topline / pJs

0 35 40 45 50 55 60
T/e°C
g
6. n_nMMM'+MBP
n_nMMM'-MBP
n_mMMM'+MBP =
54 n mMMM'-MBP

0 I N I N 1 N I N 1 I |

30 35 40 45 50 55 60
T/°C

Slika D4. DSC krivulje MMM-ova 1t MMM'-ova s nezasi¢enim lancima = MBP-a s

pripadaju¢im nesigurnostima (gore: MMM = MBP u temperaturnom rasponu od 30 do 60 °C;
dolje: MMM' +£ MBP u temperaturnom rasponu od 30 do 60 °C).
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z nMMM+MBP
S,
g
£
<
300
52°C
.S,
g
g
S
5
2.
<
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' I
300 290 280 270 260 250

A/ nm
Slika D5. Temperaturno-ovisni UV-Vis spektri normalnih MMM-ova sa zasi¢enim lancima +

MBP (gore: MMM + MBP u rasponu od 30 do 52 °C; dolje: MMM—MBP u rasponu od 30
do 52 °C).
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z pMMM+MBP

Apsorbancija

A/ nm
z pMMM-MBP
52°C
T

Apsorbancija
3
a

300 ' 2(;0 . 2;30 ' 2;0 ' 2(l>0 ' 2;0

A/ nm
Slika D6. Temperaturno-ovisni UV-Vis spektri promijenjenih MMM-ova sa zasi¢enim
lancima £ MBP (gore: MMM + MBP u rasponu od 30 do 52 °C; dolje: MMM —MBP u
rasponu od 30 do 52 °C).
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8.3. FTIR-ATR spektari (Dodatak poglavlju 4.3.)

Amid I MBP+NaCl 30 °C
Amid II MBP+NaCl 60 °C

Amid III

Apsorbancija

VW/A\A

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200
Valna duljina / cm’

Slika D7. FTIR-ATR spektri MBP-a u NaCl(aq) u podru¢ju amidnih vrpci pri 30 °C i 60 °C.
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