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Sammendrag

Biologiske membraner er bygd opp som et bilag bestdende av lipider, proteiner og
karbohydrater. Coenzym Q;¢ (CoQ)o) utgjer den sterste fysiologiske formen av ubiquinoner
hos dyr og mennesker. Denne forbindelsen har lipidlignende egenskaper og inngér i samtlige
av kroppens membraner. CoQjo er kjent for & ha en viktig rolle 1 elektrontransportkjeden i
cellemembraner samt 1 membranen som omslutter cellens mitokondrie. CoQ;o utgjer ogsé en
viktig antioksidant 1 biologiske membraner. I denne studien blir det undersekt hvilken effekt

ulike konsentrasjoner av CoQ har pa ulike lipidmonolag.

Langmuir monolagsteknikk er benyttet til & underseke CoQ;os interaksjon med lipidmonolag
bestdende av henholdsvis POPS, DPPC, TLEPB og DEPC. POPS, DPPC og TLEPB er alle
biologiske lipider, mens DEPC er et ikke- biologisk glyserofosfolipid. De fleste biologiske
glyserofosfolipider har to mettede fettsyrer eller en mettet og en umettet fettsyre 1 henholdsvis
posisjon sn-1 og sn-2. DEPC avviker fra de biologiske glyserofosfolipidene ved at dette
lipidet inneholder to umettede fettsyrer. Langmuir monolagsteknikk tar utgangspunkt i ett av

de to lipidmonolagene som sammen utgjor bilaget i biologiske membraner.

Denne studien viser en konsentrasjonsavhengig interkalering av CoQjo 1 lipidmonolag av
POPS, DPPC, TLEPB og DEPC, hvor CoQ; pavirker pakkingen av monolagenes lipider.
Lokaliseringen av CoQ;o 1 lipidmonolagene er ogsd funnet & vaere avhengig av lipidenes
struktur. Resultatene fremkommet 1 denne studien gir grunn til & anta to alternative
lokaliseringer av CoQo1 lipidmonolag; vertikal interkalering av CoQ;o mellom lipidene samt
en horisontal organisering over monolagets lipider. Sistnevnte er avhengig av CoQo.-

konsentrasjon samt lipidsammensetning 1 monolaget.
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1 Innledning

I denne oppgaven er det undersekt hvilken effekt ulike konsentrasjoner av CoQ;o har pa
monolag av ulike lipider. 1 det eksperimentelle arbeidet er Langmuir monolagsteknikk
benyttet, et modellsystem som tar utgangspunkt i ett av de to lipidmonolagene som sammen

utgjer et lipidbilag.

CoQo er en lipidlignende, fettloselig forbindelse kjent for & ha en viktig rolle i
elektrontransportkjeden 1 biologiske membraner. CoQ;o er 1 tillegg kjent for & ha
antioksiderende egenskaper. Lipidene benyttet 1 det eksperimentelle arbeidet er
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (POPS), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPPC), totalt lipidekstrakt fra grisehjerne (TLEPB) og 1,2-dierucoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DEPC). POPS, DPPC og TLEPB er biologiske lipider, mens
DEPC er et ikke- biologisk lipid.

1.1 Bakgrunn for oppgaven

CoQjp er bygd opp av et redoks- aktivt benzoquinon- ringsystem og en hydrofob sidekjede
bestdende av 50 karbonatomer som sammen utgjer ti isopren- enheter. Sidekjedens hydrofobe
egenskaper fremmer interaksjoner mellom sidekjeden og molekyler med lav grad av polaritet.
CoQjp antas dermed hovedsakelig & vere lokalisert i den hydrofobe delen av biologiske

membraner.

CoQ er kjent for & ha en viktig rolle 1 elektrontransportkjeden i biologiske membraner, og er
ogsa kjent som en lipid- leselig antioksidant. Videre antas forbindelsen & vere involvert i
sykdommer som Huntingtons sykdom, Parkinsons sykdom og amyotrofisk lateralsklerose
[1,2,3]. Okt kunnskap om CoQ¢s lokalisering og mekanisme i elektrontransportprosesser i
biologiske membraner er folgelig av interesse. Flere studier av CoQjos egenskaper er utfort,
blant annet undersokelser basert pd CoQjos termodynamiske egenskaper 1 ulike
modellsystemer [4]. En viktig faktor forblir imidlertid fortsatt uklar, nemlig CoQos
lokalisering 1 biologiske membraner. Flere studier av CoQjos organisering i lipidbilag er

gjiennomfert, og resultatene fra disse er utvetydige.



I denne studien ble det undersekt hvilken effekt ulike konsentrasjoner av CoQ;o har pd
monolag av glyserofosfolipidene POPS, DPPC og DEPC samt TLEPB. Naturlig
forekommende bilag i humane celler har komplekse lipidsammensetninger. Med unntak av
det ikke- biologiske lipidet DEPC, finnes samtlige av de beskrevne lipidene i animalske
cellemembraner. Malet med studien er & f storre kunnskap om de interaksjoner som finner
sted mellom CoQ;¢ og lipider i1 biologiske membraner, samt bidra til & gke forstaelsen av

CoQ s lokalisering i lipidbilag.

1.2 Problemstilling

Problemstillingen 1 denne oppgaven er & undersegke effekten ulike konsentrasjoner av CoQig
har pd monolag av lipidene POPS, DPPC, TLEPB og DEPC. Det blir i tillegg undersokt om
effekten av CoQo er ulik pd monolag av biologiske lipider og ikke- biologiske lipider.

Tidligere studier av CoQjos interkalering i monolag og bilag av DPPC er Kkjent.
Konsentrasjonen av  CoQj;o benyttet 1 disse studiene er dog heyere enn
konsentrasjonsforholdene undersekt i1 denne studien. Studier av CoQes interkalering i
monolag av POPS, TLEPB og DEPC er til nd ikke kjent. I denne studien er folgende
konsentrasjonsforhold av CoQ;o undersekt; 0, 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. To av disse
konsentrasjonsforholdene er innenfor det biologiske konsentrasjonsomradet pd 1-3 mol%

CoQjo. De eksperimentelle forsekene ble utfort ved romtemperatur og pH 7,40.



2 Teori

2.1 Biologiske membraner

En celle er den strukturelle og funksjonelle grunnenheten hos alle levende organismer. Celler
kan vokse, reprodusere ved celledeling, de har metabolisme samt at de kan respondere pa
stimuli. Hos mennesker og dyr bestdr kroppen av milliarder av celler. Mangfoldet av
celletyper er stort, og hver av dem har unike egenskaper. Samtlige celler har likevel til felles
at de er omsluttet av en biologisk membran. Biologiske membraner skiller cellenes indre og
ytre rom. De regulerer ogsd cellenes intracellulere milje ved & slippe nerings- og
avfallsstoffer henholdsvis inn og ut av cellen. Membraner omslutter ogsa cellens organeller
fra cytoplasma. Biologiske membraner er satt sammen av ulike lipider (glyserofosfolipider,
glykolipider og steroider) samt proteiner og karbohydrater [5, 6]. Glyserofosfolipider utgjor
storst andel av lipidene i biologiske membraner. Lipider har amfifile egenskaper, hvilket betyr
at de har en polar hodegruppe og upolare hydrokarbonkjeder. I et vandig milje vil de polare
hodegruppene orientere seg mot andre polare molekyler, mens lipidenes upolare grupper vil
interagere med hverandre. P4 grunn av den hydrofobe effekten, vil lipidene spontant danne et
dobbeltsjikt- et bilag [7]. T bilaget vil de hydrofobe kjedene orienteres mot hverandre og
danne et hydrofobt sjikt, mens de polare hodegruppene vil vende ut mot cellens vandige indre
og ytre rom [5]. Lipidbilaget gir membranen dens grunnleggende struktur og fungerer som en
permeabilitetsbarriere. Membranproteinene er sentrale for de fleste av membranens

funksjoner [6].
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Figur 2.1.1: Skjematisk tegning av en biologisk membran med lipidbilag, proteiner og karbohydrater [8].



2.1.1 Lipider i biologiske membraner

Lipider utgjer en stor og variert gruppe av biologiske molekyler. Felles for dem alle er
imidlertid deres amfifile egenskaper, hvilket vil si at de har en asymmetrisk struktur med en
polar del og en upolar del. Lipider er viktige strukturelle komponenter i biologiske

membraner, og kan deles inn 1 felgende klasser; glyserofosfolipid, glykolipid og kolesterol.
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Figur 2.1.1.1: Oversikt over et utvalg lipider som finnes i biologiske membraner; fosfolipider og glykolipider.

Figuren viser ogsa skjematisk struktur for de ulike lipidene.

Glyserofosfolipid

Glyserofosfolipider, heretter kalt fosfolipider, har et glyserolmolekyl som ryggrad. Bundet til
glyserolmolekylet er to fettsyrer samt en polar hodegruppe. Fettsyrene utgjer lipidets
hydrofobe haler. Glyserol (propan-1,2,3-triol) er et prokiralt molekyl, slik at binding av ulike
grupper til molekylets sentrale karbonatom vil gi et kiralt molekyl. Stereokjemien til
fosfolipidene angis ved hjelp av stereospesifikk nummerering (sn). Fischer projeksjon kan
brukes til & presentere glyserolmolekylet. Nar hydroksylgruppen bundet til glyserolmolekylets
prokirale karbonatom er orientert mot venstre, nummereres karbonatomene 1, 2 og 3 fra

henholdsvis topp til bunn [9].



Fosfolipiders polare hodegruppe er forankret, via en fosfodiesterbinding, til glyserolmolekylet
1 posisjon sn-3. Lipidenes langkjedete fettsyrer er forankret gjennom esterbindinger i
posisjonene sn-1 og sn-2. En stor andel fosfolipider inneholder en mettet og en umettet
fettsyre 1 henholdsvis posisjon sn-1 og sn-2. Fettsyrene, bdde mettede og umettede, inneholder
vanligvis mellom 12 og 22 karbonatomer. Umettede fettsyrer har som regel cis konfigurasjon,

og dobbeltbindingene i flerumettede fettsyrer skilles ofte av en metylgruppe [9].

7
sn-1 CHo,—O—C —R1
T
sn-2 CH—O—C—R2
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|

sn-3 CH,—O—P —0—X
|

)

Figur 2.1.1.2: Generell strukturformel av et fosfolipid med et glyserolmolekyl som ryggrad. Molekylets

acylkjeder og hodegruppe er merket henholdsvis R1, R2 og X. Stereospesifikk nummerering er vist i figuren.

Fosfolipider 1 eukaryote cellemembraner inneholder ofte en blanding av ulike fettsyrer. Disse
fettsyrene kan ha stor variasjon med hensyn til kjedens lengde, grad av metning samt karbon-
karbon dobbeltbindingens posisjon pd kjeden. I tillegg til variasjon blant fettsyrene, kan
fosfolipider bindes til ulike hodegrupper, eksempelvis fosfatidylcholine (PC),
fosfatidyletanolamin (PE) og fosfatidylserin (PS). Fosfolipider klassifiseres etter hodegruppen
bundet til glyserolmolekylet. En gitt celletype kan inneholde opptil flere hundre klasser
fosfolipider [10]. Fosfolipidene utgjer omtrent 70% av det totale lipidinnholdet i animalske
celler, hvor PC har sterst forekomst etterfulgt av PE. Disse lipidene utgjer henholdsvis
40- 50% og 20- 45% av fosfolipidene. Fosfatidylinositol (PI), PS og fosfatidinsyre (PA)

finnes i mindre mengder [11].
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Sfingolipid

Sfingolipider er en kompleks gruppe av lipider bygget opp rundt en langkjedet aminoalkohol
som ryggrad 1 molekylet. Flere typer aminoalkoholer finnes blant sfingolipidene, hvor
sfingosin utgjer den vanligste. Sfingosin er en aminoalkohol med en umettet
hydrokarbonkjede. Hos sfingolipidene er sfingosin bundet til en langkjedet acylkjede og en
polar hodegruppe. Lengden pd den amid- bundne acylkjeden kan variere fra vev til vev.
Denne acylkjeden kan vare mettet eller umettet. Sfingolipider inngar som en viktig del av

cellemembraner i eukaryote celler [12].

Ho——CH/\/\/\/\/\/\/\/

R HN | H

H,C—O0—X

Figur 2.1.1.3: Generell strukturformel for sfingolipid. Molekylets hydrofobe acylkjede og hydrofile hodegruppe
er merket henholdsvis R og X [13].

Ceramider er N- acylerte sfingosinbaser som mangler hodegrupper. Disse forbindelsene
fungerer som en felles strukturell enhet for alle sfingolipider. Sfingolipidene kan deles inn 1
enkle og mer komplekse sfingolipider. Enkle sfingolipider utgjer tidlige produkter i
sfingolipidsyntesen, og omfatter molekyler som sfingosinbaser og ceramider. Komplekse
sfingolipider dannes ved addisjon av hodegrupper til ceramider 1 molekylets 1- hydroksy-
posisjon, og inkluderer blant andre sfingomyelin og glykosfingolipider. Sfingomyelin er et
sentralt lipid 1 plasmamembraner hos animalske celler, og har PC eller PE bundet som
hodegruppe i 1- hydroksy- posisjon [14]. P4 grunn av molekylets hodegruppe, klassifiseres
sfingomyelin som et fosfolipid. Glykosfingolipider har en eller flere sukkerenheter bundet 1 1-
hydroksy- posisjon. Cerebrosider, som er bundet til en sukkerenhet, er et eksempel pa et
glykosfingolipid. Gangliosider er de mest komplekse glykosfingolipidene, og inneholder
minst tre sukkerenheter og en eller flere sialinsyre- enheter. Syren gir lipidet en negativ
ladning under fysiologiske forhold. Gangliosider finnes hovedsakelig 1 membranens ytre
monolag, hvor de har en sentral rolle 1 cellulere funksjoner som cellegjenkjenning,

signaloverfering samt vevsutvikling [15]. Som felge av store hodegrupper hos gangliosidene,
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kan disse forbindelsene ogsd bidra til & kamuflere mindre molekyler 1 membranen, for

eksempel kolesterol.

25A
0 » “
H H ) P - .
P --.lo—" . CH” N R NN
N Ho7 i /o -
_,Q\?,-_'/.‘\”
Y cHeoH O GM,

Figur 2.1.1.4: Strukturformel for et gangliosid. Figuren viser gangliosidet galactosyl-N-acetylgalactosaminyl(N-

acetyl-neuraminyl)galactosylglucosylceramide (GM1) [15].

Steroider

En steroid er en strukturell enhet 1 de fleste eukaryote cellemembraner. Steroidene er bygget
opp av et tilneermet planart og rigid ringsystem bestaende av fire ringer, hvorav tre av ringene
har seks karbonatomer og en har fem karbonatomer. Flere ulike steroider finnes, hvor de
forskjellige steroidene har ulike funksjonelle grupper bundet til ringsystemet. Kolesterol er
den vanligste steroiden i animalske celler, og finnes i1 varierende konsentrasjon i ulike
vevstyper. Kolesterol er bygd opp av steroidenes ringsystem samt en polar hodegruppe og en
alkylkjede. Andelen av kolesterol er heyere i1 plasmamembraner enn i membraner som
omslutter cellens organeller. Det er ogsa antatt at kolesterol har en asymmetrisk fordeling
mellom bilagets to monolag [16]. Kolesterolmolekylet har amfifatiske egenskaper hvor
hydroksylgruppen utgjer den hydrofile hodegruppen og ringsystemet samt alkylkjeden utgjer
den hydrofobe delen. Kolesterol har flere funksjoner i eukaryote celler, hvor de viktigste er &

redusere permeabiliteten samt & gke stabiliteten i membraners bilag [17].

CHs

CH,

HO

Figur 2.1.1.5: Strukturformel for kolesterol [16].
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2.1.2 Lipid polymorfisme

Som felge av lipidenes amfifile egenskaper vil de spontant danne aggregater nar de kommer 1
kontakt med vann. Lipidene innrettes da slik at den hydrofile delen er 1 kontakt med vann,
mens de hydrofobe delene vil interagere med hydrofobe komponenter hos andre molekyler
[7]. Aggregatene blir holdt sammen av ikke- kovalente krefter, eksempelvis van der Waals
krefter og hydrofobe interaksjoner. Aggregatdannelse er energetisk favorisert, da det bidrar til
a redusere kontaktflaten mellom lipidenes hydrofobe grupper og vann. Avhengig av sterrelsen
pa det enkelte lipids hydrofile og hydrofobe grupper, kan lipidene innga i ulike former for
aggregater. Alternative innordninger er eksempelvis miceller, lammellar fase og heksagonal
fase. Miceller er sfariske partikler med en solvatisert overflate og en hydrofob kjerne [7].
Micelledannelse favoriseres av lipider der hodegruppens areal er storre enn tverrsnittet av
halene. Disse lipidene omtales som kjegleformet. Hos de fleste membranlipider er imidlertid
hodegruppens areal i lignende sterrelse med tverrsnittet av lipidets to haler. Membranlipider
beskrives derfor som sylinderformet. Sylinderformete lipider har sterre halegrupper enn
kjegleformete lipider, og vil saledes ikke fa plass 1 en micelle. Sylinderformete lipider danner
imidlertid andre former for aggregater; bilag og vesikler. Et bilag er en lammeller fase
bestdende av to monolag av lipider. I bilaget vil lipidenes polare grupper orienteres mot
bilagets overflate hvor de interagerer med vann, mens de hydrofobe gruppene vil rettes mot
midten av bilaget og danne et sentralt, hydrofobt sjikt. I flate bilag vil hydrofobe grupper
langs bilagets kanter eksponeres for vann. For 4 unngé dette, vil bilagene kurves og danne en
vesikkel. Vesikkeldannelse resulterer i at det blir dannet en lukket struktur som inneholder en
vandig lgsning [7]. Dannelse av bilag og vesikler er avhengig av lipidtype, forholdet mellom
lipidene, hydrering, temperatur samt trykk og ionestyrke. vrige former for
aggregatstrukturer er inverterte miceller eller invertert heksagonal aggregatstruktur laget av
lipider med invertert kjegleform, for eksempel PE. I disse aggregatene er lipidenes
hodegrupper orientert inn mot sentrum, mens halegruppene vender utover hvor de er 1 kontakt
med halegrupper 1 nabosylinderen. En siste aggregatstruktur er kubisk fase, hvor lipidene
danner et komplekst, tredimensjonalt gitter. Forekomst av ulike lipidfaser i membranbilag er

vist & kunne ha betydning for membraners struktur og funksjoner [ 18].
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Lipidtype Molekyl form Aggregat dannet

Monoacylfosfolipid
Detergenter
Kjegle

Fosfatidylcholin Micelle
Sfingomyelin

Fosfatidylserin

Fosfatidylinositol

Fosfatidylglyserol

Fosfatidylsyre

Difosfatidylglyserol )

Di-sukker diacylglyserol Sylinder

Bilag

Umettet pasfatidyletanolamin
Fosfatidylsyre + Ca?*

Di fosfatidylglyserol + Ca?*
Monosukker diacylglyserol

Invertert
kjegle

Invertert micelle

eller heksagonal (Hy)

Figur 2.1.2.1: Figuren viser et utvalg aggregater som dannes nér lipider kommer i kontakt med vann; micelle,
bilag og invertert micelle. Disse aggregatene dannes av molekyler med henholdsvis kjegle,- sylinder- og
invertert kjegleform, som vist i figuren. Representanter for de ulike molekylformene er presentert til venstre i

figuren [19].
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2.1.3 Biologiske membraner- oppbygging og fysikalske egenskaper

Det finnes flere typer biologiske membraner; plasmamembraner som skiller en celles indre og
ytre miljo, samt membraner som omslutter cellens organeller. Oppbygningen av biologiske
membraner avhenger av organismen membranen finnes i, vevstype, organ og celletype det
gjelder samt hvilken av cellens organeller membranen omslutter. De fleste membraner har
imidlertid en total tykkelse pd 30- 40 A, hvor den hydrofobe kjernen utgjer 25- 30 A.
Membraners eksakte tykkelse varierer avhengig av acylkjedenes lengde og metning. Innfering
av en dobbeltbinding i1 en acylkjede gir en knekk i karbonkjeden. Som folge av dette kan
acylkjedene orienteres ulikt. Interaksjon med andre molekyler i membranen kan ogsa bidra til
a pavirke membranens tykkelse. For eksempel kan lipidenes hodegrupper, med deres ulike
storrelser, ha ulik avstand til membranens senter avhengig av interaksjon med hodegruppene

hos nabolipidene [7].

Naturlig foreckommende lipidbilag bestar av en blanding av ulike lipider. Bilagene beskrives
ofte som asymmetriske, da bilagets to monolag sjelden har identisk lipidsammensetning.
Glykospingolipider finnes for eksempel hovedsakelig i membranens ytre monolag. Lipider
som inneholder cholin i hodegruppen (sfingomyelin og PC) er ogsd & finne 1 det ytre

monolaget, mens PS vanligvis finnes i membranens indre monolag [7].

Lipider er den strukturelle hovedkomponenten 1 biologiske membraner. Membraner
inneholder imidlertid ogsé en rekke proteiner. Membranproteiner er avgjorende for de fleste
av membranens funksjoner. Hos en gjennomsnittlig plasmamembran utgjer proteinene
mellom 40- 60% av den totale massen [20]. Det ma imidlertid tas i betraktning at
lipidmolekylene er sma sammenlignet med proteinmolekylene, og at det som folge av dette
vil vaere langt flere lipider enn proteiner 1 membranen. Membranproteiner blir delt inn 1 to
grupper avhengig av deres interaksjon med den hydrofobe kjernen i lipidbilaget; integrerte
proteiner og perifere proteiner. Integrerte proteiner, ogsa kalt transmembrane proteiner, har
segmenter av hydrofob karakter og kan trenge gjennom hele lipidbilaget. Proteinene
eksponeres dermed for bade bilagets hydrofobe sjikt samt dets vandige miljo pa begge sider
av membranen. Hydrofob interaksjon forer til at integrerte membranproteiner er sterkt knyttet
til lipidbilaget. Sterk interaksjon mellom lipider og proteiner i en membran kan resultere 1 at

en endring 1 membranstrukturen pavirker proteinenes struktur. Perifere proteiner er lost
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bundet til bilaget gjennom interaksjoner med lipidenes hodegrupper eller integrerte

membranproteiner [ 7].

Lipidbilag kan vaere vanskelige & beskrive presist, da de ikke har noen statisk struktur. Singer
og Nicholson presenterte 1 1972 den flytende mosaikk modellen, en modell som danner
grunnlaget for dagens forstdelse av membraners oppbygning og funksjoner. Den hydrofobe
kjernen beskrives her som delvis flytende, tilsvarende en todimensjonal orientert viskes
losning [5]. Lipidbilagets dynamiske struktur kan relateres til de ikke- kovalente bindingene
mellom individuelle lipider og mellom lipider og proteiner i bilaget. Lipider kan raskt
forflyttes fra et sted i1 bilaget til et annet, de kan rotere rundt sin egen akse samt at de kan bytte

plass med lipid 1 det motstdende monolaget innen et bilag (’flip-flop”).

Sidcvees rorsle ( ~107 sek)

Strekking/beying av % % \
acylkjeda ( ~10? sek) «—> «Flip-flop» i bilaget ( ~10° sek)

/

)

Rotasjon

Figur 2.1.3.1: Alternative bevegelsesmenster for lipider i bilag. Tiden hver enkelt bevegelse bruker er vist i

parentes [19].
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Biologiske membraners fluiditet kan beskrives ved hjelp av smeltepunktet, ogsd kalt
transisjonstemperaturen Ty,,. Ved denne temperaturen gér lipidene fra & veere 1 en gel fase (Lp),
som er en ordnet krystallinsk fase, til en vaskefase (L,) [7]. Denne transisjonen skjer via en
pre- transisjonsfase, Pp, som er en vaske- ordnet fase. Ved Ly er lipidenes acylkjeder pakket
sammen ved hjelp av van der Waals bindinger, og de blir sagt & ha all- frans- konfigurasjon.
Ved L, kan metyl- gruppene i1 acylkjedene rotere fritt rundt, og lipidene har gauche-
konfigurasjon. Overgangen fra L til L, resulterer 1 at lipidene tar storre plass 1 bilaget, samt at

tykkelsen pa bilaget reduseres.

NI
g

Gel fase, L

& Pre- transisjon

i,
i,

Pre- transisjonsfase, Py

@ Hovedtransisjon

GRS M

Flytende fase, L,

Figur 2.1.3.2: Skisse av faseovergang fra gelfase (Lg) (all- trans- konfigurasjon), via pre- transisjonsfase (Pg), til

vaeskefase (L,) (gauche- konfigurasjon) [21].

Alle lipider har en unik transisjonstemperatur, Ty, hvor de gjennomgar faseovergang fra Lg,
via Pg, til L, [22]. Transisjonstemperaturen til en acylkjede avhenger bade av dens lengde og
metningsgrad. For en mettet acylkjede vil transisjonstemperaturen oke med okende
kjedelengde. Dette skyldes at det trengs mer energi (hayere temperatur) for & bryte van der
Waals interaksjonene som finner sted mellom lengre acylkjeder. Kortere acylkjeder smelter
ved lavere temperaturer, da overflaten tilgjengelig til & ta del 1 van der Waals interaksjoner er
mindre [7]. Det er ogsa vist at introduksjon av dobbeltbindinger i lipidets sn-2 posisjon kan

pavirke lipidets transisjonstemperatur. Denne effekten har imidlertid vist seg & veere avhengig
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av cis- bindingens posisjon i acylkjeden. Innfering av dobbeltbindinger resulterer 1 mindre
effektiv pakking av acylkjedene 1 bilaget. Denne effekten forsterkes ved innfering av
ytterligere en dobbeltbinding, men reduseres ved innfering av en tredje dobbeltbinding til
acylkjeden [10]. Generelt kan det sies at lengre acylkjeder har en tendens til & vaere mindre
mobile og mer krystallinske enn kortere kjeder, og at mettede kjeder er mindre mobile enn
umettede kjeder. Siden en flytende biologisk membran er viktig for en rekke metabolske
prosesser, bestreber enhver organisme & opprettholde en konstant membranfluiditet ved &
justere lipidsammensetningen 1 bilaget. Membranene hos de fleste organismer har flytende
struktur over et bredt temperaturomrade. Dette skyldes delvis at membranene bestar av et
mangfold av lipider, og gjennomgér dermed ikke en markert overgang mellom Lg, og L.
Tilstedeverelse av kolesterol vil 1 tillegg bidra til opprettholdelse av en konstant
membranfluiditet over et bredt temperaturomrade. Sistnevnte skjer ved hjelp av felgende to
mekanismer; kolesterol reduserer membranfluiditeten lokalt ved at molekylets rigide og plane
ringsystem hindrer bevegelse av narliggende acylkjeder, samt at det gker membranfluiditeten

lokalt ved a ga inn mellom lipidene og hindre deres tette pakking [7].
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2.2 Beskrivelse av POPS, DPPC, TLEPB og DEPC

Under er det gitt en beskrivelse av TLEPB og de ulike fosfolipidene benyttet 1 det
eksperimentelle arbeidet; POPS, DPPC, og DEPC. Samtlige av fosfolipidene herer til under
gruppen glyserofosfolipider, men har ulike halegrupper og/eller hodegrupper.

2.2.1 POPS

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (POPS) har hodegruppen serin bundet til
fosfatgruppen i posisjon sn-3 pa glyserolmolekylet, og omtales som fosfatidylserin (PS) [11].
Acylkjeden 1 posisjon sn-1 er palmitinsyre, en mettet fettsyre bestdende av 16 karbonatomer
(16:0) [23]. Acylkjeden i posisjon sn-2 er oleinsyre og bestar av 18 karbonatomer og har en
dobbeltbinding ved karbonatom 9 (18:1) [24]. POPS har nettoladning -1 ved pH 7.4.
Molekyleer masse er 783,988 g/mol [25]. Molekylets struktur er vist i figur 2.2.1.1.

Figur 2.2.1.1: Strukturformel av POPS [25].

2.2.2 DPPC

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) har en cholingruppe bundet til
fosfatgruppen i posisjon sn-3 pa glyserolmolekylet, og klassifiseres som fosfatidylcholin
(PC). Acylkjedene 1 posisjon sn-1 og sn-2 er begge mettet palmitinsyre, og bestdr av 16
karbonatomer (16:0/16:0) [23]. DPPC har nettoladning 0 ved pH 7,4. Molekyler masse er
734,039 g/mol [26]. Molekylets struktur er vist i figur 2.2.2.1.

0

Figur 2.2.2.1: Strukturformel av DPPC [26].
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223 TLEPB

Brain Total Lipid Extract (TLEPB) fra grisehjerne bestar av en blanding av ulike lipider.
Sammensetningen av ekstraktet er:

* Fosfatidyletanolamin (PE), 16,7 %

* Fosfatidylserin (PS), 10,6 %

* Fosfatidylcholin (PC), 9,6 %

* Fosfatidinsyre (PA), 2,8 %

* Fosfatidylinositol (PI), 1,6 % [27]

De resterende 58,7 % bestar av andre lipider som:
¢ Kolesterol, ca. 20 %
e Sfingomyelin, ca. 10 %
* Gangliosid, ca. 20 %

* Ceramid, mindre enn 10 % [28]

Gjennomsnittlig molekyler masse for TLEPB er bestemt til & vaere 827,00 g/mol [28]

2.2.4 DEPC

1,2-dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DEPC) har en cholingruppe bundet til
fosfatgruppen i posisjon sn-3 pa glyserolmolekylet, og klassifiseres som fosfatidylcholin
(PC). Acylkjedene 1 posisjon sn-1 og sn-2 bestar begge av 22 karbonatomer, og har begge en
dobbeltbinding ved karbonatom 13 (22:1/22:1) [29]. DEPC har nettoladning 0 ved pH 7.4.
Molekyleer masse er 898,326 g/mol [30]. Molekylets struktur er vist i figur 2.2.4.1.

0 0
Il
WV\/M/V\/\/\)I\ ~P~
0
Figur 2.2.4.1: Strukturformel av DEPC [30].
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2.3 Ubiquinoner

Ubiquinoner, ogsa kalt Coenzyme Q (CoQ), er smé, organiske forbindelser bygd opp av en
2,3-dimethoxy-5-methylbenzoquinon ring med en hydrofob sidekjede bestdende av
repeterende isopren- enheter bundet i ringstrukturens sjette posisjon. Ubiquinonene (UQ,)
avviker fra hverandre ved lengden pa sidekjedene som bestidr av mellom to og ti isopren-
enheter. Lengden péd sidekjeden er vist ved et nummer angitt etter navnet, eksempelvis
ubiquinon 10 (UQ10) med ti isopren- enheter i sidekjeden [31,32]. Molekylene er lipofile
samt har kjemiske egenskaper knyttet til deltagelse 1 reduksjons- og oksidasjonsprosesser.
Ubiquinoner er kjent for & fungere som mobile lipofile redoks- komponenter i transmembrane

elektrontransportsystemer hos prokaryote og eukaryote organismer.

2.3.1 Coenzym Qg

Ubiquinon 10, ogsd kalt Coenzym Qo (CoQjo), er den sterste fysiologiske formen av
ubiquinoner hos dyr og mennesker. Forbindelsen er lipidlignende, fettloselig og finnes i1
kroppens celler og membraner. CoQ ble isolert for forste gang i 1957 fra mitokondria i
hjertevev hos storfe av F. L. Crane [33]. CoQ;o er satt sammen av en
2,3-dimethoxy-5-methylbenzoquinonring samt en sidekjede bestdende av 50 karbonatomer
som sammen utgjer ti isopren- enheter. Molekylets ringsystem er redoks- aktivt, hvilket betyr
at det deltar i reduksjons- og oksidasjonsreaksjoner. Polyisopren sidekjeden har hydrofobe
egenskaper, noe som fremmer molekylere interaksjoner mellom sidekjeden og molekyler
med lav polaritet [34]. Sistnevnte medfarer at CoQ,o i all hovedsak finnes i den hydrofobe
delen av membraners bilag, hvilket i sin tur eker det redoks- aktive benzoquinon-
ringsystemets diffusjonsevne i membranen [35]. Studier av ubiquinoners lokalisering i
membraners bilag viser utvetydige resultater. P& modellmembraner av DPPC- bilag viser flere
studier at CoQos polyisoprene domene er plassert 1 senter av den hydrofobe kjernen parallelt
til membranens plan, og ikke parallelt til lipidenes acylkjeder. Metoder benyttet 1 disse
studiene er neytrondiffraksjon [36], kjernemagnetisk resonans (NMR) [37] og differensiell
scanning kalorimetri (DSC) [38, 39]. Andre studier foreslar imidlertid at CoQ,o lokaliseres
mellom lipidene, parallelt til lipidenes acylkjeder. Blant disse er flere NMR- studier [40, 41,
35]. DPPC er benyttet i samtlige av studiene, med unntak av studiet utfort av Wilhelmsen et

al. [35], hvor bilag av POPS er benyttet. Det er ogsa gjort undersgkelser av CoQios
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lokalisering i monolag av DPPC [4]. Det anslas der to alternative lokaliseringer av CoQjo i
monolaget; parallelt til membranens plan og mellom lipidene, parallelt til lipidenes
acylkjeder. CoQ er kjent for & ha en viktig rolle 1 elektrontransportkjeden i lipidmembraner
og i membranen hos cellens mitokondrie [42]. Det er ogséa kjent at CoQo, i redusert form,
fungerer som en lipid- leselig antioksidant. Denne egenskapen bidrar til at CoQ; blant annet
beskytter mot lipid peroksidering i cellemembranene [43, 44], det forhindrer skader pd DNA
samt serum low- density lipoprotein (LDL) peroksidering [43]. Videre er det antatt at CoQo
er involvert 1 sykdommer som Huntingtons sykdom, Parkinsons sykdom og amyotrofisk

lateralsklerose [ 1, 2, 3].

o)
HsCO. (u [.-\_:::J\/\_;.;
Haco”\."”
o) ﬁ
JY

Figur 2.3.1.1: Strukturformel av CoQy, [45].

22



2.4 Langmuir monolagsteknikk

I kontakt med vann danner lipider et tynt, flytende monolag pa vannets overflate. Dette skjer
ved at lipidenes polare hodegrupper interagerer med vannmolekyler pa vannets overflate,
mens lipidenes hydrofobe grupper orienteres bort fra det vandige miljoet. Lipiders evne til &
danne monolag legger grunnlaget for Langmuir monolagsteknikk, en veletablert metode
benyttet til & undersoke overflatemolekylers orientering og pakking i1 et monolag. Langmuir
monolagsteknikk benyttes blant annet som modellsystem av biologiske membraner, for

eksempel til studier av medikamenters interkalering blant lipider i en membran [46].

Agnes Pockels var den ferste til & utfere isoterm- malinger pa slutten av 1800- tallet.
Resultatet av hennes eksperimenter, en isoterm av stearinsyre, er i den senere tid vist & vere
korrekt [47]. Pockels publiserte i 1891 en artikkel som fremdeles er sentral for det moderne
arbeid med monolag pa vandige overflater [48]. Lord Rayleigh videreforte i 1899 Pockels
arbeid [49], og interessen for studiene ble etter hvert ogsa vekket hos flere. En av dem var
Irving Langmuir, som 1 1910-1920- arene benyttet monolagsteknikken til & studere flytende
monolag pa vandige overflater [50]. I samarbeid med Katherine B. Blodgett videreutviklet

Langmuir denne teknikken, og metoden har 1 den senere tid fatt navn etter disse to.
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2.4.1 Prinsipp og metode

Et Langmuir- apparat bestar av et trau, to bevegelige barrierer og en Wilhelmy plate. Til
trauet overfores subfase og lipidlesning. Funksjonen til barrierene er & komprimere

monolaget, mens Wilhelmyplaten benyttes for a male overflatetrykket [51].

Barrier Barrier

Figur 2.4.1.1: Skjematisk fremstilling av et Langmuir- apparat [52].

Ved utforelse av Langmuir monolagsteknikk forberedes forst en lesning hvor lipidet loses i et
spredningsmateriale, ofte kloroform. Ved overfering av lipidlesningen til subfasens vandige
overflate, vil leosningen raskt spres utover og dekke det tilgjengelige arealet.
Spredningsmaterialet fordamper raskt og etterlater et monolag av lipidmolekyler pa subfasens
overflate  [53].  Spredningsmaterialet = har en  positiv  spredningskoeffisient.
Spredningskoeffisienten, S, defineres ved overflatespenningen, y, til komponentene i

systemet, og er gitt i ligning 2.4.1.1.

(24.1.1) S =vGs - YLs - YoL

Der ygs er gass- subfase overflatespenningen, y.s er lesemiddel- subfase overflatespenningen
og Yo er gass- lesemiddel overflatespenningen. I tilfeller hvor spredningskoeffisienten er
positiv, vil lesemiddelet spres pa subfasens overflate sammen med lipidmolekylene. Etter at
spredningsmateriealet er fordampet, kan de datakontrollerte barrierene brukes til &
komprimere monolaget. Etter hvert som barrierene narmer seg sentrum av trauet, vil
pakningstettheten 1 monolaget oke. Gjennomsnittlig molekylareal, mma, blir beregnet som

tilgjengelig areal, A, dividert pa antall molekyler 1 monolaget, Ny, jamfor ligning 2.4.1.2.

(2.4.1.2) mma = A/Ny
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Kompresjon av monolaget gir en endring 1 overflatespenningen. Denne endringen angis ved
overflatetrykk, I1, hvilket er differansen mellom overflatespenningen til subfasen, ys, og

overflatespenningen til subfasen med monolaget, v, jamfor ligning 2.4.1.3.
(2.4.1.3) II=vys-Ym

Endring 1 overflatespenningen méles av en Wilhelmy- plate i sandblast platina. Sistnevnte
henger 1 en vekt over trauet. Folgende tre krefter vil virke inn pd platen nar den henger
nedsenket 1 subfasen; gravitasjon, kraften som virker i kontaktflaten mellom vasken og platen
som folge av overflatespenningen samt oppdrift. De to ferstnevnte kreftene virker nedover,

mens oppdriften virker oppover.
Wilhelmyplate

N
n

oy, ¥

¢
0 Q—fvt\\andl

Figur 2.4.1.2: Maling av overflatetrykk ved hjelp av Wilhelmy- plate hvor y er overflatespenning, g er

1

gravitasjonskraften, m er massen til det loftende vannet, ¢ er platens tykkelse, w er platens bredde, / er platens

lengde og 6 er vaeskens kontaktvinkel [52].
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Summen av kreftene som virker pd Wilhelmy- platen er vist i ligning 2.4.1.4.

(24.1.4) F=G+y-2(1+t)-cos(0)—0=mg+y-2(1+t)-cos(0)-Vpg

Der m er massen til platen i luft, g er gravitasjonskraften (= 9,81 ms?), y er
overflatespenningen, 1 er platens lengde, t er platens tykkelse, 0 er kontaktvinkelen, V er
volumet av vaskemengden som fortrenges av platen og p er vaskens tetthet.
Gravitasjonskraften som virker pd platen er konstant 1 jordas gravitasjonsfelt og blir nullstilt i
vekten. Kontaktvinkelen mellom platen og subfasen blir antatt & veere 0° og platen fuktes
dermed fullstendig nar den er nedsunket 1 subfasen. Overflatetrykket, I, kan dermed beregnes

fra vektmalingene ved hjelp av ligning 2.4.1.5.

(2.4.1.5) IT = ys - ym= AF/(2(I+1))

2.4.2 Faseoverganger

Resultatene blir presentert 1 form av Langmuir isotermer. [sotermene er grafiske fremstillinger
av mélt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma). Isotermene
gir informasjon om lipidenes struktur, areal, interaksjoner og fasetransisjoner [53]. En isoterm
kan deles inn 1 fire monolagsfaser; gassfase (G), ekspandert vaskefase (Le), kondensert
vaeskefase (Lc) og fast fase (S). Ved eksperimentets start befinner lipidmolekylene seg i
gassfase. | denne fasen har lipidene god plass og interaksjonene mellom molekylene er svake.
Ved kompresjon av monolaget reduseres lipidenes tilgjengelige areal (skende overflatetrykk),
og lipidene gér over 1 ekspandert vaskefase. Acylkjedene kan fortsatt beveges relativt fritt, og
de er uordnet som 1 en todimensjonal vaske. Svake interaksjoner finner imidlertid sted
mellom acylkjedene. Videre kompresjon av monolaget resulterer i en overgang fra ekspandert
vaeskefase til kondensert vaskefase. I denne fasen er interaksjonene mellom acylkjedene
sterkere, og hydrokarbonkjedene har ikke lenger noen kontakt med den vandige overflaten.
Parallelt med at overflatetrykket oker, vil ogsa det gjennomsnittlige molekylarealet reduseres
ytterligere og isotermen far en brattere stigning. Lipidene pakkes tettere sammen og
acylkjedene rettes mer opp mot luften. Fra kondensert vaskefase gar lipidene over i fast fase.
I fast fase er lipidenes hodegrupper pakket tett ssmmen 1 den vandige overflaten og det er lite

plass til kjedene som nd er rettet helt ut. Overflatetrykket oker kraftig i denne delen av
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kompresjonsforlgpet. Ved et bestemt areal og overflatetrykk vil ikke monolaget lenger kunne
motsette seg kompresjonen, og molekyler vil tvinges ut av monolaget. Dette punktet betegnes
som monolagets kollapspunkt, og finner sted ved monolagets maksimale overflatetrykk og
absolutte minimumsareal [S1, 47]. Faktorer som spiller inn pa kollapspunktet er storrelsen og
ladningen pé lipidenes hodegrupper samt acylkjedenes lengde og metningsgrad. En sterre
hodegruppe vil for eksempel gi tidligere kollaps enn en liten hodegruppe. Dette skyldes at
starre hodegrupper trenger storre plass i monolaget enn mindre hodegrupper. Elektrostatiske
interaksjoner mellom ioner i1 subfasen og lipidmolekyler kan virke stabiliserende péa
monolaget. Desto heyere overflatetrykket er ved kollapspunktet, desto mer stabilt er

monolaget.

Surface pressure [mN/m])

gaseous

Y

Mean molecule area [A%molecule]

Figur 2.4.2.1: Oversikt over lipidenes ulike faser gjennom kompresjon av et lipidmonolag utfert ved Langmuir

monolagsteknikk [54].
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3 Material og metode

Det praktiske arbeidet med oppgaven har funnet sted ved Hogskolen 1 Bergen, Avdeling for
Ingenigrutdanning. Arbeidet omfattet tillaging av bufferlesning og lipidlesninger med og uten
CoQjo. Langmuir monolagsteknikk ble benyttet til & fremstille monolag av lipidene samt
isotermer over lipidenes kompresjonsforlep. Metoden ble utfert 1 henhold til prosedyre
tilherende Langmuir- instrumentet [55]. Data innhentet fra de eksperimentelle forsekene ble

overfort til Excel for videre behandling.

3.1 Langmuir- instrumentet

Instrumentet benyttet er et Langmuir- instrument levert av KSV NIMA, Helsinki, Finland.
Instrumentet er av modellen KSV Minithrough, og bestér av et trau (75 x 364 x 5 mm) hvor
subfasen tilsettes, to bevegelige barrierer som regulerer overflatearealet til subfasen samt en
Wilhelmy- plate koblet til en elektronisk vekt som maéler overflatetrykket. Overflatene til
trauet og barrierene er dekket av polytetrafluoretylen (PTFE)[51]. PTFE er et sterkt hydrofobt
materiale som hindrer lekkasje av subfasen nar barrierene beveges mot sentrum av trauet.
Barrierene beveger seg symmetrisk med en hastighet pa 5 mm/minutt. Wilhelmy- platen
(10 x 20 mm) er laget av sandbldst platina og er delvis nedsenket i1 subfasen. P4 grunn av
kapillerkrefter vil subfasen loftes noe opp pd Wilhelmy- platen. Platen henger 1 en vekt som
registrerer endringer i overflatetrykket (mN/m), og har et felsomhetsomrade mellom 0- 150

mN/m [51]. Pé laboratoriet er apparatet plassert i et stav- og vibrasjonsisolerende kammer.

Figur 3.1.1: Langmuir instrument [56].
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3.2 Tillaging av lesninger

3.2.1 Hepesbuffer

Hepes i pulverform (1,1915 g) ble fortynnet med deionisert vann med ionestyrke 18,2 MQ/cm
(1 L). NaOH og/eller HCI ble benyttet til & innstille pH i lesningen (pH 7,40). Hepesbufferen
(5 mM) ble oppbevart ved romtemperatur.

Det henvises til vedlegg 1 for detaljerte beregninger.

3.2.2 Lipider og CoQyy

Stocklesninger (2,0 mg/ml) av POPS, DPPC og CoQ)o ble laget ved & veie inn pulver
(5,0 mg) og deretter tilsette kloroform (2,5 ml). Stocklgsninger (2,0 mg/ml) av TLEPB og
DEPC ble laget ved & veie inn lipidet 1 pulverform (10,0 mg) og lese det 1 kloroform
(5,0 ml). Grunnen til at det ble laget et dobbelt volum av stocklgsningen av TLEPB var et
onske om & benytte den samme stocklosningen ved tillaging av samtlige brukslesninger av
TLEPB. TLEPB bestar av en samling av ulike lipider, og det vil sidledes vere vanskelig &
reprodusere resultater fra ulike stocklesninger. DEPC ble 1 motsetning til de ovrige lipidene
veid inn fra en ampulle. For & sikre at det ble laget tilstrekkelig stocklesning til samtlige
brukslesninger av dette lipidet, ble det derfor valgt & veie inn en masse pa 10 mg av DEPC.
Til hvert av lipidene ble det laget seks brukslesninger (1,0 mg/ml) til de eksperimentelle
forsgkene. Disse inneholdt CoQ 1 ulik konsentrasjon; 0, 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. Innhold av
lipid- stocklesning, CoQo- stocklesning og kloroform i1 samtlige brukslesninger er vist i

tabell 3.2.2.1-3.2.2.4.

Det henvises til vedlegg 1 for detaljerte beregninger.
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Tabell 3.2.2.1: Innhold av POPS- stocklgsning, CoQ,- stocklgsning og kloroform i brukslesninger for POPS.

Brukslesning (mol%Co0Q;o) | POPS-stocklesning (uL) | CoQo-stocklesning (nL) | Kloroform (nL)
0 500,0 0,0 500,0
0,5 500,0 3,0 497,0
1 500,0 5,5 494,5
2 500,0 11,0 489,0
5 500,0 28,0 472,0
10 500,0 55,0 4450

Tabell 3.2.2.2: Innhold av DPPC- stocklesning, CoQ¢- stocklasning og kloroform i brukslgsninger for DPPC.

Brukslesning (mol%Co0Q;,) | DPPC-stocklesning (uL) | CoQjo-stocklesning (uL) | Kloroform (nL)
0 500,0 0,0 500,0
0,5 500,0 3,0 497,0
1 500,0 6,0 494.0
2 500,0 12,0 488.,0
5 500,0 30,0 470,0
10 500,0 59,0 441,0

Tabell 3.2.2.3: Innhold av TLEPB- stocklesning, CoQ¢- stocklasning og kloroform i brukslgsninger for TLEPB.

Brukslesning (mol%Co0Q;) | TLEPB-stocklesning (uL) | CoQj¢-stocklesning (uL) | Kloroform (uL)
0 500,0 0,0 500,0
0,5 500,0 3,0 497,0
1 500,0 5,0 495,0
500,0 10,0 490,0
5 500,0 26,0 474,0
10 500,0 52,0 448,0

Tabell 3.2.2.4: Innhold av DEPC- stocklgsning, CoQ)¢- stocklesning og kloroform i brukslesninger for DEPC.

Brukslesning (mol%Co0Q1) | DEPC-stocklesning (uL) | CoQjo-stocklosning (uL) | Kloroform (nL)
0 % 500,0 0,0 500,0
0,5 % 500,0 2,0 498.0
1% 500,0 5,0 495,0
2% 500,0 10,0 490,0
5% 500,0 24.0 476,0
10 % 500,0 48,0 452,0
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3.3 Eksperimentell utforelse

I forkant av hvert forsgk ble trauet og barrierene vasket vekselvis tre ganger med deionisert
vann og etanol. Trau og barrierer ble plassert 1 instrumentet, og overfledig vann ble fjernet fra
barrierenes bakside for & hindre eventuelle forurensinger. Trauet ble tilsatt buffer. Barrierene
ble komprimert og overfladig buffer, stov og luftbobler ble fjernet ved hjelp av vakuumsuger.
Barrierene ble dekomprimert og Wilhelmy- platen ble vasket vekselvis med vann og etanol
henholdsvis tre og to ganger og hengt pa vekten. En Hamiltonspreyte ble skylt tre ganger med
kloroform og en gang med lipidlesning for den ble fylt med lipidlesing (POPS, TLEPB og
DEPC: 25 uL, DPPC: 22 uL). Et volum pa 22 uL av lipidlesning av DPPC ble benyttet for &
sikre observasjon av samtlige faser i isotermenes kompresjonsforlgp. Barrierene og vekten ble
nullstilt, og preven ble applisert dréapevis pa overflaten av bufferen. Hamiltonspreyten ble
etter applisering vasket tre ganger med kloroform. For at kloroform 1 lipidlesningen skulle &
tid til & fordampe, ble eksperimentet startet etter fem minutter. Eksperimentet ble stoppet da
kollapspunktet var nadd, hvilket tok mellom 25 og 35 minutter. Eksperimentene ble utfort ved
romtemperatur, og ble gjennomfort for brukslesningene i tabell 3.2.2.1- 3.2.2.4. Da metoden
var svert emfintlige for stev, luftbobler og andre forstyrrelser i overflaten, ble forsekene

repetert inntil en hadde reprodusert isotermene i tre like paralleller.

Tabell 3.3.1: Utstyrsliste for Langmuir forsekene.

Utstyr Type Spesifikasjon Produsent
Langmuir instrument | KSV Minithrough | Dimensjoner: 75x364x5 mm KSV NIMA
Vekt XS204 Usikkerhet: = 0,0001 g Mettler Toledo
pH- meter SevenEasy pH 0-14, 0-100 C Mettler Toledo
. . 1-10 uL, 10-100 uL o Thermo electron
Automatpipette Finnpipette ilO 0-1000 ullj g corporation
Hamilton sprayte Microliter Hamilton Co.
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3.4 Reagenser

Lipider

POPS (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine)
Molekylvekt: 784,0 g/mol

Avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, Alabama, USA

DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
Molekylvekt: 734,0 g/mol
Avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, Alabama, USA

TLEPB (Brain Total Lipid Extract)
Molekylvekt: 827,0 g/mol
Avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, Alabama, USA

DEPC (1,2-dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
Molekylvekt: 898,34 g/mol
Avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, Alabama, USA

Coenzym Qg

Coenzym Qg

Molekylvekt: 863,34 g/mol

Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
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Lesninger og kjemikalier

Hepes (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-2-ethanesulfonic Acid (CsH;sN204S,)), 99% Min
Molekylvekt: 238,3 g/mol

Fisher Scientific, Fair Lawn, New Jersey, USA

Kloroform (CHCl3)

Molekylvekt: 119,4 g/mol

Helseskadelig

Fisher Scientific, Kougborough, Leicestershire, UK

Absolutt alkohol, etanol (CH3CH,OH) med 2% Metylisobutylketon
Molekylvekt: 46,07 g/mol
A/S Vinmonopolet, Oslo, Norway

Deionisert vann
PURELAB Option- R
ELGA

NaOH
Molekylvekt: 40,0 g/mol
Riedel de Haén
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4 Resultater

Resultatene blir presentert som Langmuir isotermer. En Langmuir isoterm er en grafisk
fremstilling av maélt overflatetrykk (mN/m) plottet mot lipidenes gjennomsnittlige
molekylareal (mma), og gir et bilde av det enkelte monolags kompresjonsforlep. Med unntak
av lesningen bestdende av ren CoQjo, ble det utfert tre parallelle malinger av hver
lipidlesning. Resultatene som fremkommer under dette avsnittet er beregnet fra
gjennomsnittet av disse tre malingene. Til videre behandling av resultatene tas det
utgangspunkt 1 de registrerte mma- verdier ved monolagets lift- off (1,0 mN/m), ved
overflatetrykk 20 mN/m, ved cellemembranens overflatetrykk, 30 mN/m og ved kollapspunkt.
Overflatetrykk ved kollapspunktet er ogsé registrert.

I det eksperimentelle arbeidet ble det benyttet fire lipider; POPS, DPPC, TLEPB og
DEPC. For hvert av lipidene ble det laget seks lipidlesninger, hvorav disse
inneholdt CoQo1 ulik konsentrasjon; 0, 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. Det er beregnet prosentvis
avvik mellom resultatet av malingene med og uten CoQ;o samt standardavvik for de tre
parallelle malingene. I tillegg til lipidlesningene er det analysert en lgsning bestdende av ren

COQ10.

Data for isotermene er vist i1 tabell 4.1.1-4.5.1.
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4.1 Resultater av rene lipidlesninger

For hvert av lipidene POPS, DPPC, TLEPB og DEPC ble det analysert en lipidlesning uten
tilsatt CoQjo. Resultatene fra disse analysene gir grunnlag for sammenligning av
lipidlesningene tilsatt CoQjo. Analyseresultatene fra de rene lipidlesningene blir ogsd
sammenlignet med hverandre. I tillegg er det analysert en lgsning bestdende av ren CoQo.

Isotermer og data for ren CoQ;¢ samt rene lipidlesningene er vist i figur 4.1.1 og tabell 4.1.1.

POPS, DPPC, TLEPB, DEPC og CoQ,,
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Gjennomsnittlig molekylareal (mma)

Figur 4.1.1: Isotermer som viser mélt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma) for

ren CoQ (turkis) samt rene lipidlesninger av POPS (bld), DPPC (red), TLEPB (grenn) og DEPC (lilla).

Av figur 4.1.1 og tabell 4.1.1 fremkommer det at CoQ;o danner monolag alene. Dette
monolaget har lift- off ved 111,7 mma, og kollapser ved et overflatetrykk pa 10,2 mN/m.
TLEPB har lavest mma ved lift- off (92,8 mma) av samtlige lipidlesninger. DPPC, DEPC og
POPS har lift- off ved henholdsvis 112,4 mma, 117,9 mma og 126,5 mma. Av lipidlesningene
viser DPPC hgayest overflatetrykk ved kollapspunktet (50,2 mN/m), etterfulgt av henholdsvis
TLEPB (42,7 mN/m), DEPC (38,4 mN/m) og POPS (33,8 mN/m). Foruten om ved lift- off,
viser DEPC hgyest mma gjennom alle faser, etterfulgt av POPS, TLEPB og DPPC, hvor
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DPPC har lavest. Frem til kollapspunkt, opptar CoQ tilnermet samme mma som POPS. Det

er registrert et platd 1 DPPC sitt kompresjonsforlep ved 5 til 10 mN/m og fra 65 til 85 mma.

Tabell 4.1.1: Oversikt over mma ved lift- off (mN/m = 1,0), overflatetrykk 20 og 30 mN/m og kollapspunkt for

lipidene POPS, DPPC, TLEPB og DEPC uten tilsatt CoQ,o. Overflatetrykk ved lipidenes kollapspunkt er ogsa

vist. Verdiene er beregnet ut i fra gjennomsnitt av tre parallelle isotermer. Standardavvik for disse parallellene er

vist 1 tabellen. Tabellen viser ogsa mma ved lift- off og kollapspunktet for ren CoQio. Overflatetrykk ved

kollapspunktet for CoQ, er ogsé vist. Standardavvik for ren CoQ, er ikke vist, da kun en parallell ble analysert

av denne lgsningen.

Lift-off  mMN/m=1) | mN/m=20 | mN/m =30 Kollapspunkt
mma + SD mma=+=SD | mma+=SD | mN/m+SD | mma + SD
POPS 126,5+ 0,1 62,5+0,1 55,7+0,1 33,8+1,2 | 53,8+0,1
DPPC 112,4+0,2 50,6 £ 0,3 453 +0,3 502+32 | 40,0+0,3
TLEPB 92,8 +0,0 58,3+0,1 52,4+0,1 427+0,7 | 46,4+0,2
DEPC 1179+ 0,0 71,0+ 0,2 61,0+0,2 384+1,7 | 55,1+0,2
CoQqo 111,7 - - 10,2 70,8
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4.2 Resultater av POPS i blanding med CoQy

POPS ble analysert 1 blanding med CoQ 1 felgende konsentrasjonsforhold; 0, 0,5, 1, 2, 5 og
10 mol%. Isotermer og data for disse lipidlesningene er vist i figur 4.2.1a og tabell 4.2.1.

Figur 4.2.1b og figur 4.2.1c viser isotermer med henholdsvis platd og kink”.

POPS i blanding med CoQ,,
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Figur 4.2.1a: Isotermer som viser malt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma)

for POPS i blanding med CoQ i felgende konsentrasjonsforhold; 0 (merk bld), 0,5 (red), 1 (grenn), 2 (lilla), 5
(lys bld) og 10 mol% (orange).
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Isoterm med platidannelse
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Figur 4.2.1b: Isotermer som viser malt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma)
for ren POPS (bld) og POPS med 0,5 mol% CoQ,o (red). Sistnevnte isoterm viser platddannelse ved 17 til 23

mN/m.
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Figur 4.2.1c: Isotermer som viser malt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma)

for ren POPS (bld) og POPS med 10 mol% CoQ (red). Sistnevnte isoterm viser en ’kink” ved 17 mN/m.
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Av figur 4.2.1a og tabell 4.2.1 fremkommer det at ren POPS har lift- off ved heyest mma
(126,5 mma), etterfulgt av POPS med CoQo1 folgende rekkefoelge; 0,5 (118,0 mma), 10
(116,4 mma), 2 (115,2 mma), 1 (114,5 mma) og 5 mol% (112,9 mma). Ren POPS viser frem
til 60 mma og 25 mN/m lavere mma og annet forlop enn POPS tilsatt CoQ;o. Fra dette
punktet og frem til kollapspunktet er ren POPS sammenfallende med isotermene til de gvrige
lipidblandingene. Ved 17 til 23 mN/m har isotermen med 0,5 mol% CoQo et platd, som vist i
figur 4.2.1b. Isotermene med 5 og 10 mol% CoQ,o viser begge en “kink” ved samme
overflatetrykk som platéet hos 0,5 mol% CoQo (figur 4.2.1c). En "kink” er et punkt med en
brd endring 1 isotermens stigningstall. Ren POPS har kollapspunkt ved lavest overflatetrykk
(33,8 mN/m) og heyest mma (53,8 mma). POPS med 5 og 0,5 mol% CoQ;o kollapser ved
omtrent samme overflatetrykk (39,2 mN/m og 39,6 mma). POPS med 2 mol% CoQo
kollapser ved heyest overflatetrykk (44,0 mN/m). POPS med 10 mol% CoQ;o har
kollapspunkt ved lavest mma (43,4 mma), etterfulgt av henholdsvis POPS med 2 (46,3 mma),
0,5 (47,1 mma), 5 (50,1 mma) og 1 mol% CoQ;o (50,6 mma).

Tabell 4.2.1: Oversikt over gjennomsnittlig molekylareal ved lift- off (mN/m = 1,0), overflatetrykk 20 og 30
mN/m og kollapspunkt for ren POPS og POPS i blanding med CoQ;, i ulik konsentrasjon; 0,5,
1,2, 5 og 10 mol%. Overflatetrykk ved lipidenes kollapspunkt samt prosentvis avvik mellom isotermene av ren
POPS og POPS i blanding med CoQ, er vist i tabellen. Verdiene er beregnet ut i fra gjennomsnitt av tre

parallelle isotermer. Standardavvik for disse parallellene er vist.

Lift- off (mN/m =1,0) | mN/m =20 | mN/m = 30 Kollapspunkt

mma + SD mma=+SD | mma=SD | mN/m+SD | mma + SD
Ren POPS 126,5+ 0,1 62,5+0,1 55,7+0,1 33,8+1,2 | 53,8+0,1
POPS m/0,5 mol% CoQ10 118,0+0,0 67,4+0,1 54,0+0,2 39,603 | 47,1+£0,3
POPS m/1 mol% CoQ10 114,5+0,1 71,0+ 0,1 59,9+0,1 41,9+22 | 50,6 £0,1
POPS m/2 mol% CoQ10 1152+0,0 68,9 +0,0 57,7+ 0,0 440+1,2 | 46,3+0,0
POPS m/5 mol% CoQ10 112,9+0,1 70,0 +0,3 56,9+0,3 392+22 | 50,1 £04
POPS m/10 mol% CoQ10 116,4+0,1 68,9+0,3 55,6+0,3 439+0,9 | 43,4+0,4
Prosentavvik (%) (%) (%) (%) (%)
0,5 mol% fra ren POPS -6,7 7,8 -3,1 17,2 -12,5
1 mol% fra ren POPS -9.5 13,6 7,5 24.0 -5.9
2 mol% fra ren POPS -8,9 10,2 3,6 30,2 -13,9
5 mol% fra ren POPS -10,8 12,0 2,2 16,0 -6,9
10 mol% fra ren POPS -8,0 10,2 -0,2 29.9 -19,3
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4.3 Resultater av DPPC i blanding med CoQ

DPPC ble analysert 1 blanding med CoQ 1 felgende konsentrasjonsforhold; 0, 0,5, 1, 2, 5 og

10 mol%. Isotermer og data for disse lipidlasningene er vist i figur 4.3.1 og tabell 4.3.1.
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Figur 4.3.1: Isotermer som viser mélt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma) for
DPPC i blanding med CoQ i folgende konsentrasjonsforhold; 0 (merk bld), 0,5 (red), 1 (grenn), 2 (lilla), 5 (lys
bla) og 10 mol% (orange).

Av figur 4.3.1 og tabell 4.3.1 fremkommer det at lift- off skjer ved ekende mma hos DPPC
med CoQo1 felgende rekkefolge; 0,5 (101,9 mma), 5, (105,1 mma), ren DPPC (112,4 mma),
1 (114,0 mma), 2 (119,7 mma) og 10 mol% CoQ;0(127,3 mma). Ved 20 og 30 mN/m samt
ved kollapspunkt viser isotermene av ren DPPC og DPPC med 0,5, 1 og 5 mol% CoQ;osma
avvik 1 mma. Isotermene med 2 og 10 mol% CoQ;o viser okt mma gjennom hele
kompresjonsforlepet, hvor isotermen med 10 mol% CoQ viser storst gkning 1 mma. Plataet 1
isotermen av ren DPPC er synlig hos DPPC med 0,5, 1 og 2 mol% CoQ,o, dog med smé
variasjoner 1 overflatetrykk og mma. En mulig "kink™ er observert i1 isotermene av bade 5 og

10 mol% CoQo. Kollapspunkt skjer ved gkende overflatetrykk i felgende rekkefolge; 1 (44,3
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mN/m), 10 (44,6 mN/m), 5 (46,0 mN/m), 2 (47,8 mN/m), 0,5 mol% CoQo (49,4 mN/m) og
ren DPPC (50,2 mN/m).

Tabell 4.3.1: Oversikt over gjennomsnittlig molekylareal ved lift- off (mN/m = 1,0), overflatetrykk 20 og 30

mN/m og kollapspunkt for ren DPPC og DPPC i blanding med CoQ;o i ulik konsentrasjon; 0,5,

1,2, 5 og 10 mol%. Overflatetrykk ved lipidenes kollapspunkt samt prosentvis avvik mellom isotermene av ren

DPPC og DPPC i blanding med CoQ,o er vist i tabellen. Verdiene er beregnet ut i fra gjennomsnitt av tre

parallelle isotermer. Standardavvik for disse parallellene er vist.

Lift- off (mN/m =1,0) | mN/m =20 | mN/m = 30 Kollapspunkt

mma + SD mma=+=SD | mma=SD | mN/m+SD | mma=+ SD
Ren DPPC 112,4+0,2 50,6 £0,3 45,3+0,3 50,2+ 3,2 40,0 £0,3
DPPC m/0,5 mol% CoQ10 101,9+0,5 49,5+ 1,3 46,2 £ 1,3 49,4+ 5,0 41,7+ 1,3
DPPC m/1 mol% CoQ10 114,0£0,1 51,7+0,2 452+0,2 443+2,5 41,1 +£0,2
DPPC m/2 mol% CoQ10 119,7+0,0 58,1 +0,5 53,3+0.,5 47,8 +£6,3 48,5 +0,6
DPPC m/5 mol% CoQ10 105,1 £0,1 53,4+0,2 47,7+0,2 46,0 £ 4,4 42,7+0,2
DPPC m/10 mol% CoQ10 127,3+0,0 65,4+ 0,1 56,4+0,0 44,6 £ 5,4 50,1 +£0,0
Prosentavvik (%) (%) (%) (%) (%)
0,5 mol% fra ren DPPC -9,3 -2,2 2,0 -1,6 43
1 mol% fra ren DPPC 1,4 2,2 -0,2 -11,8 2,8
2 mol% fra ren DPPC 6,5 14,8 17,7 4,8 21,3
5 mol% fra ren DPPC -6,5 5,5 5,3 -8,4 6,8
10 mol% fra ren DPPC 13,3 29,2 24,5 -11,2 25,3
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4.4 Resultater av TLEPB i blanding med CoQq

TLEPB ble analysert 1 blanding med CoQ;¢ 1 folgende konsentrasjonsforhold; 0, 0,5, 1, 2, 5
og 10 mol%. Isotermer og data for disse lipidlgsningene er vist 1 figur 4.4.1 og tabell 4.4.1.
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Figur 4.4.1: Isotermer som viser mélt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma) for
TLEPB i blanding med CoQ,q i felgende konsentrasjonsforhold; 0 (merk bla), 0,5 (red), 1 (grenn), 2 (lilla), 5
(lys bld) og 10 mol% (orange). *P& grunn av spredning i kollapspunktet hos de tre parallelle isotermene for
TLEPB i blanding med 10 mol% CoQ,o, er siste del av isotermen for TLEPB i dette konsentrasjonsforholdet
laget ut fra gjennomsnittsverdiene av to isotermer. Denne handlingen bererer imidlertid ikke omradet for

isotermens kollapspunkt, da dette punktet er funnet ut i fra gjennomsnittsverdier fra de tre parallelle isotermene.

Av figur 4.4.1 og tabell 4.4.1 fremkommer det at isotermen av TLEPB med 1 mol% CoQo
opptar lavere mma ved lift- off enn isotermen av ren TLEPB. De gvrige lipidlesningene viser
hoyere mma ved lift- off jo sterre konsentrasjonen av CoQer 1 losningen. Med unntak av
isotermen med 10 mol% CoQo, folger samtlige isotermer samme kompresjonsforlep.
Isotermen med 10 mol% CoQo inneholder et platd i omradet 14 til 18 mN/m og 67 til 75
mma. [sotermene av ren TLEPB og TLEPB med 1 og 2 mol% CoQ;o opptar tilnermet samme

mma ved 20 og 30 mN/m samt ved kollapspunkt. Isotermene med 0,5 og 5 og 10 mol%
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CoQjo opptar hayere mma gjennom alle faser av kompresjonsforlapet. Isotermene kollapser

ved ekende overflatetrykk i felgende rekkefelge; 0,5 (41,7 mN/m), 2 (42,5 mN/m), ren

TLEPB (42,7 mN/m), 5 (42,9 mN/m), 10 (43,7 mN/m) og 1 mol% CoQ;o (44,1 mN/m).

Tabell 4.4.1: Oversikt over gjennomsnittlig molekylareal ved lift- off (mN/m = 1,0), overflatetrykk 20 og 30
mN/m og kollapspunkt for ren TLEPB og TLEPB i blanding med CoQ;, i ulik konsentrasjon; 0,5,

1, 2, 5 og 10 mol%. Overflatetrykk ved lipidenes kollapspunkt samt prosentvis avvik mellom isotermene av ren

TLEPB og TLEPB i blanding med CoQ er vist i tabellen. Verdiene er beregnet ut i fra gjennomsnitt av tre

parallelle isotermer. Standardavvik for disse parallellene er vist.

Lift- off (mN/m =1,0) | mN/m =20 | mN/m = 30 Kollapspunkt

mma + SD mma=+SD | mma+=SD | mN/m=+SD | mma=+ SD
Ren TLEPB 92,8 +£0,0 58,3+0,1 52,4+0,1 42,77+£0,7 46,4 +0,2
TLEPB m/0,5 mol% CoQ10 93,7+ 0,6 62,4 +1,1 57,6 +1,2 41,7+£2,4 519+13
TLEPB m/1 mol% CoQ10 90,4 + 0,6 57,7+0,9 52,4+09 44,1 £3,4 46,4+ 0,9
TLEPB m/2 mol% CoQ10 94,0+0,1 57,7+0,6 51,7+0,7 42,5+1,7 47,0+£0,7
TLEPB m/5 mol% CoQ10 100,5 £0,2 65,7+ 0,4 58,6 +0,4 429+1,5 52,8 +£0.4
TLEPB m/10 mol% CoQ10 103,8 £0,2 63,1 +0,3 55,8+0,3 437+ 1,4 49,8 £0,3
Prosentavvik (%) (%) (%) (%) (%)
0,5 mol% fra ren TLEPB 1,0 7,0 9,9 -2,3 11,9
1 mol% fra ren TLEPB -2,6 -1,0 0,0 3,3 0,0
2 mol% fra ren TLEPB 1,3 -1,0 -1,3 -0,5 1,3
5 mol% fra ren TLEPB 8,3 12,7 11,8 0,5 13,8
10 mol% fra ren TLEPB 11,9 8,2 6,5 2.3 7,3
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4.5 Resultater av DEPC i blanding med Co0Q

DEPC ble analysert i blanding med CoQ); 1 felgende konsentrasjonsforhold; 0, 0,5, 1, 2, 5 og

10 mol%. Isotermer og data for disse lipidlasningene er vist i figur 4.5.1 og tabell 4.5.1.
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Figur 4.5.1: Isotermer som viser mélt overflatetrykk (mN/m) plottet mot gjennomsnittlig molekylareal (mma) for
DEPC i blanding med CoQ i folgende konsentrasjonsforhold; 0 (merk bla), 0,5 (red), 1 (grenn), 2 (lilla), 5 (lys
bla) og 10 mol% (orange).

Av figur 4.5.1 og tabell 4.5.1 fremkommer det at isotermen av DEPC med 2 mol% CoQo
opptar lavere mma enn ren DEPC gjennom hele kompresjonsforlapet. Med unntak av
kollapspunktet, viser DEPC med 5 mol% CoQ;¢ hayest mma gjennom hele isotermens forlap.
Isotermene med 0,5 og 1 mol% CoQ;o har tilneermet samme mma ved lift- off, 20 og 30
mN/m samt ved kollapspunkt. Disse isotermene har ogsd heyest overflatetrykk ved
kollapspunkt. Isotermene av 0,5, 1 og 2 mol% CoQ¢ viser endret forlop sammenlignet med
de ovrige lipidlesningene. Isotermen med 10 mol% CoQ;o folger forlopet til isotermene med
0,5 og 1 mol% CoQ;p frem til 30 mN/m, for den inntar lavere mma. Isotermen med 10 mol%

CoQo kollapser ved tilnermet samme mma og overflatetrykk som ren DEPC.
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Tabell 4.5.1: Oversikt over gjennomsnittlig molekylareal ved lift- off (mN/m = 1,0), overflatetrykk 20 og 30

mN/m og kollapspunkt for ren DEPC og DEPC i blanding med CoQ;, i ulik konsentrasjon; 0,5,

1, 2, 5 og 10 mol%. Overflatetrykk ved lipidenes kollapspunkt samt prosentvis avvik mellom isotermene av ren

DEPC og DEPC i blanding med CoQ;q er vist i tabellen. Verdiene er beregnet ut i fra gjennomsnitt av tre

parallelle isotermer. Standardavvik for disse parallellene er vist.

Lift- off (mN/m=1,0) | mN/m =20 | mN/m = 30 Kollapspunkt

mma + SD mma=+=SD | mma+=SD | mN/m+SD | mma+SD
Ren DEPC 117,94+ 0,0 71,0+0,2 61,0+0,2 384+1,7 55,1+0,2
DEPC m/0,5 mol% CoQ10 119,5+0,2 73,2+ 0,4 65,2+ 0,4 44,9 +£2.0 57,1+0,4
DEPC m/1 mol% CoQ10 121,2+0,0 75,1 £0,2 65,9+0,3 42,7+1,9 57,7+0,3
DEPC m/2 mol% CoQ10 106,9 + 0,3 64,6 0,6 57,7+ 0,6 41,0+£3,5 51,2+0,6
DEPC m/5 mol% CoQ10 135,2+0,0 79,2 +0,3 66,4 +0,4 40,7 £0,6 55,7+0,4
DEPC m/10 mol% CoQ10 1254 +0,2 74,0 £ 0,4 63,9 +0,4 39,7+2,8 54,8 +£0.4
Prosentavvik (%) (%) (%) (%) (%)
0,5 mol% fra ren DEPC 1,4 3,1 6,9 16,9 3,6
1 mol% fra ren DEPC 2,8 5,8 8,0 11,2 4,7
2 mol% fra ren DEPC 9.3 -9,0 -5.4 6,8 -7,1
5 mol% fra ren DEPC 14,7 11,5 8,9 6,0 1,1
10 mol% fra ren DEPC 6,4 4.2 4.8 3,4 -0,5
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S Diskusjon

En Langmuir isoterm beskriver et monolags kompresjonsforlep, og danner grunnlag for studie
av interaksjoner mellom lipidene 1 monolaget. Interaksjonene vil vare avhengig av
acylkjedenes lengde og metningsgrad samt hodegruppenes struktur og ladning. Tilsetning av
CoQ til en lipidlesning kan endre lipidenes kompresjonsforlep. Denne endringen gjenspeiler
interaksjonene som finner sted mellom CoQ,o og lipidmonolaget, og kan indikere hvilke deler

av lipidene CoQ) interagerer med.

Problemstillingen 1 denne oppgaven har vart & underseoke effekten ulike konsentrasjoner av
CoQjp har pa monolag av ulike lipider. Resultatene fremkommet i dette arbeidet vil bidra til &
gi et bedre bilde av CoQ sin lokalisering i humane cellers membraner, samt hvordan CoQ
pavirker lipidenes pakking. Til & tolke resultatene blir parametere som lift- off, som er
overgangen mellom gass- og vaskefase, overflatetrykk ved 20 og 30 mN/m, som er cellens
overflatetrykk, samt kollapspunkt sammenlignet for de ulike lipidlesningene. Under dette
avsnittet blir det forst gitt en drefting av ren CoQ, etterfulgt av en sammenligning av rene
lipidlesninger. Deretter blir POPS 1 blanding med CoQ,omtalt. Videre folger en drefting av
henholdsvis DPPC og TLEPB i blanding med CoQ, for DEPC 1 blanding med CoQ til slutt

diskuteres.
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5.1 Sammenligning av rene lipidlesninger

I denne studien er det vist at ren CoQ;o danner monolag med synlig lift- off, gassfase og
ekspandert vaeskefase. Fastfase er ikke vist. Monolaget viser dannelse av multilag ved 10,2

mN/m. Tilsvarende monolagsdannelse av ren CoQg er ogsa beskrevet av Hoyo et al. [4].

Resultatene viser at samtlige lipidlesninger med POPS, DPPC, TLEPB og DEPC danner
reproduserbare monolag. Lipidene har ulik sterrelse pa hodegruppene, ulik nettoladning ved
pH 7,40 samt ulik grad av acylkjedemetning. DPPC og DEPC har sterst hodegruppe og
nettoladning 0, mens POPS har minst hodegruppe og nettoladning -1. DPPC har to mettede
acylkjeder, POPS har en mettet og en umettet acylkjede 1 henholdsvis posisjon sn-1 og sn- 2,
mens DEPC har to umettede acylkjeder. TLEPB er et lipidekstrakt satt sammen av ulike
lipider med hodegrupper av varierende storrelse og ladning, samt ulik acylkjedelengde og
acylkjedemetning. Resultatene viser at TLEPB har lift- off ved lavest mma. Dette kan
relateres til lipidsammensetningen 1 ekstraktet, blant andre store og sméd molekyler som
gangliosider og kolesterol. Tidligere studie av pakking av sfingolipid og kolesterol har vist
dannelse av mikrodomener, hvor glykolipidene assosierer lateralt med hverandre gjennom
svake karbohydrat-interaksjoner [57]. Glykolipidenes (gangliosidenes) store hodegruppe samt
deres hovedsakelig mettede hydrokarbonkjeder danner rom i monolaget som kan fylles av
sma molekyler som kolesterol. Kolesterol kamufleres pa denne méaten av gangliosidene.
Sistnevnte kan tenkes & vere medvirkende til at TLEPB opptar lavere mma ved lift- off enn
de ovrige lipidlesningene. TLEPB inneholder i tillegg lipider med smd hodegrupper,
eksempelvis PE og PA. Isotermen av TLEPB viser ingen platder, og lipidene er tilsynelatende
blandbare. Sistnevnte kan bety at lipidene med sma hodegrupper ogsé kan ta plass 1 rommet
som dannes av gangliosidenes hodegrupper [58]. En effektiv pakking som beskrevet her, kan
bidra til ytterligere reduksjon av mma ved lift- off for TLEPB. POPS opptar heyest mma ved
lift- off, etterfulgt av henholdsvis DEPC og DPPC. At POPS opptar heyest mma kan skyldes
serin- hodegruppens storrelse og ladning. I monolag av POPS vil de polare serin-
hodegruppene vare i subfasen. Det oppstér stabile hydrogenbindinger mellom hodegruppene
og vannmolekylenes hydrogenatomer, hvilket vil resultere 1 dannelse av et
hydrogenbindingsnettverk. Det vil 1 tillegg oppstda interaksjoner mellom den polare
hodegruppen og ioner i subfasen, eksempelvis Na’. Vannmolekyler og subfasens ioner vil ta
plass mellom serin- hodegruppene, noe som resulterer 1 at POPS opptar hgyere mma i

monolaget. DEPC og DPPC har lik hodegruppe, slik at variasjon i mma ved lift- off avgjeres
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av deres ulike acylkjeder. Dobbeltbindingene 1 acylkjedene hos DEPC gir hindret rotasjon om
C=C- bindingene og resulterer i at acylkjedene far en knekk. Knekken medferer at DEPC

opptar sterre areal 1 monolaget enn DPPC.

Isotermen av DPPC avviker fra de evrige lipidlesningene ved at den har et plata. Dette platdet
inntreffer ved 5 til 10 mN/m og 65 til 85 mma. I dette omridet er stigningen 1 overflatetrykket
lavere enn for resten av isotermforlepet. Plataet er et resultat av en faseovergang med en
sameksistens av ekspandert vaeskefase (Le) og kondensert vaeskefase (Lc) [59]. I Le- fasen er
lipidenes acylkjeder strukturelt uordnet og har hovedsakelig gauche- konfigurasjon. I Lc-
fasen er acylkjedene i all- frans- konfigurasjon, og er sidestilte i forhold til monolagets

normal med en vinkel pa 25° [59].

Foruten om ved lift- off, opptar DEPC hegyest mma gjennom alle faser av
kompresjonsforlopet, etterfulgt av henholdsvis POPS, TLEPB og DPPC. Med unntak av
TLEPB, antas resultatene 4 vere en effekt av de respektive lipidenes acylkjedelengde og
metningsgrad. Begrunnelsen for dette er acylkjedenes ekende betydning for lipidenes mma
etter hvert som monolaget komprimeres. Parallelt med kompresjon av lipidene, vil arealet
tilgjengelig for vannmolekyler og ioner mellom lipidenes hodegrupper reduseres. Som folge
av dette vil hydrogenbindingene og de ioniske interaksjonene til subfasen svekkes, og
hodegruppenes betydning for lipidenes mma blir mindre sentral. POPS opptar heyere mma
enn DPPC gjennom hele kompresjonsforlgpet, noe som viser at en umettet acylkjede har
storre effekt pd lipidenes mma enn en stor og neytral hodegruppe. Forskjell 1 mma mellom
DEPC og DPPC har sammenheng med knekken 1 acylkjedene hos DEPC. En slik knekk forer
til en mindre effektiv pakking av lipidene 1 monolaget. Mettede fosfolipider som DPPC har
rette acylkjeder, og kan derfor pakkes tett i monolaget. Tett pakking forsterkes av at lipidene
inngdr 1 van der Waals bindinger som bidrar til & holde monolaget sammen. Hos fosfolipider
med umettede acylkjeder vil disse van der Waals bindingene imidlertid brytes, dette for &
forhindre at molekylene kommer for tett sammen [60]. TLEPB opptar lavere mma enn POPS,
men hagyere enn DPPC. Sistnevnte skyldes trolig store lipidmolekyler som gangliosider hos
TLEPB. En stabilisering av gangliosidenes sukkergrupper gjennom interaksjon mellom
karbohydratgruppene og en negativ ladning fra sialinsyren, kan 1 tillegg bidra til gkt mma for

TLEPB. Ulik acylkjedelengde og metningsgrad hos lipidene vil ogsa bidra til & gke lipidenes
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mma [58]. Gangliosidenes evne til & kamuflere mindre molekyler hos TLEPB antas & vere

arsaken til at lipidekstraktet opptar lavere mma enn POPS.

Resultatene viser at DPPC har mest effektivt pakkemenster og hoyest stabilitet. Dette anses a
vare en konsekvens av lipidets to mettede acylkjeder. At TLEPB har heyere stabilitet enn
DEPC og POPS skyldes trolig en mer effektiv pakking av lipidene, samt en stabiliserende
effekt fra pakkingen av lipidenes acylkjeder. Monolaget av POPS er mindre stabilt enn
DEPC, pa tross av at DEPC har en umettet acylkjede mer enn POPS. At POPS er minst stabil
skyldes trolig dens negativt ladde serin- hodegruppe. Ved heyt overflatetrykk er arealet
mellom hodegruppene begrenset, og det dannes fa stabiliserende hydrogenbindinger og
ioniske interaksjoner med subfasen. Det kan dermed tenkes at de negativt ladde hodegruppene

kan frastate hverandre, noe som vil bidra til & redusere monolagets stabilitet.

Det henvises til tabell 4.1.1 for data for lift- off, 20 og 30 mN/m samt kollapspunkt.
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5.2 Sammenligning av POPS i blanding med CoQ

Resultatene viser at POPS danner reproduserbare monolag med CoQjo 1 samtlige av
konsentrasjonsforholdene; 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. Kompresjonsforlepet hos de enkelte
monolagene skiller seg fra hverandre, hvilket betyr at CoQo sin organisering i monolaget er
konsentrasjonsavhengig. Ren POPS har lift- off ved heyere mma enn lipidlesningene tilsatt
CoQo. Dette indikerer at CoQ) interkalerer 1 monolaget av POPS og virker inn pd lipidenes
pakking 1 gassfasen og gjor den mer effektiv. Frem til 25 mN/m viser ren POPS lavere mma
og et annet forlep enn de evrige lipidlesningene. Tilsetning av CoQj til POPS resulterer
dermed 1 at molekylene opptar sterre areal i monolaget, og det er grunn til & anta at CoQ
organiseres mellom lipidene i monolagene. Denne beskrivelsen av CoQ;o sin organisering i
monolag av POPS er i overenstemmelse med et tidligere beskrevet studie som fastslar en
CoQyp orientering hvor molekylet er lokalisert mellom lipidene, parallelt med lipidenes

acylkjeder [35].

Isotermen av POPS med 0,5 mol% CoQ)o viser et platd 1 omrédet 17 til 23 mN/m.
Platadannelse indikerer ulike pakkeordninger blant molekylene i monolaget, for eksempel
domenedannelse som vist 1 figur 5.2.1b. Platddannelse kan ogsa vare et resultat av at

molekyler blir presset ut av monolaget.

Figur 5.2.1a: Monolag uten domenedannelse. POPS og CoQer vist i henholdsvis rosa og orange farge

(i

Figur 5.2.1b: Monolag med domenedannelse. POPS og CoQ er vist i henholdsvis rosa og orange farge

50



Domenedannelse skjer ved at molekyler i monolaget samles gjennom lateral fasesegregering.
I naturlige bilag kan domenedannelse trigges av ekstern stimuli som temperaturendring,
endring 1 ionestyrke eller lateralt trykk samt integrering av et makromolekyl. Interaksjoner
involvert 1 domenedannelse er falgende; krefter mellom molekylenes hodegrupper og krefter
mellom halegruppene. Sterrelsen pd domenene kan variere fra et fatall molekyler til et
betydelig antall molekyler [61]. Plataet observert hos POPS med 0,5 mol% CoQ;o antas
imidlertid & skyldes utpressing av CoQ;o fra monolaget. Dette stottes av at isotermen er
sammenfallende med isotermen av ren POPS etter 61 mma. Da CoQ;o inneholder en stor
hydrofob gruppe, er sannsynligheten for at molekylet gér over i1 subfasen svert liten. Det kan
derfor tenkes at CoQ;p som er presset ut av monolaget vil orienteres horisontalt over
monolaget, vinkelrett pa lipidenes acylkjeder. Denne organiseringen av CoQ;o er ogsa
beskrevet av Hoyo et al.,, som gjennom studie av monolag av DPPC og CoQjo har vist
hvordan utpressede CoQ;o- molekyler kan samles over monolagets lipider [4]. Dette er vist i
figur 5.2.2. En CoQ;o- orientering som beskrevet over, stotter ogsa resultatene fremkommet
hos Wilhelmsen et al., som viser at interkalering av CoQ;o gir en endring 1 acylkjedenes
metylgrupper [35]. I fast fase opptar isotermen lavere mma enn ren POPS. Sistnevnte kan
skyldes en mer effektiv pakking av lipidene som folge av hydrofobe krefter mellom lipidenes
acylkjeder. POPS med 0,5 mol% CoQo kollapser ved et marginalt heyere overflatetrykk enn
ren POPS. En svak gkning i stabilitet hos POPS med 0,5 mol% CoQ antas & vere et resultat

av storre areal tilgjengelig for POPS- lipidene etter at CoQ er presset ut av monolaget.

Figur 5.2.2: Alternative organiseringer av CoQjo i lipidmonolag. A) Interkalering av CoQ parallelt med
monolagets lipider. B) Organisering av CoQ;¢ horisontalt over monolagets lipider, vinkelrett pa lipidenes
acylkjeder. CoQ;o- molekyler som er blitt presset ut av monolaget kan tenkes & innta posisjonen vist i B. Lipider

og CoQo er markert med henholdsvis lilla og orange farge.
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Isotermene av POPS med 1 og 2 mol% CoQo er begge uten platd. Dette kan bety at CoQ;g er
organisert vertikalt mellom lipidmolekylene. Denne organiseringen gir en mer effektiv
pakking og ekt stabilitet i monolaget. Sistnevnte er vist ved at begge isotermene kollapser ved
hoyere overflatetrykk enn isotermen for ren POPS. 1 fast fase opptar isotermen av 2 mol%
CoQjo lavere mma enn 1 mol% CoQjo. Dette antas & vare en effekt av begynnende
dimerisering av CoQjo 1 monolaget av 2 mol% CoQjo. En dimer tar opp mindre areal i

monolaget enn to separate monomere.

Isotermene av POPS med 5 og 10 mol% CoQ;o viser begge en “kink”. En ”kink” kan skyldes
at det er dimere av CoQ;o1 monolaget, eller at det er domener ved at CoQ;o- molekyler er
samlet i monolaget. I dette tilfellet er den trolig et resultat av at det finnes dimere av CoQ 1
monolaget, og at disse blir edelagt ved 17 mN/m. “Kinkene” er synlige ved samme
overflatetrykk som plataet hos 0,5 mol% CoQo. I isotermen av 5 mol% CoQjoer den synlig
ved hgyere mma enn hos de gvrige to isotermene. Lavere mma med 0,5 mol% CoQ;o skyldes
hoyere CoQjo- konsentrasjon i monolaget av 5 mol% CoQ;o. At “kinken” med 10 mol%
CoQjo er mindre og opptar lavere mma enn 5 mol% CoQo, kan skyldes dannelse av sterre
aggregater enn dimere 1 forstnevnte monolag. Disse vil pakkes mer effektivt som folge av
hydrofobe interaksjoner mellom molekylenes halegrupper. Etter “kinken” og frem til
kollapspunktet viser isotermene av 5 og 10 mol% CoQ;¢ reduksjon i mma. Isotermen for 5
mol% CoQ;o opptar omtrent likt mma som 2 mol% CoQ;o, og isotermen av 10 mol% CoQo
naermer seg 0,5 mol% CoQ;o. En reduksjon i mma som vist her, skyldes trolig at en del av
CoQo blir presset ut av monolaget, mens noen av CoQ;o- molekylene fortsatt er i monolaget.
At begge monolagene kollapser ved heyere overflatetrykk og lavere mma enn ren POPS

skyldes trolig mer effektiv pakking av lipidene i monolagene.

Det henvises til tabell 4.2.1 for data for lift- off, 20 og 30 mN/m samt kollapspunkt.
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5.3 Sammenligning av DPPC i blanding med CoQ

Resultatene viser at DPPC danner reproduserbare monolag med CoQ;o 1 samtlige av
konsentrasjonsforholdene; 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. Kompresjonsforlepene hos de enkelte
monolagene er ulike, noe som kan tyde pé at organisering av CoQo 1 monolag av DPPC er

konsentrasjonsavhengig.

DPPC inneholder en cholin- hodegruppe med nettoladning 0, samt to mettede acylkjeder.
Cholin- hodegruppen er relativt stor, og er derfor den sterste bidragsyteren til lipidenes mma i
monolag av DPPC [58]. En eventuell interkalering av CoQ;o mellom lipidenes hodegrupper
vil kunne gke mma mer enn om interkaleringen skjer mellom lipidenes acylkjeder. Platiet
observert 1 isotermen av ren DPPC markerer en faseovergang med sameksistens av Le- og Lc-
faser, hvor lipidenes acylkjeder gar fra gauche konfigurasjon til all- trans- konfigurasjon. En
endring 1 platdet hos isotermene tilsatt CoQ;o, kan gi informasjon om CoQ;( sin organisering
og interkalering 1 monolagene. Interkalering av CoQ;o neart lipidenes hodegrupper vil
eksempelvis virke mindre forstyrrende pa den sameksisterende Lc-Le fasetransisjonen enn en
interkalering dypt inn 1 lipidenes acylkjeder. Sistnevnte vil resultere 1 et mer kondensert
monolag, da CoQ 1 sterre grad vil tvinge acylkjedene over i all- trans- konfigurasjon. En
eventuell forlengelse av et platd kan tenkes & komme av en overgang fra gauche
konfigurasjon til all- trans- konfigurasjon ved et hoyere overflatetrykk. CoQ interkaleres da
nart hodegruppene, og det dannes mer rom for acylkjedene. Dette gir mer plass til acylkjeder

med gauche konfigurasjon.

Isotermen av DPPC med 0,5 mol% CoQ viser tilsvarende platddannelse som ren DPPC, men
ved lavere mma. Sistnevnte kan sees i sammenheng med lavere mma for hele isotermens
forlep frem til 20 mN/m. At platdet observeres, indikerer at CoQ interkalerer 1 monolaget av
DPPC mellom hodegruppene. Siden mma er redusert, antas det at CoQ;o har en
kondenserende effekt pda monolaget, ved at hydrofobe interaksjoner mellom CoQo-
molekylene presser lipidenes acylkjeder tettere sammen. Ved 20 og 30 mN/m opptar
isotermene av 0,5 mol% CoQ;oog ren DPPC tilnermet likt mma. Fra 30 mN/m og frem til
kollapspunktet opptar 0,5 mol% CoQ,o imidlertid marginalt heyere mma enn ren DPPC. Dette
er trolig en effekt av at CoQ;o gir inn mellom lipidene og eker deres mma ved dette
overflatetrykket. Isotermen kollapser ved tilnermet likt overflatetrykk som ren DPPC.
Tilsetning av CoQ;o ferer imidlertid til at monolaget med 0,5 mol% CoQ;¢ opptar hayere
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mma ved dette punktet. Ogsa dette antas & komme av at CoQ;o interkaleres parallelt med

lipidene.

Isotermen av 1 mol% CoQ viser platddannelse som ren DPPC. I gassfase og vaskefase viser
isotermen imidlertid en svak parallellforskyvning mot heyere mma. Dette kan skyldes okt
konsentrasjon av CoQ;o1 monolaget. Platdet 1 isotermen viser marginalt kortere lengde enn
platdet hos ren DPPC, noe som kan skyldes interkalering av CoQ;o mellom lipidene i
monolaget. Fra 25 mN/m og frem til kollapspunktet opptar isotermen tilnermet likt mma som
ren DPPC. Reduksjon i mma kan skyldes utpressing av CoQ;o fra monolaget. Som beskrevet
av Hoyo et al., vil interaksjoner mellom identiske DPPC molekyler vare sterkere enn
interaksjoner mellom to ulike molekyler som CoQ;9 og DPPC. OQkning i1 overflatetrykket kan
dermed resultere i at CoQjo presses ut av monolaget [4]. Reduksjon av en isoterms mma kan
ogsé skyldes dimerisering av CoQo1 monolaget. Dimerisering gir en mer effektiv pakking av
CoQyp og lipidene, og de opptar mindre areal 1 monolaget. Sistnevnte antas a vare arsaken til
reduksjon i mma hos isotermen med 1 mol% CoQo. Bakgrunnen for dette er lavere
overflatetrykk ved kollapspunktet hos denne isotermen sammenlignet med ren DPPC.

Destabilisering av monolaget viser at CoQ;o fremdeles er i monolaget.

Plataet hos isotermen for DPPC med 2 mol% CoQ;¢ samsvarer med platdet hos ren DPPC.
Dette kan tyde pa en organisering av CoQjo parallelt med lipidene. At isotermen opptar
hgyere mma enn ren DPPC gjennom hele isotermens forlep, kan vare fordrsaket av at den
hydrofile delen av CoQ,o innordnes mellom DPPCs hodegrupper mens den hydrofobe delen
er innordnet med lipidene. Isotermen kollapser ved lavere overflatetrykk enn isotermene av
ren DPPC og 0,5 mol% CoQo. Dette antas 4 ha sammenheng med okt konsentrasjon av

CoQjo 1 monolaget.

Isotermen med 5 mol% CoQ viser en ’kink” ved 5 mN/m og 84 mma. "Kinken” indikerer at
det er dimere av CoQo 1 monolaget, og at enkelte av disse blir edelagt ved det aktuelle
overflatetrykket. [sotermen opptar lavere mma enn isotermen med 2 mol% CoQ,o. Dette viser
ogsa dimerisering 1 monolaget. Dimerisering av CoQo gir en tettere pakning av CoQ;o og de
mellomliggende lipidene. Dimeriseringen vil forstyrre acylkjedenes pakning og redusere
deres tilgjengelige areal, slik at det ikke vil vaere rom for sameksisterende Le- og Lc- faser.
Frem til 9 mN/m opptar isotermen lavere mma enn ren DPPC. Ogsa dette antas & skyldes

dimerisering av CoQjo. Fra 9 mN/m og frem til kollapspunktet opptar isotermen marginalt
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heyere mma enn ren DPPC. Dette skyldes trolig et tettere pakningsmenster hos ren DPPC. Pa
tross av en mer effektiv pakning av lipidene hos 5 mol% CoQ,o, er dette monolaget mindre

stabilt enn monolaget av 2 mol% CoQo.

Isotermen av 10 mol% CoQ; opptar heyest mma av lipidlesningene. Dette indikerer at CoQ
interkaleres 1 monolaget. Ved denne konsentrasjonen av CoQ er det rimelig & anta at CoQ
foreligger som dimere eller hoyere aggregater i monolaget. Isotermen viser en svak “’kink”,
noe som kan vere forirsaket av at trykket blir sa heoyt at aggregatene blir edelagt. Noen
CoQjo- molekyler kan da presses ut av monolaget. Siden denne isotermen har heyest mma
ogsa 1 fast fase, indikerer dette at mange CoQ;o- molekyler er pakket i monolaget av DPPC,
mest sannsynlig parallelt med acylkjedene. Isotermen kollapser ved nest lavest overflatetrykk
av samtlige lipidlesninger, hvilket indikerer at CoQ;o i hey konsentrasjon reduserer

stabiliteten hos monolag av DPPC.

Det henvises til tabell 4.3.1 for data for lift- off, 20 og 30 mN/m samt kollapspunkt.
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5.4 Sammenligning av TLEPB i blanding med Co0Qy

Resultatene viser at TLEPB danner reproduserbare monolag med CoQjo i samtlige av
konsentrasjonsforholdene; 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. Kompresjonsforlepene viser at mma
endres ved tilsetning av CoQjo, noe som kan tyde pa at organisering av CoQ;o1 monolag av

TLEPB er konsentrasjonsavhengig.

Isotermene av TLEPB med 1 og 2 mol% CoQ¢ viser begge likt forlop med isotermen av ren
TLEPB. Isotermene opptar tilnermet likt mma gjennom alle faser av kompresjonsforlepet, og
kollapser ved omtrent samme overflatetrykk. Isotermene av TLEPB med 0,5, 5 og 10 mol%
CoQjgviser alle en forskyvning mot heyere mma sammenlignet med ren TLEPB. Tilsetning
av CoQ1 disse konsentrasjonsforholdene forer dermed til at molekylene opptar hayere areal
1 monolaget. Med bakgrunn 1 disse resultatene er det grunn til & anta at CoQ,o organiseres
mellom lipidene 1 monolagene. Som den eneste av lipidlesningene, viser isotermen av TLEPB

med 10 mol% CoQ¢ en platddannelse.

Isotermen av TLEPB med 0,5 mol% CoQo viser samme kompresjonsforlep som ren TLEPB,
men parallellforskjovet mot hayere mma. @kt mma skyldes trolig at CoQ¢ interkaleres som
monomere parallelt med monolagets lipider. Denne interkaleringen forer til at monolagets

molekyler opptar hoyere areal.

Isotermene av 1 og 2 mol% CoQo viser begge lavere mma enn 0,5 mol% CoQo. Dette kan
skyldes dimerisering av CoQjo. Ved okt konsentrasjon av CoQ;o blir avstanden mellom
CoQ;o- molekylene mindre, og hydrofobe interaksjoner kan oppstd mellom CoQ;os hydrofobe
haler. Disse interaksjonene vil stabilisere og holde molekylene sammen 1 dimere. CoQjos
halegrupper er lengre enn lipidenes acylkjeder, og to alternative former for dimerisering av
CoQo kan tenkes & skje 1 monolagene. Den forste formen innebzrer dimerisering av de
hydrofobe halene hos to separate CoQ;o- molekyler over monolaget, som vist i figur 5.4.1a.
Hydrofobe krefter gjor at de hydrofobe halene orienteres mot hverandre og holdes sammen.
Den andre formen for dimerisering innebarer nar kontakt mellom to CoQ;o- molekyler, som
vist 1 figur 5.4.1b. Dette kan tenkes a skje som folge av lateral forflytning av CoQo-
molekylenes hodegruppe. Mens de hydrofile hodegruppene er forankret i subfasen, vil de

hydrofobe halegruppene holdes sammen av hydrofobe krefter. Ved dimerisering av CoQo,
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kan det 1 tillegg tenkes at CoQ,os halegrupper vil interferere med lipidenes acylkjeder. Dette

vil gi en mer effektiv pakking av lipidene.

Figur 5.4.1a: Dimerisering av de hydrofobe halene hos to separate CoQ;o- molekyler over lipidmonolaget. De
hydrofobe halene orienteres mot hverandre og holdes sammen av hydrofobe krefter. Lipider og CoQ;, er markert

med henholdsvis lilla og orange farge.

Figur 5.4.1b: Dimerisering av CoQ;o som folge av lateral forflytning av CoQo- molekylenes hodegruppe i
monolaget. Molekylenes hydrofile hodegrupper er forankret i subfasen, mens de hydrofobe halegruppene holdes

sammen av hydrofobe krefter. Lipider og CoQ,o er markert med henholdsvis lilla og orange farge.

Isotermen av TLEPB med 5 mol% CoQo viser gkt mma gjennom hele kompresjonsforlgpet
sammenlignet med ren TLEPB og TLEPB med 0,5 mol% CoQ. Dette antas & vaere en effekt
av okt interkalering av dimere av CoQ;¢ ved dette konsentrasjonsforholdet. Interkalering av
flere dimere vil ta opp sterre plass i monolaget. I monolag med 10 mol% CoQ,o, vil omfanget
av aggregering vere storre enn hos de evrige lipidlesningene. Plataet observert hos TLEPB
med 10 mol% CoQjo kan vare et resultat av domenedannelse med faser bestdende av kun
CoQip og TLPEB- lipider, eller at CoQ,o induserer lateral faseseparasjon 1 TLEPB- lipid.
Reduksjon 1 mma etter endt platd kan bety at CoQ,oblir presset ut av monolaget. Dette kan
skje ved at domener edelegges, og monomere av CoQ;o gér ut av monolaget. Frem til plataet
opptar isotermen heyest mma av lipidlesningene, mens den ved platéets slutt opptar marginalt
lavere mma enn isotermen av 0,5 mol% CoQ. Sistnevnte skyldes trolig gjenvaerende CoQo-

monomere i monolaget.

57



Sammenligning av isotermene for ren TLEPB og TLEPB tilsatt CoQ;¢ viser sma variasjoner i
overflatetrykk ved kollapspunkt. Dette betyr at tilsetning av CoQ¢ til TLEPB har liten effekt
pa monolagets stabilitet. De sma variasjonene viser imidlertid en svak ekning i stabilitet hos
TLEPB med 1, 10 og 5 mol% CoQ,o, samt en svak destabiliserende effekt hos TLEPB med
0,5 og 2 mol% CoQy.

Det henvises til tabell 4.4.1 for data for lift- off, 20 og 30 mN/m samt kollapspunkt.

5.5 Sammenligning av DEPC i blanding med CoQ

Resultatene viser at DEPC danner reproduserbare monolag med CoQ;o i samtlige av
konsentrasjonsforholdene; 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol%. Kompresjonsforlepene hos de enkelte
monolagene er ulike, noe som betyr at organisering av CoQ;o 1 monolag av DEPC er
konsentrasjonsavhengig. Kompresjonsforlopene indikerer videre en interkalering av CoQig
vertikalt mellom monolagets lipider. Organiseringen av CoQjo beskrevet her, er i

overenstemmelse med resultatene fremkommet hos blant andre Wilhelmsen et al. [35].

I gass- og veaskeekspandert fase viser isotermene av 0,5 og 1 mol% CoQ;p samme
kompresjonsforlep som ren DEPC. Okning 1 overflatetrykket gir imidlertid endret forlep hos
disse to isotermene. Dette indikerer interkalering av CoQ;¢ mellom monolagets lipider, trolig
som monomere. DEPC har to umettede acylkjeder samt en stor hodegruppe, og opptar hoyt
mma 1 monolaget. I gass- og vaskeekspandert fase er avstanden mellom disse lipidene stor,
og lipidene kan beveges fritt. CoQ;¢ kan da ta plass mellom lipidene uten & pavirke deres
pakking nevneverdig. Ettersom overflatetrykket eker, vil imidlertid arealet tilgjengelig
mellom lipidene reduseres. CoQ;o sin effekt pa pakkingen av lipidene blir da mer
fremtredende. CoQjo har en stor hydrofob halegruppe. Interkalering av denne halegruppen
mellom lipidene, vil gi en lokal pavirkning pd de naerliggende lipids acylkjeder. Umettede
acylkjeder har en knekk som folge av C=C- dobbeltbindingen. Interaksjon fra CoQ;o vil
imidlertid tvinge acylkjedene mer sammen, og de vil rettes ut. Hydrofob effekt mellom halen
til CoQo og acylkjedene vil gi tettere pakking og ha en stabiliserende effekt i monolaget.
Dette kan tenkes & vare Aarsaken til endret forlop hos isotermene ved disse

konsentrasjonsforholdene.
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Isotermen av 2 mol% CoQ;o viser samme kompresjonsforlep som 0,5 og 1 mol% CoQ,y, men
ved lavere mma. Isotermen opptar ogsd lavere mma enn ren DEPC. Reduksjon i mma skyldes
trolig dimerisering av CoQjo. En dimer opptar mindre areal enn to separate monomere. I
tillegg kan hydrofobe interaksjoner mellom halegruppene bidra til ytterligere reduksjon i

mma, da de induserer en tettere pakking av lipidenes acylkjeder.

Heayere mma hos 5 og 10 mol% CoQ;o sammenlignet med ren DEPC skyldes trolig at dimere
av CoQo interkalerer 1 monolaget. Interkalering av dimere vil gke arealet i monolaget. At
isotermen av 5 mol% CoQ;o opptar heyere mma enn isotermen av 10 mol% CoQ;o, kan
skyldes aggregatdannelse utover dimerisering 1 sistnevnte monolag. Samlet sett vil disse
aggregatene utgjere en storre effekt pa lipidenes acylkjedepakking enn hos 5 mol% CoQo.
Hayere konsentrasjon av CoQjo vil gi kortere avstand mellom CoQ;o- molekylene, og flere
lipider kommer 1 kontakt med molekylene. Flere umettede acylkjeder vil da bli presset
sammen og acylkjedene endrer orientering. Lipidene vil da oppta lavere areal i monolaget.
Tettere kontakt mellom molekylenes hydrofobe halegrupper vil ogsa fere til hydrofobe

interaksjoner mellom molekylene, noe som ogsé vil bidra til mer effektiv pakking av lipidene.

Isotermene av DEPC med 0,5 og 1 mol% CoQ;o kollapser begge ved marginalt hayere
overflatetrykk enn de ovrige lipidlesningene. Dette skyldes trolig en mer effektiv pakking
acylkjedene ved disse konsentrasjonsforholdene. Kun smé variasjoner 1 overflatetrykk er
registrert mellom de andre lipidlesningene, hvilket betyr at tilsetning av CoQjo 1 disse

konsentrasjonsforholdene har liten pavirkning pa monolagets stabilitet.

I motsetning til de biologiske fosfolipidene POPS og DPPC, er DEPC et ikke- biologisk
fosfolipid. Som beskrevet innledningsvis, inneholder de fleste biologiske fosfolipider to
mettede fettsyrer eller en mettet og en umettet fettsyre 1 henholdsvis posisjon sn-1 og sn-2.
DEPC avviker fra de biologiske fosfolipidene ved at dette lipidet inneholder to umettede
fettsyrer. I kombinasjon med en stor hodegruppe, gjor dette DEPC til et lipid som okkuperer
et stort areal 1 et monolag. Basert pa beskrivelsen av DEPC gitt over, er det av interesse &
undersgke hvordan dette lipidet fungerer som modellsystem for en biologisk membran, og
mer spesifikt hvordan CoQ);o interkaleres i monolag av dette lipidet. Resultatene viser en
konsentrasjonsavhengig interkalering av CoQ;o 1 monolag hos samtlige lipider POPS, DPPC,
TLEPB og DEPC. Isotermene av DEPC tilsatt CoQ,o avviker imidlertid fra de biologiske

lipidene ved at de mangler platddannelse og ’kink”. Plat eller “kink” kan gi informasjon om
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molekylenes pakkemenster i monolaget, og er sentralt for & kunne danne et helhetsbilde av
interaksjonene mellom monolagets molekyler. Hos de biologiske lipidene kommer
platddannelse og “kink” mest til uttrykk ved heye konsentrasjoner av CoQjo, hvor CoQg
antas 4 indusere flere faser/domener. Manglende platidannelse eller ’kink” i isotermene av
DEPC viser at dette monolaget er annerledes enn monolagene av de biologiske lipidene. I
dette monolaget blir ikke domener eller aggregater edelagt. CoQ;o blir heller ikke presset ut
av monolaget. Endringer i lipidmonolaget forarsaket av CoQ¢ er blitt kamuflert, og DEPC gir
dermed forenklede resultater sammenlignet med de biologiske lipidene. DEPC fremstar

saledes som en mindre god modell for biologiske membransystemer.

Det henvises til tabell 4.5.1 for data for lift- off, 20 og 30 mN/m samt kollapspunkt.
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6 Konklusjon

CoQio danner monolag med POPS, DPPC, TLEPB og DEPC 1 samtlige
konsentrasjonsforhold; 0,5, 1, 2, 5 og 10 mol% CoQo. Lipidmonolagene viser ulike
kompresjonsforlop avhengig av konsentrasjon av CoQj;o 1 monolaget. Dette viser at
lokalisering av CoQo1 lipidmonolagene er konsentrasjonsavhengig. Det er ogsd vist at lik
CoQjo- konsentrasjon gir ulike kompresjonsforlep hos lipidene. Interkalering av CoQ i

lipidmonolag er dermed ogsé avhengig av lipidenes hodegrupper og acylkjeder.

Hos samtlige lipider er det vist at tilsetning av CoQjo til monolaget har pavirkning pa
lipidenes mma. CoQ,o antas derfor a interkalere vertikalt mellom monolagenes lipider, og
pavirke pakkingen av lipidene. Avhengig av konsentrasjonsforhold, antas det at CoQ vil
interkaleres som monomere, dimere eller storre aggregater i monolagene. Dimerisering
og/eller aggregatdannelse utover dimerisering skjer trolig hos samtlige lipider 1 monolag med
hey konsentrasjon av CoQjo (5 og 10 mol%). En “kink” som folge av at dimere blir edelagt
ved heyt trykk er registrert hos POPS og DPPC 1 disse konsentrasjonsforholdene.
Platadannelse hos TLEPB med 10 mol% CoQ,o er trolig et resultat av domenedannelse
etterfulgt av utpressing av CoQjo fra monolaget. Utpressing av CoQjo antas ogsa & vere
tilfelle 1 monolag av POPS med 0,5 mol% CoQ;o. CoQ;o- molekyler som forlater monolaget
inntar mest sannsynlig en horisontal posisjon 1 bilagets midtplan, vinkelrett pd lipidenes
acylkjeder. Resultatene fremkommet i denne studien gir dermed grunn til 4 anta to alternative
lokaliseringer av CoQ;o 1 lipidmonolag, avhengig av CoQjo- konsentrasjon samt

lipidsammensetning 1 monolaget.

Langmuir monolagsteknikk er en unik metode anvendt pa monolag, da den gjennom
isotermene viser monolagets faseoverganger. Det faktum at metoden kun tar utgangpunkt 1 ett
av de to monolagene som sammen utgjer et bilag, kan imidlertid anses som en begrensning
ved metoden. Tidligere NMR- studier av CoQ)¢s interkalering i bilag, viser en lokalisering av
CoQp parallelt med lipidenes acylkjeder. Tilsvarende studier basert pa monolagsteknikker
viser imidlertid at CoQokan gi en effekt oppé lipidenes acylkjeder. Basert pa dette, kan det
vaere rimelig & stille spersmal om en horisontal lokalisering av CoQ;o1 membranens plan kan
vaere en effekt av malemetoden mer enn en biologisk effekt? P4 nivarende tidspunkt finnes
det ikke noe klart svar pa dette speorsmalet. I denne oppgaven finnes det dermed storst

grunnlag for & anta en vertikal lokalisering av CoQ;o mellom lipidene i1 biologiske membraner.
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Isotermene av det ikke- biologiske lipidet DEPC avviker fra de biologiske lipidene, da disse
isotermene mangler platddannelse og “kink”. Platd og “kink” kan gi informasjon om
molekylenes pakkemenster i monolaget, og er nyttig for & tolke interaksjonene som finner
sted mellom molekylene 1 monolaget. Manglende platadannelse og ’kink™ 1 isotermene av
DEPC gjor det vanskelig a tolke interaksjonene som finner sted mellom CoQ;o og lipidene.
DEPC gir dermed forenklede resultater sammenlignet med de biologiske lipidene, og fremstar

saledes som en mindre god modell for biologiske membransystemer.

Det er vist at CoQ;o danner monolag alene. Monolaget viser Le fase samt dannelse av

multilag ved 10,2 mN/m.
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7 Videre arbeid

Langmuir monolagsteknikk tar utgangspunkt i et av de to lipidmonolagene som sammen
utgjor et bilag. Metoden tar hensyn bédde til lipidenes hydrofile hodegruppe samt deres
hydrofobe acylkjeder, og er anvendelig som modellsystem av biologiske membraner.
Langmuir monolagsteknikk er videre en unik metode anvendt pd monolag, ved at den

gjennom isotermene synliggjor lipidmonolagets faser direkte.

I liket med alle andre metoder, har ogsa Langmuir monolagsteknikk begrensninger. Metoden
tar for eksempel kun utgangpunkt i ett av de to monolagene som sammen utgjoer lipidbilaget,
og gir dermed ikke et fullstendig bilde av interaksjonene 1 en biologisk membran. Metoden gir
heller ingen svar pd hvilke konkrete interaksjoner som finner sted blant monolagets
molekyler, samt hvilke deler av molekylene som interagerer. Pa bakgrunn av dette kunne det
veert av interesse 4 underseke CoQ;os effekt pa lipidene POPS, DPPC, TLEPB og DEPC ved
bruk av andre metoder, for eksempel NMR. P4 denne méten kunne en fétt en verifisering av

resultatene fremkommet i1 denne studien samt sett resultatene 1 et storre helhetsperspektiv.

Som en viderefering av denne studien, kunne det ogsa vert interessant & undersgke hvilken
effekt vitamin E har pa monolag av POPS, DPPC, TLEPB og DEPC. Vitamin E er en
fettloselig forbindelse som 1 likhet med CoQ;¢ ogsa er inkorporert 1 biologiske membraner.

Denne forbindelsen har i tillegg antioksiderende egenskaper, tilsvarende som CoQ) .
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8 Forkortelser

CoQo
POPS
DPPC
TLEPB

DEPC

mma

mN/m

Le
Lc

Coenzym Q]()
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

Totalt lipidekstrakt fra grisehjerne (eng. Total Lipid Extract from pig

brain)
1,2-dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
Fosfatidylcholin

Fosfatidyletanolamin

Fosfatidylserin

Fosfatidylinositol

Fosfatidinsyre (eng. phosphatidic acid)
Transisjonstemperatur

Gelfase

Veaskefase

Pre- transisjonsfase

Gjennomsnittlig molekylareal (eng. mean molecular area)
milliNewton/meter

Gassfase

Ekspandert vaskefase

Kondensert vaskefase

Fastfase
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10 Vedlegg

Vedlegg 1: Beregninger benyttet ved tillaging av reagenser
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Vedlegg 1

Beregninger benyttet ved tillaging av reagenser

m = masse
\% = volum
c = konsentrasjon

M,, =molekylvekt

c =n/v
n =m/M,,
Hepesbuffer

M, =238,1 g/mol
c=5mM =5 x 10> mol/L

v =1 liter

Mengde Hepes innveid:
c=n/v—=n=cXv

n = 0,005 mol/L x 1,00 L = 0,005 mol

n= m/M,, > m=n X My

m = 0,005 mol x 238,1 g/mol=1,1915 ¢



Lipidlesninger

Stocklgsninger

POPS og DPPC
m =5 mg lipid
v = 2,5 ml kloroform

¢ =2 mg/ml

c=5mg/ 2,5 ml =2 mg/ml
TLEPB og DEPC

m = 10 mg lipid

v =5 ml kloroform

¢ =2 mg/ml

c¢=10mg/ 5 ml =2 mg/ml
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Brukslgsninger

Under vises beregninger for tillaging av felgende brukslesninger for POPS;
- ren lipidlesning (0 % CoQo)
- Blanding POPS/CoQ;omed 10 mol% CoQo

Beregninger for evrige brukslesninger benyttet i det eksperimentelle arbeidet er ikke vist

under dette avsnittet, men er utfert pa tilsvarende mate.

Konsentrasjon, brukslesninger: 1 mg/ml

Totalvolum, brukslesninger: 1 ml

Ren lipidlosning (0 % CoQj0)

CiVi=GV,

2 mg/ml x Vi =1mg/ml x 1 ml

Vi =(1 mg/ml x1ml)/2 mg/ml=0,5ml=3500 ul

500 ul stocklgsning ble fortynnet med 500 ul kloroform, hvilket gir en konsentrasjon pa

1 mg/ml pa brukslesningen.

Blanding POPS/CoQ 9 med 10 mol% CoQ)y
v, stocklgsning = 0,5 ml = 500 ul
m, POPS 1 brukslesning = 0,5 ml x 2 mg/ml=1mg=0,001 g

Antall mol POPS 1 brukslesningen:
My, POPS = 783,988 g/mol
n, POPS = 0,001 g/ 783, 988 g/mol = 1,276 x 10° mol

Antall mol CoQ 1 brukslesningen:
n, CoQio=1,276 x 10° mol x 10% = 1,276 x 10” mol
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Volum CoQo- stocklesning som tilsettes brukslesningen:

My, CoQ1o = 863,4 g/mol

C]V] = Csz
V,=1ml=0,001 L
C2 =[CoQi0]mix, stutt = 1,276 x 107 mol/ 0,001 L = 1,276 x 10 mol/L

C1 = [CoQ10Jstocklosning = (0,005 g/ 863,4 g/mol)/0,0025 L =2,32 x 10 mol/L

Vi = v, [CoQi0Jstocklosning = (1,276 x 107 mol/L x 0,001 L)/ 2,32 x 10™> mol/L = 5,5 x 10° L

Vi =55x10"L=55uL

Innhold 1 brukslesning med blanding POPS/CoQ;p med 10 % CoQo:

v, POPS- stocklosning =500 uL
v, CoQjo— stocklasning =55ul
v, kloroform =445 uL
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