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Abstrakt

Heterogenita Dbiologickych membran vedla ke vzniku Sirokého spektra
zjednoduSenych modelovych systémil, jejichz usporddani, velikost a tvar se daji
pfizplsobovat rtiznym aktudlnim pozadavkim. Existuji dva rozdilné pfistupy k vytvaieni
umélych fosfolipidovych membran. Prvni z nich je zalozen na vzniku membran ve vodném
prostiedi. Do této skupiny patii ¢erné lipidické membrany, dvojvrstvy na pevném podkladu,
dvojvrstvy vzniklé z monovrstev na rozhrani vody a vzduchu a liposomy. Ve druhém ptipadé
vznikaji dvojvrstevné membrany v mnoZzstvi organické faze metodou dvojvrstev na
kapickovém rozhrani. Kazdy typ umélych membrdn ma své experimentalni vyhody a
nevyhody, coz se pouziva ke studiu riiznych problému sahajicich od chovani jednotlivych
fosfolipidii a proteinli az po fuze membran. Umélé fosfolipidové membrany jsou vhodnym
nastrojem pro elektrickou charakterizaci dvojvrstev a nebo membranovych proteinti. Tato
prace je uceleny piehled nejpouzivanéjSich metod vhodnych pro vznik umélych

fosfolipidovych membran.

Klicova slova: membréana, lipid, fosfolipidova dvojvrstva, liposom, cernd lipidova

membrana, dvojvrstvy na pevném podkladu, dvojvrstva na kapickovém rozhrani

Abstract

The heterogeneity of biological membranes has led to development of a wide
spectrum of simplified model systems whose composition, size and shape can be adapted to
the requirements. There are two different approaches of making artificial phospholipid
bilayers. One of them is based on creating bilayers in aqueous phase. This includes Black
lipid membranes, Supported phospholipid bilayers, bilayers from water/air interface and
liposomes. In the second approach are bilayers created in a bulk of organic phase by Droplet
interface bilayer method. Each type of artificial bilayer has its experimental advantages and
disadvantages, which have been used to study many problems ranging from behaviour of
single phospholipids and proteins to membrane fusion. Artificial lipid membranes are perfect
tool for electrical characterisation of bilayers and embedded membrane proteins. This work is

a complete review of most useful techniques of model membrane preparation.

Key words: membrane, lipid, phospholipid bilayer, liposome, black lipid membrane,

supported lipid bilayer, droplet interface bilayer
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1 Uvod

Zakladni funkci biologickych membran je definovani hranice mezi buiitkami a uvnitf
bun¢k mezi organelami. Mnoho bunéénych procesti zavisi na schopnosti membran separovat
odli$né oblasti, zatimco umoznuji komunikaci a pfisn¢ regulovany transport uvniti a napfic
membranou. Veskerd mezibunééna komunikace a dal$i uspofddani do tkani, organt a
organismil se d¢je diky témto interakcim. Biologické membrany jsou znaéné promeénlivé v
kompozici dokonce i vramci eukaryotni bunky. Jejich organizace musi byt dynamicka
s cilem zprostfedkovat a formovat konforma¢ni zmény, signalizaci, dopravu a rozpoznavani
(Chan & Boxer, 2007).

Lipidové dvojvrstvy a membranové proteiny jsou esencidlni soucédsti bunécénych
membran. Lipidové dvojvrstvy funguji jako bariéry vic¢i externimu prostiedi, zatimco
membranové proteiny transdukuji chemické signdly nebo selektivné transportuji ionty a
molekuly dovnitf a ven z bunék. Nicméné funkce vétsi ¢asti membranovych proteintl je stale
nejasna v porovnani s proteiny, které¢ jsou rozpustné ve vode. Membranové proteiny je
pokud je z bunécnych membran izolujeme.

Ackoliv se na intaktnich biologickych membranach snadno zkoumaji fyziologické
vlastnosti a molekularni interakce, kvantitativni méfeni funkci jednotlivych membranovych
proteint je na téchto membranach slozité kviili zna¢né heterogenité biomolekul pfitomnych
v membranidch. Umélé fosfolipidové membrany jsou zjednoduSené modely biologickych
membran, jejichz sloZeni je jasné definované a snadno zamérné meénitelné. To je déla
vhodnymi uspofaddnimi pro analyzu jednotlivych, druhové specifickych membranovych
proteint.

Cilem této prace je shrnout vlastnosti biologickych membran a pfedev§im vytvofit
uceleny piehled metod, vhodnych pro vznik umélych fosfolipidovych membran. DalSim
cilem je porovnat prednosti a limitace téchto metod a zjistit jejich moznou aplikaci. Déle bych
se chtéla zaméfit na metody pfipravy umélych membran, jejich vlastnosti jako je tloustka,

tekutost nebo propustnost a vyuZziti membran v riiznych odvétvich védy.



2 Vlastnosti prirodnich fosfolipidovych membran
2.1 Fosfolipidova membrana u eukaryot

Bunééné membrany hraji zasadni roli témét ve vSech bunécnych jevech a proto je
dilezité¢ jim dobfe porozumét. Strukturu bunécnych membran popsali Singer a Nicolson
(1972) jako fluidni mozaiku. V tomto modelu jsou proteiny amfipatické molekuly, jejichz
hydrofobni konce jsou zaclenény do fosfolipidové dvojvrstvy a jejich hydrofilni konce ¢né&ji
do okoli. Za fyziologickych podminek je vzdy alespon ¢ast dvojvrstvy fluidni. Tento koncept
se pouziva nadale pro uvazovani o dynamické struktuie biomembran, ale nékteré aspekty bylo
nutné pozménit. Komplikované cesty proteinové difuze naznaCuji znacnou lateralni
heterogenitu v membranové struktufe. Nékteré proteiny jsou docasné uvéznény do malych
doménach ve zdanlivé nediferenciovanych membranovych regionech (Jacobson, Sheets, &
Simson, 1995).

Lipidova dvojvrstva je soucasti bunééné membrany a je velmi diilezitd pro distribuci,
organizaci a funkci membranovych proteinti. Lipidickd dvojvrstva je bariéra mezi
extracelularnim prostorem a cytoplasmou a mezi cytoplasmou a organelami. Vzhledem
k tomu, Ze jadro dvojvrstvy je hydrofobni, dvojvrstva brani priichodu ptedev§im hydrofilnim
latkdm. Oproti tomu lipidicka slozka dvojvrstvy funguje jako rozpoustédlo pro transportni a
receptorové proteiny (Zachowski, 1993).

Fosfolipidy jsou amfifilni molekuly slozeny z hydrofilni hlavicky a z jednoho nebo
dvou hydrofobnich uhlovodikovych fetézc. Ve vodném prostiedi se samy uspofadaji do
dvojvrstev, micel nebo liposomi. Fosfolipidova dvojvrstva ma v typické eukaryotni burice
tloustku nékolik nm a povrch o velikosti stovek ctvereCnich mikrometrl, ve kterych je
obsazeno na stovky rtiznych typt lipidd. V plasmatické membrané malych zivociSnych bunék
je az 10° jednotlivych molekul (Lodish & Zipursky, 2001).

Membrany eukaryotnich bunék tvofi tfi tiidy lipida: glycerofosfolipidy, sfingolipidy a
cholesterol nebo blizce pfibuzny sterol. Hlavnimi strukturnimi lipidy jsou glycerofosfolipidy:
fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol a kyselina
fosfatidova (Obr.1).

Fosfolipidy se hojn¢ vyskytuji ve vSech biologickych membranach. Molekula je
slozena ze Ctyt Casti: dlouhého uhlovodikového fetézce, glycerolu nebo sfingosinu, fosfatu a
z alkoholu, ktery je navdzan na fosfat. Mastné kyseliny utvareji hydrofobni bariéru a zbylé

komponenty maji hydrofilni vlastnosti, které jim umoziiuji interakci s okolnim prostiedim.



Piesto, ze se fosfolipidy vyskytuji témét ve vSech organismech, Van Mooy et al. (2009)
objevili v Sargasovém mofi fytoplankton, jez v prostiedi s nedostatkem fosforu nahrazuje
fosfolipidy nefosforovymi lipidy. Testovani téchto membranovych lipidi ukézalo, ze
postradajici fosfor nahrazuji skupinami siry a dusiku.

Glyrerofosfolipidy tvofi tfi-uhlikaty alkohol glycerol, na jehoz hydroxylové skupiny
prvniho a druhého uhliku jsou esterovou vazbou navazany dva fetézce mastnych kyselin.
Hydroxylova skupina na tietim uhliku je esterifikovand kyselinou fosfore¢nou. Hlavni
glycerofosfolipidy maji esterovou vazbou pfipojen na fosfitovou skupinu jeden
z nasledujicich alkoholi: serin, ethanolamin, cholin, glycerol a inositol.

Dalsi skupinou strukturnich lipidd jsou sfingolipidy. Jejich hydrofobni kostru tvofi
alkohol sfingosin, na ktery je amidovou vazbou napojen fetézec mastné kyseliny a
fosforylovany alkohol. V savéich buiikdch jsou hlavnimi sfingolipidy sfingomyelin a
glykosfingolipidy.

Treti dilezitou slozkou lipidovych membran jsou steroly, které jsou zodpovédné za
regulaci membranové fluidity a permeability. V zivociSnych bunikach pievazuje cholesterol.
Cholesterol se dramaticky lisi svoji strukturou od fosfolipidit a spinholipidi eukaryotnich
membran (McMullen & McElhaney, 1996). Struktura cholesterolu je sloZena z jedné polarni
hydroxylové skupiny a alifatického postranniho fetézce napojenych na cyklickou strukturu
Ctyt kruhti, kterd je planarni a rigidni. Molekuly cholesterolu se ve dvojvrstvé orientuji
hydroxylovou skupinou blizko k polarni hlavi¢ce vedlejsiho fosfolipidu (McMullen, Lewis, &
McElhaney, 2004).

Na rozdil od bun¢k zivocich a hub, které obsahuji pouze jeden hlavni sterol, rostlinné
buiiky syntetizuji fadu riznych sterold, mezi kterymi dominuje sitosterol, stigmasterol a 24-
methylcholesterol. Sitosterol a 24-methylcholesterol jsou schopny regulovat membranovou
fluiditu a permeabilitu podobnym zpisobem jako cholesterol v savcich membranéch.
Rostlinné steroly mohou také ovliviiovat aktivitu membranové vazanych enzymii (Hartmann,
1998).

Ackoliv se relativni zastoupeni téchto tii lipidickych tiid li§i podle druhu a bunééného
typu obratlovci, cholesterol je obvykle pfitomen vrozmezi 30-40 mol.%, sfingolipidy
v rozmezi 10-20 mol.% a glycerofosfolipidy v rozmezi 40-60 mol.% vSech plasmatickych

lipidii (McMullen et al., 2004; Meer, 1989).
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2.1.1 Fazové chovani lipidickych dvojvrstev

V neptitomnosti cholesterolu existuji lipidové dvojvrstvy v jedné ze dvou fazi. Ve fazi
gelu, kterd nastava pfi nizSich teplotach a v tekuté fazi, kterd nastava pii vyssich teplotach
(McMullen et al., 2004). Fazovy stav je zavisly na lipidové struktufe; saturované
uhlovodikové fetézce sfingomyelinu zplsobuji ve sfingomyelinové bohatych membranach
fazi gelu. Nenasycené uhlovodikové fetézce, nachazejici se u membranovych
glycerofosfolipidli, udavaji tekutou fazi (van Meer, Voelker, & Feigenson, 2008). Steroly
nejsou samy zodpovédné za formovani fazi, ale spole¢né s lipidy tvoficimi membranu mohou
vytvofit tekutou uspofadanou fazi.

Tekutd uspotfadana faze je termodynamicky intermedidt mezi tekutou neuspoiadanou
fazi a nefyziologickou fazi gelu (Obr. 2) (Devaux & Morris, 2004). Formovani tekuté faze je
zavislé na vlastnosti sterolll. Steroly se zaroven vmezetuji mezi nasycené fetézce sfingolipidi
a zabraiuji jejich krystalizaci (tedy vzniku gelové faze) a uspotfadéavaji nenasycené acylové

fetézce (Séenz, Sezgin, Schwille, & Simons, 2012).
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Obr. 2: Koncept tekuté neusporadané faze (Ld), tekuté usporadané faze (Lo) a faze gelu
(Saenzetal., 2012)

2.2 Lipidicka membrana u prokaryot

V prokaryotnich bunikdch obvykle nejsou piitomny steroly nebo jsou piitomny
v zanedbatelném mnoZstvi. Steroly jsou v prokaryotnich buiikdch nahrazeny jinymi lipidy,
prevazné hopanoidy (Rohmer, Bouvier-Nave, & Ourisson, 1984), které vSak zastavaji stejnou
funkeci jako cholesterol v eukaryotnich bunikach. Séenz et al. (2012) prokazali, ze diplopterol,
nejjednodussi bakteridlni hopanoid, méa podobnou strukturu a vlastnosti jako cholesterol (Obr.
3) a je tedy schopen uspofadat saturované lipidy a vytvofit tekutou fazi v modelovych
membrandch.

Hopanoidy jsou odvozeny od metabolismu terpenu. Jejich struktury jsou vétvené,

cyklické a nesou metylové skupiny (Ourisson, Rohmer, & Poralla, 1987).

Cholesterol Diplopterol

.

Obr. 3: Strukturni podobnost cholesterolu a diplopterolu (Saenz et al., 2012)
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2.3 Lipidicka membrana u Archea

Lipidické membrany Archea jsou charakteristické zvlastnimi strukturnimi vlastnostmi.
Na rozdil od ostatnich organismli maji Archea nepolarni fetézce ptipojené ke glycerolové
kostfe éterovou vazbou, nikoli esterovou. Eterova vazba lépe odolava hydrolyze a zajistuje
tak membrané vétsi stabilitu. Lipidické molekuly jsou slozeny z glycerolu a izoprenoidniho
alkoholu dlouh¢ 20, 25 nebo 40 uhlikovych atomil (De Rosa, Gambacorta, & Gliozzi, 1986).
Izoprenoidni uhlovodikové fetézce jsou znacné vétvené metylovymi vybézky. Uhlovodikové
fetézce jsou u Archea navazdny na glycerol v poloze sn-2 a sn-3, coZz znamena, Ze
glycerofosfatova patet je glycerol-1-fosfat, oproti glycerolu-3-fosfatu u eukaryot a bakterii

(Koga & Morii, 2007).

2.4 Proteiny plasmatické membrany

Proteiny s membranou asociované interaguji s lipidy a usnadiuji tim zékladni procesy
v burice jako je respirace, fotosyntéza, transport, signalizace nebo motilita. V soucasné dobé
se ukazuje, ze 20-30% vSech genl vétSiny genomil koduje membranové proteiny (Krogh,
Larsson, von Heijne, & Sonnhammer, 2001). Z téchto proteinti byla u vétSiny predpokladana
cytosolicka orientace N 1 C terminalni domény, coz se experimentalné potvrdilo u
Saccharomyces cerevisiae (Kim, Melén, Osterberg, & von Heijne, 2006).

Topologie membranovych proteinli je ve vétSiné pripadid urena jiz béhem
pocatecniho vkladani polypeptidového fetézce do membrany. Tento proces se déje témet vzdy
prostiednictvim translokonti, které umoznuji nascentnim polypeptidovym fetézctim projit skrz
a nebo se zaclenit do membrany (von Heijne, 2006).

Singer a Nicolson (1972) rozlisili dva typy proteind asociovanych s membranou:
periferni a integralni (Obr. 4). Perifernim proteinim sta¢i pouze mirnad Uprava okolnich
podminek, jako vzrist iontové sily média nebo pfidani chelatacniho ¢inidla, aby disociovaly
od membrany. V disociovaném stavu jsou tyto proteiny relativné rozpustné v neutralnich
vodnych pufrech. Periferni proteiny jsou s membranou spojeny pouze slabymi
nekovalentnimi, hlavné elektrostatickymi interakcemi.

V eukaryotnich buiikédch vétSina transmembranovych proteini ziskava jejich findlni
membranovou orientaci béhem nebo okamzité po syntéze na hrubém plasmatickém retikulu.
Orientace proteinti je urcovana sekvenci aminokyselin. Membranové proteiny mohou
prochdzet membranou jednou nebo vicekrat, pfiCemz N koncova doména byva orientovana

jak na cytosolickou, tak na extracelularni stranu (E. Hartmann, Rapoport, & Lodish, 1989)



Obr. 4: Schématicky obrazek membranovych proteini. A) Transmembranovy alfa-
helikalni protein, prochazejici membranou pouze jednou. B) Transmembralni alfa-
helikalni protein, prochazejici nékolikrat membranou. C) Transmembranovy protein
tvoren strukturou beta-barelu. D) Periferni protein (prevzato z internetového zdroje)?!

2.5 Membrinova asymetrie eukaryotnich bunék

V eukaryotnich buitkdch maji membréany intraceluldrnich organel odlisSnou lipidovou
kompozici a rizné biomembrany vykazuji asymetrickou distribuci lipidovych druhii napii¢
dvojvrstvou. Membranova lipidova organizace odrazi dynamickou rovnovahu lipid
pohybujicich se skrz dvojvrstvu v obou smérech (Thomas Pomorski, Hrafnsdéttir, Devaux, &
Meer, 2001).

Z glycerofosfolipidi je fosfatidylcholin lokalizovan pifedevSim ve vn&js$i vrstvé
plasmatické membrany, zatimco fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin a v menSim mnozstvi
také fosfatidylinositol jsou lokalizovany na cytosolické monovrstvé. Sfingomyelin a
glycerosfingolipidy se nachazeji vyhradné ve vngjsi vrstvé (Devaux, 1991).

Vétsina fosfolipidli je syntetizovdna v membrané endoplasmatického retikula.
Vzhledem k tomu, Ze syntéza probiha na cytoplasmatické stran€¢ ER, zhruba polovina nové
syntetizovanych lipidickych molekul musi byt transportovdana na druhou stranu membrany,
aby byla umoznéna jednotnd propagace dvojvrstvy (T. Pomorski & Menon, 2006).
Kompozi¢ni asymetrie plasmatické membrany nekoresponduje uplné s asymetrii lipidové
syntézy. Lipidovd asymetrie musi byt tedy vytvarena a nasledné udrzovéana specifickymi
mechanismy, které kontroluji pohyb lipidi napfi¢ membranou a vyvazuji nahodné lipidové

transmembranové pohyby (Thomas Pomorski et al., 2001). Kdyz uz je membranova

L http://csls-text3.c.u-tokyo.ac.jp/active/11_01.html



asymetrie ustanovena, udrzuje ji kombinace pomalé difuze skrz membranu, interakce proteini
a lipidii a proteiny zprostfedkovany transport (Daleke, 2003).

proteiny katalyzujici pohyb lipidG skrz membranu. Byly popsany dvé tfidy transportnich
aktivit, které jsou zodpovédné za ATP-zavisly transport lipidi. Nejlépe charakterizovana je
aminofosfolipidova translokdza (flipaza), ktera transportuje PS a PE z vnéj$i monovrstvy na
cytoplasmatickou stranu. Druhym ATP-zavislym proteinem je tzv. flopaza, jez katalyzuje
transport lipidi opacnym smérem. Rovnovazny asymetricky stav lipidit se okamzité rozrusi
pfi aktivaci skramblazy. ATP-nezavisla skrambléza transportuje lipidy nespecificky v obou
smérech (Daleke, 2003; van Meer, 2011). Biologickd funkce ¢lenti rodiny skramblaz zatim
zapojena do rychlé Ca2+ dependentni redistribuce fosfolipidl skrz plasmatickou membranu.
Dalsi studie ukazuji, ze fosfolipidové skramblaza typu 3 je zapojena do regulace de novo
biosyntézy kardiolipinu v mitochondrialni membrané (Sahu, Gummadi, Manoj, & Aradhyam,
2007).

Nékteré regulacni nebo strukturni proteiny, napi. protein kinaza C (Palfrey &
Waseem, 1985) nebo spektrin (O’Toole, Wolfe, Ladha, & Cherry, 1999) se vyskytuji na
cytoplasmatické strané membrany diky jejich interakci s fosfatidylserinem. Spektrin
interaguje s molekulami fosfatidylserinu bipolarnimi interakcemi na rozhrani lipidi a vody.
Tyto interakce umoziuji silnou asociaci spektrinu s lipidickym povrchem a dovoluji mu
rychle difundovat.

Dynamické procesy fosfolipidové translokace reguluji dilezité déje v buiice, napiiklad
membranové puceni a endocytézu. Funkéni role lipidové asymetrie je regulace biofyzickych
vlastnosti. Distribuce fosfolipidii reguluje mechanickou stabilitu membran ¢ervenych krvinek.
Regulace membranovych vlastnosti je ovlivilovana interakci skeletdlnich proteinid
s aminofosfolipidy na vnitini stran¢ dvojvrstvy (Manno, Takakuwa, & Mohandas, 2002) .

Udrzovani transmembranové lipidové asymetrie je esencidlni pro normalni
membranovou funkci. Ztradta asymetrie a naslednd expozice fosfatidylserinu na vnéjsi
monovrstvu vede k rozpoznani apoptotickych buiiek makrofagy a jinymi fagocyty. VétSina
makrofagl totiz specificky rozeznava tento fosfolipid a ukazalo se, Ze PS je rozhodujicim
ligandem pii pohlcovani apoptotické builkky. Pokud je PS nahrazen jeho strukturnim
analogem, pohlceni buiiky makrofigem je inhibovano (Fadok, de Cathelineau, Daleke,

Henson, & Bratton, 2001).



Nédorové bunky produkuji tkanovy faktor (TF), rakovinovy prokoagulant a rtizné
dalsi faktory, které zpusobuji trombozy a Sifené intravaskuldrni koagulace u pacienti
s rakovinou. Ackoliv zvySena expozice aminofosfolipidii neni obecnym rysem nadorovych
bunék, aktivita jejich prokoagulantii vede z ¢asti k expresi PS (Balasubramanian & Schroit,
2003).

Vzhledem k tomu, ze asymetrie monovrstev je v pfirod¢ prevladajici, neni divu, Ze
bylo rozvinuto mnoho metod vhodnych pro jejich studium: plandrni systémy (Hagge et al.,
2002), dvojvrstvy na pevném podkladu (Katagiri, Hashizume, Kikuchi, Taketani, &
Murakami, 2004), liposomy (Mclntyre & Sleight, 1991) a dvojvrstvy na kapi¢kovém rozhrani
(Hwang, Chen, Cronin, Holden, & Bayley, 2008).

2.6 Mitochondrialni membrana

Mitochondrialni membrany savcich, rostlinnych i kvasinkovych bun¢k se vyznacuji
charakteristickym jednoduchym lipidovym slozenim. Neobsahuji zadné glykosfingolipidy a
hladina sterolu, fosfatidylseriu a fosfatidylmyelinu je v nich velmi nizka. Hlavnimi skupinami
fosfolipidii mitochondridlnich membrén jsou fosfatidylcholin a fosfatidylethanolamin, jejichz
zastoupeni ¢ini az 80% (Horvath & Daum, 2013).

Vyznamnou slozkou vnitfni mitochondridlni membrany je kardiolipin, ktery se
pohybuje v rozmezi 10-15% vSech fosfolipidl, zatimco mitochondrialni fosfatidylinositol je
lokalizovan primarn¢ do vnéj$i membrany. Pomér fosfolipidl a proteind je v mitochondriich
nizsi nez u jinych bunéénych organel, stejné tak pomér sterolll a proteini (Daum & Vance,

1997; Meer, 1989).

2.7 Jaderna membrana

Kleinig (1970) zjistil, Ze jadro, jadernd membrdna a mikrozomy jsou slozeny ze
stejnych fosfolipidii ve velmi podobné relativni koncentraci.

Fosfatidylcholin je hlavni jaderny fosfolipid a zaujima 60% z celkového obsahu
fosfolipidii, 34 % pftipada na fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol a fosfatidylserin. Zbylé
fosfolipidy tvofi kardiolipin, sfingomyelin a lysofosfatidylcholin (Khandwala & Kasper,
1971).



2.8 Plasmaticka membrana, endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat a
endosomy
Vsechny organely obsahuji alesponi néjaké lipidy, které byly syntetizovany jinde a
ziskany transportem. Lipidovy transport mezi organelami musi byt specificky, aby byla
udrzovéna jedinecna lipidova kompozice. Plasmatickd membrana, endosomy a lysozomy jsou
kompletné zavislé na lipidovém transportu z jinych organel, které jsou aktivné zapojeny do

lipidové syntézy (Obr. 5) (van Meer et al., 2008).
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Obr. 5: Mechanismus vytvareni asymetrické lipidové distribuce. Pohyb lipida
z endoplasmatického retikula do Golgiho aparatu, plasmatické membrany a do
endozomil je urcovan vnitinimi lipidovymi transportéry. A) V ER je ustanovena
nespecificka fosfolipidovad transmembranova rovnovaha, Membrana vykazuje témér
symetrickou distribuci mezi vrstvami dvojvrstvy. B) V Golgiho aparatu P4 ATPaza
translokuje fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin na cytosolickou stranu. Sfingomyelin
je produkovan sfingomyelin syntazou z ceramidu na lumenalni strané. Fosfatidylcholin
ani sfingomyelin nejsou transportovany na cytosolickou stranu, ¢imZ je ustanovena
asymetrie. Pri syntéze sfingomyelinu je fosfatidylcholin konvertovan na diacylglycerol,
ktery volné difunduje membranou. Diacylglycerol funguje jako substrat pro
cholinfosfotransferazovy isozym, jehoZ produktem je fosfatidylcholin. C) V plasmatické
membrané je fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin transportovan P4 ATPazou na
cytosolickou stranu spolu smalym nebo Zadnym mnoZstvim fosfatidylcholinu a
sfingomyelinu. Tato homeostaticka distribuce mtize byt narusena aktivaci skramblaz a
nebo inhibici P4 ATPaz. D) Vendozomu dokazaly fluorescentné znacené
glykosfingolipidy, fosfatidylcholin a sfingomyelin, Ze jsou omezeny pouze na lumenalni
stranu, kviili nedostatku transportnich mechanismi (van Meer et al., 2008).
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3 Umélé fosfolipidové membrany

Heterogenita biologickych membran se neda pfipisovat pouze lipidim nebo
proteiniim. Pouze pokud uvazime interakce mezi lipidy, proteiny a ostatnimi membranovymi
slozkami, dostaneme kompletni obrazek. V zivych bunikéch se déji vSechny procesy najednou
a ovliviluji se navzajem, proto jsou moznosti studia na intaktnich biologickych membranach
znaén¢ omezené. Oddélené, jednotlivé bunééné procesy, stejné tak jako vliv lipidové skladby
na fyzikalni a chemické vlastnosti membran, se daji snadno studovat na umélych modelovych

systémech, kde je slozeni definované a snadno ménitelné.

3.1 Cerné lipidické membrany (BLMs - Black lipid membranes)

V bézném biologickém vyzkumu je membranovy transport studovan hlavné na zivych
bunkach za pouziti molekularnich sond nebo elektrofyziologickych metod (napt. patch clamp
(Sakmann & Neher, 1984)). Pfestoze tyto metody jsou schopné detekovat fyziologické
vlastnosti a molekuldrni interakce bunéénych membran, kvantitativni méfeni funkce
jednotlivych membranovych proteinti je stile slozité kvili pfitomnosti heterogennich
biomolekul v membrané.

Um¢lé fosfolipidové membrany, neboli zjednodusené modely membran, se skladaji
z purifikovanych nebo syntetizovanych fosfolipidii a pouzivaji se na analyzu jednotlivych,
druhové specifickych membranovych proteinti uz pét dekdd. Existuji dvé hlavni platformy:
liposomy a planarni dvojvrstvy (Funakoshi, Suzuki, & Takeuchi, 2006).

Planarni lipidické dvojvrstvy nabizeji velkou vyhodu: s malym mnozstvim materidlu
muizeme méfit napiiklad velikost jednotlivych kandlii, iontovou selektivitu nebo translokaci
ligandi. Navic cerné lipidické membrany umoziuji charakterizaci fyzikalné-chemickych
vlastnosti lipidovych membrén a jsou specidlné sensitivni ke zménam elektrickych vlastnosti
jako je vodivost, dielektrickd konstanta membrany nebo povrchovy naboj (Winterhalter,
2000).

Planarni lipidcké dvojvrstvy vznikaji dvéma hlavnimi zplsoby, v obou piipadech
vznikd membrana ve specialni aparatufe s teflonovou piepazkou. Lipidickd vrstva vznikla
rozprostfenim roztoku pies aperturu (otvor v teflonu) je zpocatku tlusta nékolik mikrometra.
Postupné se zacina zuzovat az do stavu planarni dvojvrstvy (C. Miller, 1986). Kvalitu téchto
volné stojicich planarnich vrstev je mozné zjistit osvétlenim vrstvy a sledovanim odrazeného
svétla v mikroskopu. Kdyz zadina vrstva fidnout, objevi se barevné odrazy (interference na
tenké vrstvé) a nasledné mizeme pozorovat Sedo-Cerné tecky Sifici se pres vrstvu. To je

diisledkem interference odrazeného svétla od vody/lipida a fazového posunu svétla z rozhrani
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lipidt a vody, kdy za€ina byt destruktivni interference pokud je opticka cesta skrz membranu
a zp¢t zanedbatelnd v porovnani s vinovou délkou pouzitého svétla (Winterhalter, 2000).

Dalsi vyhody cernych lipidickych membran proti liposomim jsou nasledujici:
elektrody pro elektrofyziologické studie jsou snadnéji pfistupné a je mozné vymeénit €inidla
na obou stranich membrany. Cerné lipidické membrany jsou nejéastéji vytvaieny malovanim
dvojvrstvy ptes otvor v septu (Mueller, Rudin, Tien, & Wescott, 1962) nebo skladanim
dvojvrstev z monovrstev (Montal & Mueller, 1972). Nevyhoda malovaci techniky tkvi v tom,
ze dvojvrstva mlze obsahovat rozpoustédla, ktera se pouZzivaji na rozpousténi lipidl, coz
ovliviiuje fyzikalni vlastnosti umélé membrany. Planarni lipidické dvojvrstvy vytvarené
z monovrstev maji naopak obsah rozpoustédel velmi maly, ba dokonce zadny (S. H. White,
Petersen, Simon, & Yafuso, 1976).

Obé& metody obecné tvoii velmi stabilni dvojvrstvy s vysokym elektrickym odporem,
coz je Cini vhodnym nastrojem pro dlouhotrvajici méteni jednotlivych kanald. Problém
s obéma metodami je vytvofeni vhodné membrany, které miize byt ¢asové naroéné. Casto se
také stavd, ze je membrana dérava, nestabilni, snadno se rozbiji nebo je otvor v septu pokryt
pfilis mnoha lipidy, které nevytvoii dvojvrstvu. Dal§im ¢astym problémem je vkladani piilis
velkého mnozstvi proteinovych kandli do membrany, coZz limituje pouziti dat pro

jednokanalovou analyzu (Braun, Baer, Moroni, & Thiel, 2014).

3.1.1 Vznik dvojvrstevnych membran

Membréany jsou formovany na aparatuie sestdvajici ze dvou prohlubni oddélenych
vertikdlnim septem, které ma ve svém centru otvor s primérem 1 cm piekryty tenkym (25
pm) teflonovym filmem. Teflonovy film obsahuje malou aperturu. Septum je tésné
pfipevnéno ke sténam prohlubni a elektricky izoluje dva vodné kompartmenty (Montal &
Mueller, 1972).

Pro vytvéafeni cernych lipidickych membran existuje mnoho metod, pfic¢emz
v literatufe se nejCasteji setkavame s painting (malovaci) metodou (Mueller et al., 1962) a
s metodou skladani monovrstev (Montal & Mueller, 1972). Painting metoda spociva v pouZiti
nandSeciho Stétce (nebo naptiklad Spendlikové hlavicky) k vytvoreni lipidové dvojvrstvy.
Stétcem je roztok fosfolipidil v rozpoustédle nanesen pies maly otvor v teflonu. DiileZité je na
teflon nanést pouze minimalni mnozstvi lipidového roztoku. Nanéaseni roztoku se provadi
v podminkach, kdy je apertura (otvor v teflonu) ponofena ve vodném pufru, coz nepatrné
zt¢zuje podminky. Tato metoda je citliva na pfili§ velké mnozstvi lipidl na nanaSecim $tétci a

na priliSném mnozstvi lipidi aplikovanych do okoli apertury. Druhd metoda, nazyvana téz
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technika Montal-Mueller se provadi tak, ze lipidy rozpusténé v organickém rozpoustédle jsou
rozprostreny jako monovrstvy na hladindch vodnych roztoki v prohlubnich. Po odpateni
rozpoustédla se monovrstvy skladaji pres otvor v teflonovém filmu tak, Ze se nejprve zvedne
hladina v jedné prohlubni a poté v druhé. Tim vznikne dvojvrstva. Pro elektrickd méteni jsou

tyto dvé prohlubné propojeny elektrodami (Obr. 6) (Montal & Mueller, 1972; Ti Tien, 1968).

Oscilloscope
Um
- i V()
I 1 Power Spectrum

Black Lipid
Membrane

Obr. 6: Schématické usporadani pro méreni vodivosti na planarnich lipidickych
membranach. Na jednu stranu, obvykle nazyvanou cis-strana, je aplikovano napéti U.
Proud prochazejici napri¢ membranou nebo skrz kanal je detekovan napétové-
proudovym zesilovaCem. Rf je zpétnovazebny odpor a urcuje zesileni. Zesileny signal
V(t) je dal zpracovavan bud analogové digitalnim prevodnikem a nasledné vhodnym
pocitacovym programem, nebo pokrocCilym osciloskopem (Winterhalter, 2000).

Braun et al. (2014) pfisel s vylepsenou metodou vzniku planarni lipidové dvojvrstvy
z monovrstev za pomoci vzduchové bubliny. V ptipravné fazi této metody oSetiil okraje
kolem otvoru v teflonovém filmu roztokem 1% hexadekanu, coz dalo vzniku hydrofobni
oblasti kolem otvoru. Dvojvrstva se pak tvoii klasickou metodou ze dvou monovrstev
(Montal & Mueller, 1972). Pokud tato procedura vede ke vzniku stabilni dvojvrstvy, mize
byt proteinovy kandl vloZzen do membrany a elektrické méfeni miize zacit. V pfipadé, Ze je
membrana nestabilni, je mozné aplikovat pseudo-malovaci techniku se vzduchovou bublinou.
Vzhledem k ptedeslému oSetieni okraji apertury hexadekanem, obsahuji hydrofobni okraje
kolem teflonové apertury zasobu lipidi. Tyto zésobni lipidy mohou byt rozprostfeny pies
aperturu. Pro tento ucel pouzil Braun et al. (2014) mikro stiikacku Hamilton a vytvotil malou
vzduchovou bublinu pod vodni hladinou. Vzduchova bublina je pak rozprostiena pies
teflonovou aperturu, coz se da sledovat skrz stereomikroskop. Pohyb bubliny z okraji ptes

aperturu premisti lipidy ze zminéné zasoby a da vzniknout nové dvojvrstve.
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3.2 Lipidové dvojvrstvy na pevnych podkladech (SLBs - Supported lipid
bilayers)

Lipidové dvojvrstvy na pevnych podkladech jsou planarni struktury slozené ze dvou
lipidovych monovrstev adsorbujici na hydrofilni pevné latky. Ackoliv je plocha SLBs
mnohem vétsi nez plocha Cernych lipidovych membran, jeji stabilita je mnohem vétsi a
membrana si své elektrické vlastnosti udrzuje i nckolik tydnt (Purrucker, Hillebrandt,
Adlkofer, & Tanaka, 2001).

Pokud by dvojvrstevné membrany leZely pfimo na pevném podkladu, tak by se jejich
vlastnosti pfili§ nepodobaly biologickym membranam, zejména kvili ztrat¢ membranové
fluidity. Membranova fluidita je v systémech SLB udrzovana 10-20 A (1-2 nm) tenkou
vrstvou vody mezi membranou a pevnym podkladem (Obr. 7) (Tamm & McConnell, 1985).
Separace membrany od pevného podkladu ultratenkou vrstvou vody udrzuje termodynamické
a strukturni vlastnosti volné membrany, coz umoziuje aplikaci nékterych povrchoveé
sensitivnich metod (E. Sackmann, 1996).

Existuje nékolik metod na ptipravu lipidovych dvojvrstev na pevném podkladu. Prvni
metoda se provadi Langmuir-Blodgett technikou, kdy se na hydrofobni substrat ponofeny ve
vodném roztoku navaze monovrstva lipidl a nésledné je ptilozen k dalsi lipidické monovrstve
za vzniku dvojvrstvy (Tamm & McConnell, 1985). Druhou metodou je adsorpce a fuze vackl
zvodného prostfedi na povrch substratu. Dal$i moznosti je rovnéz kombinace obou
predeslych metod (Kalb, Frey, & Tamm, 1992). Fosfolipidové dvojvrstvy jsou tvofeny na
riznych hydrofilnich substratech, nejcastéji na Casticich oxidu kfemicitého (Katagiri et al.,
2004), skle (Cremer & Boxer, 1999) nebo slidé (Zasadzinski et al., 1991).

Jednou z povrchové sensitivnich metod vhodnych pro lipidické dvojvrstvy na pevném
povrchu je napt. Mikroskopie atomarnich sil (AFM), kterou Lin, Blanchette, Ratto a Longo
(2006) pouzili ke zjisténi distribuce domén DSPC v rdmci jednotlivych vrstev DLPC/DSPC
lipidovych dvojvrstev na pevném podkladu, aby ziskali novy pohled na disledky lipidické
asymetrie v zivych bunkach. AFM je idedlni nastroj pro vizualizaci biologickych a
organickych povrchii ve vysokém rozliSeni. AFM zaznamendvd mezi-atomarni sily mezi
hrotem na ohebném nosniku a povrchem vzorku a je kompatibilni s variabilnim prostfedim,
vcetné vody nebo solného roztoku (Zasadzinski et al., 1991).

Piestoze jsou fosfolipidové membrany na pevnych povrSich vhodné pro mnoha
zkoumani bunéénych povrchl, piimy kontakt spodni monovrstvy a pevného povrchu

pfedstavuje zna¢nad omezeni v nékterych systémech. Rizné typy membranovych deformaci
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jsou potlaceny a inkorporace transmembranovych proteinti s velkou cytosolickou doménou je
nemozna nebo zcela nefyziologickd (Wong, Park, Seitz, & Israelachvili, 1999). Depozici
ultratenké polymerové vrstvy na pevny podklad vznikne prostfedi vhodné pro imobilizaci
glykolipidli, membranovych receptorti a proteinti a vytvotreni modelovych bunéénych povrchii
(Erich Sackmann & Tanaka, 2000).

Polymery vhodné pro vznik umélé membrany museji mit nékolik specifickych
vlastnosti. Polymery musi byt hydrofilni a relativné chemicky inertni, aby nedochdzelo
k nechténym interakcim mezi nimi a membranou, a musi byt schopné tvoftit tenkou vrstvu
s jednotnym povrchem, vhodnym pro vznik dvojvrstvy (McCabe & Forstner, 2013).

Lipidové dvojvrstvy oddélené od pevného podkladu nanometrovou vrstvou vody
nebo ultratenkou vrstvou polymeru si udrzuji vlastnosti volnych dvojvrstev. Tato vlastnost
umoziuje aplikaci né€kolika povrchové sensitivnich metod — elipsometrie, povrchové
plasmonové  resonance, FTIR  (Fourier transform  infrared)  spektroskopie,
mikrointerferometrie, nukledrni magnetické resonance, neutronové a x- ray povrchové
reflektometrie (E. Sackmann, 1996).

Dalsi uzitecnou metodou je méfeni laterdlni difuse (obvykle provaddéno pomoci
fluorescencnich technik). Je to zpisob, jak snadno charakterizovat kontinuitu a fluiditu
membran na pevném povrchu. Tato technika umoziuje citlivé méfeni polomérii membranoveé
vazanych proteinli, métfeni koeficientu tfeni mezi lipidovou vrstvou a polymerem, méfeni
hydrodynamickych vlastnosti nebo tieba povrchové viskozity polymerovych filma (Kiihner,

Tampé, & Sackmann, 1994).
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Obr. 7: Schématicky diagram fosfolipidové
dvojvrstvy na pevném podkladu. Membrana je od
substratu oddélena 10-20 A tenkou vrstvou vody
(Castellana & Cremer, 2006).
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3.3 Liposomy

Fosfolipidy jsou amfifilni molekuly, které se samy uspotfadavaji do vesikuld, pokud
jsou rozptyleny ve vodném prostiedi. V ptfirodé¢ funguji velké lipidické vesikuly jako
membrany zivych bun€k a chrani jejich intraceluldrni komponenty od extraceluldrniho
prostredi. Malé lipické vesikuly (velké né€kolik nanometri) funguji jako intracelularni
transportéry. Kompartmentizace lipidickymi membranami umoziiuje zvySeni komplexity a
funkc¢nosti biologickych systémil (Tan, Hettiarachchi, Siu, Pan, & Lee, 2006). Um¢lé syntézy
nanometr velkych lipidovych vesikuli mohou byt navrZeny s odliSnymi povrchovymi
vlastnosti pro rizné aplikace, naptiklad cileny transport ¢kt (Wright & Huang, 1989).

Hlavnimi rysy liposomil jsou za prvé charakteristickd morfologie, tedy relativné
nepropustnd membrana kompletné uzavirajici vodné prostiedi, a za druhé schopnost uzaviit
do sebe béhem formovani riznd rozpoustédla pfitomnd ve vodné fazi (Szoka Jr &
Papahadjopoulos, 1980).

V ptipadé¢, ze pouze jedna fosfolipidova dvojvrstva obklopuje rozpoustédlo, nazyvame
tyto struktury v zavislosti na velikosti malé¢ (SUV) nebo velké (LUV) jednolamelarni
vesikuly, zatimco termin multilamelarni vesikuly (MLV) se pouziva v pfipadé velkého
mnozstvi membran uzavirajicich rozpoustédlo. Terminy obii vesikuly (GV — giant vesicle) a
velké nebo malé oligolamelarni vesikuly se pouzivaji pro velké vesikuly a struktury, ve
kterych ne€kolik dvojvrstev obklopuje uvéznéné rozpoustédlo (Lasic, 1988).

Mechanické rozptyleni suchych lipid ve vodné fazi vede ke vzniku multilamelarnich
vesiklli dosahujicich velikosti od 0,1 az po nékolik pm. Energickym michanim, kratkou
sonikaci nebo filtraci skrz polykarbondtové membrany ziskdme mensi a vice jednotné
multilamelarni vesikuly (Szoka Jr & Papahadjopoulos, 1980). Velké jednolamelarni vesikuly
a oligolamelarni vesikuly vznikaji zpétnym fazovym odpafovanim. To znamend zavedeni
vodného pufru do smési fosfolipidi a organického rozpoustédla, pfiCemz organické
rozpoustédlo je nasledné odstranéno vypatfovanim za snizen¢ho tlaku. Tyto liposomy jsou
tvofeny riiznymi kombinacemi lipid a vyznacuji se velkym pomérem zachyceného vodného
roztoku v poméru k mnozstvi lipid (Szoka & Papahadjopoulos, 1978).

Dalsi metodou ptipravy malych a velkych jednolamelarnich liposomil je opakované
zmrazovanim a rozmrazovanim vodnych roztokil obsahujicich lipidy za vzniku liposomu

mensich nez 200 um (Traikia, Warschawski, Recouvreur, Cartaud, & Devaux, 2000).
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3.3.1 ODb¥i jednolamelarni vesikuly (GUVs - Giant unilamellar vesicles)

Obfi jednolamelarni vesikuly jsou vhodné modely pro studium bunéénych membran,
zejména kvili jejich podobné velikosti a zakiiveni. GUVs dosahuji v priméru velikosti mezi
10 az 200 pm. V tom také spociva jejich dulezitd vlastnost; jsou viditelné pod svételnym
mikroskopem (Menger & Angelova, 1998; Tan et al., 2006).

Nékolik riznych metod vede ke vzniku obfich liposomtl.. Tyto metody zahrnuji:
opatrnou hydrataci, zmrazovani a tani roztokid, hydrataci pevnych latek, odpafovani
rozpoustédel a elektroformaci. Tyto metody produkuji obii liposomy ve vysoké kvalité
s velkym vytézkem, ale typicky jsou limitovany roztoky o nizké iontové sile (Horger, Estes,
Capone, & Mayer, 2009).

Hydratace pevné latky spociva v rozpuSténi fosfolipidi nebo jejich smési v
CHCI3/MeOH, nacez je rozpoustédlo odstranéno za snizené¢ho tlaku. K suchému filmu
fosfolipidll se ptidd deionizovand voda a vSe se promichd na vortexu. Nasledné¢ zmrazeni a
lyofilizace vedou ke vzniku na¢echraného pudru. Vznik GUV pak spociva v naneseni 0,1 mg
pudru do teflonového kolecka ptipevnéného na kryci sklicko. Ptiblizné 0,5 ml vody je pouZzito
na zakryti pudru. Je nutné nechat pudr hydratovat po 30 min (Menger & Angelova, 1998).

Elektroformace obfich jednolamelarnich vesikuli (GUVs) je efektivni metoda
umoziujici reprodukovatelnou formaci obfich liposomt tak, ze se aplikuje stfidavé napéti na
tenkou uspofadanou lipidovou vrstvu ulozenou na povrchu elektrody (Collins & Gordon,
2013). Angelova a Dimitrov (1986) popsali jako prvni vznik obfich liposoml aplikaci
elektrického pole. Elektroformace zacind pokrytim platinovych elektrod chloroformovym
roztokem se smési lipida. Elektrody jsou vysuSeny plynnym dusikem. Zbyly chloroform je
odstranén umisténim komiirky na hodinu do vakua. Nésledné jsou lipidy hydratovany asi 1 ml
vody. Teplota v komtrce je nastavena na hodnotu fazového ptechodu lipidu s nejvysSsim
bodem tani. Stidavé elektrické pole o velikosti 3V a frekvenci 10 Hz je aplikovano napfi¢
komiirkou (Wesotowska, Michalak, Maniewska, & Hendrich, 2009).

Elektroformace jako metoda vhodna pro vznik GUV umoznila produkci obftich
vesikulll slozenych ze smési lipidu s pfirozenym sklonem k fazovému chovéani a vzniku
lipidovych rafti. Fazovy pfechod se da snadno pozorovat ve smési dvou lipidii, pokud se tyto
lipidy znatelné 1isi v teploté¢ fazového piechodu. Pokud je teplota systému nastavena na
hodnotu mezi témito teplotami, jeden druh lipidd je ve fazi gelu a druhy v tekuté fazi
(Wesotowska et al., 2009).

Zabudovavani iontovych kandlli do chemicky definovanych lipidovych membran pro

elektrofyziologické nahravani je vhodné pro identifikaci a charakterizaci téchto proteind.
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Bunkam podobna struktura obtich liposomli umoziiuje aplikaci tradicni metody patch clamp
(Sakmann & Neher, 1984) bez ztraty kontroly nad lipidickym prostiedim (Collins & Gordon,
2013). Principem patch clamp je elektrickd izolace membranového terciku od okolniho
roztoku a nahrdvani proudu prochazejiciho terc¢ikem. Toho je dosazeno tlac¢enim sklenéné
mikropipety proti povrchu liposomu a aplikovanim lehkého sani. Mikropipeta je naplnéna
vhodnym elektrolytem. V misté kontaktu pipety a membrany vznikne té€snéni, jehoz
elektricky odpor je vy$si nez 10 GQ a umoziuje tak néasledny zdznam elektrického proudu

jednotlivych iontovych kandli (Ogden & Stanfield, 1994).

3.4 Dvojvrstvy na kapi¢kovém rozhrani - (DIBs - Droplet interface bilayers)
Umélé¢ lipidové dvojvrstvy jsou tvoteny n€kolika riznymi technikami, z nichz nékteré
jsou popsany vyse: Dvojvrstvy na pevném podklade€, cerné lipidové membrany, dvojvrstvy
vzniklé z monovrstev na rozhrani vody a vzduch (Montal-Mueller technika) a liposomy. Tyto
techniky maji spolecny znak: vzdy vznikaji ve vodném prostiedi. Funakoshi et al. (2006) jako
prvni popisuji vznik dvojvrstev mezi dvéma vodnymi objemy ponotfenymi do smési lipida a
oleje. Bayley et al. (2008) popisuje konfiguraci, ve které je vodna faze pfitomna pouze jako
mala kapicka (o objemu 100 — 300 nl) v mnozstvi organické (nepolarni) faze. Pozice kapicek
a velikost lipidovych membran je kontrolovana pfipojenim kapicek k Ag/AgCl elektrodam,
které jsou napojeny na mikromanipulatory. Elektrody v kapickdch umoziuji jak aplikaci
potencialu, tak méteni iontového proudu tekouciho skrz zabudované kanaly a péry (Leptihn et
al., 2013). Konce elektrod jsou obaleny agardzou, aby byl jejich povrch hydrofilni a kapicky
se na nich udrzely (Holden, Needham, & Bayley, 2007). Dvojvrstva na kapickovém rozhrani
vznikd tak, ze se vodnad kapicka ponofi do smési oleje (hexadekan, skvalen) a lipidd.
Spontanné se na kapicce utvoii monovrstva samouspotfadanych lipidl, jejichz hlavicky
ptiléhaji ke kapicce a acylové fetézce ¢ni do okoli. Pokud dojde k fyzickému kontaktu dvou
takto vzniklych kapicek, vytvoii se dvojvrstva. Dvojvrstvy na kapickovém rozhrani jsou
mnohem robustnéjsi a jejich zivotnost je mnohem del$i v porovnani s planarnimi systémy.
DIBs mohou byt rozdéleny a nasledné spojeny nékolikrat za sebou pohybovanim kapic¢ek od
sebe a k sobé¢ (Hwang, Holden, White, & Bayley, 2007). Membranové proteiny rozptylené
v jedné zkapic¢ek se pfimo zabudovavaji do membrany. Vyhoda pouziti kapicek spociva
v tom, Ze mizeme méfit elektricky zdznam iontovych kandlki na membranach, které jsou in
vivo pfili§ malé na to, aby na n¢ bylo mozné pouzit jiné metody, napi. patch clamp (Sakmann

& Neher, 1984). Piikladem takovych membran jsou membrany erytrocytti nebo mitochondrii

18



(Leptihn, Thompson, Ellory, Tucker, & Wallace, 2011). Aby bylo mozné méfit elektricky
zdznam membran mitochondrii a erytrocytl, musi se z lipidl izolovanych z téchto membran
vytvoftit dvojvrstvy na kapickovém rozhrani.

Byly pfedstaveny dvé metody formovani dvojvrstev na kapickovém rozhrani (Obr. 8).
Lipid-out metoda pouziva lipidy rozpusténé v olejové fazi za vzniku kapicek obalenych
identickou monovrstvou. Druha metoda - lipid-in pracuje s lipidovymi vacky uvniti vodné
faze (uvnitt kapicek). Lipid-in dvojvrstva na kapi¢kovém rozhrani vznika na rozhrani oleje a
vody, kde tyto vesikly fuzuji a tvofi monovrstvy. Vyhoda techniky lipid-in je mimo jiné nizsi
experimentalni cena oproti lipid-out. Lipidy totiZ nemusi byt v mnoZzstvi olejové faze a
mnozstvi lipida tvofici vesikly je mnohem vétsi, nez jaké je mnozstvi lipidl rozpustnych
v olejové fazi. Navic vytvafenim kapicek s odliSnou kompozici vesikli mohou byt kapicky ve
stejné lazni obaleny jinymi monovrstvami a umoznit tak vznik asymetrickych dvojvrstev
(Hwang et al., 2008).

Kromé formovani dvojvrstev na rozhrani dvou kapicek je také mozné vytvoftit
dvojvrstvu mezi kapickou a polopevnym podkladem jako je hydrogel (Heron, Thompson,
Mason, & Wallace, 2007). Tyto kapicky na hydratovaném pevném povrchu (Droplet-on-
hydrated support bilayers — DHBs) vykazuji mechanickou stabilitu; dvojvrstvy vydrzi az
n¢kolik tydnl a odolavaji mechanickému naméhani (Bayley et al., 2008).

Single-particle tracking (SPT, sledovani jedné ¢astice) je pocitacova video-
mikroskopie, ktera se pouziva na sledovani pohybu fluorescencné znacenych proteini nebo
lipidii na bunééném povrchu (Saxton & Jacobson, 1997). Thompson, Heron, Santoso a
Wallace (2007) pouzili fluorescencni mikroskopii s rozliSenim jednotlivych molekul na
systému DHBs, aby charakterizovali lipidickou membranu a zjistili mechanismus vkladani
porotvorného toxinu alfa-hemolysinu ze Staphylococcus aureus. Jejich vysledky ukézaly, ze
DHBs se vyznacuji vysokou lipidovou mobilitou, podobnou mobilité pozorované na volnych
dvojvrstvach, a proteinova difuze v téchto dvojvrstvach je charakteristicka snizujici se

lateralni mobilitou.
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Obr. 8: Schéma formovani dvojvrstev na kapickovém rozhrani v usporadani lipid-in a
lipid-out. A) Vznik symetrické dvojvrstvy metodou lipid-in. Vrchni obrazek: Dvé vodné
kapicky jsou ponoreny do roztoku lipidi a hexadekanu. B) Vznik asymetrické
dvojvrstvy. Vrchni obrazek: Dvé vodné kapicky obsahujici lipidové vesikuly rozdilného
sloZeni jsou ponoreny do hexadekanu. A,B) Prostredni obrazek: Vznik monovrstvy na
kazdé kapicce. Spodni obrazek: priblizeni kapicek a vznik dvojvrstvy (Hwang et al,,
2008).

=

3.4.1 Sité kapicek - Droplet networks

Holden et al. (2007) vytvorili takzvané biosit¢ z kapi¢ek propojenych fosfolipidovou
dvojvrstvou, které¢ funguji jako modelovy systém pro studium biologickych fenoménti
zalozenych na membranich. Na rozhrani mezi kapickami jsou dvojvrstvy umoziujici
spontanni vklddani kanali a port. Elektrody vklddané do kapi¢ek pak dovoluji méfeni
transmembranovych iontovych proudii nesenych jednotlivymi kandly (Syeda, Holden,
Hwang, & Bayley, 2008). Systém dvojvrstev na povrchu kapicek je vyuzit na sestaveni
linearnich nebo vétvenych siti, které se chovaji jako draty, baterie nebo svételné sensory
(Holden et al., 2007).

Dale uvadim ptiklad praktického provedeni soustavy kapicek. Holden et al. (2007)
vytvofil sit’ 20 kapicek (Obr. 9) na povrchu z plexiskla, jez bylo pokryto ¢tvercovymi fadami
mikrodolicki, které usnadnily pfesné uspotradani. Kazda kapicka byla naplnénd barvivem pro
lepsi vizualizaci. Ke vzniku sit€ je nutno kapicky nejdiive stabilizovat (pockat navznik
monovrstvy), nez jsou aplikovany na povrch s dolicky. Kapicky se pfipojuji k sousednim
kapickdm v momenté, kdy je vypuzovano mezilehlé nepolarni rozpoustédlo. Vzdalenost mezi
dolicky a pramér kapicek (urceny jejich objemem) pak tidi primér vzniklych dvojvrstev. Sit’
kapicek lze tvarovat pomoci zavedené elektrody s koncem obalenym v agardze (Bayley et al.,

2008).

20



Obr. 9: Vytvareni a ménéni sité dvojvrstev. A) Schéma vzniku propojené sité kapicek na
plastovém povrchu sdolicky. B) Obrazek kapickového usporadani ze svételného
mikroskopu. Riizové a zluté kapicky jsou naplnény rtznymi barvivy. Velikost kapicek je
v priméru 700 um. Kazdé rozhrani mezi kapickami je lipidova dvojvrstva. C) Obrazek
dvaceti obarvenych kapicek ukazuje dva typy usporadani. Pét kapicek na levé strané je
mimo dolickovy povrch a spontanné se vazi k ostatnim v hexagonalnim usporadani.
Zbylych patnact kapicek je usazeno do doli¢kil a tvoii ¢tvercovou sit. Cerny objekt je
elektroda obalena agarézou. Hydrofilni gel se chova jako kotva, takZe kdyZ elektrodu
zdvihneme, kapicka nani zlstava uchycena a odpoutd se od sité. D) Okolni dvojvrstvy
zlistanou neporusené, navzdory odstépeni ¢ty dvojvrstev pri premistovani kapicky. E)
Stabilizovana zluta kapicka je vloZzena do prazdného diilku. Proces vyjimani a vraceni
kapicek miize byt libovolné opakovan (Bayley et al., 2008).

Funkéni sit¢ vznikaji diky zaclenéni membranovych proteinii se specifickymi
vlastnostmi (Hwang et al., 2007). Naptiklad biobaterie, tfi-kapickova sit’, vznikd spojenim
iontového gradientu s alfa-hemolysinovym pérem mutovanym tak, aby byl anion selektivni

(Obr. 10).
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Obr. 10: Biobaterie pohanénd koncentra¢nim gradientem. A) Tti kapicky v radé formuji dvé
dvojvrstvy. Dvé kapicky vpravo jsou naplnény 1M roztokem NaCl, zatimco leva kapicka je
naplnéna 100mM roztokem NaCl. Vlevé dvojvrstvé je zabudovany alfa-hemolysin ze
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Staphylococcus aureus, mutovany tak (N123R), aby byl anion selektivni. Z tohoto usporadani
vyplyvd mnohem vétsi tok chloridovych neZ sodnych iontl z prostfedni kapicky do levé. B)
Takto spontdnné generované napéti pohani tok iontl skrz cely systém a umoZfuje
pozorovani vazebnych udalosti v pravé dvojvrstvé. V pravé dvojvrstvé je zaznamendvana
reversibilni vazba b-cyclodextrinu do alfa-hemolysinového mutanta M1113/K147N (Bayley et
al., 2008).

Aby zivé buiikky mohly udrZovat dilezité vlastnosti tkani, museji mezi sebou
komunikovat a kooperovat. Syntetické napodoby buné¢k, jako liposomy, nejsou typicky
schopné kooperace a neuméji tedy vykazovat kolektivni chovani. Wauer et al. (2014)
rozvinuli kapickové sit¢ pro dalsi aplikace v biotechnologii a syntetické biologii tak, Ze
vytvofili volné stojici 3D sité schopné vnitini komunikace, napf. pfedavani chemickych a
elektrickych signali mezi kompartmenty podél preddefinovanych cest. Sit¢ kapicek jsou
tiStény na automatickych tiskarnach, které tisknou az desitky tisic heterolognich kapicek o
velikosti  piko-litru pomoci specidlné vyvinutého programu. Vznikly trojrozmérny
makroskopicky material je kohezivni a samostatn¢ stojici. Sité jsou sloZeny ze zietelnych
vodnych ¢asti oddélenych jednou lipidovou dvojvrstvou. Dvojvrstvy nabyvaji na funk¢nosti
diky zabudovanym proteinim dovolujicim elektrickou komunikaci podél specifickych cest.
Vytisténé kapickové sit¢ mohou byt programovany gradienty osmolarity tak, aby se po
vytisténi slozili do rozli¢nych tvard, které nelze vytisknout ptimo (Villar, Graham, & Bayley,
2013). V odkazovaném videozdznamu miizeme pozorovat zrychleny zdznam spontanné se

skladajici sité kapi¢ek fizeny gradientem osmolarity.”

3.5 Vlastnosti umélych fosfolipidovych membran

3.5.1 Lipidové rafty

Existuje stale vice diikkazli o tom, Ze specializované oblasti v plasmatické membrané
eukaryotnich bunék, znamé jako lipidové rafty, hraji dulezité role v signalni transdukci a v
dalSich buné¢nych procesech (Simons & Toomre, 2000). Hypotéza lipidovych raftii navrhuje,
ze lipidova dvojvrstva neni strukturné pasivni rozpoustédlo, ale ze preferencni asociace mezi
sfingolipidy, steroly a specifickymi proteiny udé€luje potencidl bunéénym membranam
s laterdlni segregaci (Lingwood & Simons, 2010).

Nékteré studie ukazaly, Ze je mozné z bunék izolovat membranové fragmenty, které

jsou rezistentni vici neiontovym detergentim, vcetné Tritonu X-100, coz naznacuje, Ze

2 https://www.youtube.com/watch?v=biiunqCgJlY
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biologické membrany nejsou vzdy ve fazi tekutého krystalu. Namisto toho membrany bohaté
na sfingolipidy, cholesterol, glycerofosfolipidy s nasycenymi acylovymi fetézci, stejné tak
glykosylfosfatidylinositolem kotvené proteiny a tyrosin kindzové proteiny zrodiny Src,
kotvené dudlné nasycenymi acylovymi fetézci (plasmatické membrany) existuji alespon
Castecné v tekuté usporadané fazi. Domény bohaté na sfingolipidy a cholesteroly pak mohou
existovat ve fazové oddélenych membranovych raftech (Brown & London, 1998). Pievaha
saturovanych uhlovodikovych fetézci v bunéénych sfingolipidech umoznuje cholesterolu
v rizném rozsahu zahrnovat nebo vylucovat proteiny a usnadnovat tak selektivni protein-
proteinové interakce (Simons & Toomre, 2000). Tento mechanismus tiidéni, zalozeny na
lipidech, byl Siroce zapojen do uspofadani piechodnych signalnich struktur ale i do trvalejSich
struktur, jako imunologické synapse nebo do tfidéni proteind pred vstupem do specifickych
transportnich drah (Hancock, 2006).

Domény s vlastnostmi podobnymi raftim koexistuji v tekutych oblastech jak
ve dvojvrstvach na pevném podkladu, tak i v obfich jednolameldrnich vesiklech. Tyto
domény vznikaji zekvimolarni smési fosfolipidl, cholesterolu a sfingolipidi nebo
z ptirodnich lipidi extrahovanych z membran kartaového lemu (mikroklky travici soustavy),
které jsou bohaté na sfingomyelin a cholesterol (Dietrich et al., 2001).

Planarni dvojvrstvy na pevném podkladu ptedstavuji vhodny modelovy systém pro
studium membranovych domén zejména diky tomu, Ze dvojvrstva miize byt vytvofena ze
dvou monovstev rozdilného slozeni. Miize tak byt napodobena asymetrie biologickych
membran. Navzdory piitomnosti pevného podkladu si membrany udrzuji dalezité vlastnosti,
napiiklad fazové prechody (Tamm & McConnell, 1985). Druhym modelem jsou obii
jednolamelarni vesikly, které¢ poskytuji plovouci dvojvrstevné membrany bez potencialnich
substratovych artefakt (Dietrich et al., 2001). V takovychto systémech mohou byt
vizualizovany doménové struktury vyskytujici se b&hem fazového pifechodu a fazové
separace. Bagatolli a Gratton (1999) studovali chovani GUVs béhem piechodu z faze gelu do
tekuté faze vyuzitim efektu separace fazi pomoci dvou-fotonové fluorescencni mikroskopie.
Pro takovéto pokusy museji byt GUVs vzniklé elektroformaci oznaceny fluorescencni
sondou. V tomto piipadé¢ 6-dodekanoyl-2-dimethyl-amino-naftalenem (LAURDAN). Tato
sonda poskytuje nékolik vyhod pii studiu fazovych piechodii a fazové koexistence v
lipidickych systémech. Naptiklad ve fosfolipidovych vesiklech maximalni emise
LAURDANu vykazuje 50 nm cCerveny posun po pfechodu membrany z gelové do tekuté

krystalové faze. Tyto spektroskopické rozdily mezi gelovou a tekutou fazi umoziuji
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rozliSovani stavu membrany jednoduse méfenim fluorescencni intenzity pii dvou vlnovych
délkach nebo analyzou fluorescen¢niho spektra. Pro umoznéni kvantifikace emisi spektralnich
zmén byla definovdna excitacni generalizovand polarizace (GPex). Tato funkce je citliva
k baleni lipidi, odraZejici obsah vody a dynamiku lipidového rozhrani. Ukézalo se, Ze
LAURDAN nepreferuje Gcast ve fazi gelu, ani ve fazi tekutého krystalu (Bagatolli & Gratton,
1999), (Parasassi, Krasnowska, Bagatolli, & Gratton, 1998) a je proto ideédlni sondou pro
studium fazovych ptrechodt. Bagatolli a Gratton (1999) sledovali chovani jednotlivych GUVs
tvofenych cCistymi fosfolipidy pomoci skenovaci dvoj-fotonové excitacni fluorescencni
mikroskopie. Jejich strategie je zalozena na monitorovani jednotlivych liposomi b&hem
teplotnich zmén, pficemz pouzivaji mikroskopické snimky fluorescence LAURDANu a

snimky pievedené na Skalu GPex, ktera poskytuje informace o lipidové fazi.

3.5.2 Tekutost membran

Tekutost membran je bézné hodnocena pouzitim raznych fluorescencnich
membranovych sond a méfenim ustdlené fluorescencni polarizace nebo anizotropie
fluorescence. Zékladnim principem jsou zmény v baleni lipidd, napt. na teploté zavislé fazové
ptechody, diky kterym dochazi ke zméné mobility membranové vazaného fluoroforu. Dalsi
parametr — rotacni relaxace v Case, je mozné monitorovat pomoci excitace fluoroforu kratkym
pulzem polarizovaného svétla a méfenim emitovaného svétla v paralelni a kolmé roviné vici
polariza¢ni roving excitovaného svétla (Kushnareva, 2009).

Kvili kvantifikaci uspofddanych lipidi v biologickych membranach testovali
Gidwani, Holowka a Baird (2001) ustalené stavy anizotropie fluorescence dvou lipidickych
sond, [3-(difenylhexatrienyl)propanoyl]-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DPH-PC)
a  N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadekanoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin
(NBD-PE). Na modelovych membranach s riznym zastoupenim cholesterolu ukazuji, ze
hodnota ustalené anizotropie fluorescence je citlivdi na zmény v uspofddani membrany
vyvolané pfitomnym cholesterolem. Gidwani et al. (2001) dale ukazuji, Ze DPH-PC je
mnohem citlivéj$i sonda, nez NBD-PE. Pouzitim DPH-PC zjistili, ze plasmatickd membrana
zirnych bunék RBL-2H3 je podstatné organizovana, piiblizné¢ ze 40%, coz ur€ili porovnanim
hodnot anisotropie modelovych membran v Gplné tekuté fazi a tekuté neuspotrddané fazi.
Struktury podobné lipidovym raftim tedy zabiraji velkou ¢ast plasmatické membrany. Tyto
zavéry jsou v souladu s biochemickymi daty o nerozpustnosti fosfolipidii detergenty a
s predpoklady ko-redistribu¢nich studii pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (Holowka, Sheets,

& Baird, 2000).
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3.5.3 Tloustka membran

Vzhledem k charakteristickému uspotadani fosfolipidovych membran do centralni
hydrofobni oblasti, ohrani¢ené¢ dvéma polarnimi oblastmi, se d4 ocekévat, ze tloustka
hydrofobnich regionti bude ovliviiovat nékteré vlastnosti, jako naptiklad iontovou
propustnost, elektrickou kapacitu, strukturu a funkci transmembranovych proteind (Lewis &
Engelman, 1983).

Hydrofobni sily dominuji interakcim mezi lipidy a proteiny v membranach.
Predpoklada se, ze délka hydrofobnich oblasti membranovych proteini fyzicky pasuje do
membrany zejména proto, Ze je pro membranové proteiny energeticky nevyhodné vystavovat
hydrofobni oblasti vod¢ nebo vkladat hydrofilni ¢asti do uhlovodikového jadra lipidické
dvojvrstvy (Mitra, Ubarretxena-Beia, Taguchi, Warren, & Engelman, 2004; Mouritsen &
Bloom, 1984). Optimalni tlouStka dvojvrstvy je naptiklad nutna pro maximalni aktivitu
integralniho proteinu Ca2+-ATPazy ze sarkoplasmatického retikula (Johannsson et al., 1981),
stejné tak pro cytochrom c oxiddzu (Montecucco et al., 1982).

Vlastnosti lipidii jako stupeni nenasycenosti a délka uhlovodikového fetézce ovliviiuji
tloustku membran jak v biologickych, tak v umélych membranach. Membranova tloustka se
meéni linearné s poctem uhlikll v acylovém fetézci (Lewis & Engelman, 1983). Novéjsi studie
ukdzaly, ze za jistych podminek zvySuje pfitomnost cholesterolu tloustku lipidovych
membran, zejména diky usporddani fosfolipidovych acylovych fetézcti (Smondyrev &
Berkowitz, 1999). Nezil a Bloom (1992) pouzili metodu NMR ke studiu zmén hydrofobni
tloustky a mechanickych vlastnosti dvojvrstvy po pfidani 30 mol% cholesterolu k
deuterované 1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholinové membrané. Tloustka membrany se
vlivem cholesterolu zvétsila z 2,58 nm na 2,99 nm.

Mitra et al. (2004) ve své praci prezentuji data, ktera poskytuji ptimé hodnoty tloustky
dvojvrstevnych membran eukaryotnich bunék. Tato data, oproti o¢ekévani, ukazuji na fakt, ze
v biologickych membranach ovliviiyji tloustku membrany transmembranové domény
proteinti spiSe nez cholesterol, pfi¢emz proteiny nejspi§ nepasuji do dvojvrstev pfirozené a

dvojvrstvy se jim musi ptizptisobovat (Obr. 11).
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Obr. 11: Upraveny pohled na strukturu biologické membrany. Vzhledem k tomu, Ze
komponenty membrany na sebe prirozené nepasuji, museji se napnout a vynaloZit
energii na to, aby ksobé hydrofobné pasovaly. To vede krelativné vysoké energii
membrany. Kompenza¢ni konformacni zmény zahrnuji prodlouZeni lipidickych
acylovych retézcli (E) a naklapéni transmembranovych helix (T) za predpokladu, Ze
lipidy obklopuji protein s dlouhym transmembranovym usekem. Pokud lipidy obklopuji
protein s kratkou transmembranovou doménou, dochazi ke kompresi lipidickych
acylovych retézcli (Mitra et al., 2004).

3.5.4 Propustnost membran

Ume¢lé fosfolipidové membrany slozené pouze z fosfolipidii, nebo z fosfolipidi a
cholesterolu, jsou propustné pro plyny jako je O,, CO, a malé nenabité¢ polarni molekuly,
napiiklad mocovina nebo etanol. Tyto molekuly mohou pfes membranu prochéazet pasivni
difuzi bez pomoci transportnich proteinti. Pohyb se d&je smérem zvysoké do nizké
koncentrace molekul po chemickém koncentracnim gradientu (Lodish & Zipursky, 2001).

Nemodifikované cisté¢ lipidové membrany jsou nepropustné pro ionty a malé
hydrofilni molekuly. Voda prochazi membranou bez vétSich obtizi i bez ptitomnosti
specidlnich vodnich kanall, coz umoznuje buitkdm rychlou regulaci objemu (Finkelstein &
Cass, 1968). V nékterych tkanich, naptiklad v ledvinovych kandlcich, sekreCnich zlazach
nebo v ¢ervenych krvinkach je transport vody zprostiedkovavan kromé difuze také
akvaporiny. Akvaporiny jsou malé membranové proteiny, které jsou exprimovany
v plasmatickych membranach mnoha riznych bunéénych typt. Akvaporinové kandly jsou tak
selektivni, Ze propoustéji vodu, ale ne kyseliny (Agre, 2006).

Ukazalo se, ze propustnost membran pro vodu koreluje s membranovou fluiditou tak,
7e niz§i membranova fluidita redukuje permeabilitu snizenim schopnosti propoustét molekuly
skrz lipidovou dvojvrstvu (Lande, Donovan, & Zeidel, 1995).

Bylo prokazano, ze membrany sloZené z polynenasycenych lipidi, které se nachazeji
v mozkovych synaptosomech, jsou mnohem vic propustné pro vodu nez nasycené a

mononasycené dvojvrstvy (Huster, Jin, Arnold, & Gawrisch, 1997). Znac¢né zvySeni
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propustnosti dvojvrstev s polynenasycenymi uhlovodikovymi fetézci koreluje s voln&jSim
balenim polynenasycenych lipidii na rozhrani lipidi a vody a s hlubsim vnikdnim vody do
téchto dvojvrstev. Etanol mize blokovat difuzni cesty pro vodu tak, Ze zablokuje mista vstupu
vody na povrchu dvojvrstvy (Huster et al., 1997).

Membranovy koeficient propustnosti pro tfidy aminokyselin véetné neutralnich,
polarnich, hydrofobnich a nabitych tfid byl méfen a porovnavan rGznymi technikami,
napiiklad elektronovou spinovou rezonanci, nebo radioznacenymi aminokyselinami
v planarnich lipidickych membranach. Béznou metodou je také uvéznéni aminokyselin
v liposomech a néslednd gelova filtrace, aby doSlo k odstranéni volnych aminokyselin
(Chakrabarti, 1994).

Snizenim délky fetézch u lipidii se permeabilita pro aminokyseliny zvysuje (pfiblizné
pétkrat, pokud se pocet uhlikl snizi o dva), zatimco zmény v pH maji pouze minimalni efekt
na permeabilitu aminokyselin testovanou na liposomech. ZvySovanim povrchového napéti
membrany roste permeabilita pro aminokyseliny s opacnym nébojem. Pokud se zvySuje obsah
cholesterolu, permeabilita naopak klesa. Koeficient permeability pro vétSinu testovanych
aminokyselin byl podobny koeficientu naméfenému u monovalentnich kationti jako jsou

sodné a draselné ionty (Chakrabarti, 1994).

3.5.5 Elektricka kapacita

Pro objasnéni zékladni povahy biologickych membran je dulezité znat jejich
molekularni strukturu. Existuje nékolik zplsobtl, které lze pouzit ke zjisténi struktury,
napiiklad studium permeability, méfeni elektrické impedance a kapacity, méteni povrchového
napéti, chemickd analyza a mnohé dalsi (Ohki, 1969).

Zakladni elektrické vlastnosti biologickych membran jsou vodivost a kapacita.
Abychom porozuméli elektrickym vlastnostem buné€k, je nutné studovat oba parametry.
Bunéénd kapacita urcuje, jak rychle mlize membranovy potencidl odpovédét na zménu
proudu. Lipidova dvojvrstva miize byt povazovdna za paralelni deskovity kondenzator
(Stephen H. White, 1970). Kondenzator je slozen ze dvou vodivych materidlti oddélenych
izolatorem. V piipadé bunék jsou extracelularni a intracelularni tekutiny vodi¢e a membrana
je izolator.

Elektricka kapacita na jednotku plochy membrany je oznaCovana jako specificka
kapacita, ktera je urCovana tlouStkou membrany a jeji dielektrickou konstantou. Tyto
parametry jsou do zna¢né miry ur€ovany lipidickymi sloZkami bunééné membrany, ackoliv

jsou také ovliviiovany i proteinovym obsahem (Gentet, Stuart, & Clements, 2000).
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Vytvafenim dynamickych zmén plochy membran na kapickovém rozhrani rozvinuli Gross,
Heron, Baca a Wallace (2011) metodu vhodnou na méfeni specifické membranové kapacity.
Touto metodou ur€ili, Ze zavislost kapacity dvojvrstvy na aplikovaném potencialu je pfevazné
vysledek spontdnniho zvétSeni plochy membrany a ne dlouho pfedpokladanym zten¢ovanim
lipidické dvojvrstvy.

Dulezitym rysem méfeni elektrické kapacity je schopnost monitorovat skokové zmény
plochy plazmatické membrany a to bud’ vlivem endocytdzy nebo naopak exocytdzy (Neher &
Marty, 1982).

Gross et al. (2011) méfili jak se méni kapacita (a tedy tloustka) pii tvorbé membran
s riznymi pouzitymi rozpoustédly. Jednalo se o sérii alkani od dekanu po heptadekan.
Dvojvrstvy tvofené v alkanech s krat$im feté¢zcem (dekan) jsou tlustsi (maji nizsi specifickou
kapacitu), coz je vysledkem zvySené schopnosti mensich alkanovych molekul pronikat do

fosfolipidové dvojvrstvy.
3.6 Vyuziti umélych fosfolipidovych membran

3.6.1 Planarni dvojvrstvy

M¢éteni iontového proudu prochézejiciho skrz iontové kanaly v biologickych
membrandch nebo v planarnich lipidickych membranach je bézny postup v neurobiologii
nebo v biofyzice. A¢koliv je vétSina kandlli uzavirana mechanismem zéavislém na ligu nebo na
napéti (Keynes & Elinder, 1998), existuji i takové kandly, které¢ vydrzi oteviené del$i dobu a
umoziuji tedy kontinudlni tok iontového proudu skrz membranu. Tento typ kanali nemuze za
fyziologickych podminek na povrchu bunék existovat dlouhodobé, protoze vede k bunééné
smrti. Jedna se tedy vétSinou o molekuly toxint, které buiiky napadaji. Jednim z téchto
porotvornych toxind je alfa-hemolysin ze Staphylococcus aureus (Bhakdi & Tranum-Jensen,
1991).

Transmembranové napéti aplikované naptic kontinudlné otevienym kanalem piihodné
velikosti vede polyaniontové DNA nebo RNA molekuly skrz kanal (Akeson, Branton,
Kasianowicz, Brandin, & Deamer, 1999). Protoze je primér kanalu velky pouze tak, ze se do
néj vejde jenom jednovlaknovd DNA nebo RNA, kazdy polymer prochazi membranou ve
form¢ prodlouzeného fetézce, ktery Castecné zablokuje kanal. Prichod kazdé molekuly je
detekovan prechodnym poklesem iontového proudu, jehoz trvani je imérné délce polymeru.
Tyto blokace umoziuji pouziti jedno-kanalovych nahravani k detekci a kvantifikaci Siroké
Skaly analytti (JohnJ Kasianowicz, Brandin, Branton, & Deamer, 1996), véetn¢ H+ a D+

vroztoku (John J. Kasianowicz & Bezrukov, 1995), malych organickych molekul,
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polyetylenglykolu (PEG) (Merzlyak et al., 1999) a podjednotek antraxového toxinu
(Halverson et al., 2005).
ukazaly, Ze je PEG (do molekulové hmotnosti 4kDa) dostatecné maly na to, aby vstupoval do
alfa-hemolysinového nanoporu a snizoval tak vodivost jednotlivého kanalu (Krasilnikov,
Sabirov, Ternovsky, Merzliak, & Muratkhodjaev, 1992).

Interakce mezi polyetylenglykolem a alfa-hemolysinovym kanalem v elektrolytu
s vysokou iontovou silou (4M KCI, pH 7,4) se vyuzivaji na vytvafeni modelli polymert
uvéznénych v nanopdrech. Pokud je analyt nepfitomny, proud napfi¢ kandlem je stabilni a
nedochazi k zadnym blokacim. Po pfidani analytu, polydisperzniho PEGu, vstupuje
polyetylenglykol do jednotlivych alfa-hemolysinovych pérti a zplsobuje tak zietelné na
hmotnosti zavislé vodivostni stavy s charakteristickou dobou zdrzeni (Robertson et al., 2007).
Stupeii blokace je casto charakteristicky pro dany analyt. Rizné polymery zpiisobuji
komplexni charakteristické vzory blokaci. Tak jako hmotnostni spektroskopie, tyto vzory
tvofi v podstaté otisk prstu polymeru blokujiciho nanopoér (Robertson et al., 2007; Rodrigues,
Machado, Chevtchenko, & Krasilnikov, 2008). Tento model popisuje zaroven hloubku
proudovych blokaci a délku doby zdrzeni. Zejména blokace zplisobené neelektrolytickym
PEGem vykazuji pokles v primérném case blokace i v primérném trvani blokace pii zvySeni
rozsahu aplikovaného potencidlu. PEG v tomto modelu snizuje iontovy proud tak, ze redukuje
koncentraci mobilnich iontl v péru dvéma mechanismy: vyloucenim objemu a kationtovou
vazbou s polymerem (Reiner, Kasianowicz, Nablo, & Robertson, 2010). Touto metodou je
mozné analyzovat rozsdhlé mnozstvi molekul. Podminkou je aby byly dostate¢n¢ velké a

neprochdzely tedy kandlem pfili$ rychle.

3.6.2 Liposomy
Kromé vyzkumu priniku riznych latek ptes membrany, se objevuji i mnoha prakticka

vyuziti naptiklad v Iékafstvi a genové terapii.

3.6.2.1 Liposomy jako nastroje na dopravu léku

Vétsina farmakologickych vlastnosti konvencnich 1ékt se da vylepSit pouzitim
systému na dopravu lékl, ktery zahrnuje Casticové nosice sloZzené primdrné z lipidit nebo
polymeri a z asociovanych léc¢iv. Tyto systémy jsou navrzeny tak, aby ménily
farmakokinetiku a biodistribuci 1ékti, nebo funguji jako jejich rezervoary (Allen & Cullis,

2004). Léky s riznorodou lipofilii mohou byt enkapsulovany liposomy bud’ do fosfolipidové
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dvojvrstvy, do vodného objemu nebo na povrch dvojvrstvy. Existuji minimalné dva typy
liposomtl, které mohou byt dale pfizptisobovany konkrétnim potfebadm, a to na zaklad¢ jejich
schopnosti interagovat s buikami a krevnimi komponenty. Jsou to neinteraktivni stéricky
stabilizované liposomy a vysoce interaktivni kationtové liposomy (Sharma & Sharma, 1997).
Liposomy propoustéji sviij obsah jednim ze ¢ty zplsobi interakce s buikami:
adsorpci, endocytdzou, lipidovou vymeénou nebo fuzi. Léky asociované s liposomy jsou v téle
distribuovany odlisn¢é nez volné 1éky. Pokud jsou podany intraven6zné, vétSina liposomu se
hromadi v jatrech, slezing, plicich, kostni dfeni a lymfatickych uzlinach. Liposomy se také

fednostné hromadi v mistech zanétu a infekce a n¢kterych naddorech (Ostro & Cullis, 1989).

3.6.2.2 Liposomy v genové terapii

Genova terapie pomoci liposomt prokézala potencial pro 1écbu ziskanych 1 zdédénych
chorob (Tseng & Huang, 1998). Princip tkvi vtom, Ze pacientovi, ktery trpi chorobou
zpiisobenou zndmym genetickym defektem, by méla byt dorucena spravna kopie defektniho
genu do nemocné bunky nebo organu, pfi¢emz liposomy brani §tépeni DNA pted tim, nez se
do buiikky dostane. Doruceni je zprostiedkované specialné navrzenym vektorem. To by
idedln¢ vedlo k opravé genetického defektu a k vyléceni choroby (A. D. Miller, 1998).
Hlavnimi elementy GspéSné genové terapie je identifikace choroby a cilové buiiky nebo tkané,
konstrukce vhodnych genovych vektorti, efektivni transfer a exprese v cilovych buitkach
(Lasic & Templeton, 1996).

Kationtové liposomy jsou formovany z jednotlivych kationtovych amfifild (zndmé
jako cytofektiny: cyto- znamena bunécnd a -fektin je odvozeno od transfekce), nebo Castéji
kombinaci cytofektinli a neutrdlnich lipidi. Zptsob, jakym zprostiedkovavaji dorucovani
nukleovych kyselin, je jednoduchy. Pozitivné nabité kationtové liposomy interaguji
elektrostaticky s negativné nabitymi sekvencemi nukleovych kyselin, pfi¢emz vznikaji

komplexy schopné vniknout do bunék (A. D. Miller, 1998).
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4 Zavér

Umeélé fosfolipidové membrany maji do budoucna velky potencial. Branton et al.
(2008) pracuji uz delsi dobu na metodé€ sekvenovani zaloZzené na nanoporovém systému, ktery
umoznuje detekei jednotlivych molekul. Vysledky ukazuji, Ze molekuly jednovladknové DNA
a RNA mohou prochazet porotvornym proteinem, pficemz miizeme detekovat jejich efekt na
iontovy proud skrz nanopor. V tomto uspofadani byl pouZzit podrotvorny protein alfa-
hemolysin, jehoZ vnitini primér je sotva tak velky jako primér jednoho vlakna nukleové
kyseliny. Nanopor je tak schopen rozplést sbalené struktury nukleovych kyselin tak, Ze pérem
prochazeji jednotlivé nukleotidy v sekvenénim uspofadani. Proud iontd skrz nanopor je
Castecné¢ blokovan prochazejicimi molekulami. Kazda molekula zplsobuje snadno
detekovatelnou redukci iontového proudu vzhledem k proudu tekoucimu skrz neblokovany
por.

Znacnd vyhoda této metody spociva vtom, Ze molekula DNA mulze byt pfimo
sekvenovana bez predchozi amplifikace metodou PCR nebo bez ptfedchoziho chemického
znaceni. V soucasné dob¢ vyviji spole¢nost Oxford Nanopore Technologies zatizeni ur¢ena
pro rychlou analyzu DNA pomoci nanop6ért. MinlON je ruéni sekvenovaci zafizeni, které
muze byt ptipojeno k pocitac¢i USB portem. Sestdva se z membrany, ktera obsahuje okolo péti
set proteinovych port. Pory propojuji dvé komurky naplnéné elektrolytem a dovoluji tak
méteni toku proudu. Zatim se nanopdrové sekvenovani potykd s mirnou chybovosti, ale
rychlost, citlivost k jednotlivym bazim a schopnost zpracovavani dlouhych tusekl Ccini
nanopory slibnou sekvenovaci technologii.

Touto metodou byly rozliSeny od guaninu, adeninu, cytosinu a tyminu dvé DNA baze,
5-methylcytosin, nejbéznéjsi epigenetickd modifikace eukaryotniho genomu a 5-
hydroxymethylcytosin. Tento piistup by v budoucnu mohl byt vhodnym prostredkem
k vyhledavani epigenetickych zmén v neamplifikované DNA (Wallace et al., 2010).

Dalsi zptsob vyuziti umélych fosfolipidovych membran navrhli profesor Hagan
Baylely a jeho vyzkumna skupina, ktefi nedavno publikovali metodu, kterou se daji
modelovat trojrozmérné sité¢ kapicek pomoci specidln€ upravenych 3D tiskaren (Villar et al.,
2013). Vysledny makroskopicky materidl je kohezivni a samonosny, sloZzeny z odlisnych
vodnych mikrokompartmentli oddélenych jednotlivymi lipidickymi dvojvrstvami. Dvojvrstvy
jsou funkéni diky membranovym proteintim, které zprostiedkovavaji elektrickou komunikaci.

Vznikl¢ sité kapicek mohou byt dale zapouzdieny tak, aby vznikl systém ve kterém je

usporadani vodné kapicky podporovano vétsi olejovou kapickou, kterd je obklopena vodou.
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Takovéto uspotadani by mohlo byt vhodné jako nastroj na dopravu I€kii nebo jako podpora
pro selhdvajici organy v téle. Profesor Bayley a jeho skupina piedpokladaji, ze dalsi vyuziti
kapickovych siti bude v tkanovém inzenyrstvi, zejména kviili tomu, Ze kapi¢kové sit¢ mohou
tvoii systémy s elektrickymi a koncentracnimi gradienty, které usmériiuji jejich rtst. Nékteré
systémy jsou dokonce skladany do tvard, které nemohou byt natistény 3D tiskarnou. K tomu
se vyuzivaji osmotické gradienty, které méni relativni velikost kapicek a umoziiuji tak plynulé
slozeni do pozadovaného tvaru. Moznost sklddani kapickovych siti také navrhuje, ze by
mohly byt tyto sit¢ v budoucnu vyuzity v bio-inspirované robotice, nebo na vytvareni motori
a riznych pohont. Umél¢é fosfolipidové membrany se i nadéle vyplati podrobovat zkoumani,

protoze z nich i v budoucnu mohou vznikat dalsi zajimavé aplikace.

32



5 Literatura

Agre, P. (2006). The Aquaporin Water Channels. Proceedings of the American Thoracic
Society, 3(1), 5-13. doi: 10.1513/pats.200510-109]H

Akeson, M., Branton, D., Kasianowicz, |. ]., Brandin, E., & Deamer, D. W. (1999).
Microsecond time-scale discrimination among polycytidylic acid, polyadenylic
acid, and polyuridylic acid as homopolymers or as segments within single RNA
molecules. Biophysical Journal, 77(6), 3227-3233.

Allen, T. M., & Cullis, P. R. (2004). Drug Delivery Systems: Entering the Mainstream.
Science, 303(5665), 1818-1822. doi: 10.1126/science.1095833

Angelova, M. L., & Dimitrov, D. S. (1986). Liposome electroformation. Faraday discussions
of the Chemical Society, 81, 303-311.

Bagatollj, L. A., & Gratton, E. (1999). Two-photon fluorescence microscopy observation
of shape changes at the phase transition in phospholipid giant unilamellar
vesicles. Biophysical Journal, 77(4), 2090-2101.

Balasubramanian, K., & Schroit, A.]. (2003). AMINOPHOSPHOLIPID ASYMMETRY: A
Matter of Life and Death. Annual review of physiology, 65(1), 701-734. doi:
doi:10.1146/annurev.physiol.65.092101.142459

Bayley, H., Cronin, B, Heron, A., Holden, M. A., Hwang, W. L., Syeda, R,, .. . Wallace, M.
(2008). Droplet interface bilayers. Molecular bioSystems, 4(12), 1191-1208. doi:
10.1039/B808893D

Bhakdji, S., & Tranum-Jensen, ]. (1991). Alpha-toxin of Staphylococcus aureus.
Microbiological Reviews, 55(4), 733-751.

Branton, D., Deamer, D. W., Marziali, A, Bayley, H., Benner, S. A,, Butler, T,, ... Schloss, .
A. (2008). The potential and challenges of nanopore sequencing. Nat Biotech,
26(10),1146-1153.

Braun, C. ]., Baer, T., Moroni, A., & Thiel, G. (2014). Pseudo painting/air bubble technique
for planar lipid bilayers. Journal of Neuroscience Methods, 233(0), 13-17. doi:
10.1016/j.jneumeth.2014.05.031

Brown, D. A, & London, E. (1998). Functions of lipid rafts in biological membranes.
Annual review of cell and developmental biology, 14(1), 111-136.

Castellana, E. T., & Cremer, P. S. (2006). Solid supported lipid bilayers: From biophysical
studies to sensor design. Surface Science Reports, 61(10), 429-444. doi:
10.1016/j.surfrep.2006.06.001

Collins, M. D., & Gordon, S. E. (2013). Giant Liposome Preparation for Imaging and Patch-
Clamp Electrophysiology. Journal of visualized experiments : JoVE(76),
10.3791/50227. doi: 10.3791/50227

Cremer, P. S., & Boxer, S. G. (1999). Formation and spreading of lipid bilayers on planar
glass supports. The Journal of Physical Chemistry B, 103(13), 2554-2559.

Daleke, D. L. (2003). Regulation of transbilayer plasma membrane phospholipid
asymmetry. Journal of Lipid Research, 44(2), 233-242.

Daum, G., & Vance, J. E. (1997). Import of lipids into mitochondria. Progress in Lipid
Research, 36(2-3), 103-130. doi: 10.1016/S0163-7827(97)00006-4

De Rosa, M., Gambacorta, A., & Gliozzi, A. (1986). Structure, biosynthesis, and
physicochemical properties of archaebacterial lipids. Microbiological Reviews,
50(1), 70-80.

Devaux, P. F. (1991). Static and dynamic lipid asymmetry in cell membranes.
Biochemistry, 30(5), 1163-1173.

33



Devaux, P. F., & Morris, R. (2004). Transmembrane Asymmetry and Lateral Domains in
Biological Membranes. Traffic, 5(4), 241-246. doi: 10.1111/j.1600-
0854.2004.0170.x

Dietrich, C., Bagatolli, L. A., Volovyk, Z. N., Thompson, N. L., Levi, M., Jacobson, K., &
Gratton, E. (2001). Lipid rafts reconstituted in model membranes. Biophysical
Journal, 80(3), 1417-1428.

Fadok, V. A, de Cathelineau, A., Daleke, D. L., Henson, P. M., & Bratton, D. L. (2001). Loss
of Phospholipid Asymmetry and Surface Exposure of Phosphatidylserine Is
Required for Phagocytosis of Apoptotic Cells by Macrophages and Fibroblasts.
Journal of Biological Chemistry, 276(2), 1071-1077. doi:
10.1074/jbc.M003649200

Finkelstein, A., & Cass, A. (1968). Permeability and Electrical Properties of Thin Lipid
Membranes. The Journal of General Physiology, 52(1), 145-172. doi:
10.1085/jgp.52.1.145

Funakoshi, K., Suzuki, H., & Takeuchi, S. (2006). Lipid Bilayer Formation by Contacting
Monolayers in a Microfluidic Device for Membrane Protein Analysis. Analytical
Chemistry, 78(24), 8169-8174. doi: 10.1021/ac0613479

Gentet, L. ]., Stuart, G. J., & Clements, ]. D. (2000). Direct measurement of specific
membrane capacitance in neurons. Biophysical Journal, 79(1), 314-320.

Gidwani, A., Holowka, D., & Baird, B. (2001). Fluorescence Anisotropy Measurements of
Lipid Order in Plasma Membranes and Lipid Rafts from RBL-2H3 Mast Cellsf.
Biochemistry, 40(41), 12422-12429. doi: 10.1021/bi010496c

Gross, L. C. M., Heron, A. ], Baca, S. C., & Wallace, M. I. (2011). Determining Membrane
Capacitance by Dynamic Control of Droplet Interface Bilayer Area. Langmuir,
27(23),14335-14342.doi: 10.1021/1a203081v

Hagge, S. 0., de Cock, H., Gutsmann, T., Beckers, F., Seydel, U., & Wiese, A. (2002). Pore
Formation and Function of Phosphoporin PhoE of Escherichia coli Are
Determined by the Core Sugar Moiety of Lipopolysaccharide. Journal of Biological
Chemistry, 277(37), 34247-34253. doi: 10.1074/jbc.M201950200

Halverson, K. M., Panchal, R. G., Nguyen, T. L., Gussio, R,, Little, S. F., Misakian, M,, . ..
Kasianowicz, J. J. (2005). Anthrax Biosensor, Protective Antigen Ion Channel
Asymmetric Blockade. Journal of Biological Chemistry, 280(40), 34056-34062.
doi: 10.1074/jbc.M507928200

Hancock, |. F. (2006). Lipid rafts: contentious only from simplistic standpoints. Nature
reviews. Molecular cell biology, 7(6), 456-462. doi: 10.1038/nrm1925

Hartmann. (1998). Plant sterols and the membrane environment. Trends in Plant
Science, 3(5),170-175. doi: 10.1016/S1360-1385(98)01233-3

Hartmann, E., Rapoport, T. A,, & Lodish, H. F. (1989). Predicting the orientation of
eukaryotic membrane-spanning proteins. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 86(15), 5786-5790.

Heron, A.]., Thompson, J. R.,, Mason, A. E., & Wallace, M. I. (2007). Direct Detection of
Membrane Channels from Gels Using Water-in-0il Droplet Bilayers. Journal of the
American Chemical Society, 129(51), 16042-16047. doi: 10.1021/ja075715h

Holden, M. A,, Needham, D., & Bayley, H. (2007). Functional Bionetworks from Nanoliter
Water Droplets. Journal of the American Chemical Society, 129(27), 8650-8655.
doi: 10.1021/ja072292a

Holowka, D., Sheets, E. D., & Baird, B. (2000). Interactions between Fc (epsilon) RI and
lipid raft components are regulated by the actin cytoskeleton. Journal of Cell
Science, 113(6), 1009-1019.

34



Horger, K. S, Estes, D. ., Capone, R., & Mayer, M. (2009). Films of Agarose Enable Rapid
Formation of Giant Liposomes in Solutions of Physiologic lonic Strength. Journal
of the American Chemical Society, 131(5), 1810-1819. doi: 10.1021/ja805625u

Horvath, S. E., & Daum, G. (2013). Lipids of mitochondria. Progress in Lipid Research,
52(4), 590-614. doi: 10.1016/j.plipres.2013.07.002

Huster, D,, Jin, A. ], Arnold, K., & Gawrisch, K. (1997). Water permeability of
polyunsaturated lipid membranes measured by 170 NMR. Biophysical Journal,
73(2), 855.

Hwang, W. L., Holden, M. A, White, S., & Bayley, H. (2007). Electrical behavior of droplet
interface bilayer networks: experimental analysis and modeling. Journal of the
American Chemical Society, 129(38), 11854-11864.

Hwang, W. L., Chen, M,, Cronin, B., Holden, M. A, & Bayley, H. (2008). Asymmetric
Droplet Interface Bilayers. Journal of the American Chemical Society, 130(18),
5878-5879. doi: 10.1021/ja802089s

Chakrabarti, A. C. (1994). Permeability of membranes to amino acids and modified
amino acids: Mechanisms involved in translocation. Amino Acids, 6(3), 213-229.

Chan, Y.-H. M,, & Boxer, S. G. (2007). Model membrane systems and their applications.
Current Opinion in Chemical Biology, 11(6), 581-587. doi:
10.1016/j.cbpa.2007.09.020

Jacobson, K., Sheets, E. D., & Simson, R. (1995). Revisiting the fluid mosaic model of
membranes. Science, 268(5216), 1441-1442. doi: 10.1126/science.7770769

Johannsson, A., Keightley, C. A., Smith, G. A,, Richards, C. D., Hesketh, T. R., & Metcalfe, |. C.
(1981). The effect of bilayer thickness and n-alkanes on the activity of the (Ca2++
Mg2+)-dependent ATPase of sarcoplasmic reticulum. Journal of Biological
Chemistry, 256(4), 1643-1650.

Kalb, E., Frey, S., & Tamm, L. K. (1992). Formation of supported planar bilayers by fusion
of vesicles to supported phospholipid monolayers. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Biomembranes, 1103(2), 307-316. doi: 10.1016/0005-2736(92)90101-Q

Kasianowicz, J. J., & Bezrukov, S. M. (1995). Protonation dynamics of the alpha-toxin ion
channel from spectral analysis of pH-dependent current fluctuations. Biophysical
Journal, 69(1), 94-105.

Kasianowicz, J. J., Brandin, E., Branton, D., & Deamer, D. W. (1996). Characterization of
individual polynucleotide molecules using a membrane channel. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 93(24), 13770-13773.

Katagiri, K., Hashizume, M., Kikuchi, ].-i., Taketani, Y., & Murakami, M. (2004). Creation of
asymmetric bilayer membrane on monodispersed colloidal silica particles.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 38(3-4), 149-153. doi:
10.1016/j.colsurfb.2004.05.019

Keynes, R. D., & Elinder, F. (1998). Modelling the activation, opening, inactivation and
reopening of the voltage-gated sodium channel. Proceedings of the Royal Society
B: Biological Sciences, 265(1393), 263-270.

Khandwala, A. S., & Kasper, C. B. (1971). The Fatty Acid Composition of Individual
Phospholipids from Rat Liver Nuclear Membrane and Nuclei. Journal of Biological
Chemistry, 246(20), 6242-6246.

Kim, H., Melén, K., Osterberg, M., & von Heijne, G. (2006). A global topology map of the
Saccharomyces cerevisiae membrane proteome. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 103(30), 11142-11147.

Kleinig, H. (1970). NUCLEAR MEMBRANES FROM MAMMALIAN LIVER : IL. Lipid
Composition. The Journal of Cell Biology, 46(2), 396-402.

35



Koga, Y., & Morii, H. (2007). Biosynthesis of Ether-Type Polar Lipids in Archaea and
Evolutionary Considerations. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 71(1),
97-120. doi: 10.1128/mmbr.00033-06

Krasilnikov, 0. V., Sabirov, R. Z., Ternovsky, V. 1., Merzliak, P. G., & Muratkhodjaev, ]. N.
(1992). A simple method for the determination of the pore radius of ion channels
in planar lipid bilayer membranes. FEMS Microbiology Letters, 105(1-3), 93-100.
doi: 10.1016/0378-1097(92)90079-4

Krogh, A., Larsson, B., von Heijne, G., & Sonnhammer, E. L. L. (2001). Predicting
transmembrane protein topology with a hidden markov model: application to
complete genomes1. Journal of Molecular Biology, 305(3), 567-580. doi:
10.1006/jmbi.2000.4315

Kihner, M., Tampé, R., & Sackmann, E. (1994). Lipid mono- and bilayer supported on
polymer films: composite polymer-lipid films on solid substrates. Biophysical
Journal, 67(1),217-226.

Kushnareva, Y. (2009). Membrane Fluidity Measurements Using UV Fluorescence
Polarization and the POLARstar Omega. La Jolla Institute for Allergy and
Immunology.

Lande, M. B., Donovan, ]. M., & Zeidel, M. L. (1995). The relationship between membrane
fluidity and permeabilities to water, solutes, ammonia, and protons. The Journal
of General Physiology, 106(1), 67-84.

Lasic, D. D. (1988). The mechanism of vesicle formation. Biochemical Journal, 256(1), 1-
11.

Lasic, D. D., & Templeton, N. S. (1996). Liposomes in gene therapy. Advanced Drug
Delivery Reviews, 20(2), 221-266.

Leptihn, S., Castell, 0. K, Cronin, B,, Lee, E.-H., Gross, L. C. M., Marshall, D. P., ... Wallace,
M. I. (2013). Constructing droplet interface bilayers from the contact of aqueous
droplets in oil. Nat. Protocols, 8(6), 1048-1057. doi: 10.1038/nprot.2013.061

Leptihn, S., Thompson, |. R,, Ellory, ]. C., Tucker, S. ]., & Wallace, M. L. (2011). In Vitro
Reconstitution of Eukaryotic Ion Channels Using Droplet Interface Bilayers.
Journal of the American Chemical Society, 133(24), 9370-9375. doi:
10.1021/ja200128n

Lewis, B. A., & Engelman, D. M. (1983). Lipid bilayer thickness varies linearly with acyl
chain length in fluid phosphatidylcholine vesicles. Journal of Molecular Biology,
166(2),211-217.

Lin, W.-C,, Blanchette, C. D., Ratto, T. V., & Longo, M. L. (2006). Lipid Asymmetry in
DLPC/DSPC-Supported Lipid Bilayers: A Combined AFM and Fluorescence
Microscopy Study. Biophysical Journal, 90(1), 228-237. doi:
10.1529/biophysj.105.067066

Lingwood, D., & Simons, K. (2010). Lipid Rafts As a Membrane-Organizing Principle.
Science, 327(5961), 46-50. doi: 10.1126/science.1174621

Lodish, H., & Zipursky, S. L. (2001). Molecular cell biology. Biochemistry and Molecular
Biology Education, 29, 126-133.

Manno, S., Takakuwa, Y., & Mohandas, N. (2002). Identification of a functional role for
lipid asymmetry in biological membranes: Phosphatidylserine-skeletal protein
interactions modulate membrane stability. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 99(4), 1943-1948.

McCabe, I., & Forstner, M. (2013). Polymer Supported Lipid Bilayers. Open Journal of
Biophysics, 3(1A), 59-69. doi: 10.4236/0jbiphy.2013.31A008

36



Mclntyre, ]. C., & Sleight, R. G. (1991). Fluorescence assay for phospholipid membrane
asymmetry. Biochemistry, 30(51), 11819-11827. doi: 10.1021/bi00115a012

McMullen, T. P. W,, Lewis, R. N. A. H., & McElhaney, R. N. (2004). Cholesterol-
phospholipid interactions, the liquid-ordered phase and lipid rafts in model and
biological membranes. Current Opinion in Colloid & Interface Science, 8(6), 459-
468. doi: 10.1016/j.cocis.2004.01.007

McMullen, T. P. W,, & McElhaney, R. N. (1996). Physical studies of cholesterol-
phospholipid interactions. Current Opinion in Colloid & Interface Science, 1(1), 83-
90. doi: 10.1016/S1359-0294(96)80048-3

Meer, G. V. (1989). Lipid Traffic in Animal Cells. Annual Review of Cell Biology, 5(1), 247-
275.doi: doi:10.1146/annurev.cb.05.110189.001335

Menger, F. M., & Angelova, M. [. (1998). Giant vesicles: imitating the cytological
processes of cell membranes. Accounts of chemical research, 31(12), 789-797.

Merzlyak, P. G., Yuldasheva, L. N., Rodrigues, C. G., Carneiro, C. M. M., Krasilnikov, 0. V., &
Bezrukov, S. M. (1999). Polymeric nonelectrolytes to probe pore geometry:
application to the a-toxin transmembrane channel. Biophysical Journal, 77(6),
3023-3033.

Miller, A. D. (1998). Cationic Liposomes for Gene Therapy. Angewandte Chemie
International Edition, 37(13-14), 1768-1785. doi: 10.1002/(SICI)1521-
3773(19980803)37:13/14<1768::AID-ANIE1768>3.0.CO;2-4

Miller, C. (1986). Ion channel reconstitution: Springer Science & Business Media.

Mitra, K., Ubarretxena-Belandia, I., Taguchi, T., Warren, G., & Engelman, D. M. (2004).
Modulation of the bilayer thickness of exocytic pathway membranes by
membrane proteins rather than cholesterol. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 101(12), 4083-4088. doi: 10.1073/pnas.0307332101

Montal, M., & Mueller, P. (1972). Formation of Bimolecular Membranes from Lipid
Monolayers and a Study of Their Electrical Properties. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 69(12), 3561-3566.

Montecucco, C., Smith, G. A., Dabbeni-sala, F., Johannsson, A., Galante, Y. M., & Bisson, R.
(1982). Bilayer thickness and enzymatic activity in the mitochondrial cytochrome
c oxidase and ATPase complex. FEBS letters, 144(1), 145-148. doi: 10.1016/0014-
5793(82)80588-7

Mouritsen, O. G., & Bloom, M. (1984). Mattress model of lipid-protein interactions in
membranes. Biophysical Journal, 46(2), 141-153. doi: 10.1016/S0006-
3495(84)84007-2

Mueller, P., Rudin, D. O., Tien, H. T., & Wescott, W. C. (1962). Reconstitution of Excitable
Cell Membrane Structure in Vitro. Circulation, 26(5), 1167-1171. doi:
10.1161/01.cir.26.5.1167

Neher, E., & Marty, A. (1982). Discrete changes of cell membrane capacitance observed
under conditions of enhanced secretion in bovine adrenal chromaffin cells.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
79(21), 6712-6716.

Nezil, F. A, & Bloom, M. (1992). Combined influence of cholesterol and synthetic
amphiphillic peptides upon bilayer thickness in model membranes. Biophysical
Journal, 61(5),1176-1183.

O’'Toole, P.]., Wolfe, C., Ladha, S., & Cherry, R.]. (1999). Rapid diffusion of spectrin bound
to a lipid surface. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, 1419(1),
64-70. doi: 10.1016/S0005-2736(99)00048-6

37



Ogden, D., & Stanfield, P. (1994). Patch clamp techniques for single channel and whole-cell
recording. Paper presented at the Microelectrode techniques: the Plymouth
workshop handbook.

Ohki, S. (1969). The Electrical Capacitance of Phospholipid Membranes. Biophysical
Journal, 9(10), 1195-1205.

Ostro, M. ]., & Cullis, P. R. (1989). Use of liposomes as injectable-drug delivery systems.
American Journal of Health-System Pharmacy, 46(8), 1576-1587.

Ourisson, G., Rohmer, M., & Poralla, K. (1987). Prokaryotic Hopanoids and other
Polyterpenoid Sterol Surrogates. Annual Review of Microbiology, 41(1), 301-333.
doi: doi:10.1146/annurev.mi.41.100187.001505

Palfrey, H. C., & Waseem, A. (1985). Protein kinase C in the human erythrocyte.
Translocation to the plasma membrane and phosphorylation of bands 4.1 and 4.9
and other membrane proteins. Journal of Biological Chemistry, 260(29), 16021-
16029.

Parasassi, T., Krasnowska, E., Bagatolli, L., & Gratton, E. (1998). Laurdan and Prodan as
Polarity-Sensitive Fluorescent Membrane Probes. Journal of Fluorescence, 8(4),
365-373. doi: 10.1023/A:1020528716621

Pomorski, T., Hrafnsdottir, S., Devaux, P. F., & Meer, G. v. (2001). Lipid distribution and
transport across cellular membranes. Seminars in Cell & Developmental Biology,
12(2), 139-148. doi: 10.1006/scdb.2000.0231

Pomorski, T., & Menon, A. K. (2006). Lipid flippases and their biological functions.
Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 63(24), 2908-2921. doi:
10.1007/s00018-006-6167-7

Purrucker, 0., Hillebrandt, H., Adlkofer, K., & Tanaka, M. (2001). Deposition of highly
resistive lipid bilayer on silicon-silicon dioxide electrode and incorporation of
gramicidin studied by ac impedance spectroscopy. Electrochimica Acta, 47(5),
791-798. doi: 10.1016/S0013-4686(01)00759-9

Reiner, J. E., Kasianowicz, ]. ., Nablo, B. ]., & Robertson, . W. F. (2010). Theory for
polymer analysis using nanopore-based single-molecule mass spectrometry.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 107(27), 12080-12085.

Robertson, ]. W. F., Rodrigues, C. G., Stanford, V. M., Rubinson, K. A., Krasilnikov, 0.V, &
Kasianowicz, J. J. (2007). Single-molecule mass spectrometry in solution using a
solitary nanopore. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 104(20), 8207-8211. doi: 10.1073/pnas.0611085104

Rodrigues, C. G., Machado, D. C., Chevtchenko, S. F., & Krasilnikov, O. V. (2008).
Mechanism of KCl Enhancement in Detection of Nonionic Polymers by Nanopore
Sensors. Biophysical Journal, 95(11), 5186-5192. doi:
10.1529/biophysj.108.140814

Rohmer, M., Bouvier-Nave, P., & Ourisson, G. (1984). Distribution of hopanoid
triterpenes in prokaryotes. Journal of General Microbiology, 130.5 1137-1150.

Sackmann, E. (1996). Supported Membranes: Scientific and Practical Applications.
Science, 271(5245), 43-48. doi: 10.1126/science.271.5245.43

Sackmann, E., & Tanaka, M. (2000). Supported membranes on soft polymer cushions:
fabrication, characterization and applications. Trends in Biotechnology, 18(2), 58-
64.doi: 10.1016/S0167-7799(99)01412-2

Saenz, |. P., Sezgin, E., Schwille, P., & Simons, K. (2012). Functional convergence of
hopanoids and sterols in membrane ordering. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 109(35), 14236-14240. doi:
10.1073/pnas.1212141109

38



Sahuy, S. K., Gummadj, S. N., Manoj, N., & Aradhyam, G. K. (2007). Phospholipid
scramblases: An overview. Archives of Biochemistry and Biophysics, 462(1), 103-
114. doi: 10.1016/j.abb.2007.04.002

Sakmann, B., & Neher, E. (1984). Patch clamp techniques for studying ionic channels in
excitable membranes. Annual review of physiology, 46(1), 455-472.

Saxton, M. |., & Jacobson, K. (1997). Single-particle tracking: applications to membrane
dynamics. Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 26(1), 373-
399.

Sharma, A., & Sharma, U. S. (1997). Liposomes in drug delivery: Progress and limitations.
International Journal of Pharmaceutics, 154(2), 123-140. doi: 10.1016/S0378-
5173(97)00135-X

Simons, K., & Toomre, D. (2000). Lipid rafts and signal transduction. Nat Rev Mol Cell
Biol, 1(1), 31-39.

Singer, S.]., & Nicolson, G. L. (1972). The fluid mosaic model of the structure of cell
membranes. Day and Good Membranes and viruses in immunopathology, 7-47.

Smondyrev, A. M., & Berkowitz, M. L. (1999). Structure of
dipalmitoylphosphatidylcholine/cholesterol bilayer at low and high cholesterol
concentrations: molecular dynamics simulation. Biophysical Journal, 77(4), 2075-
2089.

Syeda, R, Holden, M. A,, Hwang, W. L., & Bayley, H. (2008). Screening Blockers Against a
Potassium Channel with a Droplet Interface Bilayer Array. Journal of the
American Chemical Society, 130(46), 15543-15548. doi: 10.1021/ja804968g

Szoka, F., & Papahadjopoulos, D. (1978). Procedure for preparation of liposomes with
large internal aqueous space and high capture by reverse-phase evaporation.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
75(9), 4194-4198.

Szoka Jr, F., & Papahadjopoulos, D. (1980). Comparative properties and methods of
preparation of lipid vesicles (liposomes). Annual review of biophysics and
bioengineering, 9(1), 467-508.

Tamm, L. K., & McConnell, H. M. (1985). Supported phospholipid bilayers. Biophysical
Journal, 47(1), 105-113. doi: 10.1016/S0006-3495(85)83882-0

Tan, Y.-C., Hettiarachchi, K, Siu, M., Pan, Y.-R., & Lee, A. P. (2006). Controlled Microfluidic
Encapsulation of Cells, Proteins, and Microbeads in Lipid Vesicles. Journal of the
American Chemical Society, 128(17), 5656-5658. doi: 10.1021/ja056641h

Thompson, ]. R, Heron, A. ]., Santoso, Y., & Wallace, M. . (2007). Enhanced Stability and
Fluidity in Droplet on Hydrogel Bilayers for Measuring Membrane Protein
Diffusion. Nano Letters, 7(12), 3875-3878. doi: 10.1021/nl071943y

Ti Tien, H. (1968). Black Lipid Membranes at Bifaces: Formation characteristics, optical
and some thermodynamic properties. The Journal of General Physiology, 52(1),
125-144. doi: 10.1085/jgp.52.1.125

Traikia, M., Warschawski, D. E., Recouvreur, M., Cartaud, ]., & Devaux, P. F. (2000).
Formation of unilamellar vesicles by repetitive freeze-thaw cycles:
characterization by electron microscopy and 31P-nuclear magnetic resonance.
European Biophysics Journal, 29(3), 184-195.

Tseng, W.-C., & Huang, L. (1998). Liposome-based gene therapy. Pharmaceutical Science
& Technology Today, 1(5), 206-213.

van Meer, G. (2011). Dynamic Transbilayer Lipid Asymmetry. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology, 3(5),a004671. doi: 10.1101/cshperspect.a004671

39



van Meer, G., Voelker, D. R, & Feigenson, G. W. (2008). Membrane lipids: where they are
and how they behave. Nat Rev Mol Cell Biol, 9(2), 112-124.

Van Mooy, B. A. S,, Fredricks, H. F., Pedler, B. E., Dyhrman, S. T., Karl, D. M., Koblizek, M., ..
. Webb, E. A. (2009). Phytoplankton in the ocean use non-phosphorus lipids in
response to phosphorus scarcity. Nature, 458(7234), 69-72. doi:
www.nature.com/nature/journal/v458/n7234/suppinfo/nature07659_S1.html

Villar, G., Graham, A. D., & Bayley, H. (2013). A Tissue-Like Printed Material. Science,
340(6128), 48-52. doi: 10.1126/science.1229495

von Heijne, G. (2006). Membrane-protein topology. Nat Rev Mol Cell Biol, 7(12), 909-918.
doi: www.nature.com/nrm/journal/v7/n12/suppinfo/nrm2063_S1.html

Wallace, E. V. B, Stoddart, D., Heron, A. ., Mikhailova, E., Maglia, G., Donohoe, T.]., &
Bayley, H. (2010). Identification of epigenetic DNA modifications with a protein
nanopore. Chemical communications (Cambridge, England), 46(43), 8195-8197.
doi: 10.1039/c0cc02864a

Wauer, T., Gerlach, H., Mantri, S., Hill, ]., Bayley, H., & Sapra, K. T. (2014). Construction
and Manipulation of Functional Three-Dimensional Droplet Networks. ACS Nano,
8(1),771-779.doi: 10.1021/nn405433y

Wesotowska, 0., Michalak, K., Maniewska, ]., & Hendrich, A. B. (2009). Giant unilamellar
vesicles—a perfect tool to visualize phase separation and lipid rafts in model
systems. Acta Biochim. Pol, 56, 33-39.

White, S. H. (1970). A study of lipid bilayer membrane stability using precise
measurements of specific capacitance. Biophysical Journal, 10(12), 1127.

White, S. H., Petersen, D. C,, Simon, S., & Yafuso, M. (1976). Formation of planar bilayer
membranes from lipid monolayers. A critique. Biophysical Journal, 16(5), 481-
489.

Winterhalter, M. (2000). Black lipid membranes. Current Opinion in Colloid & Interface
Science, 5(3-4), 250-255. doi: 10.1016/S1359-0294(00)00063-7

Wong, ]. Y., Park, C. K,, Seitz, M., & Israelachvili, ]. (1999). Polymer-cushioned bilayers. II.
An investigation of interaction forces and fusion using the surface forces
apparatus. Biophysical Journal, 77(3), 1458-1468.

Wright, S., & Huang, L. (1989). Antibody-directed liposomes as drug-delivery vehicles.
Advanced Drug Delivery Reviews, 3(3), 343-389. doi: 10.1016/0169-
409X(89)90027-6

Zachowski, A. (1993). Phospholipids in animal eukaryotic membranes: transverse
asymmetry and movement. Biochemical Journal, 294(Pt 1), 1-14.

Zasadzinski, J. A, Helm, C. A., Longo, M. L., Weisenhorn, A. L., Gould, S. A., & Hansma, P. K.
(1991). Atomic force microscopy of hydrated phosphatidylethanolamine bilayers.
Biophysical Journal, 59(3), 755-760.

40



