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Abstrakt

Heterogenita biologickych membran vedla ke vzniku Sirokého spektra
zjednoduSenych modelovych systémil, jejichz usporddani, velikost a tvar se daji
pfizpisobovat riznym pozadavkiim. Existuji dva rozdilné pfistupy k vytvareni umélych
fosfolipidovych membran. Prvni z nich je zaloZen na vzniku membran ve vodném prostiedi.
Do této skupiny patii Cerné lipidové membrany, dvojvrstvy na pevném podkladu, dvojvrstvy
vzniklé¢ z monovrstev na rozhrani vody a vzduchu a déle liposomy. Ve druhém piipade
vznikaji dvojvrstevné membrany v mnozstvi organické faze tvorbou dvojvrstev na rozhrani
kapicek. Kazdy typ umélych membran ma své experimentalni vyhody, coz se pouziva ke
studiu riznych problému sahajicich od chovani jednotlivych fosfolipida a proteint az po fuze
membran. Um¢élé fosfolipidové membrany jsou vhodnym nastrojem pro elektrickou
charakterizaci dvojvrstev nebo membranovych proteini. Tato prace je uceleny piehled

nejpouzivanéj$ich metod vhodnych pro vznik umélych fosfolipidovych membran.

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

membrana, dvojvrstvy na pevném podkladu, dvojvrstva na rozhrani kapicek

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 bilayers are created in a bulk of organic phase by Droplet
interface bilayer method. Each type of artificial bilayer has its experimental advantages that
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

Lipidové dvojvrstvy a membranové proteiny jsou nezbytnou soucasti bunécnych
membran. Lipidové dvojvrstvy funguji jako bariéry vici okolnimu prostfedi, zatimco
membranové proteiny pienaseji chemické signaly nebo selektivné transportuji ionty
a molekuly dovnitf a ven z bun€k. Funkce vétsi casti membranovych proteind je nicméné
stale nejasnd v porovnani s proteiny, které¢ jsou snadno rozpustné ve vodé. Membranové
je z bunéénych membran izolujeme.

Piestoze se na intaktnich biologickych membranach snadno zkoumaji fyziologické
vlastnosti a molekularni interakce, méteni funkci jednotlivych membranovych proteini je na
téchto membranach slozité kvili znacné riznorodosti biomolekul pfitomnych v membranach.
Abychom 1épe porozuméli sloZitosti bunéénych membran, je pfinosné zaméfit se nejprve na
zkouméni zjednoduSenych systémi. Umélé fosfolipidové membrany jsou zjednodusené
modely biologickych membran, jejichz slozeni je jasné definované a snadno zdmérné
meénitelné. Diky tomu jsou vhodnym uspofaddnim pro analyzu jednotlivych, druhové
specifickych membranovych proteint.

Cilem této prace je shrnout vlastnosti biologickych membran a pfedev§im vytvofit
uceleny ptehled metod vhodnych pro vznik umélych fosfolipidovych membran. Dal§im cilem
je porovnat piednosti a limitace téchto metod a zjistit jejich moznou aplikaci. Déle bych se
chtéla zamé&fit na metody pifipravy umélych membrén, jejich vlastnosti, jako je tloustka,

tekutost nebo propustnost, a vyuziti membran v riznych odvétvich védy.



2 Vlastnosti pfirodnich fosfolipidovych membran
2.1 Fosfolipidova membrana u eukaryot

Bunééné membrany hraji zasadni roli téméf ve vSech bunéénych jevech, a proto je
dilezit¢ jim dobfe porozumét. Strukturu bunéénych 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. Koncept
fluidni mozaiky se dodnes pouzivd pro popis dynamické struktury bunck, ale nékteré
parametry bylo nutné upravit. Proteiny zabudované do membrany se totiz nemohou nahodné
pohybovat laterdlni difuzi napti¢ membranou. Diky tomu Ize uvazovat o lateralni heterogenite
membran a o vzniku mikrodomén (Jacobson et al. 1995). Membrany organizované do
mikrodomén maji vyhodu v tom, Ze v oblastech mikrodomén se koncentruji molekuly, které
spolu interaguji. Tyto oblasti rovnéz mohou vyclenovat molekuly nékterych difundujicich
proteinti (Edidin 1997).

Lipidova dvojvrstva je soucasti bunééné membrany a je velmi diilezitd pro distribuci,
organizaci a funkci membranovych proteini. Lipidova dvojvrstva oddéluje extracelularni
prostor od cytoplasmatického prostoru a uvnitf buitky oddéluje cytoplasmu od jednotlivych
organel. Acylové fetézce lipidii tvofi hydrofobni jadro dvojvrstvy, diky ¢emuz dochazi
ke vzniku bariéry ptedev§im pro hydrofilni latky. Lipidové slozka dvojvrstvy funguje také
jako rozpoustédlo pro hydrofobni ¢asti transportnich a receptorovych proteinii (Zachowski
1993). Molekuly lipidG jsou mnohem mensi nez molekuly proteini a v biologickych
membrandch je lipidovych molekul az stokrat vice nez proteini. Molekuly lipidii se diky své
velikosti také snaze pohybuji napii¢ membranou. Tento pohyb, lateralni difuze, je az desetkrat
rychlejsi nez lateralni difuze proteind (van Meer 1989).

Fosfolipidy jsou amfipatické molekuly slozené z hydrofilni hlavic¢ky a z jednoho nebo
dvou hydrofobnich uhlovodikovych fetézcii. Ve vodném prostiedi se samy uspotadaji do
dvojvrstev, micel nebo liposomi. Eukaryotni buitky maji membrany tvofené tfemi skupinami
lipidt: glycerofosfolipidy, sfingolipidy a cholesteroly nebo cholesteroliim piibuznymi steroly
(Obr. 1) (McMullen et al. 2004). Hlavnimi strukturnimi lipidy jsou glycerofosfolipidy:
fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol a kyselina
fosfatidova (van Meer et al. 2008).



Fosfolipidy se hojn¢ vyskytuji ve vSech biologickych membranach. Molekula je
sloZzena ze ctyt Casti: dlouhého uhlovodikového fetézce, glycerolu nebo sfingosinu, fosfatu
a z polarni skupiny, kterd je navazana na fosfat. Mastné kyseliny utvafeji hydrofobni bariéru
a zbylé komponenty maji hydrofilni vlastnosti, které jim umoziuji interakce s okolnim
prostiedim. Ptesto, ze se fosfolipidy vyskytuji t¢éméf ve vSech organismech, Van Mooy et al.
(2009) objevili v Sargasovém moti fytoplankton, jez v prostfedi s nedostatkem fosforu
nahrazuje fosfolipidy nefosforovymi lipidy. Testovéani téchto membranovych lipidi ukézalo,
ze postradajici fosfor nahrazuji skupinami siry a dusiku.
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HO cholesterol (McMullen et al. 2004).

Hydrofobni oblast glycerofosfolipidii tvofi tfiuhlikaty alkohol glycerol, na jehoz
hydroxylové skupiny prvniho a druhého uhliku jsou esterovou vazbou navazany dva fetézce
mastnych kyselin liSici se délkou a nasycenosti uhlikovych fetézcii (van Meer et al. 2008).
Hydroxylova skupina na tfetim uhliku je esterifikovanad kyselinou fosforecnou. Hlavni
glycerofosfolipidy maji esterovou vazbou pfipojenu na fosfatovou skupinu jednu
z nasledujicich polarnich molekul: serin, ethanolamin, cholin, glycerol nebo inositol.

Dalsi skupinou strukturnich lipida jsou sfingolipidy. Jejich hydrofobni ¢ast je tvofena
ceramidem, na ktery je amidovou vazbou napojen dlouhy fetézec mastné kyseliny. V sav¢ich
bunikach jsou hlavnimi sfingolipidy sfingomyelin a glykosfingolipidy (van Meer et al. 2008).

Tteti dilezitou slozkou lipidovych membran jsou steroly, které jsou zodpovédné za
regulaci membranové fluidity a permeability. V zivociSnych bunikach pievazuje cholesterol.
Cholesterol se vyznamné 1iSi svoji strukturou od fosfolipidii a sfingolipidii eukaryotnich
membran (McMullen a 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 et al.
2004).

V bunéénych membranach obratlovcl je ze sterolll nejvice zastoupen cholesterol
a v piipadé hub ergosterol (Beck et al. 2007). Rostlinné buniky se od bun¢k Zivocichl a hub
odliSuji zejména vys$im poctem sterolli v plasmatickych membranach. VétSina rostlinnych
sterolti reguluje tekutost a propustnost fosfolipidové dvojvrstvy, zatimco zbyla ¢ast je vyuzita
na syntézu sekunddrnich metaboliti. Mezi nejbéznéjsi rostlinné steroly patii sitosterol

a 24-methylcholesterol (Hartmann 1998).

2.1.1 Fazové chovani lipidovych dvojvrstev

V neptitomnosti cholesterolu se ¢isté lipidové dvojvrstvy nachdzeji v jedné ze dvou
fazi. Ve fazi gelu, kterd nastava pii nizsich teplotach, a v tekuté fazi, ktera nastava pti vyssich
teplotaich (McMullen et al. 2004). Fazovy stav je zavisly na lipidové struktufe; nasycené
uhlovodikové fetézce sfingomyelinu zplsobuji ve sfingomyelinové bohatych membranach
fazi gelu. Nenasycené uhlovodikové fetézce, nachazejici se u membranovych
glycerofosfolipidli, udavaji tekutou fazi (van Meer et al. 2008). Steroly nejsou samy
zodpovédné za formovani fazi, ale spolecné s lipidy tvoficimi membranu mohou vytvofit
tekutou usporadanou fazi.

Tekutéd uspotadana faze je termodynamicky pfechod mezi tekutou neuspotraddanou fazi
a nefyziologickou fazi gelu (Obr. 2) (Devaux a 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 (Sdenz et al. 2012).
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Obr. 2: Koncept tekuté neusporadané faze (Ld), tekuté usporadané faze (Lo) a faze gelu
(Saenz et al 2012).

2.2 Lipidova 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 et al. 1984), které vSak zastavaji stejnou funkci jako cholesterol
v eukaryotnich bunkach. Saenz er al. (2012) prokazali, ze diplopterol, nejjednodussi
bakteridlni hopanoid, ma podobnou strukturu a vlastnosti jako cholesterol (Obr. 3), a je tedy
schopen usporadat saturované lipidy a vytvofit tekutou fazi v modelovych membranéch.
Hopanoidy jsou odvozeny od metabolismu terpenu. Jejich struktury jsou vétvené, cyklické

a nesou metylové skupiny (Ourisson et al. 1987).

Cholesterol Diplopterol

.

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

Lipidové 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. Lipidové molekuly jsou slozeny z glycerolu a izoprenoidniho
alkoholu dlouhého 20, 25 nebo 40 uhlikovych atomii (De Rosa et al. 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
glycerolfosfatova patet je z glycerol-1-fosfatu, oproti glycerol-3-fosfatu u eukaryot a bakterii

(Koga a Morii 2007).

2.4 Proteiny plasmatické membrany

Proteiny s membranou asociované interaguji s lipidy a umoziiuji tim zakladni procesy
v buiice jako je respirace, fotosyntéza, transport, signalizace nebo motilita. V soucasné dob¢
se ukazuje, ze 20-30 % vSech gent vétSiny genomll kdéduje membranové proteiny (Krogh
etal. 2001). U vétSiny ztéchto proteini byla pifedpokladana cytosolickd orientace
N-termindlni i C-termindlni domény, coz se experimentalné potvrdilo u Saccharomyces
cerevisiae (Kim et al. 2006). Neslozené¢ polypeptidové fetézce membranou prochazeji
vétSinou za pomoci translokontl, které umoziuji polypeptidovym fetézcim projit skrz nebo se
zaclenit do membrany. Jiz béhem vkladani proteinu do membrany je ve vétSin€ piipadi
rozhodnuto o jeho orientaci v membrané (von Heijne 2006).

Proteiny jsou s membranou asociovany dvéma zplsoby. Jednd se o proteiny periferni
a integralni (Obr. 4). Singer a Nicolson (1972) popisuji periferni proteiny tak, Ze sta¢i pouze
mirna uprava okolnich podminek, jako vzrist iontové sily média nebo pfidani chelatacniho
¢inidla, aby proteiny disociovaly od membrany. V disociovaném stavu jsou tyto proteiny
relativné rozpustné v neutrdlnich vodnych pufrech. Periferni proteiny jsou s membranou
spojeny pouze slabymi nekovalentnimi, hlavné¢ elektrostatickymi interakcemi.

Kone¢nda membranovd orientace vétSiny transmembranovych proteind  je
u eukaryotnich bun€k ziskdvdna béhem syntézy nebo okamzit¢ po syntéze na hrubém
endoplasmatickém retikulu. Orientace proteind je urovana sekvenci aminokyselin.
Membranové proteiny mohou prochdzet membrdanou jednou nebo vicekrat, pfi¢emz
N-koncovd doména byva orientovana jak na cytosolickou, tak na extracelularni stranu

(Hartmann et al. 1989).
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Obr. 4: Schématicky obrazek membranovych proteini. A) Transmembranovy
alfa-helikalni protein jednou prochazejici membranou. B) Transmembranovy
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

Lipidy plasmatické membrany jsou v eukaryotnich buiikdch rozlozeny nerovnomérné
mezi obéma vrstvami dvojvrstvy (Ikeda et al. 2006). Glycerofosfolipid fosfatidylcholin je
lokalizovan ptfedevSim ve vné&js$i vrstvé plasmatické membrany, zatimco fosfatidylserin,
fosfatidylethanolamin a v mensim mnozstvi také fosfatidylinositol a kyselina fosfatidova jsou
lokalizovany na cytosolické stran¢ dvojvrstvy. Sfingomyelin a glykosfingolipidy se nachézeji
vyhradné ve vnéjsi vrstveé (Devaux 1991; Tkeda et al. 2006).

Hlavnim syntetickym aparatem fosfolipidi v buiikach je endoplasmatické retikulum.
Syntéza fosfolipidii probihd zejména na cytoplasmatické stran¢ endoplasmatického retikula,
diky ¢emuz je nutné pfiblizné¢ polovinu nové syntetizovanych lipidovych molekul
transportovat na druhou stranu membrany tak, aby doslo k rovhomérnému rozdéleni lipida do
obou monovrstev (Pomorski a Menon 2006). Asymetrie plasmatické membrany se neshoduje
s nerovnomérnou syntézou lipidi. To znamend, Ze asymetrické rozlozeni lipidd musi byt
v membranach néjak vytvofeno a nasledné udrzovano. O vytvofeni asymetrie se staraji
transportni systémy, které ovlivituji pohyb lipidi napii¢ membranou (Pomorski et al. 2001).
Ustanovend membranova asymetrie je udrzovdna kombinaci pomalé difuze napfic
membranou, interakci proteind a lipidd a transportem zprostiedkovanym proteiny (Daleke

2003).
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proteiny katalyzujici pohyb lipidi skrz membranu. Byly popsany dvé tfidy transportnich
aktivit, které jsou zodpovédné za ATP zavisly transport lipidi. Nejlépe charakterizovanad je
aminofosfolipidovda  translokéaza (flipaza), kterd  transportuje fosfatidylserin
a fosfatidylethanolamin z vn&j$i monovrstvy na cytoplasmatickou stranu. Druhym
ATP zavislym proteinem je tzv. flopaza, jez katalyzuje transport lipidl opacnym smérem.
Rovnovazny asymetricky stav lipidd se okamzit¢ rozruS$i pii aktivaci skramblazy.
ATP nezavisla skrambléza transportuje lipidy nespecificky v obou smérech (Daleke 2003;
van Meer 2011). Biologickd funkce skrambldaz zatim neni zcela znama. Napiiklad
fosfolipidova skramblaza 1 se ucastni rychlé zmény distribuce fosfolipidl skrz plasmatickou
membréanu, ktera je zavisla na pritomnosti Ca*". Dal$im piikladem je skramblaza typu 3, ktera
je zapojena do regulace de novo biosyntézy kardiolipinu v mitochondridlni membrané (Sahu
et al. 2007).

Membranova asymetrie je také dilezitd pro spravnou funkci nékterych proteint,
napf. protein kinazy C (Palfrey a Waseem 1985) nebo spektrinu (O’Toole et al. 1999).
Spektrin interaguje s molekulami fosfatidylserinu bipolarnimi interakcemi na rozhrani lipida
a vody. Tyto interakce umoziuji silnou asociaci spektrinu s lipidovym povrchem a dovoluji
mu rychle difundovat.

Manno et al. (2002) testovali na membranach Cervenych krvinek roli asymetrického
rozlozeni lipidd ve dvojvrstvach. Rozlozeni fosfolipidii podle nich ovliviiuje mechanickou
stabilitu membran cervenych krvinek. Regulace membranovych vlastnosti je ovliviiovana
interakcemi skeletalnich proteint s aminofosfolipidy na vnitini stran¢ dvojvrstvy.

Pro spravnou funkci plasmatickych membran je klicové udrzovat transmembranovou
lipidovou asymetrii (Daleke 2003). Ztrata membranové asymetrie, pii které dochazi
k vystaveni fosfatidylserinu na vn¢j$i monovrstvu, vede k rozpoznani apoptotickych bunek
makrofagy nebo jinymi fagocyty. VéEtSina makrofaglh totiz specificky rozezndva tento
fosfolipid. Ukdzalo se, Ze fosfatidylserin je rozhodujicim ligandem pfii pohlcovani apoptotické
bunky (Fadok ef al. 2001). Liposomy, které obsahuji na svém povrchu fosfatidylserin totiz
v zavislosti na mnozstvi dokézi inhibovat apoptozu srpkovitych ¢ervenych krvinek, které na
svém povrchu fosfatidylserin exponuji (Fadok et al. 1992).

Dalsi efekt zmény rozlozeni fosfolipidl byl pozorovan u naddorovych bunék. Nadorové
bunky produkuji tkanovy faktor (TF). TF je transmembranovy receptorovy protein, ktery
funguje jako primarni rakovinovy prokoagulant (Gale a Gordon 2001). Aktivita

prokoagulantli nadorovych bunck vede z€asti k vystaveni fosfatidylserinu na vnéjsi stranu



plasmatické membrany. Nadorové bunky s vystavenym fosfatidylserinem na povrchu
membrany jsou rozpoznavany a vazany na aktivované lidské monocyty (Utsugi et al. 1991).
Vzhledem k tomu, Ze asymetrie monovrstev je v pfirod¢ prevladajicim jevem, neni
divu, Ze bylo vynalezeno mnoho metod usnadnujicich jejich studium, naptiklad planarni
systémy (Hagge et al. 2002), dvojvrstvy na pevném podkladu (Katagiri et al. 2004), liposomy
(MclIntyre a Sleight 1991) nebo dvojvrstvy na kapi¢kovém rozhrani (Hwang et al. 2008).

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
znacén¢ 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 lipidové membrany (BLM - Black lipid membrane)

Membranovy transport je bézn¢ studovan na zivych bunkach za pouziti molekularnich
sond nebo elektrofyziologickych metod. Tyto metody jsou sice schopné detekovat
fyziologické vlastnosti a molekularni interakce bunéénych membran, ale diky pfitomnosti
riznorodych biomolekul v membrané je méteni funkce jednotlivych membranovych proteini
slozité¢ (Funakoshi et al. 2006). Biologické membrany jsou velmi slozité systémy, proto je
nékdy nutné snizit mnozstvi jednotlivych parametrd (Winterhalter 2000) a pouzit
zjednoduseny model membrany, abychom porozuméli zékladnim procesim. Umélé
fosfolipidové membrany se skladaji z purifikovanych nebo syntetizovanych fosfolipidi
a vyskytuji se ve dvou hlavnich uspofddanich, jako liposomy nebo planarni dvojvrstvy
(Funakoshi et al. 2006). Planarni lipidové dvojvrstvy jsou svym uskupenim velmi vyhodné
zejména diky velké citlivosti ke zméndm elektrickych vlastnosti, coz umoziiuje popis
fyzikdlnich a chemickych vlastnosti umélych membran nebo naptiklad velikosti
zabudovanych kanald (Winterhalter 2000).

Planarni lipidové dvojvrstvy vznikaji dvéma hlavnimi zpiisoby. V obou piipadech

vznikd membrdna ve specidlni aparatuie s teflonovou ptepazkou. Lipidova vrstva vznikla



rozprostfenim roztoku pies aperturu (otvor v teflonu) je zpocatku tlusta nékolik mikrometra.
Postupné se zafina zuzovat az do stavu planarni dvojvrstvy (Miller 1986). Kvalitu téchto
voln¢ stojicich plandrnich vrstev je mozné zjistit osvétlenim vrstvy a sledovanim odrazené¢ho
svétla v mikroskopu. Kdyz zadina vrstva fidnout, objevi se barevné odrazy (interference na
tenké vrstv€) a nasledné muzeme pozorovat SedoCerné tecky Sitici se pres vrstvu. To je
disledkem interference odrazen¢ho svétla od vody a lipidd a fazového posunu svétla
z rozhrani lipida a vody (Winterhalter 2000).

Pro wvytvafeni cernych lipidovych membrdn existuje mnoho metod, pfic¢emz
v literatufe se nejCastéji setkdvame s painting (malovaci) metodou (Mueller et al. 1962)
a s metodou skladani monovrstev (Montal a Mueller 1972). Planarni dvojvrstvy vzniklé
malovaci metodou obsahuji mezi monovrstvami zbytky organickych rozpoustédel. Piitomnost
rozpoustédla ovlivituje tloustku umélé membriny a mlze mit za nasledek napiiklad
neuspesné zabudovavani proteinit do membran (Montal a Mueller 1972).

Ob¢ metody tvoti dvojvrstvy s vysokym elektrickym odporem, diky cemuz se
vyuzivaji na elektrickd méfeni jednotlivych kanali. Vytvofeni vyhovujici membrany vsak
muze trvat i delsi dobu vzhledem k tomu, ze Casto dochazi ke vzniku nestabilnich membran,
které se snadno rozbiji nebo nedojde ke vzniku dvojvrstvy kvili pfiliSnému mnozstvi lipida

v okoli apertury (Braun et al. 2014).

3.1.1 Vznik dvojvrstevnych membrian

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

Jak bylo vySe zminéno, ¢erné lipidové membrany se daji vytvaiet dvéma zplsoby.
Painting metoda spociva v pouziti nanaseciho Stétce (nebo napiiklad Spendlikové hlavicky)
k vytvofeni lipidové dvojvrstvy. Stétcem je roztok fosfolipidii v rozpoustédle nanesen pies
maly otvor v teflonu (Castellana a Cremer 2006). Dulezité je na teflon nanést pouze
minimdlni mnozstvi lipidového roztoku. Nandseni roztoku se provadi v podminkach, kdy je
apertura (otvor v teflonu) ponofena ve vodném pufru, coz nepatrné zté¢zuje podminky. Tato
metoda je citliva na pfili§ velké mnozstvi lipidii na nanaSecim $tétci a na pfiliSném mnozstvi
lipidt aplikovanych do okoli apertury. Druha metoda, nazyvana téZ technika Montal-Mueller,

se provadi tak, ze lipidy rozpusténé v organickém rozpoustédle jsou rozprostieny jako
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monovrstvy na hladinach vodnych roztokti v prohlubnich. Po odpafeni rozpoustédla se
monovrstvy skladaji ptes otvor v teflonovém filmu tak, Ze se nejprve zvedne hladina v jedné
prohlubni a poté v druhé. Tim vznikne dvojvrstva (Ti Tien 1968; Montal a Mueller 1972).
Takto vzniklé dvojvrstvy obsahuji pouze minimalni mnozstvi rozpoustédla, nebo dokonce
zadné (White et al. 1976). Pro elektrickd meéfeni jsou tyto dvé prohlubné propojeny
elektrodami (Obr. 5).

Oscilloscope

O

V()

gm

I 1 Power Spectrum

Black Lipid
Membrane

Obr. 5: Schématické usporadani pro meéreni vodivosti na planarnich lipidovych
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 pokrocilym osciloskopem (Winterhalter 2000).

Braun et al. (2014) piisli s vylepSenou metodou vzniku planarni lipidové dvojvrstvy
zmonovrstev za pomoci vzduchové bubliny. V prvni fazi oSetiili okraje kolem otvoru
v teflonovém filmu roztokem hexadekanu, coz dalo vzniku hydrofobni oblasti kolem otvoru.
Dvojvrstvu pak vytvofili klasickou metodou Montal a Mueller (1972) ze dvou monovrstev.
V ptipadé, Ze je takto vzniklda membrana nestabilni, je mozné aplikovat tzv. pseudomalovaci
techniku se vzduchovou bublinou.

V hydrofobni oblasti kolem apertury ulpély lipidy z ptedeslého pokusu o vytvofeni
membrany. Tyto zasobni lipidy mohou byt rozprostfeny pies aperturu. Pro tento ucel pouzili
Braun et al. (2014) mikrostifikacku a vytvotili malou vzduchovou bublinu pod vodni
hladinou. Vzduchovou bublinu potom rozprostieli pies teflonovou aperturu. Pohyb bubliny
z okraju pfes aperturu pfemisti lipidy ze zminéné zasoby a vznikd tak nova dvojvrstva. Diky

této metod¢€ vznikaji membrany s mnohem niz§im obsahem rozpoustédla, coz je Zadouci.
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3.2 Lipidové dvojvrstvy na pevnych podkladech (SLB - Supported lipid bilayer)

Lipidové dvojvrstvy na pevnych podkladech jsou planarni struktury slozené ze dvou
lipidovych monovrstev adsorbujici na hydrofilni pevné latky. Stabilita SLB je mnohem vétsi
v porovndni s ¢ernymi lipidovymi membranami, ptestoze je jejich plocha mnohem vétsi nez
u BLM. Tyto membrany si své elektrické vlastnosti udrzuji i nékolik tydnii (Purrucker et al.
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 udrzovdna 10-20 A (1-2 nm) tenkou
vrstvou vody mezi membranou a pevnym podkladem (Obr. 6) (Tamm a McConnell 1985).
Oddéleni membrany od pevného podkladu ultratenkou vrstvou vody udrzuje termodynamické
a strukturni vlastnosti volné membrany, coz umoziiuje pouziti nékterych povrchoveé

sensitivnich metod (Sackmann 1996).
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Obr. 6: Schématicky diagram fosfolipidové
dvojvrstvy na pevném podkladu. Membrana
je od substratu oddélena 10-20 A tenkou
vrstvou vody (Castellana a Cremer 2006).

Existuje n€kolik zptisobt ptipravy lipidovych dvojvrstev na pevném podkladu. Prvni
zpiisob se provadi metodou Langmuir-Blodgettové, kdy se na hydrofobni substrat ponotfeny
ve vodném roztoku navaze monovrstva lipid. Substrat s monovrstvou je nasledné pfilozen
k dalsi lipidové monovrstvé za vzniku dvojvrstvy (Tamm a McConnell 1985). Dalsi zptisob je
spontanni fuze vackl z vodného prostedi na povrch substratu (Brian a McConnell 1984). Je
mozné rovnéz kombinovat oba ptredeslé zpisoby, kdy se prvni vrstva dvojvrstvy vytvaii na
pevném substratu metodou Langmuir-Blodgettové, pficemz dvojvrstva vznikne néslednou

fazi liposomu s touto vrstvou (Wenzl et al. 1994). Fosfolipidové dvojvrstvy jsou tvofeny na
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riznych hydrofilnich substratech, nejcastéji na casticich oxidu kfemicitého (Katagiri et al.
2004), skle (Cremer a Boxer 1999) nebo slid¢ (Zasadzinski et al. 1991).

Jednou z povrchové sensitivnich metod vhodnych pro lipidové dvojvrstvy na pevném
povrchu je napt. Mikroskopie atomérnich sil (AFM), kterou Lin et al. (2006) pouzili ke
zjiStovani rozmisténi domén DSPC v ramci jednotlivych vrstev DLPC/DSPC lipidovych
dvojvrstev na pevném podkladu, aby mohli porovnat disledky lipidové asymetrie s asymetrii
zivych bunék. AFM je nastroj vhodny pro vizualizaci biologickych a organickych povrchii ve
vysokém rozliSeni. Tato metoda zaznamenava meziatomdrni sily mezi hrotem na ohebném
nosniku a povrchem vzorku a je funkéni v riiznorodém prostiedi, véetné vody nebo solného
roztoku (Zasadzinski et al. 1991).

Piestoze jsou fosfolipidové membrany na pevnych podkladech vhodné pro mnoha
zkoumani bunéénych povrchl, piimy kontakt spodni monovrstvy a pevného povrchu
pfedstavuje jistd omezeni, zejména pokud bychom chtéli do membrany zabudovat
transmembranovy protein s velkou cytosolickou doménou. Vrstva vody mezi podkladem
a membranou je totiz piili§ tenkd, takze neposkytuje dostateCny prostor pro cytosolické
domény vétSiny proteintit (McCabe a Forstner 2013). Nanesenim ultratenké polymerové
vrstvy na pevny podklad vznikne planarni membranovy systém, ktery je vhodny pro
znehybnéni glykolipidii, membranovych receptorii a proteinti a vytvofeni modelovych
bunéénych povrchit (Sackmann a Tanaka 2000). Polymery vhodné pro vznik umélé
membrany musi mit nékolik specifickych vlastnosti. Polymery musi byt hydrofilni a relativné
chemicky inertni, aby nedochéazelo k nechténym interakcim mezi nimi a membranou. Také
musi byt schopné tvofit tenkou vrstvu s jednotnym povrchem vhodnym pro vznik dvojvrstvy
(McCabe a Forstner 2013).

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

Dalsi uzitecnou metodou je méfeni laterdlni difuse (obvykle provaddéno pomoci
fluorescencnich technik). Je to zplisob, jak snadno charakterizovat kontinuitu a fluiditu
membran na pevném povrchu. Tato technika umoziuje citlivé méfeni poloméri proteinti

vazanych na membranu, méfeni koeficientu tfeni mezi lipidovou vrstvou a polymerem,
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méteni hydrodynamickych vlastnosti nebo tfeba povrchové viskozity polymerovych filmi

(Kiihner et al. 1994).

3.3 Liposomy

Fosfolipidy jsou diky svym vlastnostem schopny se samy uspofadavat do vezikuld,
pokud jsou rozptyleny ve vodném prostredi. Velké lipidové vezikuly funguji v pfirodé¢ jako
membrany zivych bun€k a chrdni jejich intracelularni komponenty pfed okolnim prostfedim
(Tan et al. 2006). Hlavnimi rysy liposomu jsou za prvé typickd morfologie, tedy relativné
nepropustnd membrana, ktera Upln€ uzavira vodné prostredi, a za druhé schopnost uzaviit do
sebe behem formovani riizna rozpoustédla pfitomna ve vodné fazi (Szoka a Papahadjopoulos
1980). Malé¢ lipidové vezikuly (velké n€kolik nanometr) mohou fungovat jako intraceluldrni
transportéry (Tan ef al. 2006).

Liposomy se déli v zavislosti na své velikosti a poctu fosfolipidovych dvojvrstev,
které obklopuji rozpoustédlo na malé (SUV) nebo velké (LUV) jednolamelarni vezikuly,
zatimco oznaceni multilamelarni vezikuly (MLV) se pouziva v ptipad¢ velkého mnozstvi
membran uzavirajicich rozpoustédlo. Obii vezikuly (GV — giant vesicle) a velké nebo malé
oligolamelarni vezikuly oznacuji velké vezikuly a struktury, ve kterych nékolik dvojvrstev
obklopuje uvéznéné rozpoustédlo (Lasic 1988).

Multilamelarni vezikuly vznikaji mechanickym rozptylenim suchych lipidi ve vodné
fazi a dosahuji velikosti od 0,1 az po n€kolik mikrometri. Energickym michanim, kratkou
sonikaci nebo filtraci skrz polykarbondtové membrany ziskdme mensi a vice jednotné
multilamelarni vezikuly (Szoka a Papahadjopoulos 1980). Velké jednolamelarni vezikuly
a oligolamelarni vezikuly vznikaji zpétnym fadzovym odpatfovanim. To znamena zavedeni
vodného pufru do smési fosfolipidi a organického rozpoustédla. Organické rozpoustédlo je
nasledné odstranéno vypatrovanim za snizené¢ho tlaku. Liposomy jsou takto tvofeny z riznych
kombinaci lipidi a vyznacuji se velkym pomérem zachyceného vodného roztoku v poméru
k mnozstvi lipidti Szoka a 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 et al. 2000).

3.3.1 ODb¥ri jednolamelarni vezikuly (GUV - Giant unilamellar vesicles)
Obii jednolamelarni vezikuly jsou vhodné modely pro studium bunéénych membran,

zejména kvuli jejich podobné velikosti a zakiiveni. GUV dosahuji v priméru velikosti mezi
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10 az 200 pm. V tom také spociva jejich dulezitd vlastnost; jsou viditelné pod svételnym
mikroskopem (Menger a Angelova 1998; Tan ef al. 2006).

Neékolik riznych metod vede ke vzniku obfich liposomil. 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 et al.
2009).

Hydratace pevné latky spociva v rozpuSténi fosfolipidd nebo jejich smési
v organickém rozpoustédle, nacez je rozpoustédlo za snizen¢ho tlaku odstranéno. K suchému
filmu fosfolipidi se pifida deionizovand voda a vSe se promicha. Nasledné zmrazeni
a lyofilizace vedou ke vzniku nacechraného pudru. Vznik GUV pak spociva v hydrataci pudru
na specidlné upraveném podloznim sklicku. Pudr je nutné hydratovat po urcitou dobu
(Menger a Angelova 1998).

Elektroformace obfich jednolameldrnich vezikuli (GUV) je efektivni metoda, kterad
umoziuje opakovatelné vytvareni obfich liposomil tak, Ze se aplikuje stfidavé napéti na
tenkou uspofddanou lipidovou vrstvu ulozenou na povrchu elektrody (Collins a 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 komtrky do vakua. Nasledn¢ jsou lipidy hydratovany. Teplota
v komdrce je nastavena na hodnotu fazového piechodu lipidu s nejvy$§im bodem tani. Obii
jednolamelarni vezikuly vznikaji po aplikaci stfidavého elektrického pole napfi¢ komurkou
(Wesotowska et al. 2009). Touto metodou vznikaji obii liposomy jednotné velikosti, ktera se
pohybuje kolem 20 pm v priméru (Girard et al. 2004).

Elektroformace jako metoda vhodna pro vznik GUV umoznila produkci obftich
vezikulll slozenych ze smési lipidi s pfirozenym sklonem k fazovému chovéni a ke vzniku
lipidovych rafti. Fazovy ptechod se da pomoci mikroskopu snadno pozorovat ve smési dvou
lipidt, pokud se tyto lipidy znateln¢ 1iSi v teploté¢ fazového prechodu. Pokud je teplota
systému nastavena na hodnotu mezi témito teplotami, jeden druh lipidi je ve fazi gelu a druhy
v tekuté fazi (Wesotowska et al. 2009).

Inkorporace proteini do obfich jednolamelarnich vezikulG mize byt znacné
problematickd zejména kvuli dehydrataci, kterd pfedchdzi vzniku téchto vezikuld. Bylo
objeveno né¢kolik zplisobii jak tomuto problému piedejit. Doeven et al. (2005) vyuzili

stabilizanich U¢inkli disacharidi na membrany a proteiny a dokazali tak do obiiho
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jednolamelarniho vezikulu zabudovat ¢tyii proteinové komplexy, aniz by doSlo ke ztraté
proteinové aktivity.

Zabudovavani iontovych kandlti do chemicky definovanych lipidovych membran pro
elektrofyziologické nahravani je vhodné pro identifikaci a charakterizaci téchto proteind.
Bunkdm podobna struktura obfich liposomi umoziuje aplikaci tradiéni metody patch clamp
(Sakmann a Neher 1984) bez ztraty kontroly nad lipidovym prostiedim (Collins a 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 kandlii (Ogden a Stanfield 1994).

3.4 Dvojvrstvy na rozhrani kapicek (DIB - 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
vznikl¢ 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 popisuje vznik dvojvrstev mezi dvéma vodnymi objemy ponofenymi do smési lipidii
a organického rozpoustédla. Bayley et al. (2008) popisuje uspotfadani, ve kterém je vodna
faze ptfitomna pouze jako mald kapicka (o objemu 100 — 300 nl) v mnozstvi organické
(nepolarni) faze. Pozice kapiCek a velikost lipidovych membran je ovladdna piipojenim
kapicek k Ag/AgCl elektrodam, které jsou napojeny na mikromanipulatory. Elektrody
v kapickach umozinuji jak aplikaci potencialu, tak méfeni iontového proudu tekouciho skrz
zabudované kandly a pory (Leptihn ef al. 2013). Konce elektrod jsou obaleny agardzou, aby
byl jejich povrch hydrofilni a kapicky se na nich udrzely (Holden et al. 2007). Dvojvrstva na
kapickovém rozhrani vznika tak, Ze se vodnd kapicka ponoii do smési organického
rozpoustédla (hexadekan, skvalen) a lipidG. Spontdnné se na kapicce utvofi monovrstva
samousporadanych lipidi, jejichz hlavicky ptiléhaji ke kapicce a acylové fetézce ¢ni do okoli.
Pokud dojde k fyzickému kontaktu dvou takto vzniklych kapicek, vytvoti se dvojvrstva.
Dvojvrstvy na kapi¢kovém rozhrani jsou mnohem robustnéjsi a jejich Zivotnost je mnohem
delsi v porovnani s plandrnimi systémy. DIB mohou byt rozd€leny anasledné spojeny

nékolikrat za sebou pohybovanim kapicek od sebe a ksobé (Hwang et al. 2007).
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Membranové proteiny rozptylené v jedné z kapicek se pfimo zabudovavaji do membrany.
Vyhoda pouziti kapiek spocivad vtom, ze mizeme méfit elektricky zdznam iontovych
kanélkli na membranach, které jsou in vivo pfili§ malé na to, aby na n¢ bylo mozné pouzit jiné
metody, napt. patch clamp (Sakmann a Neher 1984). Ptfikladem takovych membran jsou
membrany erytrocytl nebo mitochondrii (Leptihn et al. 2011). Aby bylo mozné méfit
elektricky zaznam membran mitochondrii a erytrocytd, musi se z lipidl izolovanych z téchto
membran vytvofit dvojvrstvy na kapickovém rozhrani.

Dvojvrstvy na kapickovém rozhrani se daji tvofit dvéma odlisSnymi zptsoby (Obr. 7).
Metodou Lipid-out vznika dvojvrstva z lipidi rozpuSténych v organické fazi, kdy se tvofi
kapicky obalené¢ shodnou monovrstvou. Druhd metoda, kterd se nazyva lipid-in, se od
predeslé metody odlisuje tim, Ze lipidy nejsou ve smési s organickou fazi, ale jsou obsazeny
pfimo ve vodné fazi, tedy uvnitt kapicek, ve formé liposomi. Metodou Lipid-in vznika
dvojvrstva na rozhrani oleje a vody, kde tyto vezikuly spolu fizuji a tvoii monovrstvy.
Vyhoda techniky /ipid-in je mimo jiné nizs§i experimentalni cena nez u lipid-out. Lipidua je
totiz potieba daleko méné¢ a mnozstvi lipida, které skute¢né tvoii dvojvrstvu, je mnohem
vétsi, nez jaké je mnozstvi lipidii rozpustnych v olejové fazi. Pokud jsou vytvareny kapicky
s odliSnym slozenim vezikull, vznikaji na kapickach ve stejné organické lazni rozdilné
monovrstvy a dochéazi tak ke vzniku asymetrickych dvojvrstev (Bayley ef al. 2008; Hwang
et al. 2008).

Kromé formovani dvojvrstev na rozhrani dvou kapicek je také mozné vytvofit
dvojvrstvu mezi kapi¢kou a polopevnym podkladem jako je hydrogel (Heron et al. 2007).
Tyto kapicky na hydratovaném pevném povrchu (DHB - Droplet-on-hydrated support bilayer)
se vyznacuji velkou mechanickou stabilitu; dvojvrstvy vydrzi az n€kolik tydnii a odolavaji
mechanickému naméhani, naptiklad otfesim nebo vysokému aplikovanému napéti (Bayley
et al. 2008).

Single-particle tracking (SPT, sledovani jedné castice) je pocitacova video-
mikroskopie, kterd se pouziva na sledovani pohybu fluorescenéné znacenych proteini nebo
lipid na bunééném povrchu (Saxton a Jacobson 1997). Piestoze se da sledovani jedné Castice
provadét in vivo, vysledky takovychto méfeni mohou byt Casto tézko zpracovatelné, nebot’
nelze presné definovat lipidové slozeni zkoumanych membran. Z umélych membranovych
systémul jsou DHB vhodné pro tuto mikroskopii zejména diky jejich stabilit¢ (Bayley et al.
2008). Thompson et al. (2007) pouzili fluorescencni mikroskopii s rozliSenim jednotlivych
molekul na syst¢tmu DHB, aby charakterizovali lipidovou membranu a prozkoumali

mechanismus vkladani porotvorného toxinu alfa-hemolysinu ze Staphylococcus aureus. Jejich
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vysledky napiiklad ukézaly, Ze DHB obsahuji jen malé procento pomalu se pohybujicich
lipidl v porovnani s mnohem vét§im procentem u membran na pevnych povrsich.

Lipid-Out B Lipid-In

i
p—

Vapp
\ \ ? /'
. {

i

=

B -
i\
\

\‘-

Obr. 7: Schéma formovani dvojvrstev na kapickovém rozhrani v usporadani lipid-in
a lipid-out. A) Vznik symetrické dvojvrstvy metodou lipid-out. Vrchni obrazek: dvé vodné
kapicky jsou ponoreny do roztoku lipidi a hexadekanu. B) Vznik asymetrické
dvojvrstvy. Vrchni obrazek: dvé vodné kapicky obsahujici lipidové vezikuly rozdilného
sloZeni jsou ponoreny do hexadekanu. A,B) Prostfedni 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) vytvotili takzvané biosité z kapicek propojenych fosfolipidovou
dvojvrstvou. Tyto biosité slouzi jako modelovy systém pro studium biologickych jevi
spjatych s membranami. Na rozhrani mezi kapi¢kami jsou dvojvrstvy, do kterych je mozné
vkladat rizné kanaly a pory. Elektrody vkladané do kapi¢ek pak dovoluji méfeni
transmembranovych iontovych proudd nesenych jednotlivymi kandly (Syeda er al. 2008).
Systém dvojvrstev na povrchu kapicek je vyuzit na sestaveni linedrnich nebo vétvenych siti,
které se chovaji jako baterie nebo svételné sensory (Holden et al. 2007).

Dale uvadim piiklad praktického provedeni soustavy kapicek. Holden et al. (2007)
uspotadali do sité¢ 20 kapicek (Obr. 8). Pro snaz§i manipulaci a pfesnéjsi usporadani sestavili
sit na povrchu z plexiskla, jez bylo pokryto ¢tvercovymi fadami mikrodolickli. Kazdou
kapicku naplnili barvivem pro lepsi vizualizaci. Dilezitym krokem v pfipravé siti je nechat
kapicky nejdiive stabilizovat (pockat na vznik monovrstvy), nezZ jsou naneseny na povrch
s dolicky, aby se pfedeslo splyvani jednotlivych kapicek. Kapicky se pfipojuji k sousednim

kapickdm v momenté, kdy je vypuzovano mezilehlé nepolarni rozpoustédlo. Vzdalenost mezi
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dolicky a pramér kapicek (urceny jejich objemem) pak tidi primér vzniklych dvojvrstev. Sit’
kapicek lze tvarovat pomoci zavedené elektrody s koncem obalenym v agaroze (Bayley et al.

2008).

(a)

Obr. 8: 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 riznymi 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 na ni zlistava uchycena a odpouta se od sité. D) Okolni dvojvrstvy
zlistanou neporusené, navzdory odstépeni Ctyt dvojvrstev pri premistovani kapicky.
E) Stabilizovana zluta kapicka je vlozena do prazdného dilku. Proces vyjimani a vraceni
kapicek mize byt libovolné opakovan (Bayley et al. 2008).

Funkéni sit¢ vznikaji diky zaclenéni membranovych proteinii se specifickymi
vlastnostmi (Hwang et al. 2007). Napiiklad biobaterie, sit’ ze tii kapicek, vznika spojenim
iontového gradientu, ktery je na membrané mezi kapickami, s alfa-hemolysinovym pdérem

mutovanym tak, aby byl anion selektivni (Obr. 9).
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Obr. 9: Biobaterie pohanéna koncentracnim gradientem. A) Trti kapicky v radé formuiji
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 Staphylococcus aureus, mutovany tak (N123R), aby byl anion
selektivni. Z tohoto usporadani vyplyva mnohem vétsi tok chloridovych nez sodnych
iontd z prostiedni kapicky do levé. B) Takto spontanné generované napéti pohani tok
iontd skrz cely systém a umoziiuje pozorovani vazebnych udalosti v pravé dvojvrstvé.
V pravé dvojvrstvé je zaznamenavana reversibilni vazba beta-cyclodextrinu do
alfa-hemolysinového mutanta M1113/K147N (Bayley et al. 2008).

Zivé tkané se od samostatné fungujicich bundk odlisuji piedev§im schopnosti
komunikace mezi sebou. Tento jev se typicky nedafi napodobit na syntetickych
napodobeninach bunék, jako jsou naptiklad liposomy (Villar et al. 2013). Wauer et al. (2014)
rozvijeji kapi¢kové sité pro dalsi vyuziti tak, ze vytvoftili volné stojici 3D sit¢ schopné vnitini
komunikace (pfedavani chemickych a elektrickych signald). Trojrozmérné sité kapicek, které
se svym uskupenim podobaji zZivym tkanim, jsou mnohem vyhodnéjsi nez sit€¢ dvojrozmérné,
zejména diky rychlejsi komunikaci mezi jednotlivymi kapickami (Wauer ef al. 2014). Sité
kapicek jsou tiStény na automatickych tiskarnéch, které tisknou az desetitisice kapic¢ek pomoci
specialné vyvinutého programu. Vznika trojrozmérné volné stojici uskupeni. Sité jsou slozeny
z vodnych kapicek odd€lenych lipidovou dvojvrstvou. Do dvojvrstev zabudované proteiny
zajistuji elektrickou komunikaci mezi jednotlivymi kapickami. Vytisténé kapickové sité
mohou byt také sklddany mechanismy zalozenymi na gradientech osmolarity tak, Ze se po
vytisténi slozi do rozliénych tvard, které nelze vytvofit piimo tiskdrnou (Obr. 10) (Villar et al.

2013). V odkazovaném videozdznamu miizeme pozorovat zrychleny zdznam spontanné se

skladajici sité kapi¢ek fizeny gradientem osmolarity.”

2 https://www.youtube.com/watch?v=biiunqCgJlY
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Obr. 10: Sit spontanné se skladajicich kapicek na zakladé osmotického gradientu.

A) Schéma dvou kapiCek srozlicnymi osmolaritami (¢ervena kapicka s vyssi, modra
s niz8i), které jsou spojené lipidovou dvojvrstvou. B) Schéma sité kapicek slozené ze

vy

dvou pruht kapicek s rozdilnou osmolaritou. Tok vody z kapicek s nizsi osmolaritou do
kapicek svysSi osmolaritou vede k samovolné zméné tvaru této sité. C) Fotografie
skladajici se sité kapicek (Villar et al. 2013).

3.5 Dilezité vlastnosti umélych fosfolipidovych membran a metody jejich studia

3.5.1 Lipidové rafty

Existuje stale vice diikkazli o tom, Ze specializované oblasti v plasmatické membrané
eukaryotnich buné€k, znamé jako lipidové rafty, hraji dalezité¢ role v signalni transdukci
avdalSich bunéfnych procesech (Simons aToomre 2000). V bunikach se objevuji
membranové oblasti, které jsou odolné vic¢i neiontovym detergentiim, jako je Triton X-100,
coz ukazuje na to, ze biologické membrany nejsou vzdy v tekuté neuspotradané fazi (Brown
aLondon 1998). Lipidové rafty jsou mikrodomény vyskytujici se v plasmatickych
membrandch ve fazi podobné tekuté usporddané fazi modelovych membran. Tyto rafty jsou
obklopeny kontinualni membranovou oblasti s lipidovou strukturou tekuté neuspotfadané faze
(Hancock 2006). Tekutd uspotfddana faze je typickd vysokym vyskytem uspofadanych
acylovych fetézcii a lipidi s nasycenymi acylovymi fetézci, které maji vyssi teplotu tani
(Brown a London 1998). Asociace mezi sfingolipidy, steroly a specifickymi proteiny ud€luje
bunéénym membranam s takovouto laterdlni segregaci mnozstvi vyhod. Jednou
rizné mnozstvi proteinii a usnadiiovat tak selektivni protein-proteinové interakce (Simons
a Toomre 2000; Lingwood a Simons 2010).

Signaliza¢ni komplexy lokalizované v oblasti lipidovych mikrodomén jsou chranény
pfed Cinnosti enzymi, které se v lipidovych raftech nenachazeji. Mezi takové enzymy patii
napiiklad membranova fosfatdza, ktera by jinak mohla ovlivnit pribéh signalizace (Simons

a Toomre 2000).
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Domény s vlastnostmi podobnymi lipidovym raftim se daji vytvofit v umélych
membranovych systémech. Dvojvrstvy na pevném podkladu jsou jednim z modelovych
systémi. Tyto dvojvrstvy jsou skladany ze dvou monovrstev z ekvimolarni smési fosfolipidu,
cholesterolu a sfingolipidli nebo z izolovanych pfirodnich lipidd. Druhym modelem jsou obii
jednolamelarni vezikuly, které poskytuji volné stojici dvojvrstevné membrany (Dietrich et al.
2001). V takovychto systémech mohou byt vizualizovany doménové struktury vyskytujici se
behem fazového piechodu a fazové separace. Bagatolli a Gratton (1999) studovali chovani
GUV béhem piechodu z faze gelu do tekuté fadze vyuzitim efektu separace fazi pomoci
dvoufotonové fluorescencni mikroskopie. Pro takovéto pokusy museji byt GUV vzniklé
elektroformaci oznaceny fluorescencni sondou. V tomto ptipadé 6-dodekanoyl-2-dimethyl-
amino-naftalenem (Laurdan). Laurdan poskytuje nékolik vyhod pii studiu fazovych prechodi
v lipidovych systémech. Spektrum této sondy je citlivé k polarité okoli. Dochazi ke vzniku az
50nm cerveného posunu emisniho maxima pii pfechodu z nepolarniho do polarniho prostiedi
(Parasassi ef al. 1997). Tyto spektroskopické rozdily mezi gelovou a tekutou fazi umoziuji
rozliSovani stavu membrany métenim fluorescencni intenzity pti dvou vlnovych délkach nebo
analyzou fluorescencniho spektra (Bagatolli a Gratton 1999). Parasassi et al. (1990)
definovali excitani generalizovanou polarizaci (GPex), aby bylo mozné kvantifikovat data
o intenzit¢ nasbirana pfi rozdilnych excita¢nich a emisnich vlnovych délkach. Ukazalo se, ze
Laurdan neuptednostiiuje fazi gelu, ani fazi tekutého krystalu (Bagatolli a Gratton 1999), a je
proto idedlni sondou pro studium fazovych ptechodi. Bagatolli a Gratton (1999) monitorovali
jednotlivé liposomy béhem teplotnich zmén, pficemz pouzili mikroskopické snimky
fluorescence sondy Laurdan a snimky pievedené na Skalu GPex, ktera poskytla informace

o lipidové fazi.

3.5.2 Tekutost membran

Tekutost plasmatickych membran je vlastnost buné¢k, kterd popisuje pohyb molekul ve
fosfolipidové dvojvrstvé a je zavisla na lipidovém slozeni dvojvrstvy. Tekutost membran je
bézné hodnocena pomoci riznych fluorescenénich membranovych sond. Jednou z metod,
ktera sleduje pohyblivost fluorescenéné znaenych molekul je takzvané obnoveni
fluorescence po fotovybéleni (FRAP — fluorescence recovery after photobleaching) (Axelrod
et al. 1976). Dalsimi metodami jsou ustdlend fluorescencni polarizace nebo anizotropie
fluorescence. Zakladnim principem téchto metod jsou zmény zplsobené balenim lipidd,
napf. u teplotné zavislych fazovych ptfechodd, diky kterym dochazi ke zméné mobility

membranové vazaného fluoroforu. (Kushnareva 2009).
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Gidwani et al. (2001) méfili ustalené stavy anizotropie fluorescence dvou lipidovych
sond, [3-(difenylhexatrienyl)propanoyl]-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-fosfocholinové sondy
(DPH-PC) a sondy N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadekanoyl-sn-glycero-
3-fosfoethanolaminové (NBD-PE), aby mohli kvantifikovat uspofadéani lipidi biologickych
membran. Tato méfeni provadéli jak na modelovych membranach, tak na biologickych
membrandch Zirnych bunék RBL-2H3. Riizné zastoupeni cholesterolu ukézalo, Zze hodnota
ustalené anizotropie fluorescence je citlivda na zmény v uspofddani membrany vyvolané
ptitomnym cholesterolem. Gidwani et al. (2001) dale ukazuji, ze DPH-PC je z téchto dvou
sond mnohem citlivéjsi. Pouzitim DPH-PC zjistili, Ze plasmatickd membrana zirnych bunék
RBL-2H3 je z velké ¢asti organizovand, to znamend, ze velkou ¢ast plasmatické membrany
tvoti struktury podobné lipidovym raftim. K takovym zavérim dosli porovndnim hodnot

anisotropie modelovych membran v Gplné tekuté fazi a tekuté neusporadané fazi.

3.5.3 Tloustka membran

Fosfolipidové membrany jsou typické charakteristickym uspofaddnim do centralni
hydrofobni oblasti, kterd je ohranicenda dvéma polarnimi oblastmi. Muizeme tedy
predpokladat, ze tloustka hydrofobnich regionti bude ovliviiovat nékteré membranové
vlastnosti, jako naptiklad iontovou propustnost, elektrickou kapacitu, strukturu nebo funkci
transmembranovych proteini (Lewis a Engelman 1983). Optimdlni tloustka membrany je
diilezita naptiklad pro spravnou funkci mitochondridlni cytochrom c oxidédzy a ATP syntazy
(Montecucco et al. 1982)

Lipidy a proteiny spolu v membranach interaguji ptevazné hydrofobnimi silami. Pro
membranové proteiny je energeticky nevyhodné vystavovat hydrofobni oblasti vodé nebo
vkladat hydrofilni ¢asti do uhlovodikového jadra lipidové dvojvrstvy (Mitra et al. 2004).
Z téchto divodii dochdzi u transmembranovych proteinovych molekul, které svoji hydrofobni
oblasti nepasuji pfirozené¢ do primérné tloustky membrany k zvinéni a pfizpisobeni
membran, které je obklopuji (Obr. 11) (Mouritsen a Bloom 1984; Mitra et al. 2004).

Vlastnosti lipidl jako stupenl nenasycenosti a délka uhlovodikového fetézce ovliviuji
tloustku membran jak v biologickych, tak v umélych membranach. Membranova tloustka se
meéni linedrn¢ s poc¢tem uhlikll v acylovém fetézci (Lewis a Engelman 1983). Nov¢jsi studie
ukazaly, ze v zdvislosti na koncentraci a rozlozeni ovliviiuje pfitomnost cholesterolu
hydrofobni tloustku lipidovych membran a to zejména uspoiadanim fosfolipidovych
acylovych fetézcl (Smondyrev a Berkowitz 1999). Nezil a Bloom (1992) pouzili deuteriovou

NMR ke studiu zmén hydrofobni tloustky membrany po ptidani 30 mol.% cholesterolu
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k deuteriované 1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholinové dvojvrstvé. Tloustka membrany se
zvétsila o neékolik desetin nanometru.

Mitra et al. (2004) ve své praci prezentuji data, kterd udavaji hodnoty tloustky
dvojvrstevnych membran eukaryotnich bun¢k. Tato data, oproti o¢ekavani, ukazuji na fakt, ze
v biologickych membranach ovliviiuji tloustku membrany transmembranové domény

proteint spiSe nez cholesterol.

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. Kompenzacni konformacni zmény zahrnuji prodlouZeni lipidovych
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 lipidovych
acylovych retézcti (Mitra et al. 2004).

3.5.4 Propustnost membran

Cist& lipidové membrany jsou nepropustné pro ionty a malé hydrofilni molekuly.
Voda prochazi membranou bez obtizi i bez pfitomnosti specidlnich vodnich kanald, diky
cemuz je koeficient permeability pro vodu relativné nizky (Finkelstein a Cass 1968).
V nékterych tkanich, naptiklad v ledvinovych kandlcich, sekre¢nich Zlazach nebo v ¢ervenych
krvinkach, je transport vody zprostfedkovavan kromé difuze také akvaporiny. Akvaporiny
jsou malé membranové proteiny, které jsou exprimovany v plasmatickych membranach
mnoha riznych bunéénych typl. Akvaporinové kandly jsou vysoce selektivni tak, Ze
propoustéji vodu, ale uz ne kyseliny (Agre 2006).

Propustnost membran pro vodu je zavislda na membranové fluidit€¢ tak, ze nizsi
membranova fluidita zmenSuje permeabilitu membran snizenim schopnosti propoustét
molekuly skrz lipidovou dvojvrstvu (Lande ef al. 1995). Membrany slozené z lipidi

s polynenasycenymi acylovymi fetézci, které se nachédzeji napiiklad v mozkovych
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synaptosomech, jsou mnohem vic propustné pro vodu nezZ nasycené a mononenasycené
dvojvrstvy (Huster et al. 1997). Propustnost membran pro vodu také ovliviluje zvySena
ptitomnost molekul ethanolu. Ty brani vniknuti molekul vody do membrany diky své
amfipatické struktufe. Diky této struktufe totiz molekuly zlistavaji na kraji membrany a vodu
nepropousti. To se déje z toho diivodu, ze molekuly ethanolu dosahuji nejnizsi volné energie,
pokud jsou umistény na rozhrani mezi vodou a lipidy (Huster ef al. 1997).

Paula et al. (1996) méfili zavislost koeficientu permeability na tloust’ce membrany
u protontl, malych polarnich molekul a draselnych iontl. Tato méfeni provadeli na umélych
membranach slozenych z fosfolipidl, jejichz acylové fetézce se liSily poctem uhlikid
v rozmezi od 14 az po 24 uhlikd. Glycerol a mocovina maji propustnost podobnou, avsak
propustnost glycerolu je o trochu vétsi. Gradienty draselnych iontidi prochazeji membranou az
o osm fadl pomaleji nez protonové gradienty a az o Sest fadli pomaleji néz gradienty
mocoviny nebo glycerolu. Se zvysujici se délkou fetézcii klesd permeabilita draselnych iontl
o dva tady, zatimco permeabilita pro vodu, glycerol a mocovinu se se zvysSujicim se poctem
uhlikl v acylovém fetézci snizuje piiblizn€ pétkrat (Paula et al. 1996).

Propustnost fosfolipidovych dvojvrstev pro aminokyseliny se zvySuje ptiblizné pétkrat
v ptipadé, ze se pocet uhliki acylového fetézce snizi o dva uhliky. S postupnym snizovanim
poctu uhlikl roste i propustnost membrany. ZvySovanim povrchového napéti membrany roste
propustnost pro aminokyseliny s opaénym nabojem. Naopak ke snizovani membranové
propustnosti pro aminokyseliny dochazi v pfipadé, kdy se obsah cholesterolu zvySuje.

(Chakrabarti 1994).

3.5.5 Elektricka kapacita

Pro ziskani zakladnich znalosti o povaze biologickych membrén 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 mlize byt povazovana za paralelni deskovity kondenzator (White
1970). Kondenzator je sloZzen ze dvou vodivych materiali oddélenych izolatorem. V ptipadé

bunék jsou extracelularni a intracelularni tekutiny vodi¢e a membrana je izolator.
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Elektricka kapacita na jednotku plochy membrany je oznaCovana jako specificka
kapacita, ktera je urCovana tlouStkou membrany a jeji dielektrickou konstantou. Tyto
parametry jsou zna¢né ovlivilovany lipidovymi slozkami bunééné membrany a do jisté miry
1 obsahem proteint (Gentet ef al. 2000). Vytvafenim dynamickych zmén plochy membran na
kapickovém rozhrani rozvinuli Gross et al. (2011) metodu vhodnou na méteni specifické
membranové kapacity. Touto metodou wur€ili, ze zavislost kapacity dvojvrstvy na
aplikovaném potencialu je pievazné vysledek spontanniho zvétSeni plochy membrany a ne
dlouho ptfedpoklddanym ztencovanim lipidové dvojvrstvy. Dilezitym rysem méfeni
elektrické kapacity je schopnost monitorovat skokové zmény plochy plazmatické membrany,
a to bud’ vlivem endocyt6zy nebo naopak exocytdzy (Neher a Marty 1982).

Gross et al. (2011) méftili, jak se méni kapacita (a tedy tloustka) pfi tvorbé membran
s riznymi pouzitymi rozpousStédly. 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 zvysSené schopnosti mensich alkanovych molekul pronikat do
fosfolipidové dvojvrstvy. Je dulezité s tim pocitat, protoze u nékterych proteinit by mohlo

dochazet k potizim pti zabudovavani do tlustéjSich membran.
3.6 Vyuziti umélych fosfolipidovych membran

3.6.1 Planarni dvojvrstvy

Planarni lipidové dvojvrstvy jsou nejvhodnéjsimi umélymi systémy na zaznamenavani
i naprosto minimalnich zmén ve vodivosti (Winterhalter 2000). Méteni iontovych proudul se
provadi pomoci iontovych kanali nebo port zabudovanych do membrany. Iontové kanaly se
vyznacuji malou velikosti a schopnosti zabudovavat se do plasmatické membrany, ktera
elektricky izoluje dva vodné kompartmenty (Kasianowicz a Bezrukov 1995) Pro tento typ
experimentl je klicové pouzit takovy kandl, ktery zlstane otevieny del§i dobu a nedochazi
un¢j k samovolnému zavirani. Tento typ kandlli nemiize za fyziologickych podminek na
povrchu bunék existovat dlouhodobé, protoze vede k bunééné smrti. Jedna se tedy vétSinou
o molekuly toxind, které bunky napadaji. Jednim ztakovychto porotvornych toxind je
alfa-hemolysin ze Staphylococcus aureus (Bhakdi a Tranum-Jensen 1991).

Transmembranové napéti aplikované napfi¢ trvale otevienym kandlem piihodné
velikosti vede molekuly né€kterych polymert skrz kandl. Vyjimkou jsou napiiklad molekuly
polyethylenglykolu, které skrz kanal vede difuze. Priichod kazdé molekuly je detekovan
ptfechodnym poklesem iontového proudu, jehoz trvani je imérné velikosti polymeru. Diky

témto blokacim je mozné popsat vlastnosti velké skaly riznych analytl véetné jednovlaknové
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RNA a DNA (Kasianowicz et al. 1996), polyetylenglykolu (PEG) (Merzlyak et al. 1999)
nebo molekul sacharidi (Kullman ez al. 2002).

Polyethylenglykol se pouziva k ur€ovani velikosti a geometrie biologickych iontovych
kanalt. Pro méteni proudovych blokaci je polyethylenglykol aplikovan asymetricky pouze na
jednu stranu lipidové membrany (Merzlyak et al. 1999). Interakce mezi polyetylenglykolem
a alfa-hemolysinovym kanalem v elektrolytu s vysokou iontovou silou se vyuzivaji na
zjiStovani interakci mezi polymery zachycenymi v nanopdrech. Pokud je analyt nepfitomny,
proud napfi¢ kanalem je stabilni a nedochéazi k zddnym blokacim. Po pfidani analytu, v tomto
ptipadé¢ polydisperzniho polyethylenglykolu, polyetylenglykol vstupuje do jednotlivych
alfa-hemolysinovych porii a zptsobuje dobfe rozpoznatelné na hmotnosti zavislé vodivostni
stavy s charakteristickou dobou zdrzeni (Robertson ef al. 2007). Stupen blokace je ¢asto pro
dany analyt typicky, to znamend, Ze rizné polymery zplsobuji odlisné vzory blokaci. Tak
jako hmotnostni spektroskopie tyto vzory tvoii v podstaté otisk prstu polymeru blokujiciho
nanopor (Robertson et al. 2007; Rodrigues et al. 2008). Tento model popisuje zaroven
hloubku proudovych blokaci a délku doby zdrZeni. Zejména u blokaci zplisobenych
neelektrolytickym polyethylenglykolem dochdzi k poklesu v primérném case blokace
i v prumérném trvani blokace pii zvySeni rozsahu aplikovaného potencidlu. PEG v tomto
modelu snizuje iontovy proud tak, ze redukuje koncentraci mobilnich iontli v péru dvéma
mechanismy: vylou¢enim objemu a kationtovou vazbou s polymerem (Reiner ef al. 2010).
Touto metodou je mozné analyzovat rozsdhlé mnozstvi molekul. Podminkou je, aby byly

dostatecné velké a neprochazely tedy kanalem pfilis rychle.

3.6.2 Liposomy
Kromé vyzkumu priniku riznych latek pfes umélé membrany se objevuji i mnoha

prakticka vyuziti, napiiklad v 1ékafstvi a genové terapii.

3.6.2.1 Liposomy jako nastroje na dopravu léciv

Cilena doprava lé¢iv do bunck a orgéni pomoci specialnich nosi¢li ma hned nékolik
vyhod. Dtlezitou vyhodou je omezeni nezddoucich ucinkii 1€ka ve zdravé tkani nebo organu.
Dalsi vyhodou je fakt, Ze specifickym dopravenim lé¢iva na misto plsobeni se snizi nezbytna
davka IléCiva potfebnd pro spravnou funkci v misté urceni, €imz se snizi nejen
pravdépodobnost potencidlnich nezddoucich Ucinki, ale v mnohych piipadech i cena 1écby

(Goyal et al. 2005). Systémy na dopravu lékt se skladaji z nosice, slozeného nejcastéji
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z lipidi nebo riznych polymeri, a z asociovanych 1é¢iv. Tyto systémy maji za cil zménit
distribuci 1é¢iva nebo fungovat jako jeho zasobniky (Allen a Cullis 2004).

Liposomy se svoji strukturou podobaji bunéénym membrandm a obvykle jsou tvotfeny
z ptirodnich snadno odbouratelnych a netoxickych lipidovych molekul, diky ¢emuz jsou
vhodnymi nosici 1é¢iv (Lasic 1998). Léky s riznorodou lipofilii jsou pohlcovany liposomy
bud’ do fosfolipidové dvojvrstvy, do vodného objemu uvniti liposomu nebo se vazi na povrch
dvojvrstvy. Na zaklad¢ schopnosti liposomt interagovat s buiitkami a krevnimi komponenty
mizeme rozliSit dva hlavni typy liposomt. Jsou to neinteraktivni stéricky stabilizované
liposomy a vysoce interaktivni kationtové liposomy. Tyto liposomy mohou byt dale
pfizpisobovany konkrétnim potfebam (Sharma a Sharma 1997). Liposomy interaguji
s butkami nékolika moznymi zplsoby. Jednd se o vyménu lipidi liposomu s lipidy
bunéénych membran a adsorbci liposomu na bunéény povrch. Adsorbce na povrch
fagocytickych bunék je casto nasledovana endocytézou liposomu nebo fuzi bunky

s liposomem (Lasic 1998).

3.6.2.2 Liposomy v genové terapii

Genova terapie pomoci liposomi mé potencidl jak pro lécbu ziskanych, tak
i zdédénych chorob (Tseng a Huang 1998). Pacientovi, ktery trpi chorobou zplsobenou
znamym genetickym defektem, je dorucena spravna kopie defektniho genu do nemocné
buiiky nebo organu, pticemz liposomy brani $tépeni DNA pied tim, nez se do buiiky dostane.
Doruceni zprostfedkovavaji specialni vektory, které se podle piivodu dé€li na vektory virové
a nevirové. Tento postup v idealnim ptipadé vede k opraveé genetického defektu a k vyléceni
choroby (Miller 1998). Klicovymi body uspésné genové terapie je rozpoznani choroby
a cilové buniky nebo tkané, dale konstrukce vhodnych genovych vektord, efektivni transport
a exprese Vv cilovych bunkach (Lasic a Templeton 1996). Mezi nevirové vektory patii
takzvané kationtové liposomy. Tyto liposomy jsou vytvafeny z kladné nabitych molekul
fosfolipidii v kombinaci s pomocnymi neutrdlnimi fosfolipidy. Kladn¢é nabité liposomy se
elektrostatickymi silami vazi na zdporn¢ nabité Gseky DNA a vznikaji tak kladn& nabité
komplexy. Diky celkovému kladnému naboji jsou tyto komplexy védzany a nasledné
endocytovany negativné nabitou bunénou membranou (Miller 1998; Karmali a Chaudhuri

2007).
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3.6.3 Dvojvrstvy na rozhrani kapicek

3.6.3.1 Nanoporové sekvenovani

Sekvenovani zalozené na nanopdrech umozituje detekci jednotlivych nukleotidd.
Molekuly jednovldknové DNA a RNA mohou prochazet porotvornym proteinem, piicemz
mizeme pozorovat, jaky maji efekt na iontovy proud prochazejici skrz nanopor (Kasianowicz
et al. 1996). V tomto uspotradani byl pouzit pérotvorny protein alfa-hemolysin, jehoZ vnitini
primér je sotva tak velky jako primér jednoho vldkna nukleové kyseliny. Nanopor je tak
schopen rozplést sbalené struktury nukleovych kyselin tak, Ze pdrem prochdzeji jednotlivé
nukleotidy v sekvenénim uspofddani. Proud iontli skrz nanopor je castecné blokovan
prochdzejicimi molekulami. Kazd4d molekula zplisobuje snadno detekovatelnou blokaci
iontového proudu vzhledem k proudu tekoucimu skrz neblokovany por (Branton ef al. 2008).

Znacna 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 nanop6rti. MinION je pfenosné sekvenovaci zatizeni, 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
meéteni toku proudu. Zatim se nanoporové sekvenovani potyka s mirnou chybovosti, ale
rychlost, citlivost k jednotlivym bazim a schopnost zpracovavani dlouhych tusekl Ccini

nanopdry slibnou sekvenovaci technologii.

3.6.3.2 Sité kapicek ve tkaniovém inZzenyrstvi

Dalsi zptsob vyuziti umélych fosfolipidovych membran navrhli profesor Hagan
Baylely a jeho vyzkumna skupina, ktefi neddvno publikovali vySe zminénou metodu, kterou
se daji modelovat trojrozmérné sité kapicek pomoci specialné upravenych 3D tiskaren (Villar
etal. 2013).

Vznikl¢ sité¢ kapicek mohou byt zapouzdieny tak, aby vznikl systém, ve kterém je
usporadani vodné kapicky podporovano vétsi olejovou kapickou, kterd je obklopena vodou.
Takovéto uspotadani by mohlo byt vhodné jako nastroj na dopravu l€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 kapickové sit¢ mohou

tvofit systémy s elektrickymi a koncentraénimi gradienty, které usmérnuji jejich rist.
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4 Zavér

Tato prace je piehled metod, které se v soucasné dobé pouzivaji na vytvareni umélych
fosfolipidovych membran. Umélé membrany se vytvareji zizolovanych nebo syntetickych
lipidd, jejichz slozeni je snadno ménitelné a lze jej ptizplisobit potfebam vyzkumu.

Umélé membrany se piipravuji riznymi metodami sohledem na to, co na
membranach chceme zkoumat a jakym zpiisobem budeme data zpracovavat a vyhodnocovat.
Pro elektrofyziologicka méfeni se jiz nc¢kolik desitek let pouzivaji takzvané Cerné lipidové
membrany. Jednd se o planarni lipidové dvojvrstvy, které vznikaji ve vodném prostiedi.
Ponékud novéjsi metodou, kterd je rovnéz vhodnd pro elektrofyziologickd méfeni, jsou

dvojvrstvy, které vznikaji na rozhrani mezi dvéma vodnymi kapickami. Dvojvrstvy na

vvvvvv

wev

Planarni dvojvrstvy na pevném podkladu jsou v porovnani s cernymi lipidovymi
membranami mnohem stabilnéj$i a vznikla membrana ma nékolikrat vétsi plochu. Za limitaci
téchto umelych membran se daji povazovat obtize pii zabudovavéani transmembranovych
proteini. Nékdy muize dochazet i ke ztrat€ laterdlni mobility, a tim ke ztrat¢ funkcénosti
transmembranového proteinu. Toto uspofddani sice neni vhodné pro elektrofyziologicka
méfeni, ale diky dobte pfistupné dvojvrstvé se hodi pro zkoumani riznymi mikroskopickymi
technikami.

Liposomy se z umélych membranovych systému podobaji nejvice svym usporadanim
a velikosti (v pfipad¢ obfich jednolamelarnich vezikuli) zivym bunkdm. NejCastéji se
pouzivaji ke studiu fazovych ptechodi, coz se da sledovat pomoci fluorescencné zna¢enych
sond. Kvili jejich nestabilité¢ nejsou liposomy vhodnym modelem pro elektrofyziologicka
meéteni.

Zpisoby tvorby umélych fosfolipidovych membran popsané v této praci jsou jenom
malym vzorkem vSech riznych metod, které byly vynalezeny. V soucasné dobé¢ se pracuje jak
na novych metodach, tak i na novych zpisobech vyuziti jiz existujicich umélych systémii,

napiiklad na sekvenovani nové generace nebo na nahradéach lidskych tkéni.
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