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Povzetek. Razumevanje biofizikalnih lastnosti lipidnih dvoslojev s kontrolirano lipidno sestavo v znanem okolju
lahko pripomore k razumevanju vloge razli¢nih lipidnih molekul v bioloskih membranah. V $tudiji obravnavamo
nastanek vodnih por v ravninskem lipidnem dvosloju, ki je izpostavljen linearno naras¢ajoci napetosti. Izmerili
smo kapacitivnost, porusitveno napetost in ¢as do porusitve ravninskih lipidnih dvoslojev sestavljenih iz lipidnih
molekul 1- pamitoil 2-oleoil fosfatidilholin (POPC), meSanice molekul POPC + 50 mol % holesterola, POPC
+ 80 mol % holesterola, molekul POPC in surfaktanta oktaetilen glikol monododecil eter C12Eg ter lipidnih
molekul arhej Aeropyrum pernix K1. Na podlagi opravljenih meritev smo ovrednotili spremembo kapacitivnosti
ravninskega lipidnega dvosloja v Casu porusitve. Predpostavili smo, da je sprememba kapacitivnosti posledica
nastanka vodnih por, ki smo jim dolo¢ili polmer. Dolo¢ili smo tudi del povrSine ravninskega lipidnega dvosloja,
ki ga zasedajo vodne pore. Vodne pore v ravninskih lipidnih dvoslojih sestavljenih iz lipidnih molekul, ki
ob izpostavljenosti elektricnemu polju oblikujejo hidrofilne pore (POPC in POPC z dodatkom Ci2Eg) imajo
ob porusitvi ravninskega lipidnega dvosloja vecji radij in zasedejo vecji deleZ povrSine ravninskega lipidnega
dvosloja kot vodne pore v ravninskih lipidnih dvoslojih sestavljenih iz lipidnih molekul, ki ob izpostavljenosti
elektri¢nemu polju oblikujejo zgolj hidrofobne pore (meSanice POPC + holesterol (50 mol % in 80 mol %) ter

lipidi arhej Aeropyrum pernix KI).

Kljucne besede: porusitvena napetost, elektroporacija, hidrofobna pora, hidrofilna pora, POPC

Water pores in planar lipid bilayers composed of
different lipids

Basic understanding of the barrier properties of biological
membranes can be obtained by studying model systems, such
as planar lipid bilayers. Here we study water pores in planar
lipid bilayers in the presence of transmembrane voltage. Planar
lipid bilayers were exposed to linearly increasing voltage. We
measured the capacitance, breakdown voltage, and rupture
time of planar lipid bilayers composed of 1-pamitoyl 2-oleoyl
phosphatidylcholine (POPC), mixture of POPC + 50 mol
% cholesterol, POPC + 80 mol % cholesterol, POPC and
surfactant Octaethylene glycol monododecyl ether (Ci2Es),
and archaeal lipids Aeropyrum pernix KI. Based on the me-
asurements, we evaluated the change in the capacitance at
the moment of the planar lipid bilayer rupture. We assumed
the change in the capacitance corresponds to water pores
formation. We evaluated the radius of water pores, and the
fraction of the area of the planar lipid bilayer that is occupied
by water pores. Water pores have larger radii and occupying
greater area of the planar lipid bilayer in the planar lipid
bilayers, where lipid molecules form hydrophilic pores upon
exposure to the electric field (POPC and POPC with addition
of Ci2Eg), in comparison to the planar lipid bilayers, where
lipid molecules form hydrophobic pores upon exposure to the
electric field (mixture of POPC + holesterol (50 mol % in 80
mol %) and and archaeal lipids Aeropyrum pernix K1I).

Keywords: breakdown voltage, electroporation, hydrophobic
pore, hydrophilic pore, POPC
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1 Uvob

Lipidne molekule so osnoven in vecinski gradnik bi-
oloskih membran. Urejene so v lipidno dvojno plast
oziroma lipidni dvosloj. Celi¢ne membrane sestavljajo
pretezno fosfolipidi, sfingolipidi in steroli, deleZ posa-
mezne vrste lipidov pa se od ene vrste bioloSke mem-
brane do druge razlikuje. Citoplazemska membrana, ki
loCuje notranjost celice od zunanjega okolja, je prilago-
jena Zivljenjskemu okolju celice in funkcijam, ki jih ima
celica v svojem okolju.

éeprav se zdi, da lipidni dvosloj zgolj preprecuje
v vodi raztopljenim snovem prehajanje z ene strani
bioloske membrane na drugo, raznovrstnost lipidnih
molekul in njihova nadzorovana prostorska organizacija
opredeljujeta biofizikalne lastnosti bioloSke membrane
in imata pomembno vlogo pri delovanju celic. DolZina
in stopnja nasi¢enosti verig mascobnih kislin na pri-
mer dolocata debelino in urejenost hidrofobnega dela
bioloSke membrane; elektrostaticni naboj anionskih lipi-
dnih molekul interagira s kationskimi deli proteinov, pri-
sotnimi v biolo$ki membrani. Ekstremne Zivljenjske raz-
mere arhej pa naprimer dolocajo edinstvene znacilnosti
citoplazemske membrane arhej, ki jih v veliki meri opre-
deljujejo struktura in lastnosti lipidnih molekul. Medtem
ko so v citoplazemski membrani evkariontskih celic
in bakterij lipidi z enostavnimi nerazvejanimi verigami
mascobnih kislin in esterskimi vezmi med glicerolom in
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hidrofobnim delom ogljikovodikov, hidrofobni del mem-
brane arhej sestavljajo razvejane izoprenoidne verige, ki
so s preostalim delom molekule povezane z etrsko vezjo.
Etrske vezi so mocnejSe od estrskih, kar je verjetno eden
od razlogov, da arheje lahko bivajo v okoljih z visokimi
temperaturami ter v ekstremno kislem, bazicnem ali
slanem okolju.

Razumevanje biofizikalnih lastnosti lipidnih dvoslojev
s kontrolirano lipidno sestavo v znanem okolju lahko
pomembno prispeva k razumevanju vloge razli¢nih lipi-
dnih molekul v bioloskih membranah. S tem namenom
so nastali preprosti modeli, kot so umetni liposomi ali
vezikli, ki posnemajo geometrijo in velikost celi¢ne
membrane, ter ravninski lipidni dvosloji, ki predstavljajo
zgolj majhen koscek celicne membrane. Ravninski lipi-
dni dvosloj obicajno pripravimo na majhni odprtini v hi-
drofobni pregradi, ki loCuje dva rezervoarja, napolnjena
z elektrolitom [1]. Elektrode, ki jih potopimo v elektrolit,
omogocajo meritve elektri¢nih lastnosti ravninskega lipi-
dnega dvosloja. V tem primeru ravninski lipidni dvosloj
obravnavamo kot nepopoln kondenzator, kot vzporedno
vezavo idealanega kondenzatorja s kapacitivnostjo C' in
upora z upornostjo R [2], [3]. Z merilnimi metodami,
ki omogocajo bodisi nadzorovanje napetosti na ravnin-
skem lipidnem dvosloju bodisi nadzorovanje vsiljenega
toka, lahko dolo¢imo elektricne lastnosti ravninskega
lipidnega dvosloja in opazujemo nastajanje strukturnih
sprememb, ki se odrazajo v spremenjenih elektri¢nih
lastnostih [4], [5], [6], [7].

Ce na ravninskem lipidnem dvosloju vzpostavimo na-
petost, se spremenita oba parametra modela ravninskega
lipidnega dvosloja, R in C. Simulacije molekularne
dinamike (MD) so pokazale, da ob prisotni napetosti na
ravninskem lipidnem dvosloju v lipidni dvosloj vdirajo
vodne molekule v obliki t. i. vodnih prstov. Ce se dva
vodna prsta, ki sta nastala na nasprotnih straneh lipi-
dnega dvosloja, ujameta, nastane vodna ali hidrofobna
pora [8], [9]. Ce lipidne molekule, ki so v stiku z
molekulami vode v pori, preusmerijo polarne glave proti
vodnim molekulam, stabilizirajo poro v hidrofilni obliki,
kar omogoci, da v poro vstopi ve¢ vodnih molekul in
celo ioni. Take prevodne poti zmanjSajo R ravninskega
lipidnega dvosloja. Nastanek hidrofilnih por vodi tudi
do zmanjSanja C ravninskega lipidnega dvosloja, saj se
dielektri¢ni konstanti lipidnega dvosloja in vode mocno
razlikujeta [10], [11]. Ce je vzpostavljena napetost na
ravninskem lipidnem dvosloju prevelika, povzroci nepo-
pravljive poSkodbe in ravninski lipidni dvosloj se porusi.
Napetost, pri kateri se ravninski lipidni dvosloj porusi,
imenujemo porusitvena napetost Up,.

Hidrofobne ali vodne pore v ravninskem lipidnem
dvosloju so bile prvi¢ predstavljene pred desetletji v
Abidorjevi teoriji elektroporacije [12]. Simulacije mo-
lekularne dinamike so nastanek vodnih por potrdile
[13]. Studije, ki so povezale eksperimentalne podatke
z obstojem vodnih por, pa so zelo redke. Anosov in
sodelavci [14] so spremembe kapacitivnosti ravninskega
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lipidnega dvosloja zaradi nastanka vodnih por opazili
kot majhno nihanje toka, ki so ga povezali s Stevilom
vodnih por v ravninskem lipidnem dvosloju. V eni od
preteklih $tudij [15] smo iz eksperimentalnih podatkov
ovrednotili spremembo kapacitivnosti ravninskega lipi-
dnega dvosloja tik pred porusitvijo in predpostavili, da
je sprememba kapacitivnosti posledica nastanka vodnih
por. Ocenili smo velikost vodnih por in deleZ povrSine
ravninskega lipidnega dvosloja, ki ga pred porusitvijo
zapolnjujejo vodne pore. V pri¢ujoci Studiji smo na
opisani nacin obravnavali ravninske lipidne dvosloje, ki
smo jih zgradili iz petih lipidnih sestav. Ker so v biloskih
membranah v veliki meri zastopani fosfolipidi, smo kot
tipéen fosfolipid izbrali POPC (1-pamitoil 2-oleoil fos-
fatidilholin). Klju¢na komponenta bioloskih membran je
poleg fosfolipidov in sfingolipidov tudi skupina sterolov.
V skupino sterolov uvr§¢amo holesterol, zato smo rav-
ninske lipidne dvosloje pripravili tudi iz meSanic POPC
in holesterola. Holesterol se v bioloskih membranah
sicer pojavlja v Sirokem razponu koncentracij, a v Studiji
smo obravnavli le dve; 50 mol % in 80 mol %. Kot
primer lipidnih molekul, ki sestavljajo membrane arhej,
smo izbrali lipide, izolirane iz arhej Aeropyrum pernix
K1. Na elektri¢ne lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev
lahko vpliva tudi dodatek povrSinsko aktivnih snovi
ali surfaktantov, zato smo proucili, kako na nastajanje
vodnih por v ravninskem lipidnem dvosloju, ki je zgrajen
iz molekul POPC, vpliva dodatek surfaktanta Ci9Eg
(oktaetilen glikol monododecil eter).

2 MATERIALI IN METODE
2.1 Priprava ravninskih lipidnih dvoslojev

Ravninske lipidne dvosloje smo pripravili z Montal-
Miillerjevo metodo [16] iz lipida POPC (1-pamitoil
2-oleoil fosfatidilholin, Avanti Polar-Lipids Inc. USA),
meSanic POPC in holesterola (>98%, Avanti Polar-
Lipids Inc. USA), meSanic POPC in surfaktanta
Ci2Eg (oktaetilen glikol monododecil eter, Fluke,
Svica) ter lipidov izlo¢enih iz arhej Aeropyrum
pernix KI, ki so meSanica lipida Al (2,3-di-O-
sesterterpanyl-sn-glycerol-1-phospho-myoinositol)  in
AGI (2,3-di-O-sesterterpanyl-sn-glycerol-1-phospho-1°-
(2’-O-a-D-glucosyl)-myo-inositol). Lipide iz arhej so
izolirali na BiotehniSki fakulteti Univerze v Ljubljani.
Lipide smo raztopili v meSanici heksana in etanola
(razmerje 9:1) v koncentraciji 10 mg/ml. MeSanice
POPC in izbranih molekul smo pripravili tako, da
smo tik pred poskusom odmerili ustrezno koli¢ino
obeh lipidnih raztopin in ju v majhni plasti¢ni epruveti
zmeSali v Zelenem razmerju. POPC in holesterol smo
zmeSali v dveh razmerjih, 50 mol % in 80 mol %;
POPC in surfaktant C12Eg pa v razmerju 10 mol %. Za
pripravo torusa smo uporabili mesSanico heksadekana in
pentana v razmerju 3 : 7. Kot elektrolit, v katerem so
bile elektrode, smo uporabili meSanico 0,1 M KCI in
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0,01 M Hepesa v razmerju 1 : 1, ki smo ji dodali nekaj
kapljic 1 M NaOH, da smo dobili pH 7,4.

Ravninske lipidne dvosloje smo tvorili na okrogli
luknjici s premerom 117 pum (d) v tanki teflonski foliji,
ki smo jo vstavili med dva rezervoarja teflonske komore.
Na obe strani luknjice v teflonski foliji smo najprej kanili
1 pl lipidne raztopine. Ko je lipidno topilo popolnoma
izhlapelo, smo na obe strani luknjice kanili Se 1,5
1l meSanice heksadekana in pentana. Oba rezervoarja
smo napolnili z elektrolitom, tako da je bila gladina
elektrolita tik pod luknjo. Na povrSino elektrolita v
vsakem rezervoarju smo previdno nanesli 2 pl lipidne
meSanice in pocakali vsaj 15 minut, da se je lipidna
kapljica razsirila po gladini in tako tvorili lipidni enosloj.
Ravninski lipidni dvosloj smo nato zgradili tako, da smo
gladino elektrolita v obeh rezervoarjih socasno dvignili
tik nad luknjico (slika 1A). Lipidna enosloja na gladini
elektrolita v obeh rezervoarjih med dvigovanjem gladine
na luknjici tvorita ravninski lipidni dvosloj. Ko smo
ravninski lipidni dvosloj porusili, smo novega zgradili
tako, da smo gladini elektrolita zniZali pod luknjico in
ju nato ponovno dvignili. Vsi poskusi so bili izvedeni
pri sobni temperaturi (24°C).

Napetost na ravninskem lipidnem dvosloju smo vzpo-
stavili z napetostno krmiljenim merilnim sistemom [17].
Sistem je sestavljen iz signalnega generatorja, dveh
elektrod Ag-AgCl (E-205, IVM, ZDA), ki ju potopimo
v elektrolit (po eno v rezervoar na vsaki strani rav-
ninskega lipidnega dvosloja), ojacevalnikov za merjenje
transmembranskega toka in transmembranske napetosti
ter osciloskop. Transmembransko napetost smo izmerili
z diferencialnim ojacevalnikom LeCroy 1822, za meritve
transmembranskega toka pa smo uporabili v laboratoriju
narejen ampermeter [18]. Oba signala smo shranili z
osciloskopom LeCroy Waverunner-2 354M in ju ana-
lizirali pozneje v programskem okolju Matlab.

2.2 Meritve

Vsakemu tvorjenemu ravninskemu lipidnemu dvo-
sloju (slika 1A) smo izmerili kapacitivnost C' z metodo
razelektritve kondenzatorja (slika 1B) in ga nato izposta-
vili linearno naraScajoci napetosti (slika 1C). Uporabili
smo 7 razli¢nih strmin linearno narascajoCe napetosti
ky: 4,8 kV/s, 5,5 kV/s, 7,8 kV/s, 11,5 16,7 kV/s, 21,6
kV/s in 48,1 kV/s [18]. V trenutku t,., tj. Cas porusSitve
ravninskega lipidnega dvosloja, ko smo zaznali nenaden
porast transmembranskega toka, smo izmerili napetost,
ki povzroéi porusitev ravninskega lipidnega dvosloja,
tj. porusitveno napetost Up, (slika 1C). Kapacitivnost
C smo normalizirali na povrsino luknjice v teflonski
foliji (A = 1,075 - 10~® m?) in izraCunali specifi¢no
kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja cprar.

2.3 Analiza eksperimentalnih podatkov

V analizo smo zajeli vsaj 18 ravninskih lipidnih
dvoslojev, ki smo jih zgradili iz izbranih lipidov. Vsem
smo izmerili specificno kapacitivnost in nato dolocili

povprecno vrednost cpr s ravninskih lipidnih dvoslojev
z enako lipidno sestavo. Za vsako lipidno sestavo in
vsak naklon nara$cajoCe napetosti k, smo naredili vsaj
tri meritve porusitvene napetosti Up,.. Povprecne Uy,
izmerjene za dano lipidno sestavo pri razli¢nih naklonih
linearno narasCajoCe napetosti, smo primerjali z eno-
smernim testom ANOVA. Za primerjavo povpre¢nih Uy,
pri enakih naklonih k,,, a razli¢nih lipidnih sestavah pa
smo uporabili t-test. Ker so bile variance povprecnih
Uy, pri naklonih linearno naras¢ajoce napetosti k, =
7,8 kV/s in k, = 11,5 kV/s statisti¢no razli¢ne, smo
za primerjavo uporabili Mann-Whitneyjev test. Privzeli
smo, da je razlika med eksperimentalnimi skupinami
statisticno znacilna pri vrednostih p<0,05.

Povpre¢nim vrednostim Up,., ki smo jih dolocili za
ravninske lipidne dvosloje dolocene lipidne sestave pri
razlicnih naklonih linearno nara$¢ajoCe napetosti, smo
prilagodili dvoparametersko funkcijo

U= \4/a+%, (1)

ki jo je predlagal Sabotin idr. [19]. Parameter /a
je asimptota funkcije in po analogiji z intenzivnostno-
casovno krivuljo za vzdrazne celice predstavlja naj-
manj$o napetost Up,min, S Katero poruSimo ravnin-
ski lipidni dvosloj doloCene lipidne sestave. Parame-
ter b pa doloca ukrivljenost funkcije. Po analogiji
z intenzivnostno-Casovno krivuljo za vzdrazne celice
smo tudi za ravninske lipidne dvosloje razli¢nih sestav
dolocili kronaksijo t. = ﬁ, Cas, v katerem dosezemo
porusitev ravninskega lipidnega dvosloja z napetostjo, ki
znasa 2 - Uprimin.-

2.4 Sprememba kapacitivnosti ravninskega lipi-
dnega dvosloja ob porusitvi

Tok i(t), ki prinasa naboj na ravninski lipidni dvosloj,
lahko zapiSemo kot

+ = @)

dt +u(t) dt -~

Ker smo med eksperimenti izpostavili ravninski lipi-
dni dvosloj linearno naras¢ajoCi napetosti z naklonom
k., enacbo 2 zapiSemo kot

dC(t)

E C Ok + kut == 3)

. ky
i(t) = %

Tok i(t) v trenutku tp, je

dC®)

a
7;(tbr) - 7tbr+c(tbr)ku+kutbr dt

R(tpr)
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tvorjenje ravninskega

lipidnega dvosloja merjenje kapacitivnosti
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Slika 1: Merilni protokol obsega tvorjenje ravninskega lipidnega dvosloja (A), merjenje
kapacitivnosti (B) in merjenje poruSitvene napetosti Uy, ravninskega lipidnega dvosloja
izpostavljenega linearno naras¢ajocem signalu (C).

Ker smo eksperimentalno izmerili ¢, in i(ty,), lahko
izraCunamo d(gigt))hbr. Privzamemo, da so spremembe
C zaradi tanjSanja ravninskega lipidnega dvosloja v ele-
ktri¢nem polju dovolj majhne, da jih lahko zanemarimo.
Zato v enacbi 4 upoStevamo, da je vrednost C(tp)
enaka vrednosti C' pred izpostavljenostjo ravninskega
lipidnega dvosloja linearno naras¢ajo¢i napetosti. R (t)
smo dolo¢ili iz eksperimentalnih podatkov na nacin, ki
sta ga podrobneje opisala Kramar in Miklav¢i¢ [20].

2.5 Povrsina ravninskega lipidnega dvosloja, ki jo
zasedajo vodne pore

Studije molekularne dinamike so pokazale, da se ob
prisotnosti dovolj velikega elektri¢nega polja v ravninski
lipidni dvosloj vrinejo vodne molekule, ki ustvarijo
nekakSen vodni most med raztopinama na obeh stra-
neh ravninskega lipidnega dvosloja. Prisotnost vodnih
molekul so poimenovali vodne pore [10], [11], [21].
Privzamemo lahko, da so tik pred trenutkom ¢, v
ravninskem lipidnem dvosloju Ze prisotne strukturne
nepravilnosti v obliki vodnih por. Zato C}, zapiSemo

kot N .
Cbr = Zcpz + chja
i=1 =1

. . A
kjer je Cpi = epco—75"

Cy = 5150% kapacitivnost j-tega podrocja urejenega
ravninskega lipidnega dvosloja. Dielektri¢na konstanta
podrocja, kjer je nastala vodna pora, €, je enaka diele-
ktri€ni konstanti vode (¢, = 80), dielektri¢na konstanta
podrodja, kjer vodnih por ni, ¢;, pa je enaka dielektricni
konstanti ravninskega lipidnega dvosloja (g; = 2). ¢g
je dielektri¢na konstanta vakuuma (go = 8,854 -10~!2
Fm~1). Debelina D lipidnega dvosloja dolocene sestave
je bila dolocena s simulacijami molekularne dinamike
ali pa povzeta iz literature (tabela 1). Ker za meSanico
POPC in 80 mol % holesterola v literaturi nismo nasli

&)

kapacitivnost i-te vodne pore in

podatka o debelini, smo zanjo privzeli vrednost 44,0 A.
Povrsina ravninskega lipidnega dvosloja A je sestavljena
iz podro&ja, ki ga zasedajo vodne pore Y ., Ay, in iz
podrocja, kjer vodnih por ni 21]11 Ay;. Zato celotno
povrsino ravninskega lipidnega dvosloja zapiSemo kot

A=A+ Y Ay 6)
i=1 j=1
Zapis 6 upostevamo v enacbi 5 in dobimo
n
Cor = D(EA+Y_ Apley =) (D)

=1

Ce upostevamo, da je kapacitivnost ravninskega li-
pidnega dvosloja C' na zaCetku poskusa, ko vodnih
por ni, C' 5;50%, lahko spremembo kapacitivnosti
ravninskega lipidnega dvosloja AC' zaradi prisotnosti
vodnih por zapiSemo kot

€0 2
Aczcbr—cz—5;/11,,(5,,—@)). (8)

Na podlagi enacbe 8 lahko ocenimo delez povrSine
ravninskega lipidnega dvosloja, ki ga zasedajo vodne
pore (3", Api/A). Spremembo kapacitivnosti ravnin-
skega lipidnega dvosloja AC smo izraCunali iz eks-

perimentalnih podatkov na podlagi enacb 1 in 4 kot
to- d(fﬁ(j))

|tbr'

3 REZULTATI

3.1 Eksperimentalni rezultati

Za vse ravninske lipidne dvosloje smo dolocili spe-
cifi¢no kapacitivnost cpy . Povprecne vrednosti cpras
za posamezno lipidno sestavo in S$tevilo meritev smo
podali v tabeli 1. Izmerili smo tudi poruSitveno napetost



RAVNINSKI LIPIDNI DVOSLOJI POD HABILITACIJISKO NAPETOSTJO 113

Up, in Cas porusitve za vse lipidne sestave in strmine
linearno naras¢ajoce napetosti (slika 2).

B POPC
2 POPC + 50 mol% Holesterol
POPC + 80 mol% Holesterol
181 POPC + 10 mol% C,,E,
% Aeropyrum pernix K1

U (V)

0.4

02

0 0z 04 06 08 1 12

tr (9) x10*
Slika 2: Porusitvene napetosti razli¢nih sestav ravninskih li-
pidnih dvoslojev, izmerjenih z linearno naras¢ajo¢im napeto-
stnim signalom. Sive Crte predstavljajo naklone (k) linearno
narasCajoCih napetosti. Barvne krivulje predstavljajo dvopa-
rametersko krivuljo (1), ki je napeta na izmerjene vrednosti
porusitvenih napetosti Uy, in Zivljenskih ¢asov ¢, ravninskih
lipidnih dvoslojev iz POPC, meSanice POPC in 50 mol %
holesterola, mesanice POPC in 80 mol % holesterola, meSanice
POPC in 10 mol % surfaktanta Ci2Eg ter lipidov arhej
Aeropyrum pernix KI.

3.2 Velikost vodnih por in njihova povrsina v rav-
ninskem lipidnem dvosloju

Za vseh pet lipidnih sestav smo izracunali spremembo
kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja v ¢asovni
enoti pri t;,-. Rezultati so predstavljeni na sliki 3. Spre-
membe kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja so
eksponentno odvisne od Uy,

dcC
IH(E) =m - Uy +n. )

Evans s sodelavci je opazil podobno odvisnost ob
porusitvi ravninskih lipidnih dvoslojev s hitrim spremi-
njanjem mehani¢ne napetosti [22] in predstavil model,
ki parameter m povezuje s polmerom por r, v skladu z
enacbo

7TT'2

kT’
kjer je kp Boltzmannova konstanta in 7" absolutna
temperatura. Relacijo smo uporabili za oceno polmera
por v trenutku porusitve pri sobni temperaturi (7' = 298
K) po izpostavitvi ravninskih lipidnih dvoslojev linearno
narascajoci napetosti, so bili 0,101 nm, 0,084 nm, 0,085
nm, 0,092 nm, 0,073 nm za ravninske lipidne dvosloje,
sestavljene iz POPC, POPC + 50 mol % holesterola,
POPC + 80 mol % holesterola, POPC in C;3Eg in
lipidov arhej Aeropyrum pernix KI. Parameter exp(n)

m =

(10)

lahko obravnavamo kot hitrost spremembe kapacitivnosti
ali hitrost tvorbe vodnih por [22]. Vrednost parametra
exp(n) znasa 9,1 - 1079 Ffs, 2,5 - 10710 Ffs, 44 -
10719 F/s, 5,7 - 10~° F/s in 7,5 - 102 F/s za ravninske
lipidne dvosloje, sestavljene iz POPC, POPC + 50 mol
% holesterola, POPC + 80 mol % holesterola, POPC in
Ci2Es in lipidov arhej Aeropyrum pernix KI.

B POPC
POPC + 50 mol% Holesterol
POPC + 80 mol% Holesterol

POPC +10 mol% C,Eg

%*  Aeropyrum pernix K1

1051

1 1.2 14 1.6 1.8
U (V)

Slika 3: Sprememba kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvo-
sloja v Casovni enoti pri tp, v odvisnosti od porusitvene
napetosti Up,. Naklon m linearne zveze med ln(%) in Uy,
je povezan z radijem por, ki nastanejo v ravninskem lipidnem

dvosloju. Podrobnosti so zapisane v besedilu.

Na sliki 4 je prikazan deleZ povrSine vodnih por v rav-
ninskem lipidnem dvosloju v odvisnosti od poruSitvene
napetosti Up,-, ki smo ga dolocili po enacbi 8. Najvecji
delez povrsine, zaseden z vodnimi porami, je bil dosezen
pri ravninskih lipidnih dvoslojih, sestavljen zgolj iz lipi-
dnih molekul POPC in ravninskih lipidnih dvoslojev, pri
katerih smo lipidnim molekulam POPC dodali surfaktant
C12E8.

B POPC

18r ] POPC + 50 mol% Holesterol
POPC + 80 mol% Holesterol
16k POPC +10 mol% C,E,
¥ Aeropyrum pernix K1
1.4}
1.2}
=1 [
<|=os ;
06 I~ %
0.4 =
02 L * *
o r * *
*
0 L L L L L :
0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
U (V)

Slika 4: DeleZ povrSine vodnih por v ravninskem lipidnem
dvosloju v odvisnosti od porusitvene napetosti Up,..
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Tabela 1: Specificna kapacitivnost cpra, izmerjena na ravninskih lipidnih dvoslojih izbrane sestave z metodo razelektritve;

ocenjeni polmeri por r v trenutku poruSitve in izraCunana hitrost spremembe kapacitivnosti oziroma hitrost nastajanja vodnih

por exp(n) [22]; debelina (D) ravninskega lipidnega dvosloja izbrane sestave in povrSina, ki jo v ravninskem lipidnem dvosloju

zajema ena lipidna molekula (A,,). Podatka D in A,, smo dolo¢ili s simulacijami molekularne dinamike ali pa povzeli iz

literature.

CBLM r exp(n) D A,
lipidna molekula / meSanica (uF/em?) (nm)  nF/s A) (A%)
POPC 0.51+0.17 (48) 0.101  9.10 | 37.5 23 60.440.7 (23]
POPC + 50 mol % holesterol | 0.55+0.16 (40) 0.084 025 | 44.024  40.7+0.4[2]
POPC + 80 mol % holesterol | 0.524+0.12 (25) 0.085  0.44 N/A* N/A*
POPC + 10 mol % C12Eg 021+0.02 (37) 0.092 572 | 34831  60.7+0.73)
Aeropyrum pernix K1 0.16+0.06 (18) 0.073  7.49 | 42.5[261  83.440.4120]

* Podatek ni znan.

4 DISKUSIJA

V $tudiji smo analizirali rezultate dobljene v predho-
dnih Studijah, v katerih smo ravninske lipidne dvosloje
petih razlicnih sestav izpostavili linearno naras¢ajocim
napetostnim signalom s sedmimi razlicnimi nakloni.
Pri vsakem naklonu linearne naras¢ajoCe napetosti smo
izmerili napetost Uy, pri kateri se ravninski lipidni
dvosloj porusi, in ¢as porusitve t;,. Na podlagi meritev
smo dolocili spremembo kapacitivnosti ob porusitvi in
deleZ povrsine ravninskega lipidnega dvosloja, ki ga ob
porusSitvi zasedajo vodne pore.

PoruSitvena napetost Uy, je odvisna od sestave rav-
ninskega lipidnega dvosloja 2. Med izbranimi lipidnimi
sestavami smo pri vseh naklonih linearno naras¢ajoce
napetosti najmanjSe Uy, izmerili pri ravninskih lipidnih
dvoslojih, ki so bili sestavljeni iz lipidnih molekul
POPC. Dodatek surfaktanta Ci5Eg (10 mol %) Uy, ni
znatno spremenil (slika 2). Statisticno znacilno visje Uy,
smo pri vseh naklonih linearno naraScajoCe napetosti
izmerili pri ravninskih lipidnih dvoslojih, zgrajenih iz
lipidov arhej Aeropyrum pernix KI; Se vi§je porusitvene
napetosti pa smo izmerili pri ravninskih lipidnih dvo-
slojih, ki so jih sestavljale meSanice lipida POPC in
holesterola.

Meritve Uy, z razlicnimi nakloni napetostnega signala
(slika 2) so pokazale tudi, da je Uy, odvisna od hitrosti
naras¢anja napetosti na ravninskem lipidnem dvosloju.
Vecdji je naklon linearno naras€ajocega signala, ve¢jo na-
petost na ravninskem lipidnem dvosloju potrebujemo za
njegovo porusitev. Rezultatom (Zy,., Uy,-) za vse razli€ne
lipidne sestave smo prilagodili krivuljo, ki jo je predlagal
Sabotin idr. [19]. Ravninski lipidni dvosloj so avtorji
obravnavali kot tanek visko-elasticen film z nihajo¢ima
povrSinama in model uporabili za napovedovanje t.i.
kritine napetosti in kriticnega Casa, v katerem se rav-
ninski lipidni dvosloj porusi ob izpostavitvi enosmerni
elektri¢ni napetosti.

Ze pred desetletji so spreminjanje kapacitivnosti rav-
ninskega lipidnega dvosloja pred poruSitvijo teoreti¢no

povezovali s hitrostjo nastajanja vodnih por [12], [10],
[14]. Eksperimentalno pa je na ravninskem lipidnem
dvosloju tako majhne spremembe kapacitivnosti tezko
meriti [14]. V Studiji smo spremembo kapacitivnosti
ocenili iz meritev napetosti in toka ob porusitvi ravnin-
skega lipidnega dvosloja z linearno naraS¢ajoCimi na-
petostmi razli¢nih naklonov. Spremembe kapacitivnosti
v Casovni enoti so eksponentno odvisne od Uy,.. Evans
s sodelavci je opazoval pogostost nastajanja strukturnih
nepravilnosti v membrani lipidnih veziklov, ki so bili
na izbranem mestu izpostavljeni linearno naras¢ajo¢emu
raztezanju med sesanjem v mikropipeto [22]. Opazili so
podobno odvisnost med pogostostjo nastajanja struktur-
nih nepravilnosti oziroma por in velikostjo mehani¢ne
obremenitve ter predstavili model, ki omogoca oceno
polmera nastalih por (10). Z omenjenim modelom smo
izraCunali polmere vodnih por, ki v ravninskih lipidnih
dvoslojih razli¢nih sestav nastanejo v trenutku porusitve.
Ocenili smo, da v ravninskem lipidnem dvosloju, ki je
zgrajen iz lipida POPC, nastanejo vodne pore s polme-
rom 0,101 nm. Nekoliko manjsi je polmer vodnih por
v ravninskih lipidnih dvoslojih, kjer smo lipidu POPC
dodali C;5Eg, 0,092 nm. Se nekoliko manjgi je polmer
vodnih por, ki nastanejo v meSanicah lipida POPC in
holesterola, 0,085 nm v primeru POPC + 80 mol %
holesterola ter 0,084 v primeru POPC + 80 mol %
holesterola. Ocenili smo, da najmanjSe pore nastanejo v
ravninskih lipidnih dvoslojih, zgrajenih iz lipidov arhej
Aeropyrum pernix K1, tj. z radijem 0,073 nm. IzraCunane
vrednosti velikosti vodnih por se dobro skladajo z ve-
likostmi vodnih por, ki so jih s teoreticnim modelom
dolocili Akimov idr. [11]. Ravninski lipidni dvosloji
sestavljeni iz lipidnih molekul, ki smo jih uporabili v
eksperimentih, so bili izpostavljeni elektricnemu polju
tudi v simulacijah molekularne dinamike. Simulacije so
pokazale, da so v ravninskih lipidnih dvoslojih, zgraje-
nih iz lipidov arhej Aeropyrum pernix KI, pore zgolj
hidrofobne; pore se namre¢ ne stabilizirajo z upogibom
lipidnih molekul v notranjost lipidnega dvosloja [26].
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Hidrofobne pore so znatno manjSe od hidrofilnih, ki so
bile v simulacijah molekularne dinamike opaZene, kadar
je bil elektriécnemu polju izpostavljen iz molekul POPC
sestavljen ravninski lipidni dvosloj [23]. Ce v simula-
cijah molekularne dinamike molekulam POPC dodamo
surfaktant C15Eg se molekule C15Eg zdruZijo v skupek s
svojimi hidrofilnimi deli v hidrofobnem delu lipidnega
dvosloja. Vodne molekule nato v obliki vodnih prstov
prodrejo v hidrofilni del skupka molekul Ci2Eg in z
zdruzitvijo dveh vodnih prstov z obeh strani ravninskega
lipidnega dvosloja nastane vodna pora, ki je Ze stabilizi-
rana s hidrofilnimi glavami molekul C;5Eg. Torej so pore
v ravninskem lipidnem dvosloju, zgrajenem iz molekul
POPC in z dodatkom molekul Ci5Eg, Ze od zacetka
nastanka hidrofilne, zato so podobne velikosti kot pore
v ravninskih lipidnih dvoslojih, ki so zgrajeni zgolj
iz molekul POPC. Kot rezultat Stevilnih Studij lahko
zasledimo, da molekule holesterola poveZejo preostale
lipidne molekule med seboj ter ucvrstijo in stabilizirajo
lipidni dvosloj [20]. Simulacije molekularne dinamike
pa so pokazale, da so pore v lipidnih dvoslojih, ki
vsebujejo holesterol, obloZene s Stevilnimi molekulami
holesterola, ki povecajo togost roba por [28]. Tako ne
preseneca, da so pore v ravninskih lipidnih dvoslojih, ki
vsebujejo holesterol, nekoliko manjse kot v ravninskem
lipidnem dvosloju enake sestave, a brez holesterola.

Na podlagi eksperimentalnih rezultatov smo oce-
nili tudi deleZz povrSine, ki ga zajemajo vodne pore
ob porusitvi ravninskega lipidnega dvosloja. Delez
povrsSine, ki ga zajemajo vodne pore v ravninskem
lipidnem dvosloju zaradi izpostavljenosti eksponentno
padajoemu napetostnemu impulzu ter monopolarnemu
in bipolarnemu pravokotnemu napetostnemu impulzu,
so teoreticno ovrednotili Freeman idr. [10]. Po njihovih
izraCunih je le 0,1 % povrSine ravninskega lipidnega
dvosloja zasedene z vodnimi porami. Nedavno je Ano-
sov (idr. [14]) predstavil teoreti¢ni model, ki napove
Stevilo vodnih por v ravninskem lipidnem dvosloju na
podlagi meritev spreminjanja toka ob konstantni nape-
tosti na ravninskem lipidnem dvosloju. Njihovi izracuni
so pokazali, da povrSina vodnih por ob faznem prehodu
lipidnih molekul (odsotnost drazljaja) ne presega 4,5 %
povrsine ravninskega lipidnega dvosloja. Nasi rezulati
so v podro¢ju med 0,26 % in 1,78 %. Najvecji delez
povrsine ravninskega lipidnega dvosloja zasedajo vodne
pore v ravninskih lipidnih dvoslojih iz molekul POPC
in molekul POPC z dodatkom surfaktanta C;5Eg (1,78
%). V primeru ravninskih lipidnih dvoslojev, ki jih
sestavljajo manj gibljive in med seboj bolj povezane
lipidne molekule, pa deleZ povrSine, zapolnjen z vodnimi
porami, pade na polovico (0,80 % za meSanico POPC
in 80 mol % holesterola) ali ve¢ (Aeropyrum pernix KI
0,54 % in mesSanice POPC in holesterola 50 mol % 0,44
%).

Nasa ocena polmera vodnih por, ki nastanejo ob
porusitvi ravninskega lipidnega dvosloja, in deleza

povrsine ravninskega lipidnega dvosloja, ki ga zasedajo
vodne pore v trenutku porusitve, temelji na preprosti
predpostavki, da so majhne vodne pore prisotne v rav-
ninskem lipidnem dvosloju Ze pred porusSitvijo; znatna
razlika v dielektri¢nosti ravninskega lipidnega dvosloja
(¢ =2) in vode (e = 80) pa je edini razlog za spremembo
kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja. Ta pred-
postavka je precejSnja poenostavitev vseh pojavov, ki
so vkljuCeni v nastanek in obstoj vodnih por. Blizu
naelektrene povrsine, kot je ravninski lipidni dvosloj v
elektricnem polju, se namreC preurejajo in orientirajo
tako ioni kot vodne molekule [29], [30], [31], kar lahko
povzroci spremebe dielektri¢nosti. Za zanesljivejSe re-
zultate bi bilo tako treba upoStevati vsaj orientacijo
vodnih molekul v porah in blizu ravninskega lipidnega
dvosloja. Vseeno pa lahko trdimo, da je mogoce na
podlagi opisanih meritev sklepati, kako velike, kak$ne
in kako Stevilne vodne pore nastajajo v ravninskem lipi-
dnem dvosloju, kar znatno razsiri uporabnost tovrstnih
meritev.
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