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Povzetek

Lipidne molekule so v naravi poglaviten del celicne membrane tako rastlinskih kot zivalskih
celic. Sestavljene so iz polarne hidrofilne glave in nepolarnega hidrofobnega repa. Zaradi
njihovih fizikalnih lastnosti in enostavnosti lahko tvorijo Siroko paleto struktur: enoslojev,
dvoslojev, vecslojev, veziklov in micel. V tako Sirokem spektru lipidnih struktur smo se
omejili na opazovanje ravninskih lipidnih dvoslojev, ki jih z obeh strani obdaja vodna
raztopina.

Lastnosti, ki jih opazujemo na ravninskem lipidnem dvosloju, so: kapacitivnost, debe-
lina, upornost oziroma prevodnost, pretok snovi in porusitvena napetost. Vsaka lastnost
zahteva svoj princip merjenja. Signale, s katerimi ravninski lipidni dvosloj vzbujamo,
delimo na napetostne in tokovne.

Kadar raziskujemo pojav elektroporacije v biomedicini in biotehnologiji, je porusitvena
napetost ena izmed pomembnejsih lastnosti ravninskega lipidnega dvosloja. Znano je, da
je porusitvena napetost odvisna od sestave ravninskega lipidnega dvosloja in koncentracije
okoliskega elektrolita ter od trajanja izpostavitve elektricnemu polju.

Najpogosteje uporabljen protokol za merjenje porusitvene napetosti je vzbujanje rav-
ninskega lipidnega dvosloja s pravokotnimi napetostnimi signali. Napetost prvega pulza
je nizka, tako da Se ne porusi ravninskega lipidnega dvosloja. Vsak naslednji pulz, ko
ravninski lipidni dvosloj Se ni porusen, povecamo za izbran napetostni korak. Ampli-
tudi pulza, pri katerem se ravninski lipidni dvosloj porusi, pravimo porusitvena napetost
ravninskega lipidnega dvosloja. Pri uporabi takSnega protokola sStevilo pulzov, ki jih do-
vedemo na ravninski lipidni dvosloj, ni vnaprej znano. Ravno tako ni znano, koliksen bo
vpliv sestevka vseh signalov, ki ga definiramo kot pred-izpostavitev ravninskega lipidnega
dvosloja.

V svojem magistrskem delu sem zelel poiskati metodo, s katero bi omejil vlogo pred-
izpostavitve ter nakljuc¢nosti zivljenjskega casa ravninskega lipidnega dvosloja in mu do-
lociti ,,pravo” porusitveno napetost.

Predlagal sem merilni protokol, ki je sestavljen iz dveh korakov. V prvem koraku
izmerimo kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja s pravokotnim pulzom nizke na-

petosti. Le-ta mora biti dovolj nizka, da ravninskega lipidnega dvosloja ne porusimo. V
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2 Povzetek

drugem koraku izmerimo porusitveno napetost ravninskega lipidnega dvosloja z linearno
narascajoc¢im signalom.

Rezultati kazejo, da sta porusitvena napetost in zivljenjska doba ravninskega lipidnega
dvosloja odvisni od naklona linearno narasc¢ajocega napetostnega signala. Pri manjSem
naklonu signala je ravninski lipidni dvosloj dalj ¢asa pred-izpostavljen elektricnemu polju
in ima nizjo porusitveno napetost. Ob vec¢jem naklonu je ravninski lipidni dvosloj izposta-
vljen elektricnemu polju krajsi cas, izmerjena porusitvena napetost pa je visja. Linearno
narasc¢ajo¢ napetostni signal povzroci, da se deformacije, ki nastanejo na membrani za-
radi elektricnega polja, ne povrnejo v prvotno stanje, temvec se proces konca z porusitvijo
ravninskega lipidnega dvosloja.

Nasi rezultati se skladajo z ugotovitvami, ki so jih dobili z molekularno dinamic¢nimi
modeli ravninskih lipidnih dvoslojev. Prav tako so primerljivi s poizkusi na veziklih,
kjer so namesto porusitvene napetosti opazovali mehansko trdnost lipidnega dvosloja ob

linearnem narascanju tlaka.

Peter Kramar
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Abstract

Lipid molecules are an important part of the cell membrane. They are composed of
polar hydrophobic heads and nonpolar hydrophilic tails. Due to physical properties and
simplicity they can build a wide spread of self assembly systems such as: monolayer,
bilayer, vesicles and micelles. We studied planar lipid bilayer surrounded by water solution
from both sides.

The properties studied on planar lipid bilayer were: capacity, thickness, conductivity,
resistivity, fluctuations and voltage breakdown. Each property demands its own measu-
rement principal. The signal used, are voltage clamp or current clamp.

Voltage breakdown is one of the most important properties when studying the pheno-
mena of electroporation in biomedicine and biotechnology.

The most common protocol for measuring voltage breakdown is using square shaped
signals. The first pulse is low, so that the planar lipid bilayer does not break down. Every
subsequent pulse amplitude is higher for the selected voltage step until the planar lipid
bilayer is broken down. We define the amplitude, at which the planar lipid bilayer layer
is broken down as the voltage breakdown of planar lipid bilayer. Using this particular
protocol, the number of pulses is not known in advance. The summation of all the applied
pulses before the voltage breakdown, the so called pretreatment is thus not known.

With my research, I wanted to find the method that would allow me to restrict the role
of pretreatment and the coincidence of the planar lipid bilayer’s lifetime, thus establishing
its "true” voltage breakdown.

We suggested a new measurement protocol for determinate planar lipid bilayer voltage
breakdown. According to our measuring protocol each planar lipid bilayer is exposed to
a voltage signal only twice. In the first step bilayer capacitance is determined by a
rectangular low voltage signal. The capacitance measurement reveals an intact planar
lipid bilayer before inducing its breakdown. In the next step, the planar lipid bilayer
breakdown is induced by the linearly rising voltage signal.

Our results show that the planar lipid bilayer lifetime depends on the slope of the
linearly rising voltage signal and the voltage breakdown is function of the linearly rising

voltage signal slope. Gently sloping voltage signal pre-treats the lipid bilayer at a relatively
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4 Abstract

lower voltages then steep voltage signal, before lipid bilayer breakdown occurs. By the
linearly rising signal the deformation of the planar lipid bilayer does not reseal to its initial
state, but concludes with the planar lipid bilayer breakdown.

Our results are consistent with other experiments treated in various articles. They
correspond to planar lipid bilayer molecular models on and to experiments on vesicles,

where linearly rising pressure was used to observe the mechanical stress on the membrane.

Peter Kramar



1 Uvod

Lipidi so v naravi poglaviten del celicne membrane tako rastlinskih kot zivalskih celic.
Lipidne molekule so sestavljene iz polarne hidrofilne glave in nepolarnega hidrofobnega
repa (slika 1A-C). Zato skupek molekul v vodi tvori energijsko ugodno strukturo tako, da
repi nikoli niso izpostavljeni vodnim molekulam. Prav ta lastnost in njihova preprostost
jim omogoca uporabnost na razlicnih podrocjih kot so biologija, kemija, fizika in medicina.
Obstaja siroka paleta lipidnih struktur: enoslojev (slika 1D E), dvoslojev (slika 1F-H),
vecslojev, zaprtih dvoslojev oziroma veziklov (slika 1G) in zaprtih enoslojev oziroma micel
(slika 1D,E) ter veliko razliénih sistemov za tvorjenje teh struktur, saj jih lahko tvorimo v
razlicnih okoljih (tabela 1). Nekaj v eksperimentalnih studijah najpogosteje uporabljenih
lipidnih molekul smo zbrali v dodatku B.

Tabela 1. Lipidne strukture in okolja v katerij jih tvorimo [1].

ime lipidne strukture vmesniki

1. milni filmi zrak | milnica | zrak

2. lipidni enosloji zrak | plast lipidov | voda

3. miceli (voda v olju) voda | plast lipidov | olje
miceli (olje v vodi) olje | plast lipidov | voda

4. vecsloji zrak | plasti molekul | voda

5. ravninski lipidni dvosloj voda | lipidni dvosloj | voda

6. liposomi, vezikli voda | lipidni dvosloj | voda

7. lipidni enosloj na zlatu zrak | plast lipidov | zlato

8. lipidni dvosloj na kovini voda | lipidni dvosloj | kovina

9. lipidni dvosloj na gelu voda | lipidni dvosloj | vodni gel

10. vezani lipidni dvosloj | zlato | vezne molekule | lipidni dvosloj

Leta 2001 je bila 40. obletnica prve uspesne postavitve ravninskega lipidnega dvosloja
kot modela celicne membrane [2]. Vendar se je zgodovina lipidnih dvoslojev zacela ze
mnogo pred tem. Eden prvih mejnikov v zgodovini je bilo leto 1672, ko je Robert Hooke,
fizik, ki je dal ime ,celici” in je znan predvsem po preucevanju elasti¢nih lastnosti snovi,
opazoval ¢rne lise na milnih mehurckih in filmih. Raziskovanje umetnih membran je pote-
kalo vzporedno z odkrivanjem lastnosti bioloskih celic, odkritjem osmoze in preucevanju
gibanja snovi skozi membrano. Odkrili so tudi, da ima membrana rdecih krvnih telesc

izredno visoko elektricno upornost. Leta 1925 je bila prvi¢ izmerjena kapacitivnost mem-
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6 1. Uvod

brane rdecih krvnih telesc. Kopica zanimivih lastnosti, ki jih ima bioloska membrana, je
botrovala nastanku razlicnih merilnih sistemov, namenjenih dolo¢anju teh lastnosti. V
devetdesetih letih so veliko casa posvetili kemicni strukturi umetnih membran. Preucevali
so vplive razlicnih koncentracij lipidnih molekul na kapacitivnost lipidnih dvoslojev, nji-
hovo prevodnost ter stabilnost. Poleg tega so preucevali vplive razlicnih koncentracij soli v
okoliski vodni raztopini na stabilnost lipidnega dvosloja ter obnasanje lipidnega dvosloja
pri razlicnih temperaturah. V kasnejsih raziskavah so dodajali ravninskemu lipidnemu

dvosloju razlicne molekule, ki so njegove lastnosti spremenile.

00C

H

Slika 1. A) Kemicna struktura lipidne molekule POPC. B) Shema lipidne molekule.
C) Model lipidne molekule POPC. D) Micela (voda v olju). E) Micela (olje v vodi).

F) Ravninski lipidni dvosloj tvorjen v komori. G) Liposom. H) Lipidni dvosloj
1, 3-5].

Celicna membrana in membrane celicnih organelov so v vecini sestavljene iz lipidnih

Peter Kramar



dvoslojev, v katerem so tudi proteinske molekule. Zaradi oblike celice je tezko meriti
lastnosti membrane, saj bi morali posegati v notranjost celice ali celo celicne strukture.
Umeten lipidni dvosloj je sicer preprost, a velikokrat zadovoljiv model celicne membrane.
Tvorimo lahko vezikle ali liposome, katerih oblika je podobna celici, vendar je zgradba
membrane v obeh primerih zelo poenostavljena v primerjavi s pravo celi¢cno membrano
(slika 1G). Druga moznost je ravninski lipidni dvosloj, ki si ga lahko predstavljamo kot del
membrane. Poglavitna prednost ravninskega lipidnega dvosloja je, da je med merjenjem
dostopen z obeh strani.

7 sirokega nabora lipidnih struktur smo se omejili na opazovanje ravninskih lipidnih
dvoslojev. Ravninske lipidne dvosloje obicajno pripravimo v posebni komori, ki je se-
stavljena iz dveh prekatov. Prekata loc¢uje teflonska folija, v kateri je majhna luknjica
s premerom od 0,1 do 1 mm. Na rob luknjice napnemo ravninski lipidni dvosloj z eno
od naslednjih metod: metodo barvanja, metodo dvigovanja gladine ali metodo potopitve
konice [6, 7].

Metoda barvanja (ang. painted bilayer) ali Muller - Rudinova metoda se je razvila med
prvimi. Vodna raztopina soli je pripravljena v komori, s pipeto pa nanesemo (obarvamo)
lipide na teflonsko folijo, ki locuje prekata komore (slika 2A). V zacetku so lipidne molekule
zdruzene v veliko gmoto (slika 2B), s¢asoma pa se enakomerno porazdelijo po teflonski

foliji in na luknjici nastane ravninski lipidni dvosloj (slika 2C).

(\7 4 8(\788

205

N\ .

Slika 2. Metoda barvanja. A) Komora z vodo in nanos lipidov na teflonsko folijo,
ki deli prekata komore. B) Gmota nanesenih lipidov se enakomerno razporedi po
teflonski foliji, odveéni odplavajo na gladino. C) Po dolo¢enem ¢asu nastane lipidni
dvosloj.

4>
SR
A

Metoda dvigovanja gladine (ang. folded bilayer) oziroma Montal - Mullerjeva metoda
je ena od najpogostejsih metod za preucevanje lipidnih dvoslojev. Oba prekata komore

napolnimo z vodno raztopino soli pod nivojem luknjice v teflonski foliji. Na gladino obeh
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8 1. Uvod

prekatov nanesemo lipide in pocakamo, da se enakomerno porazdelijo po gladini (slika 3A).
Obe gladini nato so¢asno dvignemo tako, da je luknjica potopljena v tekocini (slika 3B).
Na luknjici v teflonski foliji tako nastane lipidni dvosloj (slika 3C). Prednost te metode
pred metodo barvanja je predvsem v tem, da lahko s spuscanjem in dviganjem gladine v

prekatih tvorimo lipidne dvosloje enega za drugim, brez daljsega ¢akanja.

Slika 3. Metoda dviganja gladine. A) Gladino vode postavimo tik pod luknjico v
teflonski foliji. Na povrsino nanesemo lipidne molekule in pocakamo, da se poraz-
delijo enakomerno po gladini. B) V obeh prekatih enakomerno dvignemo gladino
vode. C) Na luknjici teflonske folije tvorimo lipidni dvosloj.

Pri metodi potopitve konice (ang. Tip-Dip bilayer) potrebujemo kopel, v katero poto-
pimo cevko premera nekaj milimetrov. Na gladino vodne raztopine soli nanesemo lipidne
molekule, ki se porazdelijo po celotni gladini in na rob cevke (slika 4A). Ko cevko, dvi-
gnemo iz kopeli, na njej nastane lipidni enosloj, nato pocakamo nekaj ¢asa, da se molekule
lipidov na gladini ponovno razporedijo (slika 4B). Ko cevko ponovno potopimo, nastane

na njeni konici ravninski lipidni dvosloj (slika 4C).

A B

Slika 4. Metoda potopitve konice. A) V kopel potopimo ozko cevko in nanesemo
molekule lipidov. B) Cevko dvignemo, C) in jo ponovno potopimo, tako da se na
njej tvori ravninski lipidni dvosloj.

Ce zelimo uporabiti ravninski lipidni dvosloj kot model celicne membrane, se moramo
zavedati razlik med lastnostmi lipidnih dvoslojev ter lastnostmi bioloske membrane. V

tabeli 2 so zapisana obmocja vrednosti, ki smo jih za razli¢ne lastnosti bioloske membrane

Peter Kramar



in lipidnih dvoslojev zasledili v literaturi. Zanimive lastnosti tako celicne membrane kot
ravninskega lipidnega dvosloja so predvsem njegova debelina, transmembranska napetost,
elektri¢na upornost oziroma prevodnost membrane, porusitvena napetost in kapacitivnost

membrane.

Tabela 2. Primerjava lastnosti razliénih bioloskih membran ter lipidnih dvoslojev

3, 4].
lastnost bioloska lipidni
-metoda membrana | dvosloj
debelina (nm)
-elektronska mikroskopija 4-13 9-6
-odklon rendgenskega 4-85 —
valovanja
-opticne metode — 4-8
-s kapacitivnostjo (ob
predpostavki vrednosti 3-15 4-13
dielektri¢ne konstante)
transmembranska napetost (mV) 10 - 88 0 - 140
specificna upornost (Qcm?) 10> —10°> | 10° — 10°
porusitvena napetost (mV) 10° —10° | 100 - 550
specificna kapacitivnost (uF/cm?) 0,5-1,3 0,3-1,3
indeks svetlobne odbojnosti okoli 1,6 1,37 -1,66
natezna napetost (u.J/cm?) 0,3 - 30 2-60

Lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev vec¢inoma dolocamo z meritvijo toka oziroma
napetosti preko ravninskega lipidnega dvosloja ali z opti¢nim opazovanjem, kjer opazu-
jemo odklon zarka ter absorpcijo svetlobe v ravninskem lipidnem dvosloju. Obe vrsti
meritev lahko med seboj tudi kombiniramo.

Omenjeni na¢ini merjenja so osnova za opazovanje tako enostavnih ravninskih lipidnih
dvoslojev kot tudi dvoslojev, ki smo jim dodali razlicne molekule ter na ta nacin spre-
menili njihovo kapacitivnost, prevodnost ali stabilnost [8, 9]. V ravninski lipidni dvosloj
lahko vgradimo tudi proteine, ki delujejo kot senzor za opazovanje prehoda molekul skozi
membrano. Sestavo ravninskega lipidnega dvosloja lahko izberemo poljubno in jo s tem
priblizamo sestavi prave celicne membrane [1]. Na takem preprostem modelu lahko tudi
preucujemo, kako na celicno membrano vplivajo elektromagnetna valovanja [10]. Rav-

ninske lipidne dvosloje pa je mogoce uporabiti tudi kot enostaven model tankih plasti
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10 1. Uvod

[11].

V nadaljevanju se bomo osredotocili na opazovanje ravninskih lipidnih dvoslojev in
dolocanje njihovih lastnosti na podlagi meritev napetosti in toka. Ravninski lipidni dvo-
sloj namre¢ lahko predstavimo s preprostim elektricnim vezjem (slika 5). Napetostno ali
tokovno vzbujanje tega preprostega vezja je lahko osnova za izra¢un vrednosti njegovih

elementov, ki dolo¢ajo lastnosti ravninskega lipidnega dvosloja.

CBLM
Il
_+ ) +_
| |
| S

Slika 5. Nadomestno vezje ravninskega lipidnega dvosloja.

Pri pregledovanju lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev smo se osredotocili na metode
merjenja kapacitivnosti, upornosti, debeline in porusitvene napetosti. Za merjenje posa-
mezne velicine namrec¢ lahko uporabimo razli¢ne pristope, s katerimi se znanje o dolo¢enem
ravninskem lipidnem dvosloju dopolnjuje. Natancéneje smo se seznanili z napetostnim in
tokovnim vzbujanjem ravninskih lipidnih dvoslojev. Zanimalo nas je, s kaksnimi obli-
kami signalov se sre¢ujemo pri posameznem vzbujanju ter katere lastnosti lahko z njimi

opazujemo (slika 6).

Peter Kramar
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lipidni dvosloj /T EM

/ l valovanje
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Slika 6. Pregled razliénih na¢inov dolo¢anja lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev.
I predstavlja tokovno vzbujanje in U napetostno vzbujanje. Oblika signala vzbu-
janja je narisana v krozcu. S takimi vzbujanji lahko merimo veli¢ine kot so pretok
snovi (1)), porusitveno napetost (Us,), debelina (d), kapacitivnost (C) in upornost
(R). Z rdeco je obarvan signal vzbujanja ter vrsta meritev, ki jih lahko opravimo v
Laboratoriju za biokibernetiko.
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2 Merjenje lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev

Skozi zgodovino so sisteme za opazovanje lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev spremi-
njali. Izboljsevali so principe merjenja, napredovala je natan¢nost merilnih instrumentov.
Poleg merilnih instrumentov so razvijali tudi komore, v katerih so tvorili ravninske lipidne
dvosloje. Pregled sistemov sem pricel z letom 1971, deset let po prvi postavitvi ravnin-

skega lipidnega dvosloja. V tem casu je izzvenela doba pionirskih sistemov in poizkusov.

2.1 Kapacitivnost (C)

V literaturi zasledimo tri razlicne metode merjenja kapacitivnosti: merjenje ¢asovne kon-
stante razelektritve ravninskega lipidnega dvosloja, z izmeni¢no napetostjo sinusne oblike
in s kapacitivnostno ¢asovnim pretvornikom. Pri vseh treh metodah izmerjeno kapacitiv-
nost normiramo na povrsino lipidnega dvosloja. Tako dobljeno specificno kapacitivnost
namrec lahko primerjamo med razlicnimi avtorji.

Najpogosteje je kapacitivnost izmerjena na podlagi meritve ¢asovne konstante raze-
lektritve ravninskega lipidnega dvosloja [8, 9, 12-17]. Ravninskemu lipidnemu dvosloju
vsilimo napetost izbrane velikosti. Naboj, ki se pri tem nabere na lipidnem dvosloju, je
Q(t) = CU(t). ODb casu ty, ko je pulza konec, se naboj razelektri preko upora, kate-
rega upornost poznamo. Razelektritev ravninskega lipidnega dvosloja lahko opazujemo z

osciloskopom (slika 7).

£, t(s)

Slika 7. Merjenje kapacitivnosti lipidnega dvosloja z razelektritvijo.

Napetost na ravninskem lipidnem dvosloju u(t) se ob razelektritvi s ¢asom spreminja

kot:

Meritev porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja
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u(t) = Uge™~. (1)

Up je velikost vsiljene napetosti; 7 casovna konstanta, ki je odvisna od kapacitivnosti (C)

in upornosti lipidnega dvosloja ter merilnega sistema (R),

T=R-C. (2)

Ce poznamo upornost merilnega sistema in je ta mnogo manjsa od upornosti ravninskega
lipidnega dvosloja (~ 10® ), lahko kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja dolo¢imo
z meritvijo, ki je sestavljena iz dveh delov. Najprej izmerimo kapacitivnost sistema (Cl;s)
brez ravninskega lipidnega dvosloja, v drugem delu pa kapacitivnost sistema z lipidnim
dvoslojem (Cspra). Kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja Cpry je razlika obeh

izmerjenih kapacitivnosti (slika 8):

Cprm = Csis — Csprm- (3)

—— ——— — =
Csis Rnad CBLM RBLM CSBLM Rnad
% % %

B

Slika 8. Nadomestni vezji pri merjenju kapacitivnosti v dveh korakih. A) Nadome-
stno vezje sistema brez ravninskega lipidnega dvosloja. B) Nadomestno vezje sistema
in ravninskega lipidnega dvosloja. Pri obeh vezjih upornost lipidnega dvosloja lahko
zanemarimo, ker je mnogo veéja od upornosti sonde osciloskopa in upora.

Metoda je najpogostejsa zato, ker je njena izvedba preprosta; potrebujemo le napeto-

stni vir, hitro stikalo in spominski osciloskop za opazovanje.

Peter Kramar
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Kapacitivnost je mogoce meriti tudi z izmeni¢no napetostjo [18-20]. Z uporabo sinu-
snega signala amplitude 2 mV in frekvence 1 kHz se spremeni karakteristika nadomestnega
vezja ravninskega lipidnega dvosloja (slika 5). Zaradi visoke frekvence tece celoten tok
preko kondenzatorja; upornost je zanemarljiva. Usmerjena izhodna napetost se spreminja
v odvisnosti od vrednosti kapacitivnosti lipidnega dvosloja. Kapacitivnost lahko napnemo

na paraboli¢no funkcijo [18]:

Vin
4

Cprmv =a-

pri ¢emer je Vjj izhodna usmerjena napetost, a in b pa sta parametra, ki ju dolo¢imo s
predhodno meritvijo spektra znanih kapacitivnosti.

Kapacitivnost lahko merimo tudi tako, da vrednost kapacitivnosti pretvorimo v pe-
riodo [21]. S ¢asovnim vezjem enakomerno nabijemo lipidni dvosloj do neke napetostne
vrednosti, po tem ko jo dosezemo, pa ravninski lipidni dvosloj praznimo. Tak periodi-
¢en pojav nam na izhodu vezja da pravokotni signal s svojo periodo, ki je odvisna od
kapacitivnosti lipidnega dvosloja (slika 9).

+1,6 Vi

A
4 NES555 1,6V
+5V

\/

1zh0d

\/

aQ

n

\Y%

8
R + Tt .
c TMi08a |4
Coru —_— : R, 7 +15 mV
1
é; \VY4 V-5V -15mV

A B

i
ok
AN N
TN

Slika 9. A) Vezje za transformacijo kapacitivnosti v periodo. B) Potek signalov na
posamezni tocki v vezju [21].

Kondenzator Cpr)s predstavlja kapacitivnost lipidnega dvosloja. Na kondenzatorju
merimo napetost v tocki D in jo oja¢imo z operacijskim ojacevalnikom. Le-ta ima ojacanje

k doloceno z uporoma R; in Rs:

Meritev porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja
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R+ Ry

k
Ry

(5)

Izhod ojacevalnika je pripeljan v integrirano vezje NE555. V integriranem vezju imamo
dva napetostna primerjalnika, ki imata na vhodih merjeno napetost v tocki A, na drugem
vhodu pa razdeljeno napetost, ki gre preko delilnika treh uporov. Glede na nivo napetosti
se preklopi izhod na RS celici. Izhod iz celice invertiramo, rezultat pa je pravokotni
signal, kateremu zlahka izmerimo periodo. Napetost na lipidnem dvosloju lahko izrazimo

7 enacho

2 1 2.V-R
Uppyg = =V = 1
BIM =35k~ 3(Ri + Ry)’

(6)
kjer je V.=Vt = |V 7| simetri¢no napajanje vezja.

Merjenje kapacitivnosti razdelimo v dve fazi. Prva faza je polnjenje kondenzatorja,
kjer tece tok iz napajalnika preko uporov R4 in R3 v kondenzator. Tranzistor T je zaprt.
V drugi fazi se zaradi preklopa RS celice tranzistor T odpre in kondenzator se razelektri.

Tok tece preko upora R3 in tranzistorja T v negativni pol napajanja. Zaradi ohranjanja

energije velja, da je produkt napetosti in ¢asa v eni periodi enak:

T-V =Uprm (Rs+ Ra) Cprmr + Uprm RsCrm- (7)

Ce v vezju izberemo vrednost upora Rs > Ry, lahko v enachi (7) zanemarimo upornost

R,. Periodo polnenja in praznenja kondenzatorja lahko izrazimo kot:

_ 2Upm RsCrrm

T - Q

2.2 Debelina lipidnega dvosloja (d)

Debelino lipidnega dvosloja (d) dolo¢imo neposredno iz kapacitivnosti. Iz literature je
znano, da je dielektricna konstanta e lipidnih molekul enaka 2,1 [14]. Iz enacbe za ploscat

kondenzator izrazimo debelino lipidnega dvosloja

Peter Kramar
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A

’
C'BLM

(9)

d = egg

kjer je e dielektricnost ravninskega lipidnega dvosloja, ¢y dielektricna konstanta, A po-
vrsina in Cprar kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja. Ce se izmerjena debelina
razlikuje od standardnih vrednosti, je zelo verjetno, da v postopku priprave ni nastal li-
pidni dvosloj temve¢ vec slojev. Merjenje debeline je posebej pomembno, kadar tvorimo

ravninske lipidne dvosloje z metodo barvanja.

2.3 Upornost (R) oziroma prevodnost (G)

Upornost (R) oziroma prevodnost (G) lipidnih dvoslojev ponavadi dolo¢imo iz razmerja
toka in napetosti. Kadar vzbujamo lipidni dvosloj z napetostjo, lahko z opazovanjem toka
neposredno opazujemo prevodnost. Obratno je pri tokovnem vzbujanju, ko opazujemo
upornost ravninskega lipidnega dvosloja z merjenjem napetosti. Na podlagi meritev toka
in napetosti izracunamo upornost, ki je pri lipidnem dvosloju izredno velika (reda 10° Q).

Pri pregledu literature sem opazil zanimiv sistem, v katerem ravninski lipidni dvosloj
vzbujajo s sinusnim signalom amplitude od 0,1 do 1,5 V in frekvence 1 Hz. Temu signalu
je pristet Se sinusni signal amplitude 2 mV in frekvence 1 kHz [18-20]. Z 1 kHz signalom
merijo kapacitivnost, kot sem opisal v razdelku o merjenju kapacitivnosti z izmenic¢no
napetostjo. Nadomestno vezje za tak sistem vidimo na sliki 10. Za vezje lahko zapisemo

napetostni enachi za realni in imaginarni prispevek napetosti:

Vicos (¢ — 1) + Ve cos (gpiv — ) = Vs (10)

Visin (¢ — 1) = Vepusin (gpiv — ¢) - (11)

kjer je Vs napetost vzbujanja, Vppay napetost na ravninskem dvosloju, V) napetost na
uporu in kondenzatorju znane vrednosti, ¢ fazni kot med tokom in napetostjo vzbujanja,
wprym fazni kot med med tokom in napetostjo na ravninskem lipidnem dvosloju in ¢,
fazni kot med tokom in napetostjo na uporu in kondenzatorju znane vrednosti.

Iz dobljene kapacitivnosti lipidnega dvosloja in znanega toka izracunamo fazni kot

Meritev porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja
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wprym na lipidnem dvosloju z enacbo:

wCprmVerym = Isin $BLM, (12)

pri ¢emer znani tok [ izrazimo z uporom R; in kondenzatorjem Cf:

I = Vl\/(wC’l)2 + (%1)2. (13)

7 vsemi tremi enacbami lahko izracunamo Se napetost na lipidnem dvosloju Vg in

fazni kot ¢ celotnega sistema. Prevodnost na lipidnem dvosloju dobimo z enacbo:

Vv = IRprwv cos . (14)

Ta metoda merjenja nam omogoca socasno spremljanje kapacitivnosti in upornosti

skozi celoten Cas meritve, tudi med spreminjanjem lastnosti lipidnega dvosloja.

VBLM Vl
— e

Ryu(®) R,
L | L

Slika 10. Nadomestno vezje sistema ter kazal¢ni diagram [18-20].

2.4 Merjenje nastanka por in pretok snovi (V)

V literaturi zasledimo opis meritev pretoka snovi skozi sam ravninski lipidni dvosloj ali ob
vgradnji razlicnih dodatkov, kot so kalcijevi kanalcki ali drugi proteini. Tako na primer
vgradimo v lipidni dvosloj kalcijev kanal¢ek. Ravninski lipidni dvosloj vzbujamo z elek-
tricnim tokom in merimo napetost, na njem. Kadar je kalcijev kanalcek odprt napetost

na dvosloju pade; ¢e je kanalcek zaprt, pa se njena napetost na njem poveca. Na enak

Peter Kramar
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nacin lahko opazujemo, ali so v ravninskem lipidnem dvosloju nastale pore ter ocenjujemo

njihovo stevilo in velikost [12, 18, 22-29].

2.5 Porusitvena napetost ravninskega lipidnega dvosloja (Up,)

7 meritvijo porusitvene napetosti dobimo podatek o mehanski trdnosti in stabilnosti lipi-
dnega dvosloja v elektriénem polju ali ob vsiljeni transmembranski napetosti. Porusitveno
napetost obicajno merimo tako, da opazujemo tok ob napetostnih pulzih, ki jih dovedemo
na ravninski lipidni dvosloj. Velikost napetostnih pulzov povecujemo vse dotlej, ko za-
znamo povecanje elektricnega toka. Elektriéni tok je znak, da je ravninski lipidni dvosloj
podrt. Amplitudo napetostnega pulza, s katerim smo ravninski lipidni dvosloj porusili,
imenujemo porusitvena napetost [8]. Na tak nac¢in dolo¢ena porusitvena napetost je od-
visna od casa trajanja pulza ter predhodne izpostavitve ravninskega lipidnega dvosloja

elektricnemu polju [30].

2.6 Analiza merjenj lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev

Ravninskim lipidnim dvoslojem lahko dolo¢amo kapacitivnost, debelino, upornost ozi-
roma prevodnost ter porusitveno napetost. Vse lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev
merimo posredno z opazovanjem toka, napetosti ali spremembe opticnih lastnosti. Za
opazovanje lastnosti moramo ravninski lipidni dvosloj vzbujati z napetostjo ali tokom. Iz-
bira napetosti ali toka pogojuje opazovanje sprememb na ravninskem lipidnem dvosloju.
7 napetostjo ravninski lipidni dvosloj obi¢ajno hitro porusimo vendar pa z napetostnim
vzbujanjem merimo kapacitivnost. Tokovno vzbujanje ravninski lipidni dvosloj ne porusi
tako hitro zato je primeren za opazovanje dinamic¢nih sprememb na ravninskem lipidnem
dvosloju.

Najpomembnejsa lastnost, ki jo na ravninskem lipidnem dvosloju merimo je kapacitiv-
nost. V literaturi smo zasledili tri razlicne metode opazovanja kapacitivnosti. Najveckrat
uporabljena metoda je metoda razelektritve, saj je najbolj preprosta ter dovolj natanc¢na.
Dobra stran metode je tudi to, da je napetost na ravninskem lipidnem dvosloju prisotna
samo med pulzom, ki obicajno traja le od 10 do 100 us. Pri obeh drugih metodah, je

ravninski lipidni dvosloj izpostavljen izmeni¢ni napetosti celoten cas meritve, ki je obi-
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¢ajno daljsi. Prednost metode z izmeni¢no napetostjo je v tem, da lahko so¢asno merimo
upornost in kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja. Kapacitivnost je povezana s
kvaliteto ravninskega lipidnega dvosloja; primerjava vrednosti kapacitivnosti z vrednostjo
navedeno v literaturi nam pove ali imamo lipidni dvosloj ali vecsloj. Meritev kapaci-
tivnosti je obvezna pred vsakim eksperimentom, metodo pa izberemo glede na nadaljne

poizkuse in zanimanja.

Debelino ravninskega lipidnega dvosloja ponavadi izracunamo iz podatka o kapacitiv-

nosti in dielektri¢ne konstante.

Upornost oziroma prevodnost obi¢ajno prera¢unamo iz izmerjenega toka oziroma na-
petosti na ravninskem lipidnem dvosloju. Kadar dovedemo na ravninski lipidni dvosloj
napetost in opazujemo tok, se na ravninskem lipidnem dvosloju zaradi napetosti zgodijo
hitre spremembe. Tako ponavadi lahko samo opazimo le stanje, ko tok pricne tec¢i skozi
ravninski lipidni dvosloj oziroma ko se upornost ravninskega lipidnega dvosloja zmanjsa.
Natancen podatek o upornosti dobimo z metodo, pri kateri vzbujamo ravninski lipidni
dvosloj z dvema izmeni¢nima napetostima in na predpostavki elektricnega modela do-

bimo soc¢asno podatka o upornosti in kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja.

Za pretok snovi se ponavadi uporablja enak princip merjenja kot za upornost, saj
opazujemo, kolikSen tok prodira skozi ravninski lipidni dvosloj. Obic¢ajno pri opazovanju
pretoka skozi ravninski lipidni dvosloj dovedemo tok, ter opazujemo napetost, ki se na
njem postavi. Dovajanje toka nam zagotavlja vecjo verjetnost, da se ravninski lipidni
dvosloj med meritvijo ne bo porusil. Krivulja napetosti nam posredno govori o upor-
nosti ravninskega lipidnega dvosloja in je obratno sorazmerna s prevodnostjo in s tem s

pretokom snovi.

Porusitvena napetost je napetost pri kateri se ravninski lipidni dvosloj porusi zaradi
napetostnega stresa. Najpogostejsi princip dolo¢anja porusitvene napetosti je s pravoko-
tnim napetostnim signalom. Meritev za¢nemo z nizko napetostjo, ki jo v korakih povecu-
jemo do vrednosti, s katero ravninski lipidni dvosloj porusimo. Iz literature je znano, da
pred-izpostavitev ravninskega lipidnega dvosloja napetosti vpliva na njegovo porusitveno

napetost.

V svojem magistrskem delu sem zelel poiskati metodo, s katero bi omejil vlogo pred-

Peter Kramar



2.6. Analiza merjenj lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev 21

izpostavitve ter nakljuc¢nosti zivljenjskega casa ravninskega lipidnega dvosloja in mu do-

lociti ,,pravo” porusitveno napetost.
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3 Sistemi za merjenje lastnosti ravninskih lipidnih
dvoslojev

V tem poglavju sem zbral osnovne merilne principe razlicnih sistemov za merjenje lastnosti
ravninskih lipidnih dvoslojev, ki so opisani v literaturi. V splosnem velja, da je vsak novejsi
sistem vsaj deloma izpeljanka starejSega, ze obstojecega sistema. Sisteme sem poimenoval
po prvih avtorjih znanstvene publikacije. Kadar je idejno isto zasnovo sistema objavilo

ve¢ prvih avtorjev, sem tudi ime sistema sestavil.

Sisteme sem glede na vzbujanje ravninskega lipidnega dvosloja razdelil na napetostno
in tokovno. Sisteme z napetostnim vzbujanjem sem dodatno razdelil Se glede na obliko
vzbujalnega signala. Opisal sem zgradbo vsakega sistema, uporabljeno metodo merje-
nja ter navedel poizkuse, ki so jih avtorji opravili. Za lazjo primerjavo sem podatke o
sistemih zbral v tabeli, ki se nahaja v dodatku A. Tabela vsebuje ime sistema, oznako
navedene publikacije, tip vzbujalnega signala in podatke o poizkusih, ki so jih avtorji izve-
dli, kot: uporabljene lipidne molekule lipidne molekule, vodne raztopine, volumni lipida,
volumen komore, stevilo in vrsta elektrod, premer ali povrsina luknjice ter temperatura
med poizkusi. Za primerjavo izmerjenih lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev zgrajenih
iz razlicnih lipidnih molekul ali njihovih mesanic, sem sestavil tabelo v dodatku C. Tabela
vsebuje podatke o lipidnih molekulah, koncentracijah vodnih raztopin, oblikah vzbujal-
nega signala in trajanju pravokotnega signala (¢e je le-ta podan), izmerjeni porusitveni
napetosti, specifiéni kapacitivnosti normirani na povrsino, specifiécni upornosti normirani

na povrsino, debelini ravninskega lipidnega dvosloja ter oznako navedene publikacije.
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3.1 Napetostno vzbujanje
3.1.1 Pravokotna oblika signalov

Sistem Benz

Sistem je bil objavljen leta 1976 [14, 17]. To je eden najpreprostejsih sistemov za
opazovanje lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev. Sestavljen je iz generatorja enosmerne
napetosti v obmocju 10 mV do 5,4 V, stikala in baterijskega pulznega generatorja. Stikalo
je realizirano s hitrim FET tranzistorjem 2N5653. Napetostni odziv lipidnega dvosloja
so merili s spominskim osciloskopom Tektronix 7633, pasovno Sirino odziva pa so omejili
s pasovnim ojacevalnikom v pasu od 80 Hz do 40 MHz. Natanc¢ni podatki so zbrani v

dodatkih A in C.
80 Hz-40 Mhz

53

0SC
2N5653
LI L

IS

10 mV-5,4 V—7

I'l

Slika 11. Sistem Benz. Shemo sem narisal po opisu iz literature [14, 17].

V svojih zakljuckih so podali kapacitivnosti in porusitvene napetosti razlicnih ravnin-
skih lipidnih dvoslojev, kot tudi vpliv razlicnih koncentracij solne raztopine na njihovo

kapacitivnost in porusitveno napetost.

Benz-Zimmermann-Winterhalter

Sistem je bil prvi¢ opisan leta 1979 [17]. Je eden najbolj pogosto uporabljenih sistemov,
pri katerem uporabljamo napetostno vzbujanje s pravokotnimi signali. Dioda, ki je med
izhodom generatorja in elektrodo, pomaga, da se naboj na lipidnem dvosloju izprazni
samo preko osciloskopa; tako dioda sluzi kot stikalo. Sistem je izredno preprost, zato je
tudi tako Siroko uporabljen. Skozi zgodovino so se spreminjali signalni generatorji ter

osciloskopi. Sistem sem nazadnje zasledil v ¢lanku leta 2001 [24]. Natanéni podatki so
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zbrani v dodatkih A in C.

pulzr;[i
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A elektrodi B lipidni dvosloj

Slika 12. Sistem Benz-Zimmermann-Winterhalter. A) Starejsa izvedba sistema [16,
17, 26, 31]. B) Novejsi sistem [12, 13, 24].

S sistemom Benz-Zimmermann-Winterhalter so preucevali vpliv koncentracije soli v
vodni raztopini ter temperature na porusitveno napetost [17]. Opazovali so tok skozi
ravninski lipidni dvosloj in s tem ugotavljali, kako velika je koncentracija por v njem
[24, 26, 31]. Naredili so tudi model, ki predpostavlja eno poro v ravninskem lipidnem

dvosloju in glede na spremembo toka izra¢unali hitrost, s katero se pora odpira [12, 13, 16].

Sistem Abidor-Chernomordik-Chizmadzev-Pastushenko

Sistem je bil prvi¢ omenjen leta 1979 [30]. Sestavljajo ga signalni generator, komora,
ojacevalnik in spominski osciloskop. Ima dva nacina delovanja: prvi je namenjen opazo-
vanju ravninskega lipidnega dvosloja (slika 13A), drugi pa merjenju porusitvene napetosti
ravninskega lipidnega dvosloja (slika 13B). Natanéni podatki so zbrani v dodatkih A in
C.

V svojih rezultatih so avtorji podali odziv ravninskega lipidnega dvosloja na stopnicast
signal. Opazovali so pretok snovi z merjenjem majhnega toka (107! A). Opazovali so
tudi zivljenjsko dobo ravninskega lipidnega dvosloja. Ravninski lipidni dvosloj so najprej
izpostavili manjsim napetostim od 0 do 300 mV po 200 ms, za tem pa stopnici z amplitudo

500 mV. Pri slednjem so merili ¢as porusitve. Ugotovili so, da imajo ravninski lipidni
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Slika 13. Sistem Abidor-Chernomordik-Chizmadzev-Pastushenko [30]. Sistem ima
dva nacina delovanja. A) za opazovanje ravninskega lipidnega dvosloja. B) za
merjenje porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja. 1. pulzni generator,
2. operacijski tokovni ojacevalnik, 3. zapisovalnik, 4. spominski osciloskop, 5.
komora z ravninskim lipidnim dvoslojem.

dvosloji, ki so bili izpostavljeni visjim predhodnim napetostim, pri 500 mV stopnici krajso

zivljenjsko dobo.

Sistem Chanturya

Sistem je bil prvi¢ omenjen leta 1990 [32]. Sestavljen je iz signalnega generatorja,
komore z lipidnim dvoslojem, operacijskega ojacevalnika ter analogno-digitalnega pre-

tvornika, ki podatke shrani v racunalnik. Natanc¢ni podatki so zbrani v dodatkih A in

C.
RBLM

1 | H | {>—> 4 > 5 > 6
CBLM

12

Slika 14. Sistem Chanturya [32]. 1. signalni generator, 2. invertor, 3. operacijski
ojacevalnik, 4. analogno-digitalni pretvornik, 5. racunalnik, 6. tiskalnik. Rj,; in
Chr sta nadomestno vezje za ravninski lipidni dvosloj, Cc pa je kompenzacijski

kondenzator.
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V rezultatih so opisali spremembe kapacitivnosti in prevodnosti ravninskega lipidnega

dvosloja ob dodajanju toksinov ( a- in (- latrotoksin).

Sistem Sharma-Stebe-Tung
Sistem je nadgradnja Benzovega sistema in je bil prvi¢ omenjen leta 1996 [8, 9]. Stikalo
v obliki FET tranzistorja so zamenjali z dvopolozajnim analognim stikalom. Na en vhod
je bil prikljucen signalni generator, na drugega pa visokoohmski upor (1 MQ2). Sistem sta
sestavljala se komora in spominski osciloskop. Natanéni podatki so zbrani v dodatkih A
in C.
\Y
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Slika 15. Sistem Sharma-Stebe-Tung [8, 9].

S tem sistemom so avtorji preucevali so kapacitivnost in prevodnost azolecitina ter
razlike, ki se pojavijo z dodajanjem poloxaomera. Pri tem so vzbujali ravninski lipidni
dvosloj z dvema signaloma. Prvi je bil pravokotni signal velikosti 100 mV in trajanja 10
us, drugi pa ,Voltage clamp”. S prvim signalom so merili kapacitivnost ter porusitveno na-
petost. Posebnost drugega signala je, da je sestavljen iz pravokotnega signala, ki se konca
z linearno padajoc¢im signalom. 7 linearno padajoc¢im signalom opazujemo prevodnost
ravninskega lipidnega dvosloja med porusitvijo [9]. Z enakim sistemom so preucevali tudi
vpliv surfaktanta C's Fs na porusitveno napetost. Uporabljali so signale Sirin od 10 us do

10 s [8].
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Sistem Hanyu-Yamada-Matsumoto

Pri tem sistemu so ravninski lipidni dvosloj socasno vzbujali pravokotnim napetostnim
signalom amplitud od 0,1 do 1 V ter s He-Ne laserjem. Opazovali so spremembo elektricne
napetosti na ravninskem lipidnem dvosloju ob vgrajevanju peptidov. Sistem je bil sesta-
vljen iz opti¢nega ter elektricnega dela [33, 34]. Natan¢ni podatki so zbrani v dodatkih A
in C.

zrcalo

He-Ne laser {\ | |_| ! ravno
U

—I— polarizator

ozko pasovno
sito 543 nm

analizator zaslonka leca

A I RN N R [y 1
pomnoZevalka U Ll U | Ll v U +_ _EIZ':I >

leca leca  visoko pasovno  polprepustno komora z ravninskim

sito 550 nm zrcalo lipidnim dvoslojem

osebni raéunalnikl:

Slika 16. Sistem Hanyu-Yamada-Matsumoto [33, 34].

Stevnik fotonov

V rezultatih so opazovali premike fluorescentnih peptidov, ki so bili vgrajeni v ravninski

lipidni dvosloj, ter pretok snovi skozi ravninski lipidni dvosloj.

Sistem Vargas-Alorcon-Rojas
Sistem je sestavljen iz EPC-7 ojacevalnika, Besslovega pasovnega filtra ter 12-bitnih
analogno-digitalnih in digitalno-analognih pretvornikov. Shema vezja v literaturi ni bila
podana [15]. Ostali podatki so zbrani v dodatkih A in C.
Avtorji so opazovali, pod kaksnimi pogoji se v ravninski lipidni dvosloj vgradijo ami-
loidni (-peptidi. Te peptide uvrséajo med vzroke za zivéno degenerativne bolezni. Pozna-
vanje medsebojnega vpliva med peptidom in celicno membrano je pomembno predvsem

pri bolnikih z Alzheimerjevo boleznijo.
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3.1.2 Sinusna oblika signalov

Sistem Rosen-Sutton

Sistem je prvic opisan leta 1968. Ravninski lipidni dvosloj so vzbujali tako z enosmer-
nimi kot z izmenicnimi signali. Pri enosmernih signalih uporabljajo konstantno napetost
4200 mV. Izmeni¢ni signal uporabljajo amplitudo 5 mV in frekvenco 500 Hz. Natancni

podatki so zbrani v dodatkih A in C.

elektro-
r meter —|
v v
1
—
elektro- |:| napetostni
meter vir
—J |
S
mostic¢ek
signalni . fazni [ -
ge%erator | |osciloskop| | getektor | | risalnik

Slika 17. Sistem Rosen-Sutton [35].

Opazovali so spremembe kapacitivnosti zaradi indukcije enosmernega potenciala. Spre-
mljali so tudi odvisnost kapacitivnosti od koncentracije soli v vodni raztopini in prevodnost

ravninskega lipidnega dvosloja [35].

Sistem Wobschall

Sistem je bil objavljen leta 1971 [36]. Vsebuje modulacijski oscilator z obmocjem od 1
do 50 Hz ter oscilator s konstantno frekvenco 4 kHz. Vhodni signal v mosti¢ je sestavljen
iz nizko frekvencnega signala, visoko frekvencénega signala, ter referencne napetosti, ki je
pogojena z izhodno napetostjo mosticnega vezja. 7 detektorjem faze merijo kapacitivnost
ravninskega lipidnega dvosloja. Natan¢ni podatki so zbrani v dodatkih A in C.

Avtorji so merili odvisnost kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja od napetosti

Meritev porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja
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Slika 18. Sistem Wobschall [36].

ter frekvence. V komori so imeli moznost napihovati ravninski lipidni dvosloj v obliko lece,
pri cemer so opazovali spremembo kapacitivnosti od povrsine ukrivljenega ravninskega

dvosloja [36].

Sistem White-Thompson
Je eden od najstarejsih sistemov, ki so se uporabljali za merjenje lastnosti ravninskih
lipidnih dvoslojev [37]. Natanc¢ni podatki so zbrani v dodatkih A in C.
V rezultatih navajajo odvisnost kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja od na-

petosti. Merijo tudi debelino ravninskega lipidnega dvosloja.

Sistem Yamaguchi-Nakanishi
Sistem uporablja kombinacijo elektricnega in opti¢nega merjenja. Ravniniski lipidni

dvosloj vzbujajo s sinusnim signalom 7 mVgys /1 kHz. Odziv merijo z LCR metrom, ki
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podatke zapisuje v rac¢unalnik. Istocasno lahko osvetljujejo ravninski lipidni dvosloj s ha-
logensko ali ksenonsko luéjo. Svetlobni odboj spremljajo z barvno kamero [38]. Natanéni

podatki so zbrani v dodatkih A in C.
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Slika 19. Sistem Yamaguchi-Nakanishi [38].

Avtorji so opazovali absorpcijo svetlobe v ravninskem lipidnem dvosloju glede na va-
lovno dolzino. Spremljali so tudi spremembo kapacitivnosti pri osvetljevanju ravninskega

lipidnega dvosloja z razli¢cnimi valovnimi dolzinami (250-500 nm).

Sistem Gallucci-Micelli

Sistem je edinstven, ker z njim lahko socasno merimo prevodnost in kapacitivnost. Po-
datka izracunamo iz izmerjenega tok ter faznega kota med tokom in napetostjo. Vsebuje
signalni generator, ki tvori sinusni signal 1 Hz amplitude od 0,1 do 1,5 V, nanj pa pri-
Steje sinusni signal 2 mV/1 kHz. Signal so preko platinastih elektrod dovedli na ravninski
lipidni dvosloj, iz komore pa v ojacevalnik. Ojacan signal so razdeli na dva dela. V pr-
vem delu imamo dvostopenjski pasovni filter 1 kHz, ojacevalnik, ter usmernik. Meritev
visokofrekvencénega dela nam podaja kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja, kot je
bilo opisano v metodah za merjenje kapacitivnosti. Drugi del signala gre preko nizko-
pasovnega filtra, ojacevalnika in RC filtra. S tem delom izmerimo upornost ravninskega
lipidnega dvosloja, kot je opisano v metodah za merjenje upornosti in prevodnosti [18-20].

Natan¢ni podatki so zbrani v dodatkih A in C.
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Slika 20. Sistem Gallucci-Micelli [18-20].

V svojih poizkusih so izmerili kapacitivnost in prevodnost uporabljenih lipidov. Opa-

zovali so tudi spremembo prevodnosti pri nastanku por.

Sistem Maheswari-Ramachandran-Rajaji
Enosmerne elektricne karakteristike, kot sta upornost in kapacitivnost, so izmerili z
elektrometrom, izmenicne pa z digitalnim LCZ metrom. Uporabili so sinusno napetost
amplitude od 0,01 do 1,0 V, ki so jo povecevali v korakih po 10 mV. Frekvenco so spre-
minjali od 40 Hz do 200 kHz v tridesetih korakih [39]. Natanc¢ni podatki so zbrani v
dodatkih A in C.
S sistemom so merili specificno kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja. Opazo-
vali so spremembo specificne kapacitivnosti ter napetosti na membrani zaradi dodatkov

cisplatina [39].

Sistem Naumowicz-Petelska-Figaszewski
Je eden izmed novejsih sistemov, saj je bil prvic omenjen leta 2002 [40]. Merjenje
kapacitivnosti je realizirano z impedanc¢no spektroskopijo. Natancni podatki so zbrani v

dodatkih A in C.

Opisali so merjenje impedance ravninskega lipidnega dvosloja. Prikazali so spremembo
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Slika 21. Sistem Naumowicz-Petelska-Figaszewski [40]. 1. brizgalka, 2. zunanji
vijak, 3. zunanji vijak z rocajem, 4. jeklena cev, 5. tesen teflonski bat, 6. prikljucek
iz organskega stekla, 7. tokovna platinasta elektroda, 8. Ag-AgCl merilna elektroda,
ki je pritrjena na stozec brizgalke, 9. teflonsko tesnilo, 10. posoda iz organskega
stekla, 11. druga tokovna elektroda, 12. druga Ag-AgCl merilna elektroda, 13. nivo
vodne raztopine, 14. obmocje tvorbe ravninskega lipidnega dvosloja.

impedance pri razlicnih vodnih raztopinah. Kot zanimivost so grafe impedance prikazali

s polarnim diagramom.

3.2 Tokovno vzbujanje

Sistem Robello-Gliozzi
Sistem ima napetostni signalni generator. Napetost se preko upora pretvori v tok, ki
stece preko ravninskega lipidnega dvosloja. Ravninski lipidni dvosloj je vezan v nega-
tivno povratno vezavo operacijskega ojacevalnika. Izhod operacijskega ojacevalnika po-
kaze spremembo napetosti na ravninskem lipidnem dvosloju. Pri poizkusih so uporabljali
pravokotne signale, stopnice ter trapezne stopnice. Merili so tudi histerezno zanko rav-
ninskega lipidnega dvosloja z izmeni¢no trikotno napetostjo (2,5 mHz) [23, 2729, 41-43].
Natan¢ni podatki so zbrani v dodatkih A in C.
V rezultatih opisujejo meritve notranjega Suma ravninskega lipidnega dvosloja. Spre-

mljajo napetost na ravninskem lipidnem dvosloju ob elektroporaciji, pri ¢emer ravninski
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lipidni dvosloj vzbujajo s tokom.
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Slika 22. Sistem Robello-Gliozzi [23, 27-29, 41-43].

Sistem Kalinowski-Figazewski

Sistem je sestavljen iz tokovnega vira, dveh stikal, preko katerih lahko izbiramo rezim
merjenja, merilnika napetosti ter komore. V komori so 4 elektrode, 2 aktivni in 2 merilni.
Stikalo S1 uporabljajo za priklop tokovnega vira, stikalo S2 pa zato, da elektrodi CE1 in
CE2 veze v kratek stik. To povzroci, da sta napetosti v obeh prekatih enaki in se naboj na
ravninskem lipidnem dvosloju razelektri preko merilnika napetosti. V zadnjem primeru pa
so prav tako kot v sistemu Robello-Glozzi uporabili zagasto napetost za merjenje histereze
ravninskega lipidnega dvosloja [21, 22, 25, 44, 45]. Natanéni podatki so zbrani v dodatkih
Ain C.

V ¢lankih so natanc¢no opisali sistem za merjenje kapacitivnosti, vendar stevilskih
rezultatov o izmerjeni kapacitivnosti niso navedli. Opazovali so predvsem obnaSanje spre-
membe napetosti na ravninskem lipidnem dvosloju ob razli¢cnem toku. Uporabljali so sto-
pnicasto, pravokotno ter trikotno obliko signala. Ob tako izvedeni meritvi lahko ravninski
lipidni dvosloj opazujemo daljsi ¢as, saj ga ne preobremenimo z napetostjo. Spremembe

na ravninskem lipidnem dvosloju opazujemo preko spremembe napetosti.
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Slika 23. Sistem Kalinowski-Figazewski [21, 22, 25, 44, 45].

3.3 Pregled sistemov za merjenje lastnosti ravninskih lipidnih

dvoslojev

Opisani sistemi se med seboj precej razlikujejo. Vzrok za to so razlicna podroéja razisko-
vanja in razlicne lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev, ki so jih raziskovalci z opisanimi
sistemi opazovali. Za merjenje posamezne lastnosti ravninskega lipidnega dvosloja je na-
mrec ustrezen svojevrsten pristop. Kar lahko opazujemo z enim merilnim sistemom, Se ni
nujno da lahko tudi z drugim. Do nedavnega na trziscu Se ni bilo sistema za opazovanje
in delo z ravninskimi lipidni dvosloji. Leta 2005 pa se je na spletu pojavil proizvajalec, ki
ponuja merilni sistem za opazovanje ravninskih lipidnih dvoslojev [46]. Sistem je zasnovan
modularno in ga lahko sestavimo na razlicne nacine; tako lahko merimo (prakticno) vse

lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev.

V literaturi opisane sisteme v osnovi lahko razdelimo na napetostne in tokovne. Na-
petostni merilni sistemi so nepogresljivi za merjenje kapacitivnosti ravninskih lipidnih
dvoslojev. Merilni sistemi s tokovnim vzbujanjem pa omogocajo opazovanje majhnih
sprememb na ravninskem lipidnem dvosloju, ne da bi le-tega porusili. To je posebej
primerno takrat, ko zelimo opazovati majhen tok, ki je posledica vgrajenih proteinov v

ravninski lipidni dvosloj. Z napetostnim vzbujanjem bi ravnski lipidni dvosloj porusili, se
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preden bi sploh opazili majhno spremembo toka.

Zmotraj obeh skupin razdelimo sisteme Se po obliki vzbujalnih signalov. Najpogo-
stejsi med njimi je pravokotni pulz. Za merjenje kapacitivnoosti in prevodnosti hkrati se
uporablja izmenic¢ne signale.

Vse nas, ki opazujemo pojav elektroporacije na nivoju ravninskega lipidnega dvosloja,
zanima porusitvena napetost. Najpogosteje uporabljen protokol za merjenje porusitvene
napetosti je vzbujanje ravninskega lipidnega dvosloja s pravokotnim napetostnim pulzom.
Napetost prvega pulza je nizka, tako da Se ne porusi ravninskega lipidnega dvosloja. Vsak
naslednji pulz, ko ravninski lipidni dvosloj Se ni porusen, povecamo za izbran napetostni
korak. Amplitudi pulza, pri katerem se ravninski lipidni dvosloj porusi, pravimo poru-
Sitvena napetost ravninskega lipidnega dvosloja. Pri uporabi taksnega protokola stevilo
pulzov, ki jih dovedemo na ravninski lipidni dvosloj, ni vnaprej znano. Ravno tako ni
znano, koliksen bo vpliv sestevka vseh signalov, ki ga definiramo kot pred-izpostavitev
ravninskega lipidnega dvosloja.

V svojem magistrskem delu sem zelel poiskati metodo, s katero bi omejil vlogo pred-
izpostavitve ter nakljuénosti zivljenjskega casa ravninskega lipidnega dvosloja in mu do-

lociti ,,pravo” porusitveno napetost.
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4 Merjenje porusitvene napetosti ravninskega lipi-

dnega dvosloja z linearno narascajoc¢im signalom

Lipidni dvosloji so edinstvene strukture, sestavljene iz dveh plasti lipidnih molekul. Nji-
hove fizikalne lastnosti so osnova za razumevanje obnasanja celicne membrane. Pod vpli-
vom mehanskega stresa (pricvrstitev pipete) ali elektricnega polja (elektroporacija) lahko
v membrani nastanejo pore. S tvorjenjem por je omogocen pasivni transport protonov in
hidrofilnih delcev skozi ravninski lipidni dvosloj. Prav tako je tvorjenje por pomembno
pri elektrofuziji celic ter sprostitvi ucinkovin iz liposomov. Tocen mehanizem tvorjenja
por, njihova velikost, struktura in stabilnost so Se zelo slabo poznani [47]. V zadnjem casu
se v literaturi pojavljajo molekularni modeli, ki opisujejo dinami¢no nastajanje por in s
tem delno pojasnjujejo tudi mehanizme nastajanja [48, 49].

Stabilnost membrane v elektricnem polju dolo¢imo s porusitveno napetostjo. Znano
je, da je porusitvena napetost odvisna od narave membrane, sestave in koncentracije
okoliskega elektrolita ter od trajanja izpostavitve elektricnemu polju. [20]. Znano je tudi,
da je stabilnost membrane odvisna od trajanja izpostavitve elektricnemu polju [8, 30].
V teoriji elektromehanike je ravninski lipidni dvosloj predstavljen kot homogen elasticni
medij, s konéno vrednostjo proznostnega modula. Ko sila elektricne kompresije preseze
silo elasti¢nosti, se membrana porusi. Rezultate dobimo ob predpostavki, da za omejene

deformacije velja Hookov zakon [30].

V literaturi zasledimo, da so porusitveno napetost ravninskih lipidnih dvoslojev dolo-
c¢ali na razliécne nacine [8, 9, 12, 13, 23, 27, 28, 41]. V vecini primerov so za dolocitev te
porusitvene napetosti uporabili pravokotne pulze sirine 10 us [9, 12, 13, 23, 27, 28, 41]. Za-
sledimo tudi uporabo sestavljenega signala iz pravokotnega pulza ter linearno padajocega
signala, kjer je le-ta sluzila za pocasnejSe spreminjanje strukture ravninskega lipidnega
dvosloja in s tem lazje opazovanje spreminjanja njegove prevodnosti [9]. Opisan pa je
bil tudi primer dolo¢anja porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja s trikotno
obliko signala [27]. Za vzbujanje ravninskih lipidnih dvoslojev so razliéni avtorji upora-

bljali tako napetostno [8, 9, 12, 13| kot tokovno [23, 27, 28, 41] vzbujanje.

Napetostno vzbujanje ravninskih lipidnih dvoslojev se je zgodovinsko pojavilo pred
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tokovnim vzbujanjem. Predstavlja neposredno vzpostavitev elektricnega polja na ravnin-
skem lipidnem dvosloju. Uporaba napetostnega vzbujanja je najverjetneje hotela posne-
mati mirovalno napetost, ki je prisotna na membrani zivih celic. Kasneje se je uveljavila
tudi metoda s tokovnim vzbujanjem. Tokovno vzbujanje vzpostavi napetost na lipidnem
dvosloju in jo lahko kontrolira, tako da ne preseze tako hitro pragovne vrednosti, ¢esar
pri napetostnem vzbujanju ne moremo. Ko vsilimo napetost, je ravninski lipidni dvosloj

le-tej izpostavljen v hipu.

Najpogosteje uporabljen protokol za merjenje porusitvene napetosti je vzbujanje rav-
ninskega lipidnega dvosloja s pravokotnimi napetostnimi signali. Napetost prvega pulza
je nizka, tako da Se ne porusi ravninskega lipidnega dvosloja. Vsak naslednji pulz, ko
ravninski lipidni dvosloj Se ni porusen, povecamo za izbrani napetostni korak. Ampli-
tuda pulza, pri katerem se ravninski lipidni dvosloj porusi, je definirana kot porusitvena

napetost ravninskega lipidnega dvosloja [8].

Pri uporabi taksnega protokola stevilo pulzov, ki jih pritisnemo na ravninski lipidni
dvosloj, ni vnaprej znano. Ravno tako ni znano, koliko bo znasal sestevek ¢asov vseh
pritisnjenih signalov, ki ga definiramo kot pred-izpostavitev ravninskega lipidnega dvo-
sloja. Cas znotraj pulza, v katerem porusimo ravninski lipidni dvosloj, definiramo kot
zivljenjsko dobo. Abidor s sodelavci opisuje, da je zivljenjska doba ravninskega lipidnega
dvosloja znotraj pravokotnega napetostnega pulza nakljuéno porazdeljena [30]. Na vi-
Sino porusitvene napetosti vplivata pred-izpostavitev in napetostni stres, ki se pojavi ob
zacetku pulza. Daljsa pred-izpostavitev ravninskega lipidnega dvosloja napetostnemu si-
gnalu povzro¢i nizjo porusitveno napetost [30]. Prav tako se zaradi napetostnega stresa,
katerega povzrocijo zaporedne izpostavitve vecim napetostnim pulzom, ravninski lipidni
dvosloj porusi pri nizji napetosti [8]. Ce je ¢as med dvema izpostavitvama zadosti dolg,
napetostni stres na ravninskem lipidnem dvosloju izzveni in ga obravnavamo, kot da rav-
ninskega lipidnega dvosloja ne bi izpostavili elektri¢cnemu stresu, vendar pa nikoli ne vemo

koliko ¢asa je za to potrebno [50].

Leontiadou s sodelavci je s simulacijami struktur ravninskih lipidnih dvoslojev pokazal,
da je za porusitveno napetost potrebno preseci napetostni prag, ki sprozi proces porusitve

ravninskega lipinega dvosloja [48].
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V svojem magistrskem delu sem zelel poiskati metodo, s katero bi omejil vlogo pred-
izpostavitve ter nakljuénosti zivljenjskega casa ravninskega lipidnega dvosloja in mu do-

lociti ,,pravo” porusitveno napetost.

4.1 Materiali in metode
4.1.1 Sistem za elektroporacijo lipidnih dvoslojev

Sistem za elektroporacijo ravninskih lipidnih dvoslojev je sestavljen iz signalnega gene-
ratorja, teflonske komore z elektrodama, merilnikov toka in napetosti ter osciloskopa za

zajem podatkov [51]. Podatke kasneje analiziramo z osebnim racunalnikom (slika 24).
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Slika 24. Sistem za elektroporacijo ravninskih lipidnih dvoslojev. (1) Signalni gene-
rator sestavljen iz krmilnika s mikroprocesorjem MCF5024 in moduloma za tvorjenje
signalov ter frekven¢no razsiritev. (2) Teflonska komora za tvorjenje ravninskih li-
pidnih dvoslojev z dvema Ag-AgCl elektrodama. (3) Merilnik toka in napetosti. (4)
Digitalni osciloskop, kjer shranjujemo meritve za nadaljnjo obdelavo.

Signalni generator (slika 24-1) omogoca tvorjenje napetostnih signalov poljubnih oblik.
Sestavljen je iz krmilnika z mikroprocesorjem MCF5204, modula za tvorjenje signalov
ter modula za frekvenéno razsiritev. Mikroprocesorski krmilnik upravljamo z osebnim
racunalnikom preko RS-232 komunikacije. Preko te komunikacije se prenese oblika signala
ter ukazi prednastavitev izhodnega ojacanja in frekvence. Modul za tvorjenje signalov
spremeni digitalni vektorski zapis signala v analognega in ga primerno ojaci. Modul za
frekvencno razsiritev pa omogoca spreminjanje izhodne frekvence signala.

Komora (slika 24-2) je sestavljena iz dveh teflonskih delov. Teflon omogoca prepro-

sto CiScenje, saj lahko komoro, kadar je ne uporabljamo, spravimo kar v zvepleno kislino
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(HySOy4.) Med teflonska dela komore vstavimo posebno teflonsko folijo, ki ima majhno
luknjico premera 105(1+0,01) pm. V vsakem delu komore imamo vdolbino velikosti
(17,8x15,1x19,75) mm oziroma 5,3 cm®. V oba prostora sta speljana dodatna kanala
premera 0,8 mm, skozi katera vbrizgamo slano raztopino.

Merilni sistem (slika 24-3,4) je sestavljen iz merilnika toka, diferenénega merilnika na-
petosti ter osciloskopa za shranjevanje casovnih potekov obeh kolicin. Merilnik toka deluje
po principu tokovno napetostnega pretvornika. Napetost na lipidnem dvosloju merimo po
nacelu razlike potenciala med obema prekatoma komore. Za to smo uporabili diferencni
ojacevalnik LeCroy Instruments 1822. Nastavitve ojacevalnika lahko v celoti krmilimo z
osciloskopom. Njegova dodatna dobra lastnost je, da lahko razliko dveh signalov ojaci
tudi za faktor 1000. Casovne poteke toka in napetosti smo shranili z osciloskopom Le-
Croy Waverunner-2 L'T354M. Na prvem kanalu smo merili signal iz signalnega generatorja.
Drugi kanal je bil namenjen opazovanju napetosti diferencialnega ojacevalnika, s ¢etrtim
kanalom pa smo merili tok oziroma izhodno napetost tokovnega merilnika. Osciloskop
je bil nastavljen na normalno prozenje na pozitivno fronto. Nastavili smo nekaj deset
mikrosekund predprozenja. Merjene signale smo shranili v ANSI tabelo vzorénih tock

signala, ki nam je omogocila kasnejSo obdelavo signalov s programskim orodjem Matlab.

4.1.2 Priprava raztopin

Prevodno raztopino smo pripravili iz 0,1 molarne KC1 (MERCK, Nem¢ija) in 0,01 molarne
raztopine Hepes (MERCK, Nem¢ija). Zmesali smo ju v enakem razmerju in dodali nekaj
kapljic enomolarnega NaOH (MERCK, Nem¢ija), tako da smo dobili kislost raztopine pH
7,4. Na injekciji smo pritrdili prilagojeni injekcijski igli, ki smo ju prikljucili na posebni
cevki. Pred tem smo iz injekcijskih igel in cevk odstranili vse zra¢ne mehurcke. Raztopino
smo skozi kanala v komori vbrizgali v oba prekata komore.

Za pripravo lipidnega dvosloja smo uporabili POPC (1-pamitoil 2-oleoil 3-fosfatidiholin),
ki smo ga kupili v prahu (Avanti Polar-Lipids, inc., ZDA). POPC smo raztopili v mesanici
heksana (Riedel-de Haén, Neméija) in etanola (Riedel-de Haén, Neméija) v razmerju 9:1.
Mesanica heksadekana (MERCK, Nemcija) in etanola v razmerju 3:7 je sluzila za pod-

porni torus. Tega smo nanesli na teflonsko folijo na komori, da smo lazje zgradili lipidni
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dvosloj.

Teflonsko komoro smo med poizkusi hranili v Zvepleni kislini (H,SO4) (MERCK, Nem-
¢ija), ki odstrani vse ostanke lipidov v komori. Tik pred poizkusom smo vzeli oba dela
komore iz kisline in ju sprali z deionizirano vodo. Med dela komore smo polozili tanko
folijo, ki je bila pred tem spravljena v kloroformu (Riedel-de Haén, Nemcija). Pazili smo,
da je bila majhna luknjica ¢im bolj na sredini luknje v komori. Ce je bila luknjica prevec
pri robu odprtine komore, se je zaradi razlike v omocevanju folije in komore lipidni dvosloj
tezje tvoril. Komoro smo stisnili in jo privili z vijakoma. Prepricali smo se, kje je bila
luknjica, in ¢e ni bila dovolj dobro postavljena, smo postopek namescanja ponovili. Na
vsako stran folije smo dodali 1 ul raztopine lipida. Pocakali smo, da se je topilo posusilo,
nato pa smo dodali 1,5 ul heksadekana in etanola ter pocakali, da se je tudi ta meSanica
posusila. Komoro smo pritrdili na pali¢no stojalo in jo postavili pred stereolupo. Skozi
stranska kanala smo vstavili cevki s slano raztopino KCI. Na komoro smo polozili poseben
pokrovéek, na katerega so bile pritrjene elektrode iz Ag-AgCl (IVM, ZDA).

Pri postavitvi elektrod je treba paziti, da ne prekrivajo luknjice in da je ta Se vedno
vidna skozi stereolupo. Vedno moramo elektrode vstaviti v komoro, ko v njej Se nimamo
lipidov, da ne ,,zmotimo” lipidne plasti. V prekata komore vbrizgamo toliko raztopine, da
gladina seze tik pod rob luknje v komori. V vsak prekat kanemo po 2 ul lipida, raztoplje-
nega v mesanici heksana in etanola. Gladine se dotaknemo samo s kapljico, da omogo¢imo
¢im lazje raztezanje lipidne plasti po gladini raztopine KCl. Po dvajsetih minutah se li-
pidi razporedijo po gladini in imamo pripravljen sistem za postavljanje lipidnih dvoslojev.

Lipidni dvosloj postavimo z metodo dviganja gladine, ki je opisana v uvodu (slika 3).

4.1.3 Merilni protokol

Merilni protokol je sestavljen iz dveh delov: merjenja kapacitivnosti lipidnega dvosloja ter
merjenja porusitvene napetosti lipidnega dvosloja (slika 25). Kapacitivnost in porusitvena
napetost sta bili doloceni za vsak lipidni dvosloj posebe;j.

7 meritvijo kapacitivnosti preverimo, ali imamo postavljen dovolj dober ravninski li-
pidni dvosloj. Vcasih se nam lahko tvori vecsloj, ki ga prepoznamo z meritvijo kapa-

citivnosti. Izmerjeno kapacitivnost smo primerjali z vrednostmi, podanimi v literaturi
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Slika 25. Merilni protokol. A) Meritev kapacitivnosti. Kapacitivnost ravnin-
skega lipidnega dvosloja je razlika med kapacitivnostjo sistema brez ravninskega
lipidnega dvosloja (Cs;s) ter kapacitivnostjo sistema z ravninskim lipidnim dvoslo-
jem (Csprar). B) Merjenje porusitvene napetosti ravninskega lipidnega dvosloja z
linearno nara3cujo¢im signalom. Porusitvena napetost (Up.) je definirana kot na-
petost ob Gasu tp,, ko pricne teci transmembranski tok. Cas tp, je definiran kot
zivljenjska doba ravninskega lipidnega dvosloja pri izbranem naklonu (k) linearno
narascajocCega signala.

za ravninske lipidne dvosloje, sestavljene iz POPC lipidnih molekul [8]. Kapacitivnost
ravninskega lipidnega dvosloja je merjena z metodo merjenja casovne razelektritve, ki je
opisana v poglavju 2.1. Meritev vsebuje dva koraka. V prvem koraku smo izmerili kapa-
citivnost sistema brez ravninskega lipidnega dvosloja (Cy;s), v drugem pa kapacitivnost
sistema z ravninskim lipidnim dvoslojem (Cgsprar). Kapacitivnosti smo nato med seboj
odsteli, kot je to prikazano v enachi 3, in dobili pravo kapacitivnost ravninskega lipidnega
dvosloja (Cpra) (slika 8). Specificno kapacitivnost ravninskega lipidnega dvosloja ¢ smo
dolocili z normiranjem kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja Cprys na njegovo
povrsino povrsino A:
_ Cpru

c=— (15)

V nasem primeru je povrsina ravninskega lipidnega dvosloja znasala 8,66x107% m?.

Porusitveno napetost ravninskega lipidnega dvosloja (U,,.) dolo¢imo z linearno nara-
scajocim signalom. Naklon (k) ter konéno napetost linearno narascajoCega signala je
potrebno predhodno izbrati. Izbira kon¢ne napetosti mora zagotavljati, da se bo rav-
ninski lipidni dvosloj zagotovo porusil. Za doloc¢itev porusitvene napetosti ravninskega
lipidnega dvosloja smo uporabili stiri razlicne naklone. Najvisja in najnizja strmina na-

klona je omejena z locljivostjo sistema. Vse naklone linearno narascajocih signalov smo
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zeleli opraviti pri enaki locljivosti tvorjenega signala [51]. Zato smo se omejili na naklone
k med 4 in 22 V/ms. V tem obmocju smo se odlocili za $tiri razlicne naklone linearno
naraScajocega signala. PorusSitvena napetost je definirana kot napetost ob casu ., ko
pri¢ne preko ravninskega lipidnega dvosloja teci tok. Cas ty, je definiran kot zivljenjska
doba ravninskega lipidnega dvosloja pri izbranem naklonu linearno narascajocega signala
(k) (slika 25).

7 novim protokolom smo dosegli, da imamo vedno enak postopek merjenja porusitvene
napetosti, torej imamo vedno enako pred-izpostavitev ravninskega lipidnega dvosloja.
Linearno narascajoc signal nam zagotavlja, da se bo ravninski lipidni dvosloj porusil ob
enkratni izpostavitvi. Hkrati ob zacetku signala ravninski lipidni dvosloj ni izpostavljen

napetostnemu stresu.

4.1.4 Dolocitev zivljenjske dobe ravninskega lipidnega dvosloja

Ob pritisku linearno narascajoCega signala smo opazovali napetost in tok. Dokler se
ravninski lipidni dvosloj ni pricel rusiti, toka ni bilo. Ko se je pojavil, je po zacetnem pre-
hodnem pojavu sledil pritisnjeni napetosti linearno naras¢ajocega signala (slika 26). Cas
od zacetka dvigovanja vsiljenega napetostnega signala do narascanja tokovnega signala
zaradi procesa porusitve ravninskega lipidnega dvosloja imenujemo zivljenjska doba.
Meritev toka in napetosti smo shranili na trdi disk osciloskopa v formatu Matlab.
Po koncanih poizkusih smo signala obdelali tako, da smo izmerili ¢as zacetka narascanja
napetosti in toka. Napisali smo program v Matlab-u, ki je iz vektorjev izmerjenih signalov
toka in napetosti poiskal koleno, tocko, ko pri¢ne tok narascati. Algoritem je za iskanje
kolena potreboval dve tocki. Prvo tocko je postavil na zacetek vektorja, kjer je bila
vrednost vektorja 0 V. Druga tocka se je postopoma premikala po signalu. Izracun naklona
daljice med zacetno tocko ter premikajoco se tocko je podal, ali je tocka ze pri kolenu
signala. Ko je bil naklon vec¢ji od neke dolo¢ene vrednosti, ki je preprecevala definicijo
tocke zaradi Suma smo definirali koleno signala. Ker algoritem ni bil dovolj optimiziran,
smo omogocili rocno premikanje tocke po krivulji ter s tem dolo¢anje kolena signala. Za
vsak izmerjen ravninski lipidni dvosloj sta se ¢asa kolena toka in napetosti shranila v

tabelo, ki smo jo izvozili v MS Excel, datoteko pa smo uporabili pri statisticni obdelavi.
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Slika 26. Dolocitev zivljenjske dobe ter porusitvene napetosti ravninskega lipidnega
dvosloja. Rdeca krivulja predstavlja pritisnjeno napetost, zelena krivulja pa tok
skozi ravninski lipidni dvosloj. Cas med zacetkom naras¢anja pritisnjene napetosti
ter zacetkom narascanja toka definiramo kot zivljenjsko dobo ravninskega lipidnega
dvosloja t.. Ob casu ko zacne narascati tok iz napetostnega signala odé¢itamo
porusitveno napetost ravninskega lipidnega dvosloja Uy,

4.1.5 Statistika

Za primerjavo izmerjenih porusitvenih napetosti ter specificnih kapacitivnosti ravninskih
lipidnih dvoslojev, vzbujanih z linearno narasc¢ajoc¢im signalom z razlicnim naklonom, smo
uporabili neparametricen Kruskal-Wallis-ov enosmerni test. Le-ta je namenjen obdelavi
podatkov ve¢ kot treh skupin z majhnim in razlicnim Stevilom izmerjenih vzorcev. De-

skriptivna statistika je vkljucevala povprecno vrednost ter standardno deviacijo.

Povezava med vzbujanjem in ¢asom tvorjenja vzbujanja je poznana iz nevrologije
kot intenzivnostno casovna krivulja. Opisuje, da je za sprozitev akcijskega potenciala
potrebno membrano zivénega vlakna depolarizirati do pragovne vrednosti [52]. Tudi na
nivoju ravninskih lipidnih dvoslojev na podlagi simulacij vemo, da je za porusitev potrebno
preseci prag [48].

Na izmerjene rezultate o porusitveni napetosti za posamezen naklon linearno narasca-
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jocega signala smo napeli dvoparametersko krivuljo:

Uv—-—2 (16)

t
1—e
pri cemer je U enak poruSitveni napetosti Uy,, ki je bila merjena pri razlicnih naklonih; ¢
ustreza zivljenjski dobi ravninskega lipidnega dvosloja ty,; a in b pa sta prosta parametra.

Parameter a podaja asimptoto krivulje, ki ustreza minimalni porusitveni napetosti Uy, ar1n

za specificen ravninski lipidni dvosloj. Parameter b vpliva na naklon krivulje.

4.2 Rezultati

Stevilo opravljenih in veljavnih meritev je 33. Od tega smo 18 ravninskih lipidnih dvo-
slojev izpostavili naklonu 4,8 V/ms, 6 ravninskih lipidnih dvoslojev naklonu 5,5 V/ms, 4
ravninske lipidne dvosloje naklonu 7,8 V/ms ter 5 ravninskih lipidnih dvoslojev naklonu
21,6 V/ms. V tabeli 3 smo zbrali ¢, Uy, in t, za vse §tiri izbrane naklone %k linearno
naraScajocega signala. Specificna kapacitivnost ¢ ravninskega lipidnega dvosloja je bila
pri vseh eksperimentalnih skupinah enaka, tudi Kruskal-Wallis-ova analiza ni pokazala
statisticno znacilnih razlik. Povprecna vrednost specificne kapacitivnosti vseh ravninskih

lipidnih dvoslojev, ki so bili vklju¢eni v analizo, je znagala 0,5 + 0,1 uF/cm?.

Tabela 3. Povpreéne vrednosti specificne kapacitivnosti (c), porusitvene napetosti
(Upy) ter zivljenjske dobe (t3,) ravninskih lipidnih dvoslojev, ki so bili izpostavljeni
linearno naras¢ajo¢im signalom z razli¢cnimi nakloni (k). Podane so povprecne vre-
dnosti ter standardne deviacije.

k (V/ms) c (pF/cm?) Uy (V) ty (ps)

18 0,5+£01 05l +002 104+4
5,5 05+01 0484001 86+3
78 0,6 £01 0494001 61+2
21,6 04+01 059+002 27+1

Porusitvena napetost U, naras¢a z narascanjem naklona linearno narascajocega si-
gnala. Za naklon 21,6 V/ms je porusitvena napetost ravninskega lipidnega dvosloja enaka
0,59 V. Vrednost je statisticno znacilno razlicna od izmerjenih vrednosti porusitvene na-

petosti pri ostalih naklonih. Izmerjeni podatki so prikazani graficno (slika 26). Parametra
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krivulje, ki je napeta na izmerjene podatke, ustrezata vrednostima a=0,49 V in b=14,77
pus. To pomeni, da je ,prava” porusitvena napetost ravninskega lipidnega dvosloja Up.as1 v,

zgrajenega iz POPC lipidnih molekul, enaka 0,49 V.
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Slika 27. Porusitvena napetost (Up,-) v odvisnosti od zivljenjske dobe (tp,.) ravninskih
lipidnih dvoslojev. Rdece ¢rte predstavljajo razlicno izbrane naklone (k) linearno
narascajocega signala. Crna értasta krivulja predstavlja napeto krivuljo na izmerjene
podatke po enacbi (16). Parameter a oziroma asimptota enacbe (16) predstavlja
,pravo” porusitveno napetost Up,prrn -

4.3 Razprava

Kadar raziskujemo metodo elektroporacije v biomedicini in biotehnologiji, je porusitvena
napetost ena izmed pomembnejsih lastnosti ravninskega lipidnega dvosloja. Vrednost
porusitvene napetosti je odvisna od trdnosti ravninskega lipidnega dvosloja. Ravninski
lipidni dvosloj je sicer le preprost model celicne membrane, a predvidevamo, da so osnovni
principi pojava elektroporacije enaki. Cilj te raziskave je bil poiskati merilni protokol za
dolocitev porusitvene napetosti, s katerim bi se izognili veckratni izpostavitvi ravninskega
lipidnega dvosloja elektri¢nim pulzom in napetostnemu stresu, ki se pri tem ustvari. Ker je
iz literature znano, da prihaja pri izpostavitvah elektricnim pulzom do velike razprsenosti
meritev, si zelimo ve¢jo ponovljivost pri dolocanju zivljenjske dobe ravninskih lipidnih

dvoslojev.
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V svojem magistrskem delu sem zelel poiskati metodo, s katero bi omejil vlogo pred-
izpostavitve ter nakljucnosti zivljenjske dobe ravninskega lipidnega dvosloja in mu dolo¢iti

,pravo” porusitveno napetost.

7 novim merilnim protokolom je ravninski lipidni dvosloj izpostavljen elektricnemu
stresu le dvakrat. Prvic je izpostavljen elektricnemu pulzu amplitude 300 mV med mer-
jenjem kapacitivnosti. Z meritvijo kapacitivnosti najlazje kontroliramo kvaliteto ravnin-
skega lipidnega dvosloja. V naslednjem koraku uporabimo linearno narascajoc signal ter
porusimo ravninski lipidni dvosloj. Trenutek, ko za¢ne skozi ravninski lipidni dvosloj teci

tok, doloc¢a porusitveno napetost ter zivljenjsko dobo ravninskega lipidnega dvosloja.

Pri poizkusih smo uporabili stiri razlicne naklone linearno narascajocega signala. Za
izbiro razliénih naklonov smo se odlo¢ili na podlagi clankov, ki opisujejo dolocanje porusi-
tvene napetosti ravninskih lipidnih dvoslojev ter njihovo zivljenjsko dobo glede na ampli-
tudo pulza [8, 50] in vpliva pred-izpostavitve ravninskih lipidnih dvoslojev na zZivljenjsko
dobo [30]. Nasi rezultati kazejo, da sta porusitvena napetost ter zivljenjska doba rav-
ninskega lipidnega dvosloja funkciji naklona linearno narascajocega napetostnega signala.
Linearno narascajoc¢a napetost z manjSim naklonom izpostavlja ravninski lipidni dvosloj
napetosti dlje ¢asa (daljsa pred-izpostavitev), zato je porusitvena napetost nizja kot pri si-
gnalih z bolj strmim naklonom. Joshi s sodelavci je predstavil teoretiéni model, v katerem
je preuceval nastajanje pore v celicni membrani v odvisnosti od membranske napetosti
ter casa izpostavitve [53]. S simulacijami so pokazali, da visokonapetostni pulzi ne pov-
zroCijo irreverzibilne poracije na celici, ¢e so le ti dovolj kratki. V nasem primeru imamo
pri strmem naklonu linearno narasc¢ajocega signala krajSo pred-izpostavitev ravninskega
lipidnega dvosloja napetosti. Zaradi krajse pred-izpostavitve ima ravninski lipidni dvosloj
vi§jo porusitveno napetost. Asimptota dvo-parametrske krivulje (enac¢ba 16) ustreza po-
rusitveni napetosti specificnega lipidnega dvosloja, kar pomeni, da bi za ravninske lipidne

dvosloje, tvorjene iz razli¢nih lipidnih molekul, dobili razlicne porusitvene napetosti.

Evans s sodelavci je namesto ravninskega lipidnega dvosloja uporabil strukturo lipidnih
veziklov, vzbujanje z elektricnim poljem pa je zamenjal s tlakom [54]. Tlak so ustvarjali
s pipeto, ki je srkala membrano vezikla v svojo notranjost. Tlak srkanja so nadzorovali in

ga linearno povecevali. Pri pocasnem narascanju tlaka se je membrana vezikla porusila pri
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nizjem tlaku, kot ¢e so tlak povecevali hitro. Opazimo analogijo rezultatov, le vzbujanje je
v opisanem primeru ,,mehansko” v nasem pa ,elektricno”. Pri poloznem linearno narasca-
jocem signalu je porusitvena napetost nizja. Pri strmem naklonu linearno naracajocega
signala pa je porusitvena napetost visja.

Poizkuse z enakimi molekulami lipidov (POPC) najdemo se v delu Troiana s sode-
lavci [8]. Iz njihovih rezultatov je razvidno, da je ob dolgih pravokotnih pulzih (10 s)
porusitvena napetost komaj 167 mV. Vzrok tako nizki porusitveni napetosti je izposta-
vitev ravninskih lipidnih dvoslojev vec¢jemu Stevilu pulzov, ki je od ravninskega lipidnega
dvosloja do ravninskega lipidnega dvosloja razlicno in ni vnaprej znano. 7Z nasim novim
protokolom ravninski lipidni dvosloj postavimo samo enkrat. Ko je defekt prisoten, z
linearno narascajoc¢im signalom prisilimo membrano, da se podre.

Abidor s sodelavci je v svojem delu opisal veliko nakljucénost v zivljenskem ¢asu rav-
ninskega lipidnega dvosloja znotraj pulza [30]. Z novim protokolom smo omejili relativno
napako na povprecno 3,5%, kar je ponovljivo pri vseh k. To predstavlja dovolj kontrolirano
opazovanje porusitve ravninskega lipidnega dvosloja, da lahko v doloceni meri zaupamo
podatku o njegovi stabilnosti. Rezultati so v skladu z modelom Joshija s sodelavci, ki
trdijo, da se bo membrana porusila, ¢e je pri doloceni velikosti pore na membrani Se vedno
prisotna napetost [53].

Asimptota krivulje enacbe (16) nas v svoji limiti vodi proti vrednosti, ki ustreza ,,pravi”
porusitveni napetosti ravninskega lipidnega dvosloja Uy, prry. V nasem primeru, za POPC,

smo na ta nac¢in dolocili porusitveno napetost Upy.p;n=0,49 V (slika 27).
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5 Zakljucek

Ravninski lipidni dvosloj je izredno preprost model celicne membrane. Njegova prepro-
stost in dostopnost nam omogoca enostavno merjenje lastnosti ravninskih lipidnih dvo-
slojev. Ker principi elektroporacije Se niso povsem znani, je tako preprost model, kot je
ravninski lipidni dvosloj, izredno primeren za studij osnovnih principov. V zgodovini je
bilo narejenih veliko poizkusov na ravninskih lipidnih dvoslojih. Raziskovalci so sestavljali
razlicno zahtevne strukture membran, v razlicnih okoljih in razlicne sisteme za merjenje
njihovih lastnosti. Ker so posamezne raziskovalne skupine zanimale razli¢ne lastnosti, so
se tudi sistemi med seboj zelo razlikovali.

V Laboratoriju za biokibernetiko na Fakulteti za elektrotehniko Univerze v Ljubljani,
smo se glede na naso raziskovalno usmeritev odlocili spremljati elektroporacijo ravninskih
lipidnih dvoslojev. Glavna lastnost, ki jo zelelimo opazovati, je porusitvena napetost.
Kapacitivnost, ki jo prav tako merimo, potrjuje pravilno strukturo ravninskega lipidnega
dvosloja.

Predlagamo novo metodo opazovanja porusitvene napetosti, ki bi bila predvsem bolj
enostavna in ucinkovita od tistih, ki so jih uporabljali do sedaj. Pregled sistemov, po-
danih v literaturi, nam je omogocil narediti oceno, kaj je ze bilo narejenega, do kaksnih
zakljuckov so raziskovalci prisli ter kako se ujemajo z nasimi rezultati z novo metodo.

Porusitveno napetost ravninskega lipidnega dvosloja dolo¢imo z linearno narascajoc¢im
signalom. Naklon ter kon¢no napetost linearno narascajocega signala je potrebno predho-
dno izbrati. Izbira kon¢ne napetosti mora zagotavljati, da se bo ravninski lipidni dvosloj
zagotovo porusil.

Izkazalo se je, da je metoda dobra, saj lahko s pomocjo razlicnih naklonov linearno
narascajocih signalov pridemo do krivulje, katere parameter podaja prag poracije za opa-
zovni ravninski lipidni dvosloj. Porusitvena napetost ravninskih lipidnih dvoslojev, se-
stavljene iz molekul POPC, je enaka 0,49 V. Prav tako lahko zaupamo vrednostim poru-
Sitvene napetosti zato, ker je ravninski lipidni dvosloj porusen z enkratno izpostavitvijo
napetostnemu signalu. Pokazali pa smo tudi, da je meritev porusitvene napetosti in zi-
vljenske dobe znotraj enega naklona linearno narascajocega signala ponovljiva.

V prihodnosti bomo predlagano metodo preizkusili na ravninskih lipidnih dvoslojih,
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zgrajenih iz razli¢nih lipidnih molekul. Prav tako bomo lahko izmerili porusitveno nape-
tost na ravninskem lipidnem dvosloju sestavljenem iz dveh ali ve¢ razli¢nih vrst lipidnih

molekul ali mesanice lipidnih molekul ter povrsinsko aktivnih molekul.

Peter Kramar
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A Tabela pregleda sistemov za merjenje lastnosti rav-

ninskih lipidnih dvoslojev

Tabela vsebuje ime merilnega sistema z oznako navedene publikacije, tip vzbujalnega
signala, vrsto lipidne molekule, koncentracijo soli v vodni raztopini, volumen lipida glede
na vodno raztopino, volumen komore, Stevilo in vrsto elektrod, premer d ali povrsino A

luknjice ter temperaturo okolice T" med poizkusi.
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Sistem Signal Lipid Vodna Volumen | Volumen elektrode A/d T
raztopina lipida komore
Napetostno vzbujanje -> pravokotna oblika signalov
Benz [14, 17] 10 mV - 2V PC, DPhPC, 1 M KCl, 0,1 2% (w:v) 3 cm?® / 2-Ag-AgCl 2 mm? 25°C
/500 ps - 500 DOPC, POPC, M NaCl prekat
ms PE, Ox Ch
Benz - Zimmer- 10 mV - 2V Ox Ch (+ 10 mM, 100 1 pl, 5 5 ml / pre- 2-Ag-AgCl 100 - 20°C,
mann - Winter- / 500 ps - 500 DOPC ali + mM, 1 M, 2 mg/ml, kat, 15 ml 200 22°C,
halter [12, 13, 16, ms PE), azolecitin, M, 3 M KCl1 10 / prekat pm, 0,3 25°C,
17, 24, 26, 31] DPHPC, PS, mg/ml, S 3mm, | 30°C
DOPC, DOPE 40 1 mm,
pH=6,7 mg/ml 2 mm
Abidor - Cher- 100 mV / 1 Ch:lecitin  3:1, 0,1 M NaCl 40 - - - 27°C,
nomordik - Chiz- ps, 400 mV / sint. lecitin + 10 M Tris mg/cm? (62°C
madzhev - Pastu- 1ps HC1 za
shenko [30] sint.
leci-
tin)
Chanturya [32] 10 mV -1V PC:Ch 2:1 10 mM Tris, 20 9 ml - Ag-AgCl 0,6 mm -
/ 10 - 100 ps ph=7,4 mg/ml
Sharma - Stebe - 100 mV / 10 POPC, azoleci- 100 mM KCl, 10 3 ml / pre- 4-Ag-AgCl 75-100 22°C-
Tung [8, 9] ps, 510 ps: tin pH=7,4 mg/ml, kat pm, 24°C
20 105 pm
mg/ml
Hanyu - Yamada 0,1-1V TRITC DHPE - 5 mg/ml - 4-Ag-AgCl 120 pm -
- Matsumoto [33,
34]
Vargas - Alorcon - -300 mV, 300 POPE, PS 50 mM KCI1 50 1 cm? - Ag-AgCl 50 pm -
Rojas [15] mV, 30 s mg/ml /prekat
Napetostno vzbujanje -> sinusna oblika signala
Rosen - Sutton AC 5 mV/ Lecitin 1 mM, 10 - - Pt 1 mm 22°C
[35] 500 Hz, DC mM, 100
+ 200 mV mM, 1 M
KCI ali NaCl
Wobshall [36] 5-15 Ch + HDTAC 150 uM | 12 - 4 Ag-AgCl - 30°C
mVpMS / 4 HDTAC  + mg/ml
kHz + DC 40 mM KCI,
pulz 0,1 - 0,2 pH=6,7
Hz
‘White - Tompson 20 mV / 100 Lecitin 0,1 M KCI, 1 pl - - 1 mm 20°C
137 Hz pH=5,6-5,8
Yamaguchi - Na- 7mVgpMS / GMO 0,1 M KCl1 - - 2-Pt 0,7 mm 25°C
kanishi [38] 1 kHz + op-
tic
Gallucci - Micelli poljubna na- PI, Ox Ch 0,1, 0,5, 1 M 1% (w:v) 4 ml /pre- 2-Pt 1,3 mm 22-
[18-20] petost / 1 Hz KCl1 kat 2441
+2mVv /1 °c
kHz
Maheswari - Ra- 40 mVRMS PC + PE 0,01, 0,1, 5 mg/ml - 4-Ag-AgCl 120 pm -
machandran - Ra- / 40 Hz - 200 1 M NaCl,
jaji [39] kHz (30 kora- pH=6,0 in
kov) 7,0
Naumowicz 4 mV / 0,01- Lecitin:Ch 1:1 0,1 M KCI1 20 mg - 2-Ag-AgCl, 1 - -
- Petelska - 10 kHz Pt
Figaszewski [40]
Tokovno vzbujanje
Robello - Gliozzi Zaga 2,5 Lecitin:Ch 1:1, 10 mM Tri- 10 2 ml /pre- 2-Ag-AgCl 100-150 -
[23, 27-29, 41-43] 103 Hz PC:Ch 4:1, PC, sCl, pH=7,5, mg/ml kat pm,
Comeritev Ch, DPRPC,PS | 0,1 M, 1 M 160
z U (10 KC1 pm,
mVyp), 200 pm
stopnica
Kalinovski - Figa- Tok=konst.: PC:Ch, Lecitin, 0,1 M KC1 20 10 cm? 4-Ag-AgCl 1 mm 23-
zevski (21, 22, 25, 0,005, 0,2, PS, memb. c¢lo- mg/ml (0,5x80) mm 25+1
44, 45] 0,3, 2 nA; vesk. eritrocita °c
stopnica 0,2
nA / 10 s.
Pravokot. 8x
0,21nA /10 s
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B Tabela lipidnih molekul

Tabela lipidnih molekul je sestavljena iz oznake, polnega imena in strukturne formule.
Navedene so vse lipidne molekule, ki sem jih zasledil med pregledom sistemov za merjenje
lastnosti ravninskih lipidnih dvoslojev. Polno ime je zapisano v angleski nomenklaturi,

ker ga je tako lazje najti v strokovni literaturi ali na spletu.
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oznaka polno ime strukturna formula
5-SLPC 1-palmitoyol-2-stearoyl(5-DOXYL)-3- R
phosphocholine
B-X-DPPE N-((6-biotyinyl)  aminohexanoyle)-1,  2- ez
dihexadecanoyl-3-phosphoethanolamine
S
Ch holesterol ong
mj\/\/\/\F\/\/\/\/
stroto X o -
DOPC dioleoyl phosphatidylcholine T
DOPE dioleoyl phosphatidylethanolamine ST
DOPS dioleoyl phosphatidylserine T
R
DPhPC diphytanoyl phosphatidylcholine LARAA 00
DPhPS diphytanoyl phosphatidylserine #vTTL
I
Lecitin lecitin bl
Ay x
PC phosphatidylcholine "
| | T
PE phosphatidylethanolamine B
ieol
c)\/ T N
PI phosphatidylinosital Lt RS S aeed
SR R
POPC 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-phosphocholine :
POPE 1-palmitoyl-2-oleoyl-3- e
phosphatidylethanolamine
Y SO
POPS 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-phosphatidylserine B
IS
PS phosphatidylserine -
0\ \H)i//‘(LN\
TRITC N-6(6-tetramethylrhodaminethiocarbamoyl)1 A I
DHPE 2-dihexadecananoyl-3-phosphoethanolamine

triethylammonium salt
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C Pregled izmerjenih lastnosti ravninskih lipidnih dvo-

slojev

Tabela vsebuje podatke o lipidnih molekulah, koncentracij soli v vodni raztopini, ¢asu
pravokotnega pulza T, ¢e je le-ta podan, obliki vzbujalnega signala, izmerjeni porusitveni
napetost ravninskegi lipidnega dvosloja Uy,., kapacitivnosti ravninskega lipidnega dvosloja
¢ normirani na povrsino, upornosti ravninskega lipidnega dvosloja r normirani na povrsino,

debelini ravninskega lipidnega dvosloja d ter oznako navedene publikacije.
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Lipid Vodna T Signal Uy, c I d Ref.
raztopina | [us] [mV] [uF/ch] [MQch] [nm]
Azolecitin | 0,1 M KCI 10 J_I. 423,44£29,4 | 0,59+0,21 - - 9]
510 J\. 441,6+23,2
DOPC 0,1 M NaCl - J_I. - 0,37+0,01 0,40 4,97+0,17 [14]
DOPE 0,1 M NaCl - J_I. - 0,37+0,01 0,40 5,00+0,16 (14]
0,1 M KCl - J_I. 390+20 0,6-0,75 7,85-17,76 - [23, 27, 28, 41]
1 M KCl . Il B 0,74-1,13 | 24,3-54,9 - [23, 29]
DPhPC 0,1 M KCl 10 J_I. 54615 - - - [12, 13]
0,1 M NaCl - J_I. - 0,36+0,02 0,40 5,08+0,21 (14]
0,1 M KCl - Il - 0,9-1 - - [24]
DPhPS 0,1 M KC1 10 J_I- 530£15 - - - [12, 13]
103-1 M
Lecitin NaCl ali - ,\/ - 0,32-0,64 1-10 - (35]
KC1
1 M KCl1 - v - 0,40 0,25 - [18]
0,1 M KCl 0,45+0,01 | 0,2140,01
Ox Ch 0,5 M KCl - ,\/ - 0,47+0,04 | 0,234+0,01 - [20]
1 M KCl 0,40+0,01 | 0,2040,03
1 M KCl 10 J_I. - 0,56 - 3,3 (17]
PC 0,1 M KCl - N 280430 0,75 - - [27, 41]
0,1 M NaCl - J\. - 0,34+0,01 0,40 5,48+0,17 (14]
PE 0,1 M NaCl - J_I. - 0,33+0,01 0,40 5,67+0,22 (14]
1 M KCl1 - AV - 0,25 0,4 - [18]
PI 0,1 M KCl 0,30+0,01 | 0,3740,01
0,5 M KCl - AV, - 0,2740,01 | 0,34-40,01 - [20]
1 M KCl 0,25+0,01 | 0,3840,06
0,1 M KCl 10 J_I. 400+6 - - - [12, 13]
10 450424
100 398+19
POPC 103 331+20
0,1 M KC1 | 10% .|_|. 282426 0,5940,15 - - 8]
10° 258+9
106 213+18
107 16746
POPS 0,1 M KC1 10 J_I. 410420 - - - [12, 13]
PS 0,1 M KCl - J_I. 500+50 - - - [41]
Kombinacije lipidov
PC+Ch | 0,1 M KCl - Il 270420 - - - [41]
PC+PE 0,1 M NaCl - /\/ - 0,1 - - (32]
Lecitin 0,1 M KCl - ,\J - 0,38-0,61 0,014-2,12 - (36]
+ 10 mM - - - - - [39]
Ch 1:1 TrisCl .I_I.
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