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Orjaski unilamelarni vezikli (ang. Giant Unilamellar Vesicles; GUV) so odli¢en model za
raziskovanje razlicnih fenomenov povezanih z lipidnimi membranami. Njihova velikost je v
razredu nekaj deset mikrometrov, kar je primerljivo z evkariontskimi celicami in omogoca
direktno opazovanje s svetlobno mikroskopijo. Priprava GUV-ov se je izboljSevala od
njihovega odkritja v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja in tako so se ustvarjali vezikli, ki so
bili vedno boljsi model za raziskovanje bioloskih membran. Kljub razvoju novih tehnik, sta
ostajali dve bistveni razliki med naravnimi membranami in GUV-i; vezikli so bili po sestavi
enostavnej$i in pripravljeni v mediju z nizko ionsko jakostjo. Nedavno je bil objavljen
postopek za pripravo GUV-ov iz eritrocitnih duhkov pri fizioloskih pogojih, vendar le-ta
omogoca tvorbo omejenega Stevila GUV-0ov. V na$i raziskavi smo razvili zanesljivo,
enostavno in u¢inkovito metodo za elektroformacijo GUV-ov pri fizioloski ionski jakosti iz
nativnih eritrocitnin membran, ki omogoca nastanek veéjega Stevila okroglin GUV-ov.
Nastali vezikli nimajo asimetrije bioloskih membran, ohranila pa se je kompleksna proteinska,
lipidna in oligosaharidna sestava.
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Giant unilamellar vesicles (GUVs) are an attractive model system for studying various
lipid membrane-related phenomena. Their size measures in tens of microns, which is
comparable to  produce GUVs from erythrocyte ghosts under physiological conditions
was introduced recently; however the number of GUVs produced in this fashion is limited.
We have developed a reliable, simple and effective method for electroformation of GUVs
from native erythrocyte ghosts at physiologicaly relevant salt concentrations, which allows
preparation of higher amounts of spherical GUVs. GUVs prepared according to the new
procedure may not have the asymmetry found in biological membranes, however, the

complex protein, lipid and oligosaccharide composition is preserved.
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1. UvOD

Bioloske membrane so ovoj vseh celic in v primeru evkariontov, tudi nekaterih celi¢nih
organelov. Opravljajo razli¢ne naloge, ki so kljuéne za prezivetje celic. Predstavljajo mejo
med celico in njenim okoljem, sistem za vnos potrebnih in izlo¢anje nepotrebnih snovi,
sodelujejo pri gibanju in pritrjevanju, s proteinskimi receptorji celici omogocajo tudi
zaznavanje okolice in medceli¢no komunikacijo. Posebej specializirane membrane, kot na
primer mitohondrijske in tilakoidne, omogocajo prenos energije, Ki je potrebna za tvorbo
nekaterih energetsko bogatih molekul. Razumevanje procesov, ki so povezani s celicno
membrano je torej izrednega pomena za znanost in tako raziskovalci razvijajo vedno nove
metode, s katerimi bi lahko priSli do nekaterih nepoznanih odgovorov. Eden od na¢inov za
raziskavo membran je tudi uporaba orjaskih unilamelarnih veziklov, GUVs (ang. Giant
Unilamellar Vesicles).

GUV-i so odlicen model za preucevanje z membranami povezanih fenomenov. V zadnjih
letih so postali izjemno koristen model za preucevanje razli¢nih procesov, ki se odvijajo na
lipidnih membranah. Uporabni so zaradi svoje velikosti (10-100 um), kar omogoca direktno
opazovanje s svetlobno mikroskopijo. Velikostni razred nekaj 10 pm je primerljiv velikosti
zivih celic, za membrano pa na molekularnem nivoju pomeni, da ni zelo ukrivljena (Kozlov,
2010). Priprava GUV-ov temelji na dveh osnovnih korakih: 1) nanos lipidov na nek substrat
iz katerega se bodo v naslednjem koraku tvorili GUV-i; 2) tvorba GUV-ov po postopku
spontanega vzhajanja ali elektroformacije. Zadnje Case je slednji bolj v uporabi zaradi hitrejse
izvedbe (pomemben dejavnik kadar imamo opravka z bioloskimi molekulami) in boljSega
izkoristka v smislu Stevila, velikosti in oblike nastalih GUV-ov (Pott in sod., 2008). Pri
elektroformaciji se lipide nanese na elektrode, ki so potem izpostavljene izmeni¢nemu toku.
Nastanek GUV-ov sicer ni natan¢no pojasnjen (Mikelj in sod., 2013), vendar je z
mikroskopom mogoce v realnem ¢asu opazovati nastajanje GUV-ov na elektrodah (Montes in
sod., 2007). Tekom let se je razvilo mnogo razliénih protokolov za elektroformacijo, ki se
razlikujejo predvsem v uporabljeni elektri¢ni napetosti in trajanju posameznih korakov,
vendar nacelno trajajo med 1 in 3 urami (Angelova in sod., 1992). Priprava GUV-ov poteka
tako, da z uporabo razli¢nih lipidov, vnasanjem proteinov in uporabo razli¢nih medijev,
raziskovalci popolnoma nadzorujejo sestavo membrane in njeno okolico. Uporaba GUV-ov je
prinesla razli¢na spoznanja na podrocju fizikalnih lastnosti, strukture membran, interakcije
lipidov in proteinov oz. lipidov znotraj membrane GUV-ov (Bagatolli, 2000, Tamba in
Yamazaki, 2005, Almeida, 2007, Schon, 2008, Kozlov, 2010, Praper, 2011a).

Uporabnost GUV-ov je bila Siroka vendar omejena z i) nezmoznostjo njihove priprave v
raztopinah s fiziolo§ko ionsko jakostjo in ii) pomanjkanjem asimetrije, ki se pojavlja v
biolo§kih membranah. Oba problema je obsla skupina Montes in sodelavci, ki so uspeli
pripraviti GUV-e iz eritrocitnih membran v mediju s fiziolo§ko primerljivo ionsko jakostjo.
Njihov protokol je temeljil na delu Tanje Pott in sodelavcev (Pott in sod., 2008), Kkjer so
spremenili frekvenco izmeni¢nega toka, pri kateri je potekala elektroformacija. Postopek
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omogoca pripravo GUV-ov iz nativnih membran, pri fiziolosko primerljivi ionski jakosti,
vendar ima slab donos v smislu Stevila nastalih veziklov.

1.1. NAMEN NALOGE

Namen diplomskega dela je bil:

e prirediti protokol za pripravo GUV-ov iz nativnih membran, pri fizioloSko pomembni
ionski jakosti;

e med postopkom ohraniti naravno sestavo izvornih membran in funkcionalnost
membranskih proteinov;

e s pripravo GUV-ov v mediju s fiziolosko ionsko jakostjo in kompleksno sestavo
membrane, §¢ povecati uporabnost GUV-0v za membranske raziskave.
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2. PREGLED OBJAV

2.1. BIOLOSKE MEMBRANE

Na prvi pogled membrana deluje le kot ovoj, ki obdaja celice in nekatere celicne organele,
vendar v resnici opravlja razlicne naloge, ki so bistvene za prezivetje celice. Poleg meje med
celico in njeno okolico, membrana omogoca lokalno porazdelitev biokemijskih procesov in
predstavlja stik z okoljem, zaS¢ito ter sistem za transport snovi v in iz celice. To ji omogoca
zgradba, ki se med razli¢nimi celicami sicer razlikuje, vendar je kljub temu mozno najti neke
skupne lastnosti. Biomembrane sestavljajo lipidi, proteini in ogljikovi hidrati. Razmerje med
posameznimi komponentami je odvisno od izvora membrane, tako lahko vecinski delez
predstavljajo lipidi in proteini le manjSino, lahko pa je ravno obratno. Ogljikovi hidrati se ne
nahajajo v membrani ampak so nanjo vezani s kovalentno vezjo, predvsem na zunanji strani
plazmaleme (Slika 1).

Ogljikovi hidrati Periferni membrapski proteini Integralni membranski proteini

L ”
“r!!”%:} m i " | r ‘

Holesterol

Slika 1: Shema bioloske membrane

2.2. MEMBRANSKI LIPIDI

Osnovna struktura membran je lipidni dvosloj, ki je sestavljen predvsem iz holesterola ter
razli¢nih vrst glicerofosfolipidov in sfingolipidov. Te amfifilne molekule imajo velik
nepolaren del in polarno glavo. V naravnih membranah se pojavljajo desetine razli¢nih
lipidov, z razli€énimi polarnimi glavami in Siroko paleto mascobnih kislin, ki predstavljajo
nepolarni del molekule.

Vpliv posamezne vrste lipida na lastnosti lipidnega dvosloja so Ze preucevali z GUV-i iz
enostavnih membran (sestavljenih iz ene, dveh ali treh vrst lipidov) vendar se z vsakim novim
dodanim lipidom poveca kompleksnost sistema in otezi interpretacijo rezultatov. Dolociti
vpliv specificnega lipida na membrano tako postane zapleteno (Bagatolli, 2006). Zagotovo pa
je model boljsi, ¢e ima kompleksno sestavo, kakrSna je v naravnih sistemih, in tako omogoca
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preucevanje fizikalnih lastnosti membrane (Gambin in sod., 2006) ali interakcijo membrane z
neko drugo molekulo (Tamba in Yamazaki, 2005, Schon in sod., 2008, Praper in sod., 2011b).

Posamezni lipidi so prosto gibljivi v vseh smereh znotraj enega sloja, prehod v drugo plast
membrane pa je tezaven. Skozi lipidni dvosloj lahko prehajajo majhne, nepolarne molekule,
za polarne in ve¢je molekule pa so navadno potrebni transportni membranski proteini.

2.3. MEMBRANSKI PROTEINI

Membranski proteini imajo lahko razli¢ne vloge, vendar jih ne glede na njihovo funkcijo
razdelimo v dve skupini glede na njihovo povezanost z membrano. Prva skupina so periferni
proteini, Ki imajo z membrano $ibkejSo povezavo, druga skupina pa so integralni proteini, ki
so z membrano v tesnejSem stiku. Tam pogosto delujejo kot transportni proteini za prehajanje
vecjih molekul skozi membrano (Slika 1).

Proteini v in na membranah opravljajo vloge citoskeleta, sidrnih proteinov, ki sluzijo kot
povezava med integralnimi in citoskeletnimi proteini, glikozilirani zmanjSujejo interakcije
med celicami ali nosijo antigene za krvne skupine. Proteinski kanal¢ki in transporterji skrbijo
tudi za transport snovi, celi¢no vsebino in konstanten volumen celice.

Tako kot lipidi, tudi proteini niso naklju¢no razvrsceni po membrani. Na citosolni strani se
pojavljajo drugi periferni proteini kot na zunanji. To celici omogo¢a drugaéne bioloske
aktivnosti na dveh straneh membrane.

2.4. UREJENOST MEMBRANE

Model tekoCega mozaika, ki sta ga 1972 predstavila Singer in Nicholson, najbolje povezuje
vse, kar vemo o kemijski strukturi membran. Opisuje lipidni dvosloj z integralnimi in
perifernimi proteini, ki so do neke mere prosto gibljivi in tvorijo mozai¢ni vzorec. Zaradi
neprestanega lateralnega gibanja proteinov in lipidov, so membrane fluidne in se
neprenehoma spreminjajo. Lipidi v membrani niso naklju¢no porazdeljeni, ¢emur pravimo
membranska asimetrija. Fosfatidilserin in fosfatidiletanolamin se pojavljata pretezno v
notranji plasti membrane, sfingomielin in fosfatidilholin pa v zunanji. Holesterol se vkljucuje
v obe plasti dvosloja. Tovrstna asimetrija je prisotna pri mnogih evkariontih in igra o€itno
pomembno vlogo pri normalnem delovanju celice, kar pomeni, da je zazeljena tudi na
poskusnih modelih kot so GUV-i (Boyer, 2005).

Kasneje so raziskave pokazale, da obstajajo znotraj mozaika, v eni plasti, manjSe domene z
znacilno zgradbo in s posebnimi lastnostmi. Opazovanje teh podrocij je tehni¢no predstavljalo
nemalo tezav, zaradi Cesar je trajalo, da je bil koncept membranskih raftov sprejet v
znanstvenih krogih.

Predvsem gre tu za koncentrirana podrocja molekul sfingomielina in holesterola, ki se tesno
prilegajo druga drugi. Bioloske membrane so in vivo v teko¢i fazi, membranski rafti pa kazejo
vi§jo stopnjo urejenosti, ki bolj spominja na gel fazo in jo imenujemo tekoca urejena faza.
Velikost in dolgoZivost teh mikrodomen sta pod vplivom pritiska, temperature in kemijske
sestave membrane. Celicne membrane so iz mnogih razli¢nih lipidov, kar vpliva na
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pojavljanje raftov, prisotnost membranskih proteinov pa predstavlja Se dodaten nivo
kompleksnosti v sistemu. Raziskave na enostavnih modelih iz umetnih membran, ki so
sestavljeni iz pescice, Se pogosteje pa le iz dveh ali treh razli¢nih lipidov, lahko podajo le
omejene informacije. Zato je v krogih biokemikov zazeljen razvoj novih membranskih
modelov, s kompleksnejSo zgradbo (Simons, 2004). Enako velja tudi za druga podrocja
raziskav, za katere bi GUV-i iz eritrocitnih membran lahko predstavljali eno od moznih
resitev.

2.5. ORJASKI UNILAMELARNI VEZIKLI (GUV) IN NJIJHOVA PRIPRAVA

GUV-i so poznan model za preucevanje membran ze od njihovega odkritja pred skoraj pol
stoletja (Reeves in Dowben, 1969). Zaradi njihove velikosti, zmoZnosti opazovanja s
svetlobnim mikroskopom in nadzorom nad sestavo membrane in njihove okolice, so GUV-e
kmalu po odkritju zaceli uporabljali za ugotavljanje membranskih fizikalnih lastnosti, kot sta
elasti¢nost in ukrivljenost membrane pri razli¢nih pogojih (Bivas in sod, 1987, Engelhardt in
sod. 1985, Faucon in sod., 1989). Za pripravo so uporabljali predvsem Ciste sinteti¢ne lipide
in protokol nezne hidracije.

2.5.1.NeZna hidracija

Lipide se je zameSalo v Zeleni koncentraciji v organskem topilu, v naslednjem koraku je
topilo izhlapelo, tanek film lipidov pa se je potem previdno zalil z vodno raztopino in
inkubiral ¢ez no€. V tem Casu, se je lipidna plast dvignila nad podlago in tvorila belkast oblak,
v katerem so bili orjaski liposomi. Celoten postopek je trajal en dan ali ve¢. Ze takrat so se
zavedali, da je potrebno za biolosko pomembne raziskave ustvariti model, ki bi bil podoben
bioloSkemu sistemu, zato so tvorili GUV-e z lipidnimi ekstrakti iz jajcnega rumenjaka in
iskali nacine, kako pripraviti GUV-e v slanem mediju. Akashi in sodelavci so 1995 objavili
protokol, ki opisuje postopek nezne hidracije v slanem mediju. Neprakti¢nost postopka je v
tem, da mora biti priblizno 10-15 odstotkov lipidov negativno nabitih, kar omeji poljubno
sestavo membrane, teZavno pa je bilo tudi dodajanje proteinov v membrano (Akashi, 1995).
Na splosno je slaba stran nezne hidracije, da je postopek dolgotrajen, kar izkljuuje moZnost
uporabe reaktivnih lipidnih vrst, kot so na primer nenasic¢eni lipidi. Dodatno pa ob koncu
inkubacije dobimo vezikle razli¢nih oblik in velikosti (Angelova in sod., 1992, Dimova in
sod., 2006).

2.5.2.Elektroformacija

Elektroformacijo, kot alternativno metodo priprave GUV-ov, so prvi¢ predstavili leta 1986
(Angelova in Dimitrov, 1986). Pri tem postopku se uporablja generator elektricne napetosti,
na katerega sta prikljuceni elektrodi. Na eno ali obe elektrodi se nanese tanek sloj lipidov, ki
se jih potem potopi v vodni medij. V nadaljevanju se pod vplivom izmeni¢nega elektricnega
polja tvorijo orjaski unilamelarni vezikli. Lipidi, ki se jih uporabi za nanos, tvorijo membrano,
vodni medij pa okolico in notranjost veziklov, kar pomeni, da raziskovalec nadzira sestavo
membrane in vodne faze. Elektroformacija omogoca pripravo GUV-ov v nekaj urah, kar je
dovolj hitro tudi za delo z nekaterimi obcutljivimi komponentami, hkrati pa je izplen v
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primerjavi z nezno hidratacijo boljsi, z ve¢jim Stevilom nastalih GUV-ov in ve¢jim delezem
sferi¢cnih GUV-ov (Angelova in sod., 1992).

V grobem lahko tvorbo orjaskih veziklov z elektroformacijo razdelimo na dva koraka, prvi je
nanos lipidov na elektrode, drugi je sama elektroformacija. Kvalitetno izveden prvi korak je
pogoj za uspeSno elektroformacijo. V osnovnem protokolu je vir lipidov predstavljala
raztopina sinteti¢nih lipidov v organskem topilu (Angelova in sod. 1992, Dimova in sod.
2006), elektrode pa so cilindri¢ne oblike iz platine. Nanos lipidov je lahko tockast ali v obliki
vzdolznih pasov. Elektrodi se previdno potopi v medij, v katerem bo potekala
elektroformacija, da lipidni nanos ne odstopi od podlage. Da bi bili lipidi vkljuceni v
nastajanje GUV-ov, morajo biti v fizicnem stiku s povrsino elektrode. Elektricna napetost
nima vpliva na lipide, ki so prisotni v mediju in se ne dotikajo elektrod (Dimitrov in
Angelova, 1988). Z namenom, da bi se izognili spontanemu nabrekanju, se elektrode takoj po
potopitvi priklju¢i na izmeni¢ni tok. Proces elektroformacije lahko razdelimo na tri faze, pri
katerih se spreminjata jakost in frekvenca elektri¢nega polja. V prvi fazi se pri konstantni
frekvenci postopoma povecuje amplituda elektri¢nega polja do konc¢ne vrednosti. Tu se iz
lipidnega filma na elektrodah tvorijo GUV-i. Druga faza, faza nabrekanja, je poljubna in je
lahko izpuséena, ¢e so GUV-i ob koncu prvega dela elektroformacije dovolj veliki. Kadar se
kon¢no, najvecjo amplitudo doseze hitro (v ¢asu 20 min), GUV-i redko dosegajo premer nad
10 um. V tem primeru se priporoca izvajanje faze nabrekanja. V zadnji fazi se frekvenco
izmeni¢nega toka zniza, da se vezikli dokon¢no zaprejo in pripravijo za odcepitev od elektrod.
Tudi to, tretjo fazo, se lahko spusti, ¢e so GUV-i na koncu druge faze sfericne oblike. Po
koncani elektroformaciji se GUV-e lahko pusti na elektrodah ali pa se jih odlepi z rahlim
stresanjem elektroformacijske celice (Méléard, 2009).

2.5.2.1. Dosedanje izboljsave protokola za elektroformacijo

GUV-e so uporabljali za raziskave membranskih lastnosti, lateralne urejenosti in interakcije
membrane z drugimi snovmi, kot na primer z DNK, encimi in drugimi beljakovinami (Praper
in sod., 2011a, Bouvrais in sod., 2008, Bagatolli, 2006, Ambroggio in sod., 2005). Mnoge
interakcije med biomolekulami so pod vplivom ionov in bi jih bilo smotrno raziskovati v
slanem mediju. Potreba po GUV-ih s kompleksnejSo sestavo je bila jasna in zato so razli¢ne
skupine iskale nove nacine za pripravo boljSih membranskih modelov.

Metoda elektroformacije je bila prilagojena tako, da so lahko tvorili GUV-e s holesterolom
(Méléard in sod. 1997). Po klasi¢ni poti v membrano ni bilo mo¢ vkljuditi proteinov, znano pa
je, da se LUV-e (Large Unilamelar Vesicles) in SUV-e (Small Unilamellar Vesicles) lahko
pripravi iz kompleksnih lipidnih meSanic, ki vsebujejo tudi proteine. Za elektroformacijo so
zato na elektrode, kot vir lipidov nanesli prej pripravljene proteoliposome. Nastalo je veliko
Stevilo GUV-ov, kar je metodo oznacilo za uspeSno (Valverde, 2000). Uporaba, v

biokemijskih raziskavah Ze poznanih, manjsih veziklov za tvorbo GUV-ov, se je razsirila
(Pott in sod., 2008).

Se vedno je bila prisotna tezava z membransko asimetrijo. Tudi GUV-i iz kompleksnih
lipidnih meSanic in proteini, niso imeli membranske asimetrije, ki se pojavlja v Zivih sistemih.
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To so skusali zaobiti s pripravo GUV-ov z inverzno emulzijo (Pautot in sod., 2003). Vezikle
so pripravili v dveh korakih. V prvem se je formirala le notranja plast fosfolipidnega dvosloja
iz ene vrste lipida. Naknadno so dodali drugo plast iz drugega lipida. Tako so asimetrijo
dosegli, vendar metoda ni omogocala vklju¢evanja membranskih proteinov. Baumgart in
sodelavci so kemijsko inducirali vezikulacijo plazmaleme, kar je predstavljajo naslednji
pomemben korak pri pripravi GUV-ov podobnih naravnim membranam, vendar avtorji
opozarjajo, da so na ta nacin pripravljeni orjaski vezikli verjetno zelo razli¢ne sestave
(Baumgart in sod., 2007).

Za elektroformacijo je dolgo veljalo, da je uspeSna le pri nizki ionski jakosti medija, v
katerem poteka (Dimova in sod., 2006). Na tem mestu je potrebno poudariti razliko med
osmolarnostjo raztopine in prisotnostjo elektrolitov v raztopini. Elektroformacija je uspesna v
mediju s fizioloSko osmolarnostjo, ¢e uporabimo nenabite delce, kot so sladkorji, npr. glukoza
ali saharoza, nemalo tezav pa se pojavi ob prisotnosti ionov (Estes in Mayer, 2005). Ena od
zaCetnih faz pri nastajanju GUV-ov med elektroformacijo je loCitev dvoslojev v lipidnem
filmu na elektrodah. Predvideva se, da k temu sili mehani¢ni stres izmeni¢nega toka,
prisotnost ionov pa ta proces moti, ker ti vstopajo v prostor med dvosloje in s tem
preprecujejo ucinkovito separacijo, tako da je bila elektroformacija uspesna samo do 50 mM
raztopine ionov (Bucher in sod., 1998).

Predstavljen je bil nov postopek elektroformacije, ki omogoca pripravo GUV-ov v mediju s
fiziolo§ko primerljivo ionsko jakostjo (100 mM in ve€). Glavna razlika med klasi¢nim in
novim protokolom je v frekvenci izmeni¢nega toka. Do tedaj je elektroformacija potekala pri
frekvenci 10 Hz, pri novem protokolu pa je zvisana na 500 Hz (Pott, 2008). Na podlagi tega
protokola so Montes in sodelavci pripravili GUV-e iz eritrocitnih membran, ki so obdrzali
naravno asimetrijo membrane in razsirili uporabnost GUV-ov (Montes in sod., 2007).
Pomanjkljivost njihovega protokola je nizek izplen, zato smo se odlocili poiskati prilagoditve
K pripravi, da bi na koncu dobili vecje stevilo GUV-ov.



Demi¢, R. Priprava orjaskih unilamelarnih veziklov iz eritrocitnih membran.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

Preglednica 1: Izboljsave protokolov za elektroformacijo skozi ¢as

Avtor-ji in leto
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proteinov.
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sinteticni lipidov.

Nizek izplen.

2.6. OPAZOVANJE GUV-ov Z OPTICNO MIKROSKOPIJO

Eden od razlogov za priljubljenost GUV-ov je njihova velikost, ki omogoca direktno
opazovanje s svetlobno mikroskopijo in spremljanje dogajanja v realnem Casu na nivoju
posameznega vezikla (Slika 2, A-D). Debelina membrane iz fosfolipidnega dvosloja meri 4-5
nm, kar je precej pod lo¢ljivostjo svetlobnega mikroskopa, vendar se z nekaterimi tehnikami
(fazno-kontrastna mikrosopija (Slika 2, A), diferencialni interferenéni kontrast (DIC) (Slika 2,
B), fluorescentna mikroskopija (Slika 2, C in D), dvofotonska mikroskopija) vseeno da
opazovati tudi tako tanke strukture.
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Pri uporabi GUV-ov je mogoc¢e nadzorovati vsebino veziklov in zunanji medij. Medij, Vv
katerem GUV-i nastajajo, ali z elektroformacijo ali drugim postopkom, bo zapolnjeval
notranjost veziklov. Naknadno pa je mogoce zunanji medij previdno zamenjati z drugo,
izoosmolarno tekocino. Pravilna izbira notranjega in zunanjega medija, lahko pripomore k
opazovanju GUV-ov. Pri uporabi saharozne raztopine za nastanek GUV-ov, ki se po koncani
vezikulaciji zamenja z glukozno raztopino, se poveca kontrast med vezikli in njihovo okolico,
kar omogoca lazje opazovanje s fazno kontrastno mikroskopijo. Hkrati pa zaradi razlike v
gostoti, vezikli potonejo na dno opazovalne komore, zaradi Cesar jih je laze najti tudi ob
uporabi drugih mikroskopskih tehnik. Zaradi vpliva gravitacije se lahko zgodi, da se sferi¢na
oblika nekoliko popaci, GUV-i se na spodnji strani nekoliko sploscijo (Akashi in sod., 1995,
Dobereiner, 1999, Méléard, 2009).

2.6.1. Fluorescentna mikroskopija

Pogosto se za opazovanje GUV-ov uporablja razli¢ne tehnike fluorescentne mikroskopije. K
vzorcu se doda manj kot 1 % barvila, ki se veze v membrano, kar omogoca opazovanje s
fluorescentnim mikroskopom. Na teh slikah je pogosto mogoce videti napake GUV-ov, Ki
zaradi svoje majhnosti ostanejo nevidne pri fazno-kontrastni ali DIC mikroskopiji (Rodriguez
in sod., 2005). Za oznaCevanje membran obstajajo razli¢ni komercialni agensi (Bagatolli,
2006), mi smo uporabili 1,1'-dioktadecil-3,3,3',3'-tetrametilindodikarbocianin perklorat
(DilCyg), ki je Siroko uporabno barvilo za celicne membrane. S svojima dolgima
karboksilnima verigama se vstavi v lipidni dvosloj, njegova intenzivna fluorescenca in
fotostabilnost pa bosta olajSala prestevanje nastalih GUV-ov, pregledovanje njihovih oblik ter
razvr$€anju v velikostne razrede.

Mozno je tudi uporabljati oznacevalce, Ki se raztopijo v vodni raztopini, GUV-e pa potem
vidimo zaradi njihove neprepustnosti kot svetlece kroge na ¢rni podlagi (oznacevalec dodamo
v medij v katerem GUV-i nastajajo) ali obratno, kot ¢rne kroge na svetleCi podlagi
(oznacevalec dodamo v medij po konc¢ani vezikulizaciji). Ta sistem je uporaben predvsem za
merjenje prepustnosti GUV-ov, bodisi zaradi proteinskih kanalckov v membranah ali za
preverjanje delovanja proteinov, ki tvorijo pore (Schon in sod., 2008). Nas cilj je pripraviti
GUV-e iz kompleksnih membran, kakrSne se pojavljajo v zivih sistemih. Eritrocitne
membrane imajo Stevilne transmembranske kanalcke, skozi katere bi lahko prehajale
molekule kalceina, za ve¢je molekule kot je dekstran (70 kDa), pa bi bili premajhni. GUV-i,
ki bi bili prepustni za manj$e in neprepustni za ve¢je molekule, bi nakazovali, da so se vsaj
nekateri integralni proteini ohranili skozi celoten postopek elektroformacije.

V nekaterih poizkusih z GUV-i se uporablja imunodetekcija, ki omogofa oznaCevanje
specifi¢nih struktur na veziklih, npr. izbran protein na zunanji strani membrane (Montes in
sod., 2007). Z imunodetekcijo bomo preverili prisotnost nekaterih proteinov ali saharidov na
membrani in se s tem prepricali, da se te strukture ohranijo skozi ves postopek priprave GUV -
ov.
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A

Slika 2: Opazovanje GUV-a z razli¢nimi mikroskopskimi tehnikami.

Opazovanje GUV-ov z razli¢nimi mikroskopskimi tehnikami; (A) fazno-kontrastna mikroskopija, (B)
diferencialno interferen¢no kontrastna (DIC) mikroskopija, (C) in (D) fluorescentna mikroskopija-z
Dil;g oznaceni lipidi. Povzeto in prirejeno po Dimova in sod., 2006.
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3. MATERIAL

3.1. KEMIKALUE:

Aceton

BSA protein (Bovine Serum Albumin)

DilCys (1,1'-dioktadecil-3,3,3',3"-
tetrametilindodikarbocianin perklorat)

DMSO (dimetil sulfoksid)
DOPC (1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoholin)
EDTA

Encimski test za doloCanje koncentracije
fosfolipidov C in holesterola E

Etanol

FITC oznacena monoklonska protitelesa,
anti-glikoforin in anti-perforin

s FITC-Dekstran FD70 (Fluorescein
isotiocianat-dekstran)

HEPES
Kalcein
Kloroform

Metanol

Misja poliklonska anti-A in anti-B protitelesa

so bila darilo dr. Simona Korena
Na,PO4

Natirjev klorid (NaCl)
Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF)

POPC
(1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfoholin)

rDHPE (Rodamin B 1,2-diheksadecnoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamin)

Tris

Merck, Nemcija
Sigma (St. Louis, MO, ZDA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, ZDA)

Sigma (St. Louis, MO, ZDA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, ZDA)
Kemika, Hrvaska

Wako Diagnostics, ZDA

Merck, Nemcija

Santa Cruz (Santa Cruz, CA, ZDA)

Sigma (St. Louis, MO, ZDA)

Sigma (St. Louis, MO, ZDA)
Sigma (St. Louis, MO, ZDA)
Merck, Nem¢ija
Merck, Nemcija

Center za transfuzijo krvi Slovenije

Merck, Nem¢ija
Merck, Nemcija
Sigma (St. Louis, MO, ZDA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, ZDA)

Sigma (St. Louis, MO, ZDA)

Merck, Nemcija
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3.2. RAZTOPINE:
Fizioloski pufer:

Glukozni pufer:

Saharozni pufer:

Pufer za spiranje eritrocitov:
Pufer za lizo eritrocitov:

Pufer za pripravo eritrocitnih duhkov:

20 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7.4

1mM HEPES, 295 mM glukoze

1mM HEPES, 295 mM saharoze
140 mM NaCl, 5 mM Na,PO,, pH 8.0
5 mM NayPOy, pH 8.0

280 mM NacCl, 40 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8.5

V/si zgoraj nasteti pufri so bili uravnani na priblizno 300 mOsmol/kg.

Elektroforezni pufer (10 x)

3.3. LABORATORIJSKA OPREMA:
Mikrotitrne plosce

Citalec mikrotitrnih plo§¢

Epruvete

Avtomatske pipete

pH meter

Rotavapor

Ekstruder

Vodna kopel

Osmometer

Platinasti elektrodi

Funkcijski generator izmeni¢nega toka

Fluorescentni in DIC mikroskop Axiolmager
Z1

30,3 g Tris, 144 g glicina, 10 g NaDS

TPP, Svica

MRX, Dynex Technologies, Nemcija
Eppendorf, Nemcija

Gilson, ZDA

Mettler Toledo, Nemcija

R-200, Biichi, Svica

Avanti Polar Lipids, (Alabaster, AL, ZDA)
B-480, Biichi, Svica

Knauer, Nemcija

Dimenzije: @: 1 mm, dolZina 34 mm, razmik
med elektrodama 3 mm

GW instek, GFG-3015, ZDA

Carl Zeiss, Nemcjia
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4. METODE

4.1. ODVZEM KRVI

Kri so darovali zdravi darovalci, odvzem je izvedlo usposobljeno medicinsko osebje. Kri smo
hranili v EDTA epruvetah (Vacuette; Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) pri 4 °C.

4.2. PRIPRAVA MULTILAMELARNIH VEZIKLOV (MLV) IN VELIKIH
UNILAMELARNIH VEZIKLOV (LUV)

1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilholin (POPC) smo raztopili v kloroformu v kon¢ni koncentraciji
100 mg/mL ter mu dodali rtDHPE (1 %). S pomo¢jo pipete smo 200 pL te raztopine vnesli v
stekleno bucko. Le to smo z rotavaporjem za Stiri ure izpostavili znizanemu tlaku (50 mbar),
obracanje bucke je bilo priblizno 20 obratov na minuto. V tem casu se je meSanica popolnoma
posusila, lipidi so bili naneseni po steklu v tankem filmu, kar se je lahko videlo tudi s prostim
oc¢esom. S priblizno 0.5 mL destilirane vode smo dodali $e priblizno polovico ¢ajne zlice s
kislino spranih steklenih kroglic in potem vse skupaj krozno premesali, dokler se niso lipidi
resuspendirali. To meSanico Smo potem prenesli v krio-vialo. Pri tej stopnji smo imeli v viali
multilamelarne vezikle (ang. Multilamelar Vesicles-MLV).

MLV smo potem 6-krat zamrznili in odtalili (zamrzovali smo s teko¢im dusikom, odtajevanje
je potekalo v topli vodi). Zadnji korak za pripravo velikih unilamelarnih veziklov (ang. Large
Unilamelar Vesicles-LUV) je bila uporaba ekstruderja. MeSanico smo 35-krat iztisnili skozi
polikarbonatni filter (pore s premerom 100 nm).

4.3. PRIPRAVA ERITROCITNIH MEMBRAN IN DUHOV

Kri je bila odvzeta zdravemu darovalcu, shranjena v EDTA epruvetah (Vacuette, Greiner Bio-
one, Frickenhausen, Germany). Za izolacijo eritrocitov smo kri 5 x spirali s pufrom za
spiranje eritrocitov (140 mM NaCl, 5 mM Na,HPQ,, pH 8.0). Eritrocite smo za tem lizirali s
pufrom za lizo eritrocitov (5 mM Na;HPO,4, pH 8 .0) in fenilmetilsulfonil fluoridom (PMSF)
(kon¢na koncentracija 0,5 % (v/v)) potem inkubirali 5 minut na ledu in centrifugirali 20 minut
na 23 600 g pri 4 °C. Membrane smo potem locili od supernatanta in veckrat sprali z vodo na
4 °C. Za pripravo duhkov smo membrane sprali s fizioloskim pufrom (150 mM NaCl, 20 mM
HEPES, pH 7.4 )(protokol 1) ali vodo (protokol 2) in nato 10 krat zamrznili v tekocem dusiku
in odmrznili v topli vodi (37 °C). Duhke smo nato inkubirali dve uri pri 37 °C. Koncentracijo
duhkov in membran smo prilagodili na koncentracijo fosfolipidov okoli 0.8 mg/mL. Za
fluorescentno mikroskopijo je bil v suspenzijo membran ali duhkov dodan DilCyg (1 mg/mL
raztopljen v DMSO) v razmerju 1:100 (v/v). Vzorce z barvilom smo ovili z aluminijasto
folijo, da bi se izognili bledenju.

4.4. ELEKTROFORMACIJA

16 uL suspenzije membran ali duhkov smo nanesli na par platinastih elektrod (Slika 3 levo) in
susili 5 min pri sobnih pogojih ali vsaj 2 uri v rotavaporju pri znizanem tlaku (80 mbar).
Elektrode smo potem potopili v plasti¢no epruvetko z 1.4 mL fizioloskega pufra (150 mM
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NaCl, 20 mL HEPES) (protokol 1-3) ali destilirane vode (protokol 4) ali saharoznega pufra
(295 mM saharoze, 1 mM HEPES) (protokola 5 in 6). S funkcijskim generatorjem smo
elektrode izpostavili izmeni¢nemu toku (Slika 3 desno). Za protokole 1-3 je elektroformacija
potekala po protokolu za visoko ionsko jakost, s frekvenco 500 Hz, za protokole 4-6 pa po
standardnem protokolu z nizjo frekvenco (10 Hz) (Peterlin in Arrigler, 2008).

Protokol z visoko frekvenco: 15 minut 140 mV /500 Hz, 20 minut 1.25 V/ 500 Hz, 90 minut
3.5 V/500Hz.

Protokol z nizko frekvenco: 2 uri 4 VV/10 Hz, 15 minut 2 V/5 Hz, 15 minut 1 V/2.5 Hz, 30
minut 1 V/1Hz.

Elektroformacija je vedno potekala v vodni kopeli pri 37 °C.
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Preglednica 2: Preverjanje vpliva razli¢nih dejavnikov na uspesnost elektroforeze

‘(eZoJeyes INW G62 ‘'SIdIH INWT) Joynd 1uzoreyes (zH T/A T UIW O€ ‘ZH G°Z/A T Ul GT ‘ZH
S/A T Ul GT ‘ZH OT/A ¥ YT) TUQUAANRL-0MZIU (ZH 00G/A G'E UIW 06 ‘ZH 00S/A STT U 07 ZH 00S/AW O [ UL G) TUQUIANIIF-0NOSIA ‘Jequi
08 = en ueziuz ‘(4L Hd DN IWW OS] ‘SHdIH INW (7) 1ond 1$o[o1Z1) $9za10Jonyd[d Jsousadsn eu AoxruAefop yrugrjzer eArjda osfuelrorarq

laynd 1uzoreyes
TUQUAANQIJ-ONZIU

laynd 1uzoseyes
TUQUAANQIJ-ONZIU

BPOA 19ynd pysojomzy

TUQUAANOL-ONZIU  [UQUIANIL-OOSIA

Toynd pysojorzy

TUQUIANOL-0OSIA

Toynd pysojorzy

TUQUIANOL-0)OSIA

lipsiN
alioewuojoaale dip
el1oewlo4041x313

uezruz uezruz uezruz ueziuz 1uqos 1uqos Me|L
ye< ye< ye< ye< ulw g uiw g se)
m\:mmsw
epoA epoA epoA epoA BPOA 19ynd nyso[orzy ipay
T X8 Tizx8 Tizx8 BUKAS Tizxs UaWwinjoA
auelquisw auelquiaw auelquisw auelquiaw pynp pynp [euale|N
Aopidi] soueN

9 g 14 € 4 T
|0X0101d Meloy




16
Demi¢, R. Priprava orjaskih unilamelarnih veziklov iz eritrocitnih membran.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

<

Slika 3: Shema platinastih elektrod in elektroformacija v vodni kopeli
Shema platinastih elektrod z dimenzijami v mm (levo); elektroformacija v vodni kopeli (desno).

4.5. FLUORESCENTNA MIKROSKOPIJA

Fluorescentna mikroskopija in diferencialna kontrastna mikroskopija (DIC) je bila izvedena
na fluorescenénem mikroskopu Axiolmager Z1 (Carl Zeiss, Germany) opremljenim z
modulom ApoTome za snemanje opti¢nih rezin (mrezna konfokalna mikroskopija) in 100 W
HBO zivosrebrno zarnico. Kalcein, FITC-oznafene dekstrane in protitelesa smo osvetlili s
svetlobo z valovno dolzino med 450 in 490 nm in opazovali skozi 515 nm visoko-prepustni
filter. Membrane RBC-GUV, ki so vsebovale DilCyg, smo osvetljevali s svetlobo z valovno
dolzino 546/12 nm in opazovali skozi 590 nm visoko-prepustni filter.

Za testiranje prepustnosti smo v 6 pL raztopine z GUV-i, ki smo jih pripravili po protokolu
§t. 5, dodali 8e 0.5 uL raztopine fluorescentnega dekstrana FD70 ali kalceina (koncna
koncentracija dekstrana je bila 0.01 mM, koncna koncentracija kelceina je bila 0.1 mM).
Prepustnost smo merili takoj po dodatku kalceina, 45 minut po dodatku kalceina in 4 ure po
dodatku kalceina. Prepustnost GUV-ov v raztopini z dekstranom smo preverili po 24 urni
inkubaciji.

Za imunodetekcijske poskuse smo 0.5 uL s FITC-oznacenih anti-glikoforin in anti-perforin
protiteles (oboji izotop 1gG2b, c=0.2mg/mL) ali 1 pL anti-A in anti-B primarnih protiteles
(c=0.1mg/mL) dodali v 9 uL raztopine z GUV-i iz eritrocitnin membran (RBC GUV-i). Vso
mesanico smo rahlo premesali s pipeto in inkubirali 20-40 min pri sobni temperaturi. Antigeni
za krvno skupino so bili vidni po dodatku 0.5 pL FITC-oznaenih sekundarnih protiteles
(c=1.4 mg/mL), ko smo jih rahlo premesali in inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi.

Vzorce s fluorescentnim barvilom smo ovili z aluminijasto folijo, da bi se izognili bledenju.
Vzorce z GUV-i smo pipetirali z obrezanimi pipetnimi nastavki, da bi jih obvarovali pred
striznimi silami.
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4.6. DOLOCANJE KONCENTRAIJCE PROTEINOV

500 uL suspenzije z RBC-GUV-ov po 2. in 5. protokolu smo uporabili za prenos western z
uporabo nitroceluloznih membran z Minifold Dot Blot System (Gentaur, Belgium). Proteine,
vezane na membrano, smo obarvali z amido ¢rnim, kot je opisano v Goldring in Ravaioli
(1996). Povzetek postopka je naslednji: na nitrocelulozno membrano vezani proteini so bili
barvani 6-10 minut z raztopino amido ¢rnega, ki je vsebovala 0.1 % (m/v) amido ¢rno, 25%
(v/v) izoptopanol in 10 % (v/v) ocetne kisline. Sledilo je 5 minutno spiranje v vodni raztopini
25% izopropanola (v/v) in 10 % ocetne kisline. Koncentracijo proteinov smo izracunali s
pomocjo kalibracijske krivulje narejene s 6 koncentracijami BSA, ki so segale od 0 do 20
ug/mL. Kvantifikacijo proteinske pike na nitrocelulozni membrani smo izvedli z
denzitometrom s programom ImageJ 1.43 (na Java-temeljeca programska oprema odprtega
tipa za procesiranje slik).

4.7. DOLOCANJE KONCENTRACIJE HOLESTEROLA IN FOSFOLIPIDOV

Za analizo koncentracije holesterola in fosfolipidov je bilo potrebno 500 uL suspenzije RBC-
GUV-ov izsusiti ¢ez no¢ pri sobni temperaturi z vakuumskim koncentratorjem. Koncentracijo
fosfolipidov in holesterola smo dolo¢ili s Phospholipids C in Free Cholesterol E kiti (Wako
Diagnostics, USA) po navodilih proizvajalca.

4.8. NaDS-PAGE (POLIAKRILAMIDNA ELEKTROFOREZA V PRISOTNOSTI
DODECILSULFATA)

Na gel smo direktno nanasali duhke in membrane, proteine iz GUV-ov smo obarjali s
trikloroocetno kislino (TCA) in jih nato nanesli na gel. Povzetek postopka obarjanja proteinov
je bil naslednji: 1 mL suspenzije z RBC-GUV-ov smo zmesali z 0.25 mL 50 % (v/v) TCA,
inkubirali 10 minut in centrifugirali pri 14000 g. Supernatant smo zavrgli, sediment z
meSanjem raztopili v 300 uL dodanega acetona, sledila je centrifugiranje pri 14000 g.
Supernatant smo ponovno zavrgli, sediment pa posusili pri 37 °C. Proteine v sedimentu smo
ponovno raztopili, tokrat v NaDS elektroforeznem pufru in nanesli na 4-15 % gel za NaDS-
PAGE. Proteini na gelu smo obarvali s srebrom in nato skenirani. Sliko smo normalizirali in
jo uporabili za denzitometrijo z ImageJ programom.
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5. REZULTATI

5.1. UGOTAVLJANJE POTREBNE KOLICINE LIPIDOV NA ELEKTRODAH

Pri prvih, uvajalnih poskusih smo Zeleli najti najprimernejSo koncentracijo lipidov za tvorbo
GUV-ov. Uporabljali smo sinteti¢ne LUV-e iz 1,2-dioleoilfosfatidilholina (DOPC) v slanem
pufru (140mM NaCl, 20 mM Tris H-CI, 1ImM EDTA, pH = 85) in protokol za
elektroformacijo v mediju z visoko ionsko jakostjo po Montes et al. (2007). Za nanos lipidov
na platinaste elektrode smo uporabljali pripravljeni raztopini, ki sta se razlikovali v
koncentraciji DOPC LUV-ov (0,25 pg/mL in 1 pg/mL). Najprej smo lipide v danih
koncentracijah nanasSali le enkrat po 2 pL na elektrodo. Za dodatno povecanje koli¢ine lipidov
smo v naslednjem poskusu elektrode sus$ili 10 min na zraku in potem Se 6,5 min pri
zmanjSanem tlaku. Izkazalo se je, da je vi$ja koncentracija lipidov na elektrodah pripomogla k
ve¢jemu $tevilu nastalih GUV-ov (rezultati niso prikazani).

5.2. UPORABA ERITROCITNIH DUHKOV

Naslednji korak v nasi raziskavi je bila uporaba eritrocitnih duhkov kot vira lipidov za GUV-
e. Kri za produkcijo eritrocitnih duhkov je bila odvzeta najve¢ 3 ure pred zac¢etkom priprave.
Z uporabo nativnih membran smo naleteli na tezavo, ki se ni pojavljala pri uporabi sinteti¢nih
lipidov. Duhke smo nanesli na elektrode (2 pL/elektrodo), susili 8 minut na zraku pri sobni
temperaturi ter celoten cikel Se dvakrat ponovili. Po kon¢anem nanasanju in susenju smo
imeli na vsaki elektrodi 3 x 2 pL eritrocitnih duhkov. Takoj ob potopitvi elektrod v pufer za
elektroformacijo, se je okoli elektrod pojavila rdeckasta tancica, ki je pocasi tonila proti dnu
viale. Po konc¢ani elektroformaciji smo v 6 pL vzorca nasli le en GUV. Glede na opaZeno smo
sklepali, da so membrane v vodnem mediju odstopile od elektrod in potonile na dno.
Posledi¢no je bila elektroformacija neuspesna. Cas suSenja smo podaljdali na 15 min,
uporabili smo samo 2 x nanos in poskusili ponovno, vendar brez uspeha. Z namenom, da bi
na membranah kljub odpadanju lipidnega filma ostalo dovolj duhkov za ucinkovito
produkcijo GUV-ov, smo na elektrodi z vmesnim 20 minutnim susenjem 6 x nanesli po 2 pL
duhkov. Med mikroskopiranjem smo v 6 pL vzorca nasli le 5 GUV-ov. Zakljucili smo, da z
eritrocitnimi duhki, s tako kratkotrajnim suSenjem, ni mogoce pripraviti GUV-ov v zadostni
koli¢ini za nadaljnjo uporabo.

5.3. UVEDBA MEMBRAN

Namesto uporabe eritrocitnin duhkov smo GUV-e Zzeleli ustvariti z ne-zatesnjenimi
eritrocitnimi membranami. Te so vmesni produkt med nativnimi eritrociti in eritrocitnimi
duhki. Na tej stopnji predelave je hemoglobin ze odstranjen iz celi¢ne notranjosti, v raztopini
ostaja le lizirana membrana. Za pripravo eritrocitnih duhkov, so te membrane podvrzene 10
ciklom zamrzovanja v teko¢em duSiku in odtajanja na 37 °C. Medtem se membrane ponovno
zatesnijo in tvorijo eritrocitne duhke. Za tvorbo GUV-ov ni bilo potrebe po ponovno
zatesnjenih membranah, za protokol pa izkljucitev veCkratnega zamrzovanja pomeni ¢asovni
in materialni prihranek. V nadaljevanju uporabljam izraz »membrane« za lizirane in sprane
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eritrocitne membrane, ki niso ponovno zatesnjene (ang. resealed), kot je to v primeru
eritrocitnih duhkov.

Z namenom, da bi zaobsli tezave z odpadanjem lipidov z elektrod, smo elektrode med nanosi
5 minut prepihavali z uporabo dusika, kar je tudi preprecevalo oksidacijo lipidov. Po Stirih
nanosih, smo elektrode ¢ez no¢ susili pri znizanem tlaku (80 mbar). Naslednje jutro smo
elektrode potopili v medij za elektroformacijo in za razliko od dosedanjih izkuSenj, tokrat
nismo opazili rdeckaste tancice, ki bi nakazovala na odstopanje lipidov z elektrod.

Membrane oznac¢ene z Dil barvilom (1:200, v/v) smo pripravili v koncentraciji 0,65 mg
fosfolipidov/mL vzorca. Na elektrode smo nanasali 2 x 2ul/elektrodo. Z isto raztopino kot vir
membran in enakim nanosom, smo izvedli elektroformacijo po protokolu Montes in
sodelavcev (Montes in sod., 2007) v treh razli¢nih pufrih-voda, perforinski pufer in saharozni
pufer. Po konc¢ani elektrofromaciji smo vzorce z volumnom 2 pL pogledali pod mikroskopom
in presteli nastale GUV-e. Med $tetjem smo upostevali le sferiécne GUV-e s premerom nad 10
um. V vodi je bil izplen dale¢ najvecji s 107 GUV-i, v 2 uL vzorca iz perforinskega pufra smo
nasteli 22 GUV-ov, ki pa so bili nesferi¢nih oblik in velikosti priblizno 10 pum. V saharoznem
pufru smo presteli 9 GUV-ov. Uporaba saharoznega pufra omogoca koncentriranje GUV-0v S
pocasnim dodajanjem glukoznega pufra z enako osmolarnostjo. Postopek koncentriranja smo
izvedli in v 2 pL vzorca presteli GUV-e s premerom vecjim od 10 pm; nasteli smo 28 GUV-
ov. Sode¢ po dobljenih rezultatih je za tvorbo sfericnih GUV-ov pri fizioloski osmolarnosti
najprimernejsi saharozni pufer, ki dovoljuje tudi naknadno koncentriranje veziklov.

5.4. PREVERJANJE VPLIVA RAZLICNIH DEJAVNIKOV NA USPESNOST
ELEKTROFORMACIE

V iskanju najboljSega protokola smo pripravili razpredelnico (Preglednica 1), s katero smo
sistemati¢no preverjali vpliv posameznih faktorjev na tvorbo GUV-ov. Pripravili smo Sest
razli¢nih protokolov, s katerimi smo preverili i) kako na tvorbo GUV-ov vpliva medij, v
katerem so pripravljeni eritrocitni duhki, ii) razliko med uporabo eritrocitnih duhkov in
eritrocitnih membran, iii) uc¢inek medija, v katerem poteka elektroformacija ter iv) pomen
koli¢ine lipidov na elektrodah. GUV-e smo S$tirikrat pripravili po vsakem od protokolov in
primerjali dobljene rezultate. GUV-e smo razdelili v dva razreda; prvi razred je predstavljal
sfericne GUV-e brez vkljuckov (Slika 4a), v drugi razred pa smo uvrstili vse druga¢ne GUV-e
(Slika 4b, 4c in 4d). Hkrati smo bili pozorni tudi na njihovo velikost in jih tako razvrscali v
velikostne razrede; 10-20 um, 20-30 pm in vecji od 30 pm. Manjsih od 10 pm nismo
upostevali, ker so eritrociti in eritrocitni duhki podobnih velikosti (5-10 um) in je tezko lo€iti
med temi membranami, ki so se morda odlepile od elektrod in manj$imi GUV-i. Poleg tega so
tako majhni GUV-i manj primerni za opazovanje s svetlobno mikroskopijo in zato niso del
ciljev nase raziskave. Po elektroformaciji smo vzeli 5 vzorcev po 1 pL in pod mikroskopom
presteli ter razvrstili GUV-e. Dobljeni rezultati glede stevila GUV-ov so zbrani v grafu
»lzplen GUV-ov po protokolih« (Slika 5), razdelitev GUV-ov po velikostnih razredih je
predstavljena v odstotkih v grafu »Velikosti GUV-ov« (Slika 6), delez sfericnih GUV-ov brez
vkljuckov je po protokolih predstavljen v grafu »Delez sfericnth GUV-ov brez vkljuckov
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GUV-ov po protokolih« (Slika 7). Na sliki 8a in 8b je prikazana uspesnost koncentriranja
GUV-ov, pripravljenih po protokolu $t. 5. Slika 8a je bila posneta po elektroformaciji, slika
8b pa po zamenjavi saharoznega pufra z glukoznim. Zaradi razlike v gostoti pufrov, so se s
saharozo napolnjeni GUV-i posedli na dno plasti¢ne epruvetke, od koder smo jih potem
prenesli na objektno steklo.

Slika 4: Primeri GUV-ov

Primeri $tirih tipov GUV-ov v; a) sferiéni GUV brez vkljuckov, b) sfericni GUV z vkljucki, ¢) GUV
nesferi¢ne oblike z vkljucki in d) GUV nesferi¢ne oblike. Zaradi prakti¢nosti smo GUV-e delili v
samo dva razreda-sfericni GUV-i brez vkljuckov (a) in vsi ostali (b, ¢ in d). Velikostno merilce na
vsaki sliki predstavlja 10 pm.



21
Demi¢, R. Priprava orjaskih unilamelarnih veziklov iz eritrocitnih membran.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

Najvecje stevilo GUV-ov (96 GUV-ov/uL) je bilo pridobljeno po protokolu st. 5. Sledi
protokol §t 3 (29,7 GUV-ov/uL), .protokol st. 2 (27,7 GUV-ov/uL), protkol st. 4 (22,7 GUV-

ov/uL), ter protokola §t. 6 (5,9 GUV-ov/uL) in 1 (5,5 GUV-ov/uL) (Slika 5).
120-
100-
801
60+
40-
20+
0

GUV-i/uL

1 2 3 4 5 6

Slika 5: 1zplen GUV-ov po protokolih

Vsak stolpec predstavlja povpreéno Stevilo GUV-ov iz treh do petih neodvisnih elektroformacij, +
standardna deviacija. Skupno je bilo za vsak protokol prestetih 84-2379 GUV-ov v 5 uL raztopine.
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GUV-e smo razdelili v tri velikostne razrede (s premerom med 10 in 20 pm, 20 in 30 um ter
tiste, ki so merili ve¢ kot 30 um) in preverjali, kolikSen deleZ predstavlja posamezen razred
pri razli¢no pripravljenih raztopinah GUV-ov. Najmanjsi razred predstavlja najvecji delez pri
GUV-ih, pripravljenih po protokolu st. 4, kjer predstavlja 91 %, najmanjsi pri protokolu §t.3,
kjer predstavlja 87 %. Drugi velikostni razred predstavlja najve¢ji delez GUV-ov
pripravljenih po protokolu $t. 3 (10 %), pri protokolu §t. 6 pa je bil najvecji delez GUV-0v s
premerom ve¢jim od 30 um (2 %). Rezultati so vidni na sliki 6.
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Slika 6: Delez velikostnih razredov GUV-0v po protokolih

Velikostna porazdelitev GUV-ov po treh neodvisnih elektroformacijah. Skupno je bilo za vsak
protokol prestetih 84-1346 GUV-ov v 5 uL raztopine. Mere v um predstavljajo premer GUV-0v.
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Delez sferi¢nih GUV-ov je bil najvedji pri protokolu st. 6 (25 %), sledi priprava po protokolu
§t. 5 (22 %), protokolu §t. 4 (12,7 %), protokol st. 2 (12 %), protokol §t. 3 (11 %). Najmanjsi
delez sfericnih GUV-ov brez vkljuckov se je pojavljal pri protokolu $t. 1 (9 %). Rezultati so
prikazani na sliki 7.
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Slika 7: Delez sferi¢nih GUV-ov brez vklju¢kov (slika 4a) GUV-ov po protokolih

Delez sfericnih GUV-ov brez vklju¢kov. Vsak stolpec predstavlja povpre¢ni delez GUV-ov s treh
neodvisnih elektroformacij + standardno deviacijo. Skupno je bilo za vsak protokol prestetih 84-446
GUV-ov v 5 uL raztopine.
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5.5. KONCENTRIRANJE GUV-ov PO KONCANI ELEKTROFORMACIJI

Slika 8: Reprezentativna slika raztopine z GUV-i, pripravljene po protokolu §t. 5

Reprezentativna slika raztopine z GUV-i, pripravljena po protokolu §t. 5; a) po elektroformaciji in b)
po koncentriranju GUV-ov. Koncentriranje smo izvedli z zamenjavo saharoznega pufra z glukoznim
in posneli fotografijo po 20 minutni inkubaciji. Zaradi razlike v gostoti so se GUV-i posedli na dno
epruvetke. Merilo predstavlja 20 um.
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5.6. RAZPOREDITEV GUV-ov PO EPRUVETKI

Imeli smo tezave z odstopanjem membran in duhkov iz platinastih elektrod, ko smo jih
potopili v pufer za elektroformacijo; okoli elektrod se je pojavila rdeckasta meglica, ki je
potem pocasi tonila proti dnu epruvetke. Vprasali smo se, ¢e¢ se GUV-i morda tudi po
elektroformaciji v vecjem Stevilu nahajajo v doloCenem delu vodnega stolpca. Po
elektroformaciji (protokol 1 in 2) smo zato jemali vzorce (1 pL) za Stetje nastalih GUV-ov iz
povrsine, sredine in dna epruvetke. Rezultati so predstavljeni na sliki 8.

Q L,

€ Povigie |IIIiIIIgp I

g .....................

=

& i

o

(-5}

g Sredina [[1iiIOECI

s -------------------

N

> i

£

=

« IR EERRRE

g Dno |::iiciciiiiiciiiiiiili 4ty

.2 .......................................................

8

8 T T T T 1

= 0 10 20 30 40 50
Delez GUV-ov [%]

Slika 9: Delez GUV-ov v razli¢nih delih vodnega stolpca

Povrsje, GUV-i so bili zajeti takoj pod gladino v epruvetke; Sredina, GUV-i so bili zajeti iz sredine
epruvetke; Dno, GUV-i so bili zajeti na samem dnu epruvetke. Za pipetiranje GUV-ov smo vedno
uporabljali obrezane pipetne nastavke. Stevilo vseh prestetih GUV-ov: 443

5.7. IMUNODETEKCHNA

Z imunodetekcijo smo pokazali, da se molekule oligosaharidov in nekaterih glikoproteinov
ohranijo skozi ves postopek (Slika 10). Dejstvo, da so predeli, ki jih prepoznajo protitelesa
dovolj nespremenjeni, da pride do vezave, kaZze na moznost, da tekom nastanka GUV-ov te
molekule ohranijo svojo nativno obliko. 1zvedli smo tudi kontrolno imunodetekcijo, kjer smo
GUV-e pripravljene iz eritrocitov iz krvne skupine A, izpostavili mi§jim anti-B protitelesom
in potem sekundarnim anti-misjim protitelesom oznacenim s FITC; do vezave ni prislo.
Enako kontrolno imunodetekcijo smo izvedli tudi za GUV-e pripravljene iz krvne skupine B
in tudi tu ni prislo do vezave. Kontrolo smo izvedli tudi z uporabo anti-perforinskih protiteles
in dobili negativne rezultate.
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Antigen A Antigen B

DIC fluorescenca

fluorescenca

Anti-A

Anti-B

Anti-GLP

Anti-PFN

Slika 10: Imunodetekcija na povrsini GUV-ov

Slike so urejene po parih; leva je posnetek GUV-a z DIC mikroskopijo, desna pa slika istega GUV-a
zajetega s fluorescentno mikroskopijo. Levi pari slik so GUV-i iz eritrocitov krvne skupine A, desni

pari so slike GUV-ov iz krvne skupine B. Imunodetekcija od zgornje vrstice navzdol: anti-A
protitelesa, anti-B protitelesa, anti-glikoforinska protitelesa, anti-perforinska protitelesa.

5.8. PREPUSTNOST MEMBRANE ZA KALCEIN IN DEKSTRAN

GUV-e, katerih membrane smo pobarvali z barvilom Dil, smo pripravili v saharoznem pufru,
jih koncentrirali z glukoznim pufrom in nato inkubirali s kalceinom. Ker so bili GUV-i
pripravljeni v pufru brez kalceina, so bili pod mikroskopom videti ¢rni na zelenem ozadju.
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Nekatere membrane GUV-ov so se izkazale kot prepustne za kalcein. Na sliki so GUV-i v
katere lahko vstopajo molekule kalceina videti manj intenzivno zeleno obarvani in te smo
Steli v kategorijo »vmes«. Notranjost takega GUV-a pridobiva na intenzivnosti barve (Slika
11 a) vse dokler se koncentraciji kalceina znotraj vezikla in zunaj ne izenacita. V primerih, ko
so bili GUV-i polni kalceina in se prakti¢no ni veé¢ videlo razlike med GUV-om in njegovo
okolico, smo lahko na sliki videli rde¢ obris (membrano) na zeleni sliki. Rezultati so zbrani na
sliki 11 b).

V namen preverjanja prepustnosti membrane smo uporabili tudi 70 kDa dekstran. GUV-e smo
pustili izpostavljene mediju z dekstranom 24 ur ter mikroskopirali 3 x 2 puL vzorca. V vzorcih
prakti¢no ni bilo GUV-a, ki bi bil prepusten za to molekulo.
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Slika 11: Prepustnost GUV-ov za kalcein

a) reprezentativna mikrografija GUV-a iz eritrocitne membrane, ki je neprepusten za kalcein (v
notranjosti ¢rn) in GUV-a, ki je delno napolnjen s kalceinom (manj intenzivno zeleno obarvan kot
okolica); &rta predstavlja 20 um. b) prepustnost GUV-ov za kalcein v odvisnosti od ¢asa. Stevilo
prestetih GUV-ov je 1109.



28
Demi¢, R. Priprava orjaskih unilamelarnih veziklov iz eritrocitnih membran.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

5.9. KONCENTRAICJA PROTEINOV IN LIPIDOV

Vsebnost lipidov smo preverjali z merjenjem koncentracije fosfolipidov in holesterola pri
eritrocitnih membranah, duhkih in GUV-ih, ki smo jih pripravili po protokolu Stevilka 2 in 5
(Preglednica 3).

Koncentracijo proteinov smo izmerili v izvornih membranah, duhkih in GUV-ih pripravljenih
po protokolu 2 in 5. Nitrocelulozna membrana s proteini je bila barvana z amido ¢rnim
reagentom. Za dolocitev kon¢ne koncentracije smo naredili umeritveno krivuljo z BSA
proteinom v perforinskem in saharoznem pufru. Dobljene vrednosti so podane skupaj z
meritvami holesterola in fosfolipidov v preglednici 2.

ey

Slika 12 prikazuje umeritveno lestvico z BSA proteinom, ki ima najtemnejSo liso pri najvisji
koncentraciji BSA proteina in komaj opazno liso pri koncentraciji O pg/mL. Spodaj je temnost
lise 0z. koncentracija proteinov prikazana tudi grafi¢no, z denzitogramom. Temnost lise pri
merjenju proteinov v GUV-ih, pripravljenih po protokolu $t. 2 je priblizno enaka kot pri
umeritveni lestvici s koncentracijo 20 ug/mL. Pri GUV-ih, pripravljenih po protokolu st. 5, sta
lisi GUV-ov in 1000x red¢enih membran priblizno enaki lisi iz umeritvene lestvice pri
koncentraciji 8 pg/mL.

BSA (ug/mL)

20 16 12 8 4 1 0 GUV M100x M1000x

fiz. pufer

saharoza

73 AT _BIAtk_GUVZ_8 (GBI Uncanbrated
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Slika 12: Koncentracija proteinov v membranah, duhkih in GUV-ih

Koncentracija proteinov v membranah (“M” v vrstici oznaceni s “saharoza”), duhkih (“M” v vrstici
oznaceni s “fiz.pufer”) pri 100 x in 1000 x red¢enju ter GUV-ih pripravljenih po protokolu §t. 2
(oznaceno s “fiz. pufer”) in 5 (oznaceno s “saharoza”).
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Preglednica 3: Koncentracija proteinov, fosfolipidov in holesterola.

PROTEINI FOSFDOILIPI HOLOEiTER
duhki [mg/mL] 45 0,65 0,14
membrane [mg/mL] 6,1 1,6 1,375
GUV 2 [ug/mL] 26,45 35 1
GUV 5 [ug/mL] 58 3,33 1,25

5.10. NaDS-PAGE

Z elektroforezo smo zeleli preveriti proteinski profil GUV-ov in ga primerjati s profilom
izhodis¢nega materiala - eritrocitnih duhkov in eritrocitnih membran. Dobljeni gel smo
skenirali in normalizirali intenziteto slike. Tako obdelano sliko smo potem uporabili za
denzitometrijo z imageJ programom. Rezultat so zbrani na sliki 13.

MEMBRANE

GUVi (protokol 5)

DUHKI

GUVi (protokol 2)

Slika 13: Profil eritrocitnih proteinov

Na levi je prirejena slika poskeniranega gela (za GUV-e pripravljene po protokolu st. 2, duhke, GUV-e
pripravljene po protokolu §t. 5 in membrane). Na desni so denzitogrami slik iz leve strani.
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6. RAZPRAVA

6.1. PRIPRAVA LIPIDOV ZA NANOS NA ELEKTRODE

Ob pricetku uporabljanja eritrocitnih membran, kot surovine za produkcijo GUV-ov, smo
naleteli na prej nepoznano tezavo. Na elektrode smo nanesli raztopino z eritrocitnimi
membranami in potem susSili 8 minut pri sobni temperaturi, kot smo to poceli pri protokolu s
sinteticnimi lipidi. Nanos eritrocitnih membran je zacel odstopati od elektrod takoj, ko smo
jih potopili v pufer za elektroformacijo. Posledi¢no je nastalo le malo GUV-ov, v vzorcu pa se
je pod mikroskopom videlo veliko z barvilom oznacenih kosmov, ki so bili najverjetneje
membrane, ki so odstopile od elektrod in se niso formirale v GUV-e. To se sklada z zgodnjimi
raziskavami o elektroformaciji, da elektricno polje nima vpliva na lipide, ki niso v stiku z
elektrodami (Dimitrov in Angelova, 1988). Poskusali smo z daljSimi ¢asi suSenja in uporabo
prepihavanja z duSikom. Za uspesno elektroformacijo, pri kateri nastane vecje Stevilo GUV-
ov, smo elektrode med posameznimi nanosi 5 minut prepihavali z duSikom in potem v
rotavaporju susili ¢ez no€ pri znizanem tlaku. Méléard in sodelavci opiSejo postopek priprave
tako, da elektrode z lipidi ne potopijo v pufer za elektroformacijo, temvec elektrode postavijo
v posodo za elektroformacijo, v katero naknadno dolijejo pufer. Pri tem opozarjajo, da je to
treba izvesti pocasi, da se lipidi ne bi sprali z elektrod (Méléard in sod., 2009, Pott in sod.,
2008). Montes in sodelavci pri v svoji objavi niso omenili tovrstnih tezav, ¢eprav smo na njih
naleteli tudi, ko smo sledili njihovem protokolu. Razlika v nanaSanju je v koli¢ini nanesenih
duhkov; mi smo nanasali 16 x vec lipidov (nanasali smo 4 x po 2 pL na elektrodo, Montesova
s kolegi pa priblizno 1 pL na elektrodi), ker pri manjsih koli¢inah izplen GUV-ov ni bil
zadovoljiv.

Zadnja faza priprave eritrocitnih duhkov vkljuc¢uje uporabo tekocega dusika in tople kopeli,
da se membrane 10 x zamrzne in odmrzne. Tekom tega ponavljajocega cikla naj bi se
membrane spet zatesnile (ang. reseal) in se tako pretvorile v eritrocitne duhke. Za na§ namen,
ko smo membrane v plasteh nanaSali na elektrode in jih pustili, da se posusijo, da bi se potem
zdruzevale v vecje GUV-e, ni bilo potrebe po pravih eritrocitnih duhkih, zadostovale so Ze
eritrocitne membrane s sprano notranjostjo. Tako smo iz postopka izkljucili uporabo tekocega
dusika in skraj$ali ¢as protokola.

6.2. VELIKOST NASTALIH VEZIKLOV

Zaradi tezavnosti pri lo¢evanju med eritrocitnimi membranami ali duhki in GUV-i smo se
odlo¢ili, da kot GUV-e stejemo le vezikle s premerom nad 10 um. Brez uporabe imerzijskih
olj, s svetlobnim mikroskopom sliko povecamo 400 x, kar pomeni, da je teZje opazovati
pojave, ki se odvijajo v velikostnem razredu nekaj pm, medtem ko se razlicne spremembe v
obliki veziklov, njihovo prepustnost ipd. dokaj enostavno spremlja, ¢e imajo premer 10 pm in
ve¢. GUV-e z dovolj velikimi premeri smo potem dodatno razdelili v razlicne velikostne
razrede.
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6.3. VPLIV RAZLICNIH DEJAVNIKOV NA PRODUKCIJO GUV-ov

6.3.1. Mediji v katerem so pripravljeni lipidi za nanos

Sest razliénih protokolov smo zastavili tako, da smo lahko spremljali vpliv razli¢nih
dejavnikov na produkcijo GUV-ov. Protokol stevilka 1 je sledil Montes in sodelavci (z razliko
v koli¢ini nanesenih lipidov). Izplen je bil slab in nase predvidevanje je bilo, da je za to lahko
odgovorna sol, ki se koncentrira v lipidnih nanosih med susenjem. Ta verjetno potem privede
do moc¢nih razlik v osmolarnosti med nastajanjem GUV-ov in posledi¢no do majhnega Stevila
nastalih veziklov. Protokol $tevilka 2 je bil enak prvemu, le da smo eritrocitne duhke
pripravili v vodi in ne v fizioloskem pufru. Produkcija GUV-ov v drugem protokolu je bila
ocitno boljsa kot pri protokolu Stevlika 1. Negativni vpliv soli v fizioloSkem pufru so opazili
tudi avtorji prvega protokola in v naslednji objavi GUV-e pripravili v vodi (Bouvrais in sod.,
2008).

6.3.2. Razlika med uporabo eritrocitnih duhkov in eritrocitnih membran

Preverili smo tudi razliko med uporabo eritrocitnih duhkov in eritrocitnin membran (protokol
Stevilki 2 in 3). Rezultati so pokazali, da ve¢jih razlik ni, niti po $tevilu nastalih GUV-ov, niti
po njihovi velikosti ali kvaliteti (brez vkljuckov, sferi¢ni). V nadaljevanju smo uporabljali
samo membrane, ker to predstavlja prihranek ¢asa in materiala za pripravo.

Za tem smo preverili vpliv pufra na elektroformacijo (protokol st. 3, 4 in 5). Protokol st. 3
vkljucuje fizioloski pufer in elektroformacijo pri frekfenci 500 Hz z najvi§jo napetostjo 3,5 V.
Protokol §t. 4 je za na§ namen (priprava GUV-0v iz nativnih membran v fizioloSko
primerljivem mediju) neuporaben, vredno pa je omeniti, da je bilo Stevilo nastalih GUV-ov
presenetljivo malo. V primerjavi z ostalimi protokoli jih je nastalo malo, ¢eprav GUV-e v
vodi uspesno pripravljajo ze desetletja (Angelova in Dimitrov, 1986).

6.3.3. Prednosti uporabe saharoznega pufra za elektroformacijo

S protokolom §t. 5, kjer smo uporabljali saharozni pufer in program elektroformacije s
frekvenco 10 Hz/ 4 V, smo dobili najve¢ GUV-ov. Na prvi pogled saharozni pufer ni
najboljsa primerjava fizioloSkim raztopinam, vendar njegova uporaba predstavlja nekaj
prednosti. Saharozni pufer se s poc¢asnim pipetiranjem lahko zamenja z drugim pufrom, ki
ima bolj fizioloskim raztopinam podobno sestavo (Estes, 2005). Druga pomembna prednost
saharoznega pufra je tudi enostavno koncentriranje ustvarjenih GUV-ov. S pocasnim
dodajanjem izo-osmolarnega glukoznega pufra se zmanjsa gostota zunanjega pufra. GUV-i so
za glukozo in saharozo slabo prepustni, zato se njihova vsebina ne spremeni. Z zniZanjem
gostote zunanjega medija, sami postanejo negativno plovni in posledi¢no potonejo na dno. Od
te tocke naprej, jih lahko z obrezanim pipetnim nastavkom, v koncentrirani obliki, prestavimo
drugam in uporabimo za nadaljne poskuse. Vredno je omeniti, da ve¢ji GUV-i tonejo hitreje.
Upostevajo¢ to dejstvo, lahko raziskovalec izbere velikost GUV-ov, ki jih potrebuje z
odpipetiranjem GUV-ov iz dolocenega pasu v vodnem stolpcu-najvecji so najnize, manjsi
visje v vodnem stolpcu (Slika 8).
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6.3.4. Vpliv koli¢ine naneSenih lipidov

Zaradi tako velikih odstopanj v koli¢ini lipidov, ki so jih na elektrode nanasali pri Montes in
sodelavci ter koli¢ino, ki smo jo uporabljali mi, smo pripravili $e protokol §t. 6. Protokol se od
protokola §t. 5 razlikuje samo po koli¢ini lipidov na elektrodah. Tako smo preverili vpliv
koli¢ine lipidov na Stevilo nastalih GUV-ov. Rezultati so pokazali, da koli¢ina lipidov igra
pomembno vlogo za uspesno elektroformacijo; z 8 x vec¢jo koli¢ino lipidov smo dosegli 20 X
vecii izplen.

Po stevilu nastalih GUV-ov je bil najuspesnejsi protokol §t. 5, s katerim smo dobili skoraj
70.000 GUV-ov/ mLr (slika 6). Tudi ¢e Zelimo pogledati delez sfericnih GUV-ov brez
vkljuckov (slika 8), smo jih najve¢ uspeli pripraviti s protokolom §t. 6, ki je enak protokolu st.
5, razlikujeta se le v koligini lipidov na elektrodah pred elektroformacijo. Ceprav je delez
zazeljenih GUV-ov vedji pri protokolu st. 6, jih je Stevil¢no bistveno ve¢ pri protokolu st. 5.
Zanimivo pa je, da je delez sfericnih GUV-ov brez vkljuc¢kov in s premerom vecjim od 20
um, vecji pri protokolu, pri katerem se na elektrode nanasa manjSa kolicina lipidov. Iz tega bi
morda lahko predlagali Se dodatno optimizacijo protokola v koraku nanaSanja lipidov. Manj
lipidnega nanosa, pomeni manj GUV-ov vendar z ve¢jim premerom in ve¢jim delezem GUV-
ov, ki so sferi¢ne oblike in nimajo vkljuc¢kov, ve¢ lipidnega nanosa pa predstavlja nain za
pridobivanje vecjih kolicin GUV-ov, vendar so ti v manjSem odstotku okrogli, pogosteje
imajo vkljuc¢ke in manjsi delez GUV-ov ima premer nad 20 pum. Z dodatnim
eksperimentiranjem bi lahko nasli optimalno potrebno koli¢ino lipidov na elektrodah, ki
zagotavlja najboljSe razmerje med Stevilom GUV-ov in njihovo kvaliteto-obliko, velikostjo in
odsotnostjo vkljuckov.

6.4. PRIMERJAVA LIPIDNE SESTAVE IZVORNIH MEMBRAN IN GUV-ov

Za zaCetek smo zeleli preveriti razlike med izvornim materialom, torej med eritrocitnimi
duhki in membranami. Proteinski deleZ je nekoliko nizji pri duhkih kot pri membranah,
vendar se prava razlika kaze v koli¢ini fosfolipidov in holesterola. Kljub temu, da se
membrane podvrze Se desetim ciklom zamrzovanja in odtajevanja, kar morda povzroci izpad
sestavljenih lipidov ali holesterola iz membran, da dobimo duhke, to ne more razloziti nizje
koncentracije teh molekul v vzorcu. Verjetno je problem v merjenju, saj je med posameznimi
meritvami istega vzorca prihajalo do velikih odstopanj; masno razmerje med fosfolipidi in
holesterolom je pri membranah in duhkih zanihalo od 6:1 do 2:1 (podatki niso prikazani).

Nastali GUV-i imajo zaradi izvora lipidov kompleksno sestavo, vendar se zaradi faze susenja
verjetno poruSi membranska asimetrija.

6.5. PRIMERJAVA PROTEINOV V ERITROCITNIH MEMBRANAH, ERITROCITNIH
DUHKIH IN GUV-ih

Po originalnem protokolu Montes in sodelavcev, nismo uspeli pripraviti dovolj GUV-ov, da
bi lahko preverili vsebnost proteinov in lipidov v njihovih membranah. S protokolom §t. 2, ki
se od objavljenega (Montes in sod., 2007) razlikuje samo v tem, da so eritrocitni duhki
pripravljeni v vodi namesto v fizioloskem pufru, pa je bila produkcija GUV-ov uspesnejsa.
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Tako smo primerjali protokol §t. 2 in protokol $t. 5. Velike razlike v koncentraciji
fosfolipidov in holesterola, ki so se pojavljale pri merjenju duhkov in membran, nismo
opazili. Pojavi pa se velika razlika med koncentracijo proteinov pri GUV-ih. Razliko lahko
razlozimo na dva nacina; prvi je eksperimentalna napaka, koncentracijo proteinov v GUV-ih,
pripravljenih po protokolu §t. 2 smo opravili le enkrat; druga moznost pa je, da se v protokolu
§t. 2 v GUV-e dejansko vgradi skoraj 5 x ve¢ proteinov. To bi lahko razlozili z upoStevanjem,
da se v protokolu §t. 2 uporablja zaprte duhke, ki se potem zdruzijo v vecje GUV-e. Ti
vsebujejo membranske in citoskeletne proteine eritrocitov. Ti proteini med pripravo ne
izpadejo iz membranskega ovoja in se ohranijo vse do nastanka GUV-ov. Pri protokolu st. 5
se uporablja nezatesnjene eritrocitne membrane. Obstaja moznost, da zaradi lukenj v
membranskem ovoju citoskeletni proteini izpadejo nekje med nastankom membran in
formacijo GUV-ov.

Z elektroforezo smo Zzeleli preveriti proteinski profil GUV-ov in ga primerjati z izhodiS¢nim
materialom. V grobem je proteinska slika dokaj enaka, pojavljajo se manjSe razlike. Eritrocite
smo spirali in lizirali v prisotnosti proteaznih inhibitorjev, zaradi ¢esar lahko izklju¢imo
morebitni vpliv prisotnih proteaz. Bolj verjetno na proteine vpliva obdelava materiala od
liziranja do nanosa na gel za elektroforezo. Ze v letu 1974 sta Kirkpatrick in LaCelle
(Kirkpatrick in LaCelle, 1974) ugotovila, da na proteinski profil precej vpliva priprava
duhkov. V nasem primeru smo membrane nanesli na elektrode in jih susili vsaj dve uri,
pogosteje ¢ez noc¢ pri sobni temperaturi, kar bi lahko vplivalo na sestavo proteinov. Vredno pa
je omeniti, da smo imeli nemalo tezav z izvedbo elektroforeze, da se pasovi niso razlodili, se
razlivali v sosednje kolone, prepotovali le kratko razdaljo od izhodis¢a ipd. Morda bi bilo
smiselno nekaj pozornosti usmeriti tudi v optimiziranje protokola za elektroforezo vzorcev
GUV-ov v mediju s sladkorjem ali s fizioloSkimi vrednostmi elektrolitov.

Z encimskim testom in z metodo povrsinske plazmonske resonance je bila preverjena tudi
funkcionalnost nekaterih membranskih proteinov. Acetilholinesteraza in od kalija odvisna
fosfataza, sta bila dva proteina, ki sta bila posusena pod podobnimi pogoji, kot so bili prisotni
med pripravo GUV-ov in potem previdno resuspendirana. Njuna encimska funkcionalnost je
bila podobna tisti iz izvornega materiala. Tudi rezultati testa za encimsko aktivnost
acetilholinesteraze pri GUV-ih, pripravljenih po protokolu §t. 1 in 5, so pokazali, da se
funkcionalnost proteina ohrani skozi ves postopek priprave GUV-ov (Mikelj in sod. 2013).

Sode¢ po kolicini fosfolipidov, holesterola in proteinov, bi pricakovali priblizno enako Stevilo
GUV-ov v suspenziji, ne glede na protokol. Vseeno smo nasteli skoraj trikrat ve¢ GUV-0v v
vzorcu iz protokola §t. 5, kot v vzorcu iz protokola §t. 2. V raztopini z GUV-i so pogosto vidni
Se ostanki lipidov iz elektrod, ki se niso vgradili v GUV-e (Dimitrov in Angelova, 1988). Med
pregledovanjem vzorca raztopine, pripravljene po protokolu $t. 2, je bilo v raztopini veliko
tovrstnih kosov membran ali duhkov in GUV-ov, ki so bili premajhni (premer manjsi od 10
um), da bi jih Steli.
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6.6. IMUNODETEKCIJA SAHARADINIH SKUPIN NA MEMBRAN!I

Z imunodetekcijo smo zeleli preveriti, ¢e se med pripravo GUVov na membranah obdrzijo
tudi nekatere saharidne molekule. GUV-¢ smo pripravili po protokolu §t. 5; v tem poskusu
smo uporabili tudi kri od donorja s krvno skupino B. Tako smo lahko enostavno opravili tudi
kontrolo imunodetekcije. Med GUV-i, pripravljenimi z eritrociti skupine A in protitelesi za ta
antigen, je prislo do vezave, medtem ko se ta protitelesa niso vezala na GUV-g, ki so bili
pripravljeni iz eritrocitov iz skupine B. Poskusili smo tudi s protitelesi Anti-B in dobili
pricakovane rezultate. Do vezave je prislo pri GUV-ih, ki so bili narejeni iz eritrocitov z
antigeni za krvno skupino B, pri GUV-ih z antigenom A pa ni bilo vezave. S tem smo
pokazali, da se saharidi ocitno precej nespremenjeni obdrzijo na membranah skozi ves proces
in potem predstavljajo sestavni del povrSine GUV-ov.

Glikoforini so skupina glikoproteinov, ki so prisotni v eritrocitni membrani in precej
pripomorejo k negativnemu naboju, Ki prepreCuje interakcije med samimi rde¢imi
krvni¢kami, kot tudi interakcijo med eritrociti in drugimi celicami. S protitelesi anti-A oz.
anti-B smo potrdili, da tudi ti saharidi prenesejo postopek priprave GUV-ov in se tudi po tem
nahajajo v membrani. Zelo verjetno se nek delez teh molekul med pripravo ni orientiral
pravilno in Strli v notranjost GUV-ov. Tezko bi trdil, da so te molekule odgovorne za
odsotnost interakcij med GUV-i, saj smo GUV-¢ pripravljali tudi iz sinteti¢nih lipidov (POPC
GUV-i) in se tudi ti niso privlacili med seboj.

Kontrolo smo izvedli tudi s protitelesi z aktivnim mestom za perforin. To je citoliti¢ni protein,
ki se pod normalnimi pogoji ne pojavlja v eritrocitnih membranah. Po pri¢akovanjih ni prislo
do vezave.

6.7. PREPUSTNOST GUV-ov ZA MOLEKULE KALCEINA IN DEKSTRANA

GUV-e smo pripravili v saharoznem pufru in jih naknadno koncentrirali z glukoznim pufrom.
Tako koncentrirano suspenzijo smo obarvali s kalceinom. Kalcein je pocasi prehajal skozi
membrano nekaterih GUV-ov. Delez GUV-ov, v Katere je vstopil kalcein, se je s ¢asom
poveceval, po 24 urah je neprepustnih ostalo le ~40% GUV-ov, ostali pa so bili vsaj delno
napolnjeni s kalceinom. Rezultati so smiselni, kalcein je majhna molekula, ki verjetno lahko
prehaja skozi nekatere kanalCke v eritrocitni membrani. Pretok v GUV-e ostaja dokler se
koncentracija kalceina v veziklih ne izenaci s koncentracijo v okolici. S ¢asom se povecuje
delez GUV-ov v katerih je mozno videti kalcein. Stevilo delujo¢ih kanalé¢kov v posameznih
GUV-ih variira in zato se nekateri hitreje obarvajo zeleno kot drugi. Dodatno to hipotezo
podpira dejstvo, da GUV-i ostanejo prakticno nepropustni za vecje molekule, kar smo
pokazali s poskusom z dekstranom. GUV-i iz POPC so ostali neprepustni za kalcein tudi po
enem dnevu inkubacije. To je razumljivo, saj naj bi bili popolnoma zatesnjeni, brez
kanalckov, ki bi povezovali njihovo notranjost z okolico. Razlaga z membranskimi kanalcki
je smiselna, vendar ne razlozi, zakaj nekateri GUV-i tudi po daljsi inkubaciji (24 h) ne
vsebujejo dovolj kalceina, da bi prepustnost zaznali pod mikroskopom. Tu obstaja moznost,
da skoraj polovica GUV-ov nima dovolj delujoc¢ih kanal¢kov. V tem primeru se lahko sklepa,
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da enak delez GUV-ov nima funkcionalnih tudi drugih proteinov, kar je lahko motiv za
nadaljnje izboljsave priprave orjaskih unilamelarnih veziklov.
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7. SKLEPI
e Protokol za elektroformacijo smo priredili tako, da smo GUV-e lahko pripravili v

pufru s fiziolosko primerljivo ionsko jakostjo;

e Med postopkom se ohrani kompleksna sestava izvornih membran, vendar je kljub
delujocim nekaterim preverjenim proteinom vprasljiva funkcionalnost membranskih
proteinov;

e Uporabnost GUV-ov smo razsirili z uvedbo protokola, ki omogoca pripravo Stevilnih

GUV-ov iz kompleksnih membran, z raznoliko lipidno sestavo in prisotnimi proteini.
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8. POVZETEK

Cilj diplomske naloge je bil dosezen, z nasim protokolom smo uspeli v saharoznem pufru
pripraviti veliko Stevilo sferiénih GUV-ov iz eritrocitnih membran, ki imajo dobro ohranjeno
lipidno, proteinsko in saharidno heterogenost naravne membrane. Saharozni pufer je mozno
enostavno zamenjati za raztopino, ki po svoji sestavi bolj spominja na fizioloske raztopine, po
drugi strani pa omogoca Se dodatno koncentriranje GUV-ov. Kljub omenjenim prednostim,
ima protokol tudi slabosti; predvsem je problem faza susenja, ki traja vsaj dve uri. Pri tem se
membrane tako posusijo, da se porusi naravna asimetrija, verjetno pa dehidracija negativno
vpliva tudi na proteine. Protokol torej omogoca produkcijo velikega Stevila GUV-ov iz
nativnih membran, kar je bilo S¢ do nedavnega nemogoce, vendar so mozne nadaljnje
izboljSave, da bi bili GUV-i $¢ bolj podobni celicam in tako Se bolj$e orodje za raziskovanje
membranskih pojavov.
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