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V nalogi smo primerjali velikosti majhnih enomembranskih lipidnih veziklov oziroma
liposomov v razlicnih fazah. Predvidevali smo, da so vezikli v urejeni tekoc¢i fazi
(vezikli iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola) vecji od veziklov v
neurejeni fazi (vezikli iz pamitoil-oleoil fosfatidilholina). Vezikle smo tudi obdelali z
detergentom Triton X-100 in opazovali na detergent odporne membrane, ki se
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tehniko dinamicnega sipanja svetlobe, ki nam poda velikosti struktur v raztopini.
Vezikle smo nato preucevali z direktno metodo presevne elektronske mikroskopije, za
katero je bila predhodno potrebna optimizacija. Rezultati so potrdili nase domneve, saj
smo z obema metodama dokazali, da so vezikli v urejeni tekoc¢i fazi vecji. Ravno tako
smo pod elektronskim mikroskopom opazovali na detergent odporne mebrane, ki so v
obliki velikih plaht razpotegnjene na povrsini nosilca za elektronsko mikroskopijo.
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In this work, we compared the dimensions of small unilamelar lipid vesicles or
liposomes existing in different phases. We hypothesized that vesicles in the liquid-
ordered phase (composed of an equimolar sphingomyelin-cholesterol mixture) will be
larger than those in liquid-disordered phase (composed of palmitoyl-oleoyl-
phosphatidylcholine). Both preparations of vesicles were treated with Triton X-100
and the occurence of detergent-resistant membranes was further observed, Lipid
vesicles were analysed using a dynamic light scattering technique, that gave us
information on dimensions of particles in the solution. They were further observed by a
direct method, transmission electron microscopy, that was previously optimized. The
results confirmed our hypotheses, since liposomes in the liquid-ordered phase were
found larger using both techniques. Finally, detergent-resistant membranes that
occured in liposomes in the liquid ordered phase were observed microscopically. They
appeared as large sheets spreading over the surface of the electron microscopy sample
holder.
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XII

OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AFM mikroskopija na atomsko silo
DLS dinamic¢no sipanje svetlobe (dynamic light scattering)
DNA deoksiribonukleinska kislina
DRM v detergentih netopne membrane
ELISA encimsko- imunosorpcijski test (enzyme linked immunosorbent assay)
EPR elektronska paramagnetna resonanca
FRET fluorescentni resonanc¢ni energijski transfer
GPI glikozilfosfatidilinozitol
GUV enomembranske vezikle celi¢nih velikosti (giant unilamellar vesicles)
L4 neurejeno tekoce stanje mebrane
L, urejeno tekoce stanje membrane
LUV veliki enomembranski vezikli (large unilamellar vesicles)
MLV ve¢membranski vezikli (multilamellar vesicles)
NMR jedrna magnetna resonanca
POPC palmitoil-oleoil-fosfatidilholin
RNA ribonukleinska kislina
SM sfingomielin
So urejeno trdno stanje mebrane
SUV majhni enomembranski vezikli (small unilamellar vesicles)
TEM presevna elektronska mikroskopija
Tm temperatura prehoda med urejenim trdnim in neurejenim tekoc¢im stanjem
membrane

ULV enomembranski vezikli (unilamellar vesicles)
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1 UVOD

Tekoc¢i mozai¢ni model lipidne membrane, v kateri se proteini in lipidi prosto gibljejo (Singer
in Nicolson, 1972), se je predvsem v zadnjih letih mo¢no razvil. Raziskave so pokazale, da so
doloceni lipidi in membranski proteini povezani v membranske domene, ki povecajo njihovo
fiziolosko funkcijo (Jacobson in sod. 1995). Lipidne membrane lahko sestavljajo zelo razli¢ni
lipidi. Ob mesSanju se nekateri lipidi s podobnimi lastnostmi preprosto zmesajo, drugi pa se
povezejo in lo¢ijo od ostalih. Tako nastanejo lipidne domene (Vrljic in McConnell, 2003). Te
domene so sestavljene iz to¢no dolocenih lipidov (sfingolipidi in holesterol), pogosta pa je tudi
povezava z membranskimi proteini. Zaradi povezave proteina s taksSno domeno so ti lipidi v

membrani pogosto stati¢ni (Simons in Ikonen 1997).

Lipidne domene v tekoc¢i urejeni fazi imenujemo tudi lipidni rafti in se pojavljajo tako v zivih
celicah, kot tudi v umetnih membranah, kot so liposomi. Urejanje lipidov vpliva na fizikalne
lastnosti membrane. Tako je urejena tekoCa faza trdnejSa, oziroma bolj rigidna od neurejene
tekoce faze. Zato je ukrivljenost membrane v urejeni tekoCi fazi manjsa in je liposom vecji
(Lasi¢, 1997). To smo poskusali v tej nalogi dokazati in sicer z direktnim opazovanjem
liposomov v urejeni teko€i fazi in liposomov v neurejeni teko€i fazi. Z direktno metodo
elektronske mikroskopije smo opazovali tudi strukture, ki nastanejo, ko membrane v urejeni
teko¢i fazi izpostavimo detergentu. Take strukture imenujemo na detergent odporne

membrane.
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1.1 NAMENIIN HIPOTEZE:

- liposomi v urejeni teko€i fazi so vecji od liposmov v neurejeni tekoci fazi

- primerjati velikosti liposomov, pridobljenih z indirektno metodo dinami¢nega sipanja
svetlobe in direktno metodo elektronske mikroskopije

- izloc¢iti artefakte, ki se pojavljajo pri elektronski mikroskopiji in izpopolniti metodo
priprave liposomov za elektronsko mikroskopijo

- pri opazovanju na detergent odpornih membran z elektronskim mikroskopom bomo le
te opazili samo v liposmih v urejeni tekoci fazi

-z elektronskim mikroskopom ugotoviti, v kaksni obliki in velikosti se pojavljajo na

detergent odporne membrane
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2  PREGLED OBJAV

2.1 LIPOSOMI

Liposomi so zaokrozeni koloidni delci, sestavljeni iz amfifilnih molekul. Amfifilne molekule
so sestavljene iz dveh delov z razli¢no topnostjo v vodi: hidrofilnega dela, ki ga imenujemo
tudi polarna glava in privlaci vodo ter hidrofobnega dela, ki ga imenujemo nepolarni rep in
odbija vodo. Zaradi teh lastnosti se takSne molekule v vodnem okolju povezejo v urejene
strukture. Amfifilne molekule, ki imajo en nepolarni rep, tvorijo micele (npr. milo in
detergenti). Molekule, ki imajo dva nepolarna repa, zaradi obseznega repnega dela ne morejo
tvoriti micelov in se povezejo v lipidni dvosloj, kjer polarna povrsSina §Citi nepolarno sredino.
Ker je hidrofobna sredica na robovih takih lamel Se vedno izpostavljena vodi se te v nizkih
koncentracijah zaprejo v zakljucene kroglaste strukture — liposome (Lasi¢, 1997). Liposome
lahko definiramo kot samozapirljive kroglaste delce, v katere ena ali veC lipidnih membran

ujame del topila v katerem so raztopljeni.
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Slika 1: Amfifilne molekule z eno verigo iz ogljikovodikov v vodnem okolju agregirajo v micele. Amfifilne
molekule z dvema verigama pa v vodnem okolju tvorijo lipidni dvosloj (Lasi¢, 1997)
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Liposome delimo v vec¢ skupin na podlagi velikosti in Stevila membran. Tako lo¢imo
veCmembranske oziroma veclamelne vezikle (multilamellar vesicles — MLV) ter
enomembranske vezikle (unilamellar vesicles — ULV). Ve¢membranski vezikli dosegajo
velikosti od 100 do 4000 nm. Enomembranske vezikle delimo na :
- majhne enomembranske vezikle (small unilamellar vesicles — SUV), ki dosegajo
velikosti od 20 do 100 nm.
- velike enomembranske vezikle (large unilamellar vesicles — LUV), ki dosegajo
velikosti od 100 do 800 nm
- enomembranske vezikle celi¢nih velikosti (giant unilamellar vesicles — GUV), ki

presegajo velikosti 1 pm ( Kristl in sod., 1992; Douilez in sod., 2003)

ARFIFILHA MUOLERULA

&~ Polarna glava

g — Mepolarmi rap

LUV

@Gé%g @@O

Slika 2: Lipidni dvosloji se v vodnem okolju zaprejo v kroglaste strukture — vezikle (Lasi¢, 1997).
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Sestava lipidnega dvosloja je kljucnega pomena za lastnosti veziklov. Vpliva na povrsinski
naboj, steri¢ne interakcije in rigidnost membrane. Rigidnost lipidnega dvosloja vpliva na
samo ukrivljenost membrane, ki je manjsa, Ce je lipidni dvosloj bolj trden (Lasi¢, 1997). Tako

se vezikli iz razli¢nih lipidov, ki jih pripravimo na enak nacin, lo¢ijo po velikosti.

Rigidnost membrane opredelimo s prehodom membrane iz urejenega trdnega stanja (S,) v
neurejeno tekoce stanje (Lg4) pri temperaturi prehoda (Ty). Temperatura T,, je odvisna od
dolZine in nasicenosti ogljikovodikovih verig, iz katerih je sestavljen nepolarni rep amfifilnih
lipidov. Polarna glava ima veliko manjsi vpliv na Ty, Tako naprimer fosfatidiletanolaminska
polarna glava rahlo poveca T, v primerjavi s fosfatidilholinsko polarno glavo, ki je povezana
z enako mascobnokislinsko verigo. Nabite skupine v polarni glavi pa povecini vrednost Ty,

zmanjsajo za nekaj stopinj (Lasic¢, 1997).

Ce v lipidno membrano vklju¢imo holesterol, se ob vidanju njegove koncentracije zabrigejo
fazni prehodi med urejeno in neurejeno fazo. Tako dobimo membrano brez faznega prehoda,
ki jo imenujemo urejena tekoca faza (L,). Lipidni dvosloji, ki vsebujejo holesterol, so tudi
mehansko bolj povezani. NajmocnejSo povezavo s holesterolom dosezejo lipidi, ki imajo
nasi¢eno C18 verigo ogljikovodikov. Membrane z meSanico takih lipidov in holesterola so
tako najbolj rigidne (Lasi¢, 1997). Holesterol ima tudi kondenzirajoci u¢inek. To je fizikalni
pojav, ki §¢ ni popolnoma raziskan. Ce namre¢ na povrino vode nanesemo mesanico
sfingomielina in holesterola, ta zasede manjSo povrsino, kot bi jo zasedla vsota obeh

komponent nanesenih posamicno (Lichtenberg in sod., 2005).

i Aventi Polar Lipids

Slika 3: Sfingomielin; (2S,3R,4E)-2-acilaminooktadeka-4-en-3-hidroksi-1-fosfoholin oz. ceramid-1-fosfoholin
(Sfingomielin ... , 2006)
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CuAvanti Polar Lipids

Slika 4: Holesterol (Holesterol ... , 2006)

2.1.1 Razli¢ne metode za pripravo liposomov

Za pripravo liposomov so na voljo tri glavne metode, ki se med seboj lo¢ijo po tezavnosti

priprave, homogenosti lipidnih veziklov, koli¢ini vlozenega Casa za pripravo ter moznosti

pridobivanja vecjih koli¢in lipidnih veziklov (Lasch in sod., 2003).

Priprava veziklov s hidratacijo in sonikacija. Pri tej metodi lipide najprej raztopimo v
organskem topilu, da zagotovimo optimalno meSanje. Nato topilo z evaporacijo
odstranimo in vnesemo polarni medij npr. vodo ali pufer in z meSanjem sprozimo
tvorbo ve¢membranskih veziklov. Te nato s sonikacijo pretvorimo v enomembranske
vezikle. Metoda je lahka za uporabo, vendar ni primerna za pripravo vec¢je koli¢ine
lipidnih veziklov. Ravno tako se pogosto zgodi, da so vezikli razli¢nih velikosti in

populacija ni homogena (Lasi¢, 1997; Lasch in sod., 2003).

Priprava veziklov s filtri. Pri tej metodi veémembranske vezikle potiskamo skozi filter
z razli¢no velikimi porami. Najprej je treba vezikle filtrirati skozi pore velikosti 1 pm.
Nato jih petkrat potisnemo skozi filter s porami 0,4 pm in 0,2 pum. Temu sledi
desetkratno filtriranje s filtrom, ki ima velikost por 100 nm. Tako dobimo velike
enomembranske vezikle. Ce Zelimo s to metodo pridobiti majhne enomembranske
vezikle, moramo postopek nadaljevati s filtri, ki imajo velikosti por med 50 nm in 80

nm. Vezikle lahko potisnemo skozi samo en filter s kon¢no velikostjo por, vendar je
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pred tem potrebno veckratno zamrzovanje in odtaljevanje ve¢membranskih veziklov, s
katerim dosezemo njihovo razslojevanje. Ce uporabljamo filtre s §¢ manj§imi porami
(30 nm in manj), ne pridobimo manjsih veziklov temve¢ vecje, saj imajo membrane
tako pridobljenih veziklov preveliko ukrivljenost in so podvrzene zlivanju. Prednost te
metode je velika homogenost veziklov. Metodo je mozno uporabiti tudi za pripravo
vecjih koli¢in veziklov. Slaba stran metode je zahtevnost in Cas priprave veziklov

(Lasic, 1997; Lasch in sod., 2003 ).

- Priprava veziklov s homogenizacijo. Pri tej metodi meSanico ve¢membranskih
liposomov potisnemo skozi majhno luknjo v oviro, ki je lahko kroglica ali vrh
piramide. Mikrotekocinski sistem curek tekocCine razdeli na dva dela, ki nato trcita s
pritiskom 20.000 psi. Prednost te metode je hitrost priprave, enostavnost ter moznost
pridobivanja velikih koli¢in veziklov. Slabo stran pa predstavlja kontaminacija s

prevelikimi ali premajhnimi vezikli (Lasi¢, 1997; Lasch in sod., 2003) .

2.1.2 Uporaba lipidnih veziklov

Liposomi se lahko uporabljajo v razli¢ne industrijske in laboratorijske namene ter v medicini.
Najbolj znana je uporaba v kozmeti¢ni industriji, kjer liposomi sluzijo kot prenasalci
hidrofilnih ali hidrofobnih snovi. Zaradi njihovih koloidnih lastnosti jih uporabljajo tudi v
agrokulturi. Uporabni so tudi v ekologiji, zivilski industriji in diagnostiki. Primer take uporabe
je test ELISA (encimsko- imunosorpcijski test), kjer en ligand nosi eno markersko molekulo.
Ce pa uporabimo liposome za nosilce markerskih molekul, oja¢amo signal (Lasi¢, 1997).

Liposome uporabljajo tudi v medicini, predvsem kot nosilce za =zdravila, saj so
biokompatibilni, razgradljivi in ne povzroc¢ajo burnega imunskega odziva. Zdravila, ki jih
nosijo, tako ne potujejo prosto po telesu. S tem zagotovimo manjso toksicnost zdravil. V teku
so tudi raziskave, za tockovno delovanje takih liposomov na obolelo mesto v telesu s pomocjo
signalnih molekul, ki se jih vgradi v membrano. Mnoga zdravila, ki delujejo na tak nacin, so

sedaj ze v klini¢ni razvojni fazi. Liposomi so uporabni tudi za vakciniranje. Primer take
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uporabe je cepivo za hepatitis, ki je v uporabi od leta 1994. Se ena pomembna uporaba
liposomov je vnos DNA (deoksiribonukleinska kislina) v celice, pri kateri liposomi sluzijo kot
nosilec DNA oziroma RNA (ribonukleinska kislina) molekul, ki jih ujamemo v liposome. V te

namene se uporabljajo pozitivno nabiti liposomi, ki vezejo in $¢itijo molekule DNA (Lasic,

1997).

. 2. Adsorh cija:

1. Adsorhcija: = . g by ’ \ prenos lipofilne vsehine
sprostitev I
wsehine - \ \dp
L JEDRO j

Znotrajeeliéna fuzija

3.

Endocitoza / Fagocitoza 8

Slika 5: Razli¢ni nacini s katerimi liposomi prenesejo svojo vsebino v celico. 1. Adsorbcija liposoma na celi¢no
povrsino, ki ji sledi sprostitev vsebine liposoma in prehod skozi membrano s pomoéjo aktivnega ali pasivnega
transporta. 2. Adsorbcija liposoma, ki ji sledi selektivni transport lipofilne vsebine v celico. 3. Endocitoza
liposoma, ki ji sledi fagocitoza in posledi¢no sprostitev vsebine liposoma. 4. Zlitje membrane liposoma z
membrano celice ali membrano endosoma (znotrajceli¢na fuzija) in sprostitev vsebine. (Kamps in Scherphof,
2003)

2.2 LIPIDNI RAFTI IN NA DETERGENT ODPORNE MEMBRANE

Lipidni rafti so metastabilne membranske mikrodomene, sestavljene iz sfingolipidov in
holesterola. =~V njih  lahko najdemo tudi glicerofosfolipide, proteine  GPI
(glikozilfostatidilinozitol), ki so vezani na nasicene lipide ter redke transmembranske proteine

(Edidin, 2003). Vlogo lipidnih raftov e vedno preucujejo, vendar raziskave kazejo, da so
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povezani s prenosom signalov, razvrscanjem lipidov in proteinov, transportom holesterola,
eksocitozo in endocitozo (London, 2002; Edidin, 2003). Razlogi za slabo raziskanost lipidnih
raftov so posledica njihove majhnosti in dinami¢ne organizacije. Velikost raftov ocenjujejo na
skupek petnajstih do dvajsetih molekul sfingolipida in holesterola, obstojnost pa ocenjujejo na
30 ms. Vendar pa so raziskave pokazale, da zasedajo veliko povrSino membrane (Subczynski
in Kusumi, 2003). Ce se na lipidni raft poveZe protein GPI oziroma receptor ali
transmembranski protein, se lipidne mikrodomene med seboj povezejo in oligomerizirajo. Na
ta nacin nastanejo stabilni receptorski rafti (core receptor rafts) z zivljensko dobo daljso od 1
minute. Ti difundirajo naokrog in inducirajo tvorbo vecjih prehodnih raftov (transient
confinement zone — TCZ). Njihovo zivljenjsko dobo ocenjujejo na manj kot 1 sekundo. Taki
so signalni rafti. Regulacijo raftov v celici pripisujejo proteinom (Subczynski in Kusumi,
2003; Anderson in Jacobson, 2002).

Obdelava membrane z neionskimi detergenti, je bila tudi pogosta metoda za preucevanje in
izolacijo lipidnih raftov, zato so pri dosedanjem raziskovanju lipidnih mikrodomen pogosto
izenaCevali lipidne rafte z v detergentih netopnimi membranami (DRM). Obe strukturi sta
prisotni v tekoci urejeni fazi in sta podobnih sestav (holesterol in sfingolipidi). Vendar zadnje
raziskave nakazujejo, da ju kljub tesnemu odnosu, ne smemo preprosto enaciti (Lichtenberg in
sod., 2005). DRM so rezultat nepopolne topnosti membrane v detergentih in v takem stanju
obstajajo le po obdelavi z detergentom. Odpornost na topnost v detergentu pa je lahko tudi
posledica termodinamskih ali kineti¢nih faktorjev (Lichtenberg in sod., 2005). Rafte po drugi
strani definiramo kot prehodne, dinamicne in nestabilne mebranske mikrodomene, ki se
pojavljajo v in vivo pogojih. Njihov obstoj je neodvisen od uporabe detergentov, njihova

odpornost na raztapljanje v detergentih pa Se ni dokazana (Lichtenberg in sod., 2005).
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2.2.1 Nacini za opazovanje lipidnih raftov in na detergent odpornih membran

Za opazovanje membranskih mikrodomen uporabljajo zelo razliéne metode (Rivas in Genarro,
2003):

- kalorimetricne metode: izotermalna titracija, diferencialno skeniranje, perturbacije
pritiska;

- mikroskopske metode: mikroskopija na atomsko silo (AFM), opazovanje z
elektronskim mikroskopom, fluorescentna mikroskopija;

- druge fluorescentne metode: gasenje oziroma metoda FRET (fluorescentni resonan¢ni
energijski transfer);

- spektroskopske metode: elektronska paramagnetna resonanca (EPR), NMR oziroma
jedrna magnetna resonanca;

- metode pri katerih uporabljamo molekule, ki se specificno vezejo na lipidne rafte.
Primer je B-podenota koleratoksina, ki se veze na gangliozide GM1, ki so obogateni v
lipidnih raftih (Bacia in sod., 2004). Raziskave potekajo tudi na proteinu ostreolizinu.
Ta protein se specificno veze na membranske domene bogate s sfingomielinom n

holesterolom ter tvori pore v membrani (Sep¢i¢ in sod., 2004)

2.3 TEHNIKE ZA OPAZOVANIJE IN DOLOCANIJE VELIKOSTI LIPOSOMOV

Liposome lahko opazujemo z direktnimi in indirektnimi metodami. Indirektni metodi za
opazovanje velikosti sta dinamicno sipanje svetlobe ter gelska kromatografija. Z obema
metodama lahko pridobimo zelo natan¢ne podatke o velikosti, vendar pa na tak nacin ne
moremo zaznati lamelarnosti liposomov. V ta namen uporabljamo NMR spektroskopijo ali pa
direktne metode za opazovanje. Te temeljijo predvsem na razlicnih tehnikah elektronske
mikroskopije. Vezikle tako lahko opazujemo s presevno elektronsko mikroskopijo, pri kateri
lahko liposome negativno kontrastiramo, ali pa s tehniko lomljenja z zamrzovanjem (freeze-
fracturing). Pri obeh tehnikah se pojavljajo problemi z artefakti in spremembo lipidnih

veziklov pri suSenju preparata. NajuCinkovitejSa direktna metoda pa je elektronska
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mikroskopija z zamrzovanjem (cryoelectron microscopy), pri kateri vezikle na hitro
zamrznemo in opazujemo brez dodatnega barvila. Pri tej metodi tako dobimo najbolj
verodostojne podatke, saj na vezikle minimalno vplivamo (Lasi¢, 1997). Vzorec za
elektronsko mikroskopijo z zamrzovanjem nanesemo v tankem sloju na nosilec prevlecen z
ogljikovo plastjo. Nato nosilec z vzorcem potopimo v hladilno sredstvo (npr. tekoCi etan).
Tako pridobimo zamrznjen vzorec brez kristalov ledu. Za obcutljivejSe vzorce, med katere
spadajo tudi liposomi, moramo med pripravo vzorca prepreciti izhlapevanje vode iz tankega
sloja vzorca na nosilcu. To dosezemo tako, da vzorce pripravljamo v okolju v katerem
nadzorujemo temperaturo in relativno vlago. Zamrznjene vzorce nato opazujemo s presevnim
elektronskim mikroskopom, ki podpira elektronsko mikroskopijo z zamrzovanjem (Frederik in

Sommerdijk, 2005).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

- Sfingomielin iz svinjskih mozgan (Avanti Polar Lipids, ZDA)
- Holesterol iz ov¢jega loja (Avanti Polar Lipids, ZDA)

- Palmitoil-oleoil-fosfatidilholin (Avanti Polar Lipids, ZDA)

- Bidestilirana voda (dd H,O)

- Etanol (Merck, Nemcija)

-  EDTA (Kemika, Hrvaska)

- Tris (Merck, Nemcija)

- NaCl (Merck, Nemcija)

- 2% nasicen uranil acetat

- 1% fosfovolframova kislina

- Kloroform (Merck, Nemcija)

- Triton X-100 (Sigma, ZDA)

- Tris pufer za vezikle (140 mM NaCl; 20 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8,0)

3.1.2 Oprema

- sonikator (Vibracell Ultrasonic Disintegrator, Sonics and Materials, ZDA)

- sonikator (MSE 150W Ultasonic Disintegrator Mk 2, MSE Scientific instruments,
Anglija)

- presevni elektronski mikroskop Philips CM 100 (FEI, Nizozemska)

- digitalna kamera Gatan — Bio Scan Camera Model 792 (Gatan Inc., ZDA)

- programska oprema Digital Micrograph 3.31 (Gatan Inc., ZDA)

- rotavapor in vodna kopel B-480 (Biichi, Svica)

- centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Slovenija)
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- avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)
- Zetasizer Malvern 3000 (Malvern, ZDA)

3.2 METODE

3.2.1 Priprava lipidnih veziklov

Komercialne lipide v prahu, z znanimi molekulskimi masami (holesterol, palmitoil-oleoil-
fosfatidilholin), smo raztopili v kloroformu ali v kloroformu z dodatkom minimalne koli¢ine
etanola (sfingomielin) v koncentracijah 50 mg/ml oziroma 25 mg/ml. Ustrezne koli¢ine
lipidov, ki so bili raztopljeni v kloroformu, smo posusili v bucki pri znizanem tlaku z vodno
vakumsko ¢rpalko ali rotavaporjem. Na stenah bucke se je nabral tanek lipidni sloj. V bucko
smo nato dodali 1 ml deionizirane vode, filtrirane skozi 0.22 pm membranski filter, in 10-20
steklenih kroglic. Te so z meSanjem na stresalniku mehansko odstranile lipidni sloj in lipidi so
se v vodi zaradi hidrofobnosti zaprli v vecmembranske (multilamelarne) vezikle.

Vec¢membranske vezikle smo nato obdelali s sonikatorjem.

3.2.1.1 Sonikacija

Sonikator deluje tako, da pretvarja elektriéno napetost standardne frekvence 50/60 Hz v
visokofrekvencno napetost ter jo nato s pretvornikom spreminja v mehanske vibracije. Te
dosezejo najvec¢jo mo¢ na konici sonde, ki je potopljena v vzorec. Vibracije v tekocCini
ustvarijo mikroskopske mehurcke, ki se razSirjajo ob negativnem pritisku in mocno
implodirajo ob pozitivnem pritisku. Ta pojav povzro¢i udarne valove v teko€ini, stranski
produkt je poviSan pritisk in temperatura. Udarni valovi omogocijo vnos velike koliine
energije v tekocino. Kljuéni pomen ima tudi oblika sonde. Vecji kot je vrh sonde, vecje
volumne vzorca lahko obdelamo, vendar na racun manjse intenzitete.

Na naSem sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator lahko dolocamo tudi amplitudo

vibracij. Ta je izrazena v procentih od 0 do 100. Vecja kot je amplituda, ve¢ energije bomo
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vnesli v vzorec. Procesor v sonikatorju nadzoruje vnos energije v vzorec na podlagi upora, ki
ga ta predstavlja sondi. Ta je namre¢ odvisen od viskoznosti vzorca, tipa sonde in globine na
katero potopimo sondo. To je tudi razlog, da je amplituda izrazena v procentih (High intensity

.., 2004).

Z naSo metodo s soniciranjem povzroimo nastajanje enomembranskih (unilamelarnih)
veziklov. Za ta proces je potrebna velika energija. Ce sonikator dovede premalo energije v
vzorec, dobimo zelo nehomogeno populacijo veziklov, ki jih sestavljajo eno- in
ve¢membranski vezikli. Zaradi segrevanja vzorca moramo vezikle sonicirati s pulzi in jih

hladiti z ledom.

V nalogi smo uporabili dva tipa sonikatorjev: Vibracell ultrasonic disintegrator ter MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in pri tem spreminjali mo¢, amplitudo in trajanje sonikacije. Za
optimalno se je izkazala metoda, pri kateri smo 1 ml veziklov soniciali 30 minut.pri amplitudi
50%. Soniciranje je potekalo z 10 sekundnimi pulzi. Ependorfova epruveta z vezikli je bila ves
Cas soniciranja potopljena v ¢aso z ledeno vodo. Po sonikaciji smo vezikle potopili za 45
minut v vodno kopel s temperaturo 40 °C. Ependorfovo epruveto smo nato prenesli v
centrifugo (20 minut, 13000 rpm, 25 °C). Po centrifugiranju smo supernatant prenesli v Cisto
Ependorfovo epruveto, jo prepihali z duSikom in do uporabe zamrznili. Preden smo vzorec

uporabili za nadaljnje analize, smo ga Se enkrat sonicirali 10 min pri istih pogojih.

3.2.2 Priprava na detergent odpornih membran

V cisto Ependorfovo epruveto smo dodali 0,5 ml enomembranskih veziklov. Vzorcu smo nato
dodali 25 pl 10% neionskega detergenta Triton X-100. Rahlo smo premesali, tako da smo
petkrat obrnili Ependorfovo epruveto. Vzorec smo nato 30 minut inkubirali pri 4 °C. Pred

nadaljnjo obdelavo oziroma preuc¢evanjem smo vzorec hranili v hladilniku pri 4 °C.
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3.2.3 Merjenje velikosti veziklov z Zetasizerjem Malvern 3000

3.2.3.1 Zetasizer Malvern 3000

Zetasizer Malvern 3000 uporablja princip dinami¢nega sipanja svetlobe (DLS — dynamic light
scattering) oziroma fotonske korelacijske spektroskopije (PCS — photon correlation
spectroscopy) za merjenje velikosti delcev v raztopini. DLS spada med neinvazivne tehnike.
Delci v raztopini so podvrzeni Brownovemu gibanju. Ko jih osvetlimo z laserjem, se svetloba
razprsi. Intenziteta razprSene svetlobe, ki jo detektiramo pod razli¢nimi koti, se spreminja
glede na difuzijsko hitrost delcev v raztopini. Ta pa je odvisna od velikosti delcev. Velikost
delcev tako dolo¢imo iz analize sprememb v intenziteti razprSene svetlobe. Naprava Zetasizer
Malvern 3000 uporablja patentirano razli¢ico metode DLS. Ta metoda, ki se imenuje NIBS
(noninvasive backscatter technology), izboljSa detekcijo delcev in povefa razpon

koncentracije delcev, ki jo lahko merimo (Kaszuba in sod., 2004).

3.2.3.2 Postopek merjenja

V plasticno kiveto smo prenesli 1,5 ml veziklov, raztopljenih v deionizirani vodi s
koncentracijo 0,5 mg/ml. Kiveto smo vstavili v Zetasizer Malvern 3000. V napravi vzorec
pomerimo 300 krat in obdelamo podatke s statisticnim programom. Tako dobimo povprecno
velikost delcev v vzorcu, relativno napako in porazdelitveni graf. Naprava zazna tudi vec

skupin razli¢no velikih delcev in jih pravilno porazdeli.

3.2.4 Opazovanje veziklov s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM )

3.2.4.1 Presevna elektronska mikroskopija (TEM)

S presevnim ali transmisijskim elektronskim mikroskopom s pomocjo elektronov obsevamo
zelo tanke rezine preparata, vklopljenega v smolo ali suspenzije kontrastiranih delcev, ki smo

jih nanesli na kovinsko mrezico. Presevni elektronski mikroskop je analogen presevnemu
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svetlobnemu mikroskopu. Slika nastane zaradi razli¢nega sipanja elektronov na atomih z
razliénimi atomskimi S$tevili, ki se nahajajo na razli¢énih mestih v preparatu. Z njim lahko
dosegamo veliko vecje locCljivosti kot pri svetlobnem mikroskopu. Tako poveCave z

elektronskim mikroskopom lahko dosegajo tudi 500.000x vrednosti (Dykstra, 1992).

Vir elektronov je kovinski filament ali katoda, ki pod elektricnim tokom oddaja elektrone
(valovna dolzina elektronov je 0,005 nm). Visoka napetost, ki obstaja med anodo in katodo
(40-120 kV), pospesi snop elektronov skozi odprtino v anodi. Pot gibanja elektronov
usmerjajo elektromagnetna polja. Celoten snop elektronov mora potovati v vakuumu, saj bi

molekule zraka ustavile elektrone.

Analogno funkcijo steklenih le¢ v elektronskem mikroskopu predstavljajo elektromagnetne
leCe, ki usmerjajo tok elektronov. Kondenzor zbere snop elektronov na preparatu, objektiv
poveca sliko predmeta, projektiv, ki je analog okularju, pa projicira sliko na fluorescentni

zaslon ali fotografski film (Dykstra, 1992).

V diplomski nalogi smo uporabljali elektronski mikroskop Philips CM 100. Slike smo posneli
s kamero Gatan — Bio Scan Camera Model 792. Za obdelavo slik smo uporabljali racunalniski

program Digital Micrograph 3.31 proizvajalca Gatan Inc. iz ZDA.

3.2.4.2 Priprava lipidnih veziklov za presevno elektronsko mikroskopijo

Priprava lipidnih veziklov je temeljila predvsem na ustreznem kontrastiranju. Ker je tezko
doseci ucinkovito vezavo kontrastirnega sredstva na lipidni dvosloj, smo uporabili tehniko
negativnega kontrastiranja. Pri tej tehniki za razliko od pozitivnega kontrastiranja, opazovane
strukture ali delce obdamo s tezkimi kovinami, same strukture pa ostanejo presojne za
elektronski snop. Tako ni potrebno, da se kontrastirno sredstvo kemijsko veze na opazovani
objekt. Za negativno kontrastiranje se najpogostoje uporablja fosfovolframovo kislina,

amonijev molibdat ter uranil acetat. Pri kontrastiranju s slednjim lahko v nekaterih primerih v
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vzorcu opazimo hkrati negativno in pozitvno kontrastiranje. Negativno kontrastiranje se
uporablja za opazovanje makromulekul, povrSinskih celi¢nih struktur, celi¢énih organelov in

virusov (Dykstra, 1992).

3.2.4.2.1 Negativno kontrastiranje z uranilacetatom

V disto Ependorfovo epruveto smo prenesli 35 pl lipidov, raztopljenih v deionizirani vodi s
koncentracijo 0,5 mg/ml. Lipidom smo dodali 5 pl 2% uranilacetata (pH 7), ki sluzi kot
kontrastirno sredstvo. Vzorec smo premesali z nastavkom za pipeto in pustili kontrastirati 1
minuto. Nato smo na bakreni nosilec za elektronsko mikroskopijo, ki je prevlecen s plastjo
ogljika, nanesli 6 pl kontrastiranega vzorca. Odvecno koli¢ino vzroca smo odpivnali z nosilca
s pomocjo filtrirnega papirja. Ko se je kapljica posusila, je bil vzorec pripravljen za

opazovanje.

3.2.4.2.2 Negativno kontrastiranje s fosfovolframovo kislino

V cisto Ependorfovo epruveto smo prenesli 100 pl lipidov raztopljenih v deionizirani vodi s
koncentracijo 5 mg/ml in dodali 100 pl 1% fosfovolframove kisline (1/1). Vzorec smo
sonicirali 3 minute. Sonikacija povzro¢i kratkotrajno odprtje veziklov in izenacenje
koncentracije kontrastirnega sredstva v veziklih in v okolici. Nato smo vzorec desetkrat
razredcili. Tako smo dobili desetkrat vi§jo koncentracijo kontrastirnega sredstva v veziklih kot
v okolici. Na bakreni nosilec za elektronsko mikroskopijo, ki je prevlecen z plastjo ogljika,
smo nanesli 6 pl kontrastiranega vzorca. Odvecno koli¢ino vzroca smo odpivnali z nosilca s

pomocjo filtrirnega papirja. Ko se je kapljica posusila, je bil vzorec pripravljen za opazovanje.
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4 REZULTATI

4.1 VELIKOSTI VEZIKLOV IZMERJENIH Z DINAMICNIM SIPANJEM SVETLOBE

4.1.1 Velikost veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola,
pripravljenih na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk.2 z
razli¢nimi pogoji soniciranja

Pred kratkim so na katedri za biokemijo Oddelka za biologijo opazili, da s pripravo
enomembranskih veziklov po standardni metodi (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi
in moc¢jo 6 p), dobijo prevelike vezikle. Mali enomembranski vezikli bi, glede na podatke iz
literature, morali imeti velikost 30-40 nm, medtem ko so velikosti veziklov, pripravljenih s
sonikatorjem tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator, vedno presegale 100 ali pa celo 200
nm. Velikost veziklov smo poskusSali zmanjSati tako, da smo poizkusili z novimi postopki
priprave veziklov. Ti so vkljucevali zamrzovanje in odtaljevanje vzorca ter povecevanje moci
sonikatorja in trajanja sonikacije. Iz rezultatov v preglednici 1 je razvidno, da povecanje moci
in tudi zamrzovanje in odtaljevanje pripomorejo k nastanku manjsih veziklov, vendar rezultati

Se vedno ne izpolnjujejo pricakovanega velikostnega razreda 30 nm velikih veziklov.

Preglednica 1: Velikost veziklov izmerjenih z Zetasizerjem Malvern. Vezikli so bili pridobljeni z razli¢nimi
metodami na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk2.

CAS SONIKACIJE, ENERGIJA TER ZAMRZOVANIJE VEZIKLOV Premer veziklov,
sestavljenih iz SM/CHOL
(1:1, mol/mol)

30 min, 10 s pulzi, 6 u (standardna metoda) 287 nm +/- 73 nm
30 min, 10 s pulzi, 12 i 160 nm +/- 51 nm
30 min, 10 s pulzi, 6 |1, 10x zamrzovanje in odtaljevanje vzorca 159 nm +/- 86 nm

30 min, 10 s pulzi, 12 P, 10x zamrzovanje in odtaljevanje vzorca 179 nm +/- 45 nm
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4.1.2 Velikosti veziklov z razli¢no lipidno sestavo, pripravljenih na novem sonikatorju
tipa Vibracell ultrasonic disintegrator z razli¢nimi pogoji soniciranja

V preglednici 2 so prikazane velikosti lipidnih veziklov obdelanih z novim sonikatorjem tipa
Vibracell ultrasonic disintegrator. Novi sonikator smo umerili z razlicnimi mo¢mi in trajanjem
soniciranja. UpoStevali smo tudi, da je bilo v Ependorfovi epruveti vedno 1 ml vzorca ter, da
je bila sonda sonikatorja potopljena do 2/3 vzorca. Iz preglednice 2 je tako razvidno, da je
optimalni ¢as soniciranja 30 minut in da mora biti sonikator nastavljen na 50% moci
delovanja. Na ta na¢in dobimo zelo enakomerno populacijo veziklov. Velikost veziklov je bila
pod 100 nm in tako smo se priblizali velikosti, ki je navedena v literaturi. Opazili smo tudi, da
je pri vi§ji moci, ¢asu in amplitudi soniciranja velikost veziklov sestavljenih iz POPC,
priblizno dvakrat manjSa od velikosti veziklov, sestavljenih iz ekvimolarne meSanice

sfingomielina in hoesterola.

Preglednica 2: Velikost veziklov izmerjenih z Zetasizerjem Malvern. Vezikli so bili pridobljeni z novim
sonikatorjem tipa Vibracell ultrasonic disintegrator in z razlicnimi pogoji soniciranja.

CAS IN AMPLITUDA | SM/CHOL (1:1) POPC
SONIKACIJE (premer veziklov) (premer veziklov)
60 min, 10 s pulzi, 40% 57 nm +/- 29 nm 64 nm +/- 4nm
30 min, 10 s pulzi, 40% 97 nm +/- 52 nm 52 nm +/- 41 nm
30 min, 10 s pulzi, 50% 52nm +/- 6nm 25nm +/- 6 nm
60 min, 10 s pulzi, 50% 155 nm +/- 35 nm 66 nm +/- 41 nm
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4.2 OPAZOVANIJE VEZIKLOV Z ELEKTRONSKIM MIKROSKOPOM

4.2.1 Vezikli pripravljeni s sonikatorjem tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk.2
in kontrastirani z uranil acetatom

4.2.1.1 Vezikli iz ekvimolarne mesanice sfingomielina in holesterola

Na slikah 6-8 so prikazani vezikli pri treh razlicnih povecavah. Jasno je razvidno, da se lipidni
vezikli nahajajo v grucah. To je predvsem posledica susenja preparata, kar je del postopka
priprav vzorca za elektronsko mikroskopijo. V grucah poteka tudi zlivanje veziklov. Iz slik je
ravno tako lepo razviden Se en vzrok za opazene prevelike velikosti veziklov, ki smo jih
izmerili z Zetasizerjem. To so ve¢membranski vezikli, ki bi namre¢ po sonikaciji morali biti

enomembranski.
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Slika 6: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih s
standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in moc¢jo 6 w) na sonikatorju tipa MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in kontrastiranih z uranil acetatom. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani
vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml. Povedava mikroskopa: 92000x. Razvidna je gruca veziklov na kateri zlahka
opazimo veliko lamelarnost, ki je oznacena s pus¢icami.
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Slika 7: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih s
standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in mo¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in kontrastiranih z uranil acetatom. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani
vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml. Povecava mikroskopa: 46000x. Razvidna je gruca veziklov in zlivanje veziklov.
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Slika 8: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih s
standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in mo¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in kontrastiranih z uranil acetatom. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani
vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml. Povecava mikroskopa: 10500x. Razvidne so gruce veziklov.
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4.2.1.2 Vezikli iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina

Na slikah 9 in 10, ki prikazujeta vezikle iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, opazimo Se vecje

grmadenje veziklov kot pri veziklih iz sfingomielina ter holesterola. Vezikli so ravno tako

veémembranski.

Slika 9: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, pripravljenih s standardno metodo (30-
minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in moc¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator
Mk.2 in kontrastiranih z uranil acetatom. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,25
mg/ml. Povecava mikroskopa: 92000x. Na sliki je prikazana gruca veziklov na kateri opazimo veliko lamelarnost
in zlivanje veziklov.
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0.2 ym

Slika 10: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, pripravljenih s standardno metodo
(30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in moc¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic
disintegrator Mk.2, in kontrastiranih z uranil acetatom. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v
koncentraciji 0,25 mg/ml. Povecava mikroskopa: 46000x. Na sliki je velika gmota veziklov.

4.2.1.3 Negativna kontrola (uranil acetat)

Negativna kontrola, pri kateri smo z elektronsko mikroskopijo opazovali v vodi raztopljeno
kontrastirno sredstvo brez dodatka veziklov potrjuje, da so opazovani vzorci barvani z
uranilacetatom res lipidni vezikli in ne artefakti, ki se pogosto pojavljajo pri opazovanju

lipidnih struktur.
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Slika 11: Elektronski posnetek v filtrirani deionizirani vodi raztopljenega kontrastirnega sredstva (uranil acetat)
brez dodatka veziklov (negativna kontrola), pripravljenega s standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10
sekundnimi pulzi in mocjo 6 W) na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk.2. Povecava
mikroskopa: 13500x. Na negativni kontroli ne opazimo veziklov, temve¢ samo artefakte, ki jih je mo¢ pripisati
kontrastirnemu sredstvu.
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4.2.2 Vezikli pripravljeni s sonikatorjem tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk.2
in kontrastirani s fosfovolframovo kislino

4.2.2.1 Vezikli iz ekvimolarne mesanice sfingomielina in holesterola

Za kontrastiranje vzorcev s fosfovolframovo kislino smo uporabili druga¢no metodo priprave
vzorcev za TEM, pri kateri smo vezikle soncirali skupaj s kontrastirnim sredstvom. Pokazalo
se je, da z to metodo v nekaterih primerih dobimo boljso slikovno detekcijo veziklov, vendar
je tezje ponovljiva. Vezikle, kot so na sliki 12, je mo¢ opazovati le pri priblizno vsakem
tretiem vzorcu. V teh primerih se kontrastirno sredstvo zadrzi v veziklih in tako omogoci
boljse opazovanje. V drugih primerih se kontrastirno sredstvo izlije iz veziklov in jih obda
(Sliki 13 in 14). Metodo bi bilo treba Se izpopolniti. Posnetki veziklov potrjujejo naSe
predhodne rezultate dela z uranil acetatom, kjer smo dobili veémembranske in zato tudi vecje

vezikle
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Slika 12: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne mesanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih s
standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in mo¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in kontrastiranih s fosfovolframovo kislino. Vezikli so pripravljeni v filtrirani
deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml. Povecava mikroskopa: 130000x. Vezikli so bolj izraziti, ker se je
fosfovolframova kislina zadrzala v veziklih, pus€ice oznacujejo multilamelarnost veziklov .
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Slika 13: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih s
standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in mo¢jo 6 ) na sonikatorju tipa MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in kontrastiranih s fosfovolframovo kislino. Vezikli so pripravljeni v filtrirani
deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml. Pove¢ava mikroskopa: 46000x (a) in 19000x (b) . Prikazani so
slab$e vidni vezikli obdani z fosfovolframovo kislino..

Slika 14: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih s
standardno metodo (30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in mo¢jo 6 ) na sonikatorju tipa MSE 150W
ultrasonic disintegrator Mk.2 in kontrastiranih s fosfovolframovo kislino. Vezikli so pripravljeni v filtrirani
deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml. Pove¢ava mikroskopa: 92000x (a) in 46000x (b). Na sliki opazimo
skupek lepse vidnih veziklov. Kontrastirno sredstvo se je zadrzalo v veziklih.
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4.2.2.2 Vezikli iz pamitoil-oleoil fosfatidilholina

Pri veziklih iz POPC-ja opazimo vecje zlivanje kot pri veziklih iz sfingomielina ter holesterola

(Sliki 15 in 16). Primerov, pri katerih kontrastirno sredstvo ostane v veziklih, nismo opazili.

Slika 15: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, pripravljenih s standardno metodo
(30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in moc¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic
disintegrator Mk.2 in kontrastiranih s fosfovolframovo kislino. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani
vodi v koncentraciji 0,25 mg/ml. Povedava mikroskopa: 46000x. Razvidna je gruca veziklov, ki se mo¢no
zlivajo.
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Slika 16: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, pripravljenih s standardno metodo
(30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in moc¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic
disintegrator Mk.2 in kontrastiranih s fosfovolframovo kislino. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani
vodi v koncentraciji 0,25 mg/ml. Povecava mikroskopa: 46000x. Razvidne so gruce veziklov, ki se mocno
zlivajo.
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4.2.2.3 Negativna kontrola (fosfovolframova kislina)

Negativna kontrola, pri kateri smo z elektronsko mikroskopijo opazovali v vodi raztopljeno
kontrastirno sredstvo brez dodatka veziklov potrjuje, da so opazovani sivi vzorci barvani s

fosfovolframovo kislino res lipidni vezikli in ne artefakti, ki se pogosto pojavljajo pri

opazovanju lipidnih struktur (Slika 17).

Slika 17: Elektronski posnetek v filtrirani deionizirani vodi raztopljenega kontrastirnega sredstva
(fosfovolframova kislina) brez dodatka veziklov (negativna kontrola), pripravljenega s standardno metodo (30-
minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in moc¢jo 6 p) na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic disintegrator
Mk.2. Povecava mikroskopa: 25000x. Na negativni kontroli ne opazimo veziklov, temve¢ samo fosfovolframovo
kislino.
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4.2.3 Vezikli pripravljeni z novim sonikatorjem tipa Vibracell ultrasonic disintegrator
in kontrastirani z uranil acetatom

4.2.3.1 Vezikli iz ekvimolarne mesanice sfingomielina in holesterola

Vezikli, ki so bili pripravljeni z novim sonikatorjem tipa Vibracell ultrasonic disintegrator so
tudi na slikah obCutno manjsi in ustrezajo velikostim, ki smo jih dobili z meritvami na
Zetasizerju. Se vedno pa je ponekod mo¢ opaziti zlivanje veziklov ter posledi¢no
ve¢membranske vezikle (Slike 18-19). Glede na to, da so podatki o velikosti veziklov

prikazovali zelo enotno populacijo, lahko zlivanje pripiSemo susenju vzorca.
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Slika 18: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih na
sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi
pulzi in amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml in
kontrastirani z uranil acetatom. Povecava mikroskopa: 34000x. Vezikli, ki se ne zlivajo, ustrezajo velikostnemu
razredu 50 nm.
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Slika 19: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne mesanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih na
sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi
pulzi in amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml in
kontrastirani z uranil acetatom. Povecava mikroskopa: 34000x. Na sliki a in b je Se vedno mo¢ opaziti
lamelarnost veziklov.

Slika 20: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, pripravljenih na
sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi
pulzi in amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml in
kontrastirani z uranil acetatom. Povecava mikroskopa: 64000x (a) in 92000x (b). Na sliki je razvidno, da so
vezikli, ki se ne zlivajo, reda velikosti 30 nm do 50 nm.
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4.2.3.2 Vezikli iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina

Opazovanje veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina potrjuje rezultate, pridobljene z
metodo dinami¢nega sipanja svetlobe. Ti vezikli so manjs$i kot vezikli iz ekvimolarne
mesSanice sfingomielina in holesterola. Ravno tako pa je opaziti zlivanje veziklov. Ti se mo¢no

zlivajo v velikih grucah, na obrobju takih gru€ pa je zlivanje veziklov manjse (Sliki 21 in 22).
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Slika 21: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, pripravljenih na sonikatorju tipa
Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in
amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,25 mg/ml in kontrastirani z
uranil acetatom. Povecava mikroskopa: 92000x. Na sliki je razvidno, da je veCina veziklov manjsa od 30 nm.
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Slika 22: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina, pripravljenih na sonikatorju tipa
Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in
amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,25 mg/ml in kontrastirani z
uranil acetatom Povecava mikroskopa: 46000x. Na desni sliki (b) je prikazana slika roba velike gruce veziklov,
kjer poteka mocno zlivanje veziklov.

4.2.3.3 Negativna kontrola (uranil acetat)

Negativna kontrola, pri kateri smo z elektronsko mikroskopijo opazovali v vodi raztopljeno
kontrastirno sredstvo brez dodatka veziklov potrjuje, da so opazovani vzorci barvani z
uranilacetatom res lipidni vezikli in ne artefakti, ki se pogosto pojavljajo pri opazovanju

lipidnih struktur (Slika 23).
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Slika 23: Elektronski posnetek v filtrirani deionizirani vodi raztopljenega kontrastirnega sredstva (uranil acetat)
brez dodatka veziklov (negativna kontrola), pripravljenega na sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator z
naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in amplitudo 50%. Povecava mikroskopa:
25000x (a) in 92000x (b). Na negativni kontroli ne opazimo veziklov, temve¢ samo artefakte, ki jih je mo¢
pripisati kontrastirnemu sredstvu.

4.2.4 Artefakti, ki jih lahko zamenjamo za lipidne vezikle

Obe metodi za kontrastiranje lipidnih veziklov sta bili pridobljeni z veliko ponovitvami in
izboljSavami obstojecih metod, ki pa niso bile tako zanesljive in ponovljive. Med
preizkusanjem nasih novih metod smo pogosto naleteli na strukture, ki jih je mo¢ zamenjati z
lipidnimi vezikli (Sliki 24 in 25). Te strukture smo izlocili z negativnimi kontrolami. Ravno
tako smo morali z deionizirano vodo zamenjati pufer (140 mM NaCl; 20 mM Tris; 1 mM
EDTA; pH 8,0), v katerem smo prvotno pripravljali lipidne vezikle,. V pufru je bilo namrec

opazovanje veziklov pod elektronskim mikroskopom otezeno .
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Slika 24: Elektronski posnetek v filtrirani deionizirani vodi raztopljenega kontrastirnega sredstva (uranil acetat)
brez dodatka veziklov (negativna Kkontrola), pripravljenega na sonikatorju tipa MSE 150W ultrasonic
disintegrator Mk.2 z pogoji : 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in amplitudo 6 p. Povecava
mikroskopa je 10500x. Uranil acetat lahko v nekaterih primerih tvori strukture, podobne lipidnim veziklom..
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Slika 25: Elektronski posnetek pufra brez lipidnih veziklov. Vzorec je bil pripravljen kot negativna kontrola in
zato obdelan z sonikatorjem MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk.2 z pogoji: 30-minutna sonikacija z 10
sekundnimi pulzi in amplitudo 6 p. Vozerc je kontastiran z uranil acetatom. Povecava mikroskopa je 25000x.
Artefakti so posledica pufra, v katerem so raztopljeni lipidni vezikli.
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43 OPAZOVANIJE NA DETERGENT ODPORNIH MEMBRAN Z ELEKTRONSKIM
MIKROSKOPOM

4.3.1 Velikosti na detergent odpornih membran, dolo¢ene z Zetasizerjem Malvern

Velikosti lipidnih raftov, oziroma na detergent odpornih membran, ki smo jih pridobili z
raztapljanjem veziklov v mrzlem detergentu Triton X-100, smo najprej izmerili z napravo
Zetasizer tipa Malvern, saj nismo vedeli, kako velike strukture lahko pri¢akujemo pod
elektronskim mikroskopom. V preglednici 3 so podane meritve, iz katerih razberemo, da so
novonastale strukture reda velikosti 30 nm (vezikli iz ekvimolarne mesanice sfingomielina in
holesterola), oz. 10 nm (vezikli iz palmitoil-oleoil fosfatidilholina). Z napravo Zetasizer smo
pri meritvah zaznali zelo majhno Stevilo trdnih struktur v raztopini, delovanje naprave je bilo

na meji detekcije. Zato so rezultati le osnova za opazovanje z elektronskim mikroskopom.

Preglednica 3: Velikosti lipidnih struktur, pridobljenih po raztapljanju veziklov s Tritonom X-100

CAS IN | SM/CHOL (1:1) TRITON X-100 POPC+ SM/CHOL  (1:1)
ENERGIJA TRITON X-100 +TRITON X-100
SONIKACIJE (premer veziklov) (premer micelov) (premer produkta) | (premer produkta)
30min ,10s | 30nm +/- 12nm 11 nm +/- Inm 12nm +/- 8nm 27nm +/- 8nm
pulzi, 50%

4.3.2 Opazovanje na detergent odpornih membran z elektronskim mikroskopom

4.3.2.1 Na detergent odporne membrane, pridobljene po ekstrakciji veziklov iz ekvimolarne
mesSanice sfingomielina in holesterola, z mrzlim detergentom Triton X-100

Pri opazovanju na detergent odpornih membran oziroma lipidnih raftov nismo opazili struktur
reda velikosti 30 nm, temvec velike povrSine oziroma “plahte”, ki so najverjetneje sestavljene

iz membran v tekoci urejeni fazi (Sliki 26 in 27), saj se pojavljajo le pri veziklih iz
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sfingomielina in holesterola, ki smo jih izpostavili detergentu. Strukture najverjetneje

nastanejo kot posledica zlivanja na detergent odpornih membran zaradi suSenja vzorca.

Slika 26: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola obdelanih s
Tritonom X-100. Vzorec je pripravljen na sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi
pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani
deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml, obdelani s Tritonom X-100 in kontrastirani z uranil acetatom.
Povedava mikroskopa: 25000x. Na detergent odporne membrane so razporejene na povrsini nosilca za
elektronski mikroskop.
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Slika 27: Elektronski posnetek veziklov iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola obdelanih s
Tritonom X-100. Vzorec je pripravljen na sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi
pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani
deionizirani vodi v koncentraciji 0,5 mg/ml, obdelani so s Tritonom X-100 in kontrastirani z uranil acetatom.
Povecava mikroskopa: 7900x (a) in 620x (b). Na detergent odporne membrane so razporejene v obliki velikih
plaht.

4.3.2.2 Na detergent odporne membrane, pridobljene po ekstrakciji veziklov iz palmitiol-
oleoil fosfatidilholina z mrzlim detergentom Triton X-100

Pri veziklih iz palmitiol-oleoil fosfatidilholina, ki smo jih obdelali s Tritonom X-100, ni bilo

opaziti nikakr$nih struktur in rezultati so bili enaki kot pri negativni kontroli (Slika 28). To

nakazuje, da je detergent popolnoma raztopil vezikle.
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Slika 28: Elektronski posnetek veziklov iz palmitoil-oleoil fosfatidilholina obdelanih s Tritonom X-100. Vzorec
je pripravljen na sonikatorju tipa Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija
z 10 sekundnimi pulzi in amplitudo 50%. Vezikli so pripravljeni v filtrirani deionizirani vodi v koncentraciji 0,5
mg/ml, obdelani so s Tritonom X-100 in kontrastirani z uranil acetatom. Povecava mikroskopa: 28000x (a) in
19000x (b). Triton je popolnoma raztopil vezikle iz palmitoil-oleoil fosfatidilholina, obe sliki prikazujeti
artefakte.

4.3.2.3 Negativna kontrola (mesanica deionizirane vode in detergenta Triton X-100)

Pri negativni kontroli, ki smo jo pripravili iz deionizirane vode z dodanim Tritonom X-100,
smo opazili le artefakte, ki so posledica obdelave vzorca z detergentom in uranil acetatom

(Slika 29).
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Slika 29: Elektronski posnetek deionizirane vode in Tritona X-100. Vzorec je pripravljen na sonikatorju tipa
Vibracell ultrasonic disintegrator pod naslednjimi pogoji: 30-minutna sonikacija z 10 sekundnimi pulzi in
amplitudo 50%. Vzorec smo kontrastirani z uranil acetatom. Povecava mikroskopa: 19000x. V negativni kontroli
so razvidni samo artefakti.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo z indirektno metodo dinamicnega sipanja svetlobe ter z direktno
metodo elektronske mikroskopije poizkusali dokazati, da so majhni enomembranski vezikli v
urejeni tekoci fazi vecji od veziklov v neurejeni tekoci fazi. Pri tem je bilo klju¢no pridobiti
ucinkovito in ponovljivo metodo za pripravo lipidnih veziklov za presevno elektronsko
mikroskopijo. Za zadnji cilj pa smo si zadali opazovanje na detergent netopnih membran z

elektronsko mikroskopijo in njihovo kvantifikacijo.

5.1.1 Sonikacija

Pri tej nalogi smo za pripravo enomembranskih veziklov uporabljali dva razli¢na sonikatorja.
Sonikator MSE 150W ultrasonic disintegrator Mk.2 starejSe izdelave ter novejsi tip
sonikatorja Vibracell ultrasonic disintegrator. Sonikacija je klju¢ni del priprave majhnih
enomembranskih veziklov iz vec¢jih ve¢membranskih. 1z preglednice 1 in preglednice 2 je
razvidno, da starej$i sonikator ni bil ustrezen za pripravo veziklov Zeljene velikosti, kljub
dodatni obdelavi veziklov z zamrzovanjem, ker je v vzorec vnesel premalo energije za
pridobivanje majhnih enomembranskih veziklov. Velikosti, ki smo jih izmerili z dinami¢nim
sipanjem svetlobe, moc¢no presegajo 100 nm in relativna napaka v velikosti kaze na zelo
nehomogeno populacijo. To potrjujejo tudi slike 6-18, kjer je jasno razvidna visoka
lamelarnost veziklov. Z novim sonikatorjem Vibracell ultrasonic disintegrator smo po
validaciji z razliénimi mo¢mi in trajanjem sonikacije nalogo opravili odli¢no. 1z preglednice 2
je razvidno, da je populacija enomebranskih veziklov manjsa od 100 nm in zelo homogena. To
potrjujejo tudi slike 18-23 z bistveno manjsimi vezikli, ki se po velikosti ujemajo z meritvami,

pridobljenimi z dinami¢nim sipanjem svetlobe.
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5.1.2 Opazovanje lipidnih veziklov s presevno elektronsko mikrosopijo

Za pripravo veziklov za presevni elektronski mikroskop smo uporabili in optimizirali dva
postopka negativnega kontrastiranja. Prvi je kontrastiranje z uranil acetatom, drugi pa
kontrastiranje s fosfovolframovo kislino. Obe metodi sta po optimizaciji dali zelo dobre
rezultate, nekatere slike veziklov kontrastiranih z fosfovolframovo kislino $e posebaj izstopajo
(slika 12, slika 14), vendar je ta metoda ¢asovno zahtevnejsa in kakovostni rezultati so zelo
tezko ponovljivi. Zato smo v vecini primerov uporabljali metodo z uranil acetatom, ki je po
zahtevni optimizaciji postala zelo ucinkovita in ponovljiva. Z obema metodama smo tudi
veckrat ponovili negativno kontrolo s filtrirano deionizirano vodo in tako potrdili rezultate in
izkljucili artefakte (slika 24 in slika 25), ki se pojavljajo in bi jih lahko zamenjali za lipidne

vezikle.

5.1.3 Primerjava velikosti veziklov v teko€i urejeni fazi in teko€i neurejeni fazi

Za vezikle v urejeni tekoc€i fazi smo izbrali vezikle iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in
holesterola, za vezikle v neurejeni tekocCi fazi pa vezikle iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina. 1z
preglednice 2 ter slik 18-22 je razvidno, da so vezikli v urejeni tekoci fazi vecji. Razlog je
najverjetneje v vecji trdnosti oziroma rigidnosti membrane, ki ima posledicno manjsSo
ukrivljenost. V prid tej predpostavki so tudi slike 6-23, na katerih je vidno zlivanje veziklov v
gruce. Zlivanje je posledica suSenja vzorca med pripravo za elektronsko mikroskopijo. Vendar
se vezikli iz palmitoil-oleoil-fosfatidilholina mocneje zlivajo in tvorijo vecje gruce.
Ocenjujemo, da je poleg velikosti, tudi to posledica manj trdne membrane veziklov v tekoci

neurejeni fazi.

5.1.4 Na detergent odporne membrane

Pri tem poizkusu smo oba tipa veziklov izpostavili detergentu Triton X-100, nato pa vzorce

izmerili z napravo Zetasizer in opazovali z elektronskim mikroskopom. V preglednici 3 so
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navedene velikosti lipidnih struktur po obdelavi z detergentom. Pri veziklih v urejeni tekoci
fazi iz ekvimolarne meSanice sfingomielina in holesterola, smo po obdelavi s Tritonom X-100
opazili strukture velikostnega razreda 30 nm. Pri veziklih v neurejeni tekoci fazi iz palmitoil-
oleoil fosfatidilholina, pa se po dodatku detergenta, lipidne strukture po velikosti niso
razlikovale od samega detergenta v negativni kontroli. V vseh primerih je bilo $tevilo trdnih
struktur v raztopini na meji detekcije in zato podatki niso verodostojni, ampak so bili le vodilo
za elektronsko mikroskopijo. Tu smo pri veziklih v urejeni tekoci fazi, ki so bili izpostavljeni
detergentu, opazili velike ploskve (slika 26 in slika 27), ki jih pri negativni kontroli (slika 29)
in veziklih v neurejeni tekoci fazi (slika 28) ni bilo mo¢ opaziti. Predvidevamo, da so se na
detergent odporne membrane pri susenju zlile v velike ploskve, kar nakazujejo tudi podatki iz

literature (Mayor in Maxfield, 1995).

5.1.5 Nadaljnje delo

V prihodnjih poizkusih bi bilo treba dodatno preuciti velikosti lipidnih struktur v raztopini po
dodanem detergentu. Ravno tako bi bilo koristno lipidne rafte oznaciti s specificnimi marker;ji
in jih obdelati z detergentom, da bi dolo€ili povezavo med lipidnimi rafti in na detergent
odpornimi membranami. Pri elektronski mikroskopiji bi lahko Se dodelali metodo barvanja
veziklov s fosfovolframovo kislino. Priporoc¢ljivo bi bilo tudi opazovanje veziklov ter na
detergent odpornih struktur z elektronsko mikroskopijo z zamrzovanjem. Pri tej metodi
namre¢ dobimo najbolj verodostojne podatke, saj s pripravo minimalno vplivamo na vzorec,

ker ga ne susimo in mu ne dodajamo kontrastnih sredstev.
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5.2 SKLEPI

- Z dinami¢nim sipanjem svetlobe in s presevno elektronsko mikroskopijo smo dokazali,
da so majhni enomembranski vezikli v urejeni teko¢i fazi, vecji od veziklov v

neurejeni tekoci fazi.

- Primerjali smo rezultate dinami¢nega sipanja svetlobe in elektronske mikroskopije in

dobili primerljive rezultate.

- Izpopolnili smo dve metodi za opazovanje lipidnih veziklov s presevno elektronsko

mikroskopijo in opredelili artefakte, ki se pojavljajo pri pripravi vzorcev.

- Na detergent odporne membrane smo opazili le pri veziklih v urejeni tekoci fazi, ki
smo jih obdelali z detergentom Triton X-100. Pri veziklih v neurejeni tekoci fazi
podobnih struktur ni bilo mo¢ opaziti. Na detergent odporne mebrane so pod
presevnim elektroskim mikroskopom vidne kot velike plahte, ki verjetno nastanejo z

zlivanjem.
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6 POVZETEK

Liposomi so zaokrozeni koloidni delci, sestavljeni iz amfifilnih molekul. Delimo jih na vec
skupin na podlagi velikosti in S$tevila membran. Tako loimo ve¢membranske ter
enomembranske vezikle. V nasi nalogi smo preucevali velikosti po sestavi razliénih majhnih
enomembranskih veziklov, ki dosegajo velikosti od 20 do 100 nm. Z elektronsko mikroskopijo
in dinami¢nim sipanjem svetlobe smo poizkusali dokazati, da so vezikli v urejeni tekoci fazi
ve¢ji od veziklov v neurejeni tekoCi fazi. Ravno tako smo z elektronsko mikroskopijo

opazovali u€inek detergenta na vezikle.

Majhne enomembranske vezikle smo pripravili s postopkom hidratacije in sonikacije. Tu je
sonikacija klju¢nega pomena, saj mora sonikator v vzorec vnesti zadostno koli¢ino energije.
Vezikle smo opazovali z dinami¢nim sipanjem svetlobe, nato Se s presevnim elektronskim
mikroskopom. Za mikroskopijo je bilo potrebno optimizirati obstojeCe postopke. Za

najucinkovitejsi postopek se je izkazalo kontrastiranje veziklov z uranil acetatom pri ph 7.

Rezultati dinami¢nega sipanja svetlobe in presevne elektronske mikroskopije se medsebojno
ujemajo in so potrdili naSe domneve, da so vezikli v urejeni teko€i fazi vecji od veziklov v
neurejeni tekoci fazi. Razlog za to je najverjetneje v tesnejSem pakiranju nasic¢enih lipidov, ki
tvorijo tekoCo urejeno fazo, in v posledi¢ni manjSi ukrivljenosti membrane. Pri obdelavi
veziklov v urejeni teko¢i fazi z detergentom Triton X-100, smo pod elektronskim
mikroskopom opazovali na detergent odporne membrane, vidne kot velike plahte na povrSini
nosilca za mikroskopijo. Pri veziklih v neurejeni teko¢i fazi, ki smo jih obdelali z

detergentom, takih membran ni bilo mogoce opaziti.
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